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Chaves, A L S. Caracterizacdo molecular e suscetibilidade antifungica de leveduras
incomuns da ordem Saccharomycetales: uma série de casos de infec¢gdes de
corrente sanguinea em pacientes com cancer. Rio de Janeiro, 2021. 170 f. Tese
[Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas.

RESUMO

A fungemia € uma doenca infecciosa grave, e pode se associar a choque séptico, faléncia
multipla de 6rgéos e elevada mortalidade. A doenca € definida quando ocorre o isolamento
de fungo, como Candida spp. e outras leveduras a partir de hemoculturas de pacientes.
Nos ultimos anos, espécies incomuns da ordem Saccharomycetales tém sido isoladas em
pacientes com cancer. Pouco se sabe sobre estas leveduras emergentes, em especial no
estado do Rio de Janeiro. O objetivo deste estudo é avaliar a suscetibilidade aos
antifngicos de espécies emergentes da ordem Saccharomycetales causadoras de
fungemia em pacientes com cancer. Para isso foram incluidas cepas de leveduras
incomuns pertencentes a ordem Saccharomycetales isoladas de hemoculturas de
pacientes atendidos no Instituto Nacional do Cancer no periodo de 2002-2017 e excluidas
aguelas identificadas fenotipicamente como Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida krusei, Candida glabrata ou Candida parapsilosis. As espécies emergentes foram
identificadas através da técnica de “barcoding” de DNA com a amplificacdo da regido ITS1-
5.8S-ITS2 dorDNA ou da regido D1/D2, quando necessério. A nomenclatura das
leveduras identificadas foi atualizada conforme o banco de dados do NCBI. A
suscetibilidade aos farmacos antifungicos foi realizada de acordo com o protocolo padrao
de microdiluicdo em caldo preconizado pelo BrCAST, e comparada com a técnica de
difusdo de gradiente em fitas (Etest®) e com método automatizado (VITEK® 2). Esses
resultados foram correlacionados com dados clinicos dos pacientes e com aspectos
fenotipicos das cepas que pudessem estar associados com viruléncia ou resisténcia aos
antifngicos, tais como producdo de enzimas hidroliticas. Espécies do complexo
Meyerozyma guilliermondii e Wickerhamomyces anomalus foram as leveduras mais
frequentes. Fluconazol apresentou pouca atividade antifiingica contra as cepas testadas,
com concentragdes inibitérias minimas elevadas para o complexo M. guilliermondii, W.
anomalus e Candida haemulonii var. vulnera. A anfotericina B foi capaz de inibir 100% do
crescimento de 96,42% das cepas, em concentracfes de 0,032 - 1ug/mL, demonstrando
ser o farmaco com melhor agao terapéuticain vitro. Foi verificado associagdo entre as
CIMs de leveduras, de caspofungina e micafungina com a produgédo de hemolisina.
Pacientes que necessitaram de cuidados intensivos tiveram 27 vezes mais chance de
Obito em comparagcdo com aqueles que ndo necessitaram de UTI. Os resultados
contribuem para o conhecimento sobre leveduras emergentes em pacientes com cancer,
bem como para o entendimento de possiveis resisténcias dessas leveduras aos farmacos
antifingicos e suas consequéncias para os pacientes infectados.

Palavras-chave: Saccharomycetales; Leveduras incomuns; Suscetibilidade; Fungemia



Chaves, AL S. Molecular characterization and antifungal susceptibility of uncommon
yeasts of the order Saccharomycetales: a case series of bloodstream infections in
cancer patients. Rio de Janeiro, 2021. 170 s. Thesis [PhD in Clinic Research in Infectious
Diseases] — Evandro Chagas National Institute of Infectious Diseases.

ABSTRACT

Fungemia is a serious infectious disease associated with septic shock, multiple organ
failure and high mortality. The disease is defined when a fungus such as Candida spp. are
isolated from blood cultures of patients. In recent years, unusual species of the order
Saccharomycetales have been isolated from cancer patients. Little is known about these
emerging yeasts, especially in the state of Rio de Janeiro. The aim of this study is to
evaluate the susceptibility to antifungal agents of emerging species of the order
Saccharomycetales that cause fungemia in cancer patients. For this purpose, unusual
yeast strains belonging to the order Saccharomycetales isolated from blood cultures of
patients treated at the Instituto Nacional do Cancer between 2002-2017 were included and
those identified phenotypically as Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei,
Candida glabrata or Candida parapsilosis were excluded. Emerging species were
identified through DNA barcoding with amplification of the ITS1-5.8S-ITS2 DNA region, or
D1/D2 region, when necessary. The nomenclature of the identified yeasts was updated
according to the NCBI database. Susceptibility to antifungal drugs was performed
according to the standard broth microdilution protocol recommended by BrCAST, and
compared with the gradient diffusion technique on strips (Etest®) and automated method
(VITEK® 2). These results were correlated with clinical data from patients and with
phenotypic aspects of the strains that may be associated with virulence or resistance to
antifungal agents, such as production of hydrolytic enzymes. Species of the Meyerozyma
guilliermondii and Wickerhamomyces anomalus complex were the most frequent yeasts.
Fluconazol showed little antifungal activity against the tested isolates, with high minimum
inhibitory concentrations for the M. guilliermondii complex, W.anomalus and Candida
haemulonii var. vulnera. Amphotericin B was able to inhibit 100% of the growth of 96.42%
of the isolates, at concentrations of 0.032 - 1ug/mL, demonstrating to be the drug with the
best therapeutic action in vitro. An association was found between caspofungin and
micafungin MICs with hemolysin production. Patients who required intensive care were 27
times more likely to die compared to those who did not need. The results contribute to the
knowledge about emerging yeasts in cancer patients, as well as to the understanding of
possible resistances of these yeasts to antifungal drugs and their consequences for
patients infected by these fungi.

Keywords: Saccharomycetales; Uncommon yeasts; Susceptibility; Fungemia
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sangue periférico dos 19 pacientes, no periodo de 01/01/2002 a
31/12/2017 no INCA-RJ.

Comparacao da distribuicdo da CIM modal de dez cepas do Complexo
M. guilliermondii, isoladas em sangue periférico em pacientes do
presente estudo, no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ,
com a distribuicdo da CIM modal das cepas descritas de acordo com o
ponto de corte epidemioldgico no protocolo EUCAST.

Comparacao da distribuicdo da CIM modal de duas cepas de Candida

dubliniensis, isoladas em sangue periférico em pacientes do presente
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Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

estudo, no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ, com a
distribuicdo da CIM modal das cepas descritas de acordo com o0 ponto
de corte epidemiolégico no protocolo EUCAST.

Comparagdo da distribuicdo da CIM modal de duas cepas de
Kluyveromyces marxianus, isoladas em sangue periférico em pacientes
do presente estudo, no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-
RJ, com a distribuicdo da CIM modal das cepas descritas de acordo com
0 ponto de corte epidemiolégico no protocolo EUCAST.

Valores de CIM e classificagdo das cepas de leveduras incomuns da
ordem Saccharomycetales no INCA de acordo com os valores de ponto
de corte epidemiolégico propostos pelo EUCAST.

Concentracao inibitéria minima das 27 cepas de leveduras incomuns da
ordem Saccharomycetales aos farmacos antifiingicos de acordo com a
técnica de difusdo em fita com gradiente antimicrobiano (Etest®),
isoladas em sangue periférico dos 19 pacientes, no periodo de
01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ.

Concentracao Inibitéria Minima das 27 cepas de leveduras incomuns da
ordem Saccharomycetales aos farmacos antifingicos de acordo com a
teste de suscetibilidade automatizado realizado no VITEK® 2 AST,
isoladas em sangue periférico dos 19 pacientes, no periodo de
01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ.

Porcentagem de concordancia categérica pelos métodos Etest® e
VITEK® 2 AST em comparagdo com o protocolo de microdiluicdo
BrCAST de 14 cepas de leveduras incomuns da ordem
Saccharomycetales isoladas em sangue periférico de 10 pacientes, no
periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ.

Porcentagem de concordancia essencial pelos métodos Etest® e VITEK®
2 AST em comparacao com o protocolo de microdiluicdo BrCAST das 27
cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales isoladas em
sangue periférico de 19 Spacientes, no periodo de 01/01/2002 a
31/12/2017 no INCA-RJ.

Producdo enzimética das 27 cepas de leveduras incomuns da ordem
Saccharomycetales isoladas em sangue periférico dos 19 pacientes, no
periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ.
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Tabela 14

Quadro 4

Tabela 15

Associacdo entre os fendtipos fungicos relacionados a viruléncia das
cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales e as CIMs
dos farmacos antifingicos testados no protocolo EUCAST.

Correlacao entre os dados clinicos e a categorizacao do fendétipo de
viruléncia, uso prévio de antifungicos, tratamento e a suscetibilidade
antifingica, no desfecho dos 19 casos de infeccdo da corrente
sanguinea por cepas de leveduras incomuns da ordem
Saccharomycetales no INCA no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017
Andlise univariada entre as caracteristicas microbioldgicas das cepas de
leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales e os dados clinicos

dos pacientes com fungemia no INCA-RJ.
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1 INTRODUCAO

1.1 Infecg¢des por Candida

Candida spp. séo leveduras da ordem Saccharomycetales ubiquas, amplamente
distribuidas, podendo ser encontradas no solo, agua, plantas e animais (LACAZ et al.,
2002; LIM et al., 2012). Algumas espécies estdo presentes no corpo humano como
microbiota residente comensal na pele e nas mucosas cavitarias, oral, gastrointestinal e
vaginal (KIM; SUDBERY, 2011). Podem se comportar como patdgenos oportunistas
guando as defesas do hospedeiro estdo prejudicadas, ou ainda, quando ocorre ruptura
nas barreiras cutaneas e gastrointestinais, promovendo doengas invasivas (KIM;
SUDBERY, 2011; LIM et al.,, 2012). Sdo conhecidas como patdgenos emergentes
causadores de infec¢gdes em centros hospitalares de todo o mundo (PAPPAS et al., 2018).

As infec¢des por Candida tém sido descritas como infeccfes emergentes, que
podem acontecer em qualquer parte do corpo. Quando ocorrem nas membranas
mucosas, sdo chamadas de Candidiase ou Candidose (LEWIS; WILLIAMS, 2017; SOBEL,
2007). Contudo, Candida spp. podem migrar para a corrente sanguinea, sendo essa
condicdo denominada fungemia (ARENDRUP et al., 2005). Esta € uma doenca infecciosa
potencialmente fatal, associada a choque séptico, faléncia multipla de 6rgéaos e elevada
mortalidade (PAPPAS et al., 2015). A fungemia € definida quando ocorre o isolamento de
leveduras como Candida spp. a partir de hemoculturas de pacientes com febre (VISCOLI
et al., 1999). Esta infeccdo de corrente sanguinea pode disseminar para outras partes do
corpo, como coracao, figado, pulmdes, sendo entdo chamada de fungemia invasiva (KIM;
SUDBERY, 2011; LIM et al., 2012). E uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em pacientes com cancer. A incidéncia da doenca esta aumentando devido a
crescente sobrevida de pacientes imunocomprometidos e aos procedimentos invasivos
aos quais sao submetidos (ANTINORI et al., 2016; ARENDRUP et al., 2005; ESPINEL-
INGROFF et al., 2009).

Pessoas imunocompetentes, normalmente, ndo sdo acometidas pela doenca,
porém podem desenvolver infec¢des localizadas, como na mucosa oral e no sistema
geniturinario, e mais raramente em pele e unhas (LEWIS; WILLIAMS, 2017; SOBEL,
2007). Os fatores de risco para desenvolver fungemia incluem internacéo prolongada em
UTI por muitos dias, diabetes, imunocomprometimento seja por tratamento
quimioterapico, uso de corticoides, ou ainda transplante de medula ou érgao sélido. Outros

fatores incluem uso de cateter venoso, cirurgia abdominal, queimadura grave,
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hemodialise, e uso prévio de antibidticos e antifiungicos. Os sinais e sintomas da doenca
dependem da localizacdo do agente etiolégico, e podem incluir febre, hipotensao,
erupcdes cutaneas, cefaleia e dor abdominal (PAPPAS et al., 2015, 2018).

Atualmente as fungemias por leveduras como Candida spp. representam cerca de
10% das infeccBes hospitalares de corrente sanguinea com mortalidade associada
(LORTHOLARY et al., 2017). Os fatores de risco para mortalidade séo: idade, neoplasias
hematoldgicas, transplante de medula éssea e auséncia de terapia antifungica profilatica
(VISCOLI et al., 1999). A profilaxia com antifungicos durante ou apés a quimioterapia vem
causando resisténcia em alguns isolados de Candida spp., principalmente de espécies
nao-albicans. Recentemente, as equinocandinas tém sido efetivas no tratamento da
fungemia por Candida spp. em pacientes neutropénicos (GHARAGHANI et al., 2016).

Candida spp. podem ser detectadas nas superficies mucosas de ~50-70% dos
humanos saudaveis. Quando ocorre quebra nas barreiras intestinais, por exemplo, apos
cirurgia gastrointestinal, Candida spp. podem se disseminar diretamente para a cavidade
abdominal e invadir a corrente sanguinea, levando a fungemia. Em condi¢des normais, o
fungo se comporta como um organismo comensal sem causar doencgas. A diminuicdo da
resposta imune, entre outros fatores, pode promover o crescimento excessivo de fungos
no intestino e levar a fungemia invasiva, o que pode causar infecgcdes oportunistas
profundas em varios érgaos (PAPPAS et al., 2018).

A fungemia é diagnosticada atraves da coleta de sangue do paciente em frasco de
hemocultura aerdbio e posterior isolamento e identificacdo correta da levedura em meio
de cultivo apropriado. O atraso e os erros na identificacdo das espécies dos isolados por
métodos convencionais e a resisténcia a antifingicos apresentada por algumas espécies
sdo responséaveis pelo aumento da morbidade e mortalidade por fungemia. Assim, a
identificacéo rapida e correta das espécies isoladas, assim como a determinagéo do teste
de suscetibilidade aos antifungicos, € determinante para estabelecer o tratamento correto
e 0 sucesso terapéutico de pacientes com fungemia (FATIMA et al., 2017, LEAW et al.,
2006).

1.2 Espécies de Candida

Sao cinco as espécies de Candida mais incidentes, comumente responsaveis por
mais de 90% dos casos de infec¢Bes fungicas invasivas: Candida albicans, a mais
frequente, seguida das espécies ndo-albicans Candida glabrata, Candida parapsilosis,

Candida tropicalis e Candida krusei. As frequéncias relativas das espécies nao-albicans
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variam dependendo da populacdo envolvida, da regido geografica, do uso prévio de
antifingicos e da idade do paciente. Destas, C. glabrata e C. krusei costumam ser as mais
preocupantes por apresentarem resisténcia aos antifungicos derivados azolicos
(MARCHETTI et al., 2004, ANTINORI et al., 2016). De fato, estudos epidemioldgicos
anteriores relataram que estas espécies apresentam elevada incidéncia em pacientes com
cancer que receberam profilaxia com derivados azélicos (MARCHETTI et al., 2004,
VISCOLI et al., 1999). Além disso, muitas outras espécies de leveduras incomuns estao
emergindo como patégenos humanos, e sua identificacdo pode representar um desafio
(LEAW et al., 2006).

Muitas espécies de Candida ndo-albicans incomuns (CNAI) tém emergido como
agentes de infeccao de corrente sanguinea em pacientes com cancer (LEAW et al., 2006,
BRETAGNE et al., 2017). De acordo com um estudo que avaliou 79 cepas de 68 pacientes
no periodo de quinze anos nos Estados Unidos da América (EUA), as espécies
emergentes causadoras de fungemia incluem Candida guilliermondii (43%), Candida kefyr
(22%), Candida lusitaniae (19%) e Candida famata (16%). A neutropenia (< 500
células/mm3) estava presente na maioria dos pacientes (JUNG et al., 2015). Na ultima
década, o Centro de Controle e Prevencao de Doencas dos EUA — CDC, fez um alerta
mundial sobre Candida auris, uma levedura emergente e multirresistente, de grande
persisténcia ambiental, sobretudo no ambiente hospitalar, e causadora de infeccdes
invasivas graves e fatais. Esta espécie demonstra resisténcia ao fluconazol e ainda
resisténcia variavel a outros antifungicos (CDC, 2016). Recentemente, surto por esta
espécie ocorreu no Brasil (DE ALMEIDA et al., 2021; ANVISA, 2020).

Nos casos de fungemia por espécies menos frequentes de Candida, as
recomendacdes clinicas baseiam-se em estudos retrospectivos, meta-analises e opinides
de especialistas (ANTINORI et al., 2016). A investigacao epidemioldgica, a suscetibilidade
aos antifungicos utilizados no tratamento destas infeccbes e os fatores associados a
morbidade destes pacientes sdo fundamentais (JUNG et al., 2015). A seguir, sé@o
apresentadas as principais espécies de CNAI encontradas no Brasil. Para fins didaticos,
as espécies serdo nomeadas como o foram nas suas publicagdes originais citadas ao
longo do texto, até porque na maioria das vezes, sobretudo em estudos mais antigos,
distincdo molecular néo foi realizada. Sempre que possivel, 0 nome cientifico mais atual

das espécies, de acordo com a taxonomia vigente, também sera apresentado.

1.2.1 Complexo Meyerozyma guilliermondii

23



O complexo de espécies M. guilliermondii, também chamado de Complexo Candida
guilliermondii, € um conjunto de espécies geneticamente heterogéneas, mas
fenotipicamente indistinguiveis, pertencentes a ordem Sacharomycetaceae. Seus
membros representam um grupo de leveduras amplamente estudadas na natureza, solo,
agua e vegetais (DE MARCO et al., 2018; SAVINI et al., 2011). O género Meyerozyma foi
proposto por Kurtzman apds autenticacdo molecular de isolados pela regido D1/D2 do
RNAr (KURTZMAN; SUZUKI, 2010). Sado quatro as espécies intimamente relacionadas
pertencentes ao complexo de espécies C. guilliermondii: Meyerozyma caribbica
(previamente conhecida como sua forma anamorfa Candida fermentati), Meyerozyma
guilliermondii (previamente conhecida como sua forma anamorfa C. guilliermondii),
Meyerozyma carpophila e Candida xestobii (SAVINI et al., 2011; VAUGHAN-MARTINI et
al., 2005). Classificagbes taxondmicas mais atuais apresentam, entretanto, C. xestobi
como sinbnimo heterotipico de M. carpophila (TUMBARELLO et al., 2007; SCHOCH et al.,
2020).

Espécies pertencentes ao complexo de espécies M. guilliermondii foram relatadas
como agentes emergentes de infeccdo fungica invasiva rara em pacientes com cancer
(MARCOS-ZAMBRANO et al., 2017; SAVINI et al., 2011). Essas espécies podem ser
isoladas de uma variedade de fontes, ambientais e humanas, em hospitais. Fazem parte
da microbiota cutéanea, podendo causar ainda infec¢des de pele e onicomicose (SAVINI
et al.,, 2011). Estdo relacionadas a menor suscetibilidade a farmacos antifungicos,
particularmente fluconazol, e concentracfes inibitérias minimas (CIMs) relativamente
elevadas para equinocandinas, com desfechos desfavoraveis (LOCKHART et al., 2009).

A literatura sobre M. caribbica € escassa em comparacao com M. guilliermondii e
as inferéncias filogenéticas anteriores ndo incluiram todos os membros do complexo de
espécies, deixando duvidas sobre a correta caracterizacdo (DE MARCO et al., 2018;
KURTZMAN; ROBNETT, 2013; KURTZMAN; SUZUKI, 2010). Estas descobertas recentes
impdem a recomendacéo de que os laboratorios de micologia médica devem usar técnicas
moleculares, como forma de autenticacdo de CNAI’s, no diagnéstico de doencas fungicas
para superar as limitacdes dos métodos convencionais (KIM et al., 2014, 2016).

O sistema VITEK® 2, ferramenta bastante utilizada em laboratérios de microbiologia
clinica para identificagdo de leveduras, ainda apresenta M. guilliermondii como C.
guilliermondii em seu banco de resultados, sem distinguir as espécies do complexo, o que
pode ser um problema para os médicos ou equipe de laboratério que desconhecem as

altimas mudancas taxonémicas no género Candida.
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1.2.2 Complexo Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii, conhecida também por Candida famata, faz parte de um
complexo de espécies que inclui até o momento, as seguintes espécies: C. famata (D.
hansenii), D. fabryi, C. flareri (D. subglobosus), D. macquariensis, D. prosopidis, D.
maramus, D. nepalensis, D. viethamensis, D. courdetii, D. vindobonensis e D. tyrocola
(JACQUES; MALLET; CASAREGOLA, 2009; LOPANDIC et al., 2013).

Debaryomyces hansenii € uma levedura que produz toxinas, incluindo micocinas,
para destruir espécies de leveduras competitivas. E uma espécie comum usada na
industria alimenticia, incluindo todos tipos de queijo, alimentos embutidos e ainda na
producédo da fermentacao de cervejas (BREUER; HARMS, 2006).

A identificacdo biogquimica pelo sistema VITEK® 2 ndo é capaz de discriminar
guando espécies diferentes tém alta similaridade em reacdes bioquimicas. Nestes casos,
a autenticacado molecular por sequenciamento da regiao ITS (“internal transcribed spacer”)
do DNA fungico é recomendada (IRINYI et al., 2015). Em estudos recentes identificou-se
por métodos fenotipicos isolados de levedura como C. famata. No entanto, apés analises
moleculares, esses isolados foram reidentificados como C. guilliermondii, C. lusitaniae, C.
parapsilosis e C. palmioleophila (KIM et al., 2014, 2016; MELETIADIS et al., 2011).

Um estudo conduzido na Coréia, revelou que 28 cepas de C. famata, previamente
identificados pelo sistema VITEK® 2, foram reidentificados molecularmente como C.
guiilliermondii. Assim, os autores confirmaram que C. famata € uma causa rara de
fungemia (KIM et al., 2014).

1.2.3 Candida auris

Em 2016 o CDC relatou uma espécie de levedura que preocupa todo o mundo,
Candida auris. Esta espécie incomum emergiu globalmente como um patégeno
multirresistente associado a cuidados com a saude, por apresentar forte potencial de
transmissao horizontal nosocomial (CDC, 2016). A levedura é fenotipicamente confundida
com Candida haemulonii, Candida famata, Candida sake, Saccharomyces cerevisiae e
Rhodotorula glutinis por equipamentos automatizados de identificacdo microbiana, como
o VITEK® 2 e 0 API® 20C AUX. Os primeiros casos de infeccdo de corrente sanguinea
pelo fungo foram relatados na Coréia do Sul em 2011. Os isolados obtidos de trés

pacientes confirmados por analise molecular da regido D1/D2 haviam sido erroneamente
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identificados como Candida haemulonii e Rhodotorula glutinis pelos sistemas VITEK® 2 e
API® 20C AUX (LEE et al., 2011).

Relatérios recentes destacam os desafios continuos na identificacdo correta deste
patdgeno emergente, devido a identificacdo incorreta de espécies de organismos nos
laboratorios de micologia. As medidas de prevencéo e controle previstas no comunicado
de risco n® 01/2017 da GVIMS/GGTES/ANVISA tem por fim reforcar a vigilancia
laboratorial da C. auris em todos os servicos de saude do pais, como medidas de
prevencdo e controle de infec¢cBes relacionadas a assisténcia a saude e, em caso de
suspeita ou confirmacdo, recomenda a notificacdo e o0 envio de qualquer cepa com
caracteristicas fenotipicas de C. auris a laboratérios de referéncia regionais para
identificacdo definitiva da espécie por espectrometria de massa MALDI-TOF e / ou por
analise de sequéncia ITS do rDNA (ANVISA, 2017).

Casos e surtos hospitalares de infec¢des invasivas por C. auris foram relatados
em guatro continentes, inclusive no continente americano, principalmente entre pacientes
hematol6gicos, expostos a antibidticos e a procedimentos médicos invasivos, com alta
mortalidade. Isto tem levado infectologistas e microbiologistas a discutirem questdes
relevantes para laboratérios de microbiologia clinica, controle de infeccdo hospitalar e
esforcos de administracdo de antimicrobianos (CALVO et al., 2016; SPIVAK; HANSON,
2018).

A predilecdo pela transmissdo dentro de instituicbes de saude € possivelmente
promovida por fatores de viruléncia que facilitam a colonizacéo da pele e a persisténcia
ambiental entre as espécies de Candida, levando a outros desafios, que sdo as altas
taxas de resisténcia a medicamentos antifingicos e mortalidade significativa de pacientes
hospitalizados. (DE CASSIA ORLANDI SARDI et al., 2018; SPIVAK; HANSON, 2018).

Em dezembro de 2020, C. auris surgiu no Brasil na cidade de Salvador. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, emitiu um alerta aos servigcos de saude sobre
a identificacéo do possivel primeiro caso de C. auris no Brasil (ANVISA, alerta de risco n®
01/2020). A levedura, chamada de superfungo, foi identificada em paciente adulto
internado em UTI em hospital no estado da Bahia. Os primeiros pacientes colonizados por
C. auris estavam na mesma unidade de terapia intensiva que atendia pacientes com
Covid-19. A tipagem de microssatélites revelou cepas clonais pertencentes a clade do Sul
da Asia. As restricbes de viagem durante a pandemia de Covid-19 e a auséncia de
histdérico de viagens entre os pacientes colonizados levam a hipotese de que esta espécie
foi introduzida antes do reconhecimento do primeiro caso, ou ainda que emergiu
localmente no litoral de Salvador (DE ALMEIDA et al., 2021).
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A pandemia de Covid-19 pode fornecer condi¢des ideais para surtos de C. auris em
UTIs de hospitais. A rapida e crescente expansao e transformacédo das instituicbes de
saude em todo o mundo para acomodar o nimero cada vez maior de pacientes forneceu
uma base potencial para a transmisséo de infec¢gdes nosocomiais. Surtos por C.auris ja
foram relatados no México e na india em unidades Covid-19. E necessario cuidado extra
com as superinfecgdes em pacientes criticos com Covid-19, relacionadas a altas taxas de
mortalidade em 30 dias, geralmente acima de 50% (CHOWDHARY et al.,, 2020;
VILLANUEVA-LOZANO et al., 2021). A possivel disseminagcdo de C. auris no Brasil em
meio a pandemia de Covid-19 pode causar impacto negativo na evolucdo desses
pacientes (DE ALMEIDA et al., 2021).

1.2.4 Complexo Candida haemulonii

O complexo de espécies de Candida haemulonii (C. haemulonii, C.
duobushaemulonii e C. haemulonii var. vulnera) emergiu como leveduras oportunistas,
multirresistentes, capazes de causar fungemia nos ultimos anos. Apresentam um perfil de
resisténcia multipla a antifungicos, que inclui CIMs elevados para anfotericina B e
resisténcia cruzada a compostos azélicos, o que prejudica o tratamento de infec¢des por
essas espécies com equinocandinas. Este fato é importante para estabelecer o tratamento
correto dos pacientes com infecgdes fungicas por essas leveduras (CENDEJAS-BUENO
et al., 2012; RAMOS et al., 2020).

Formam biofilme em diferentes tipos de superficies inertes, o que € um atributo de
viruléncia incontestavel associado a fungemia por Candida spp. relacionada a dispositivos
em individuos hospitalizados (RAMOS et al., 2020). S&o capazes de causar infeccdes
humanas com manifestacfes clinicas que variam de infeccdes superficiais a profundas,
especialmente em individuos imunocomprometidos. Os principais locais de isolamento
deste complexo de espécies descritos na literatura sdo sangue, unhas, ossos, feridas na
pele. H& relatos de isolados obtidos de outros fluidos corporais, como liquido
cefalorraquidiano, lavado broncoalveolar, secrecdo vaginal, derrame pleural, fluidos
peritoneal e ascitico, bile e urina (CENDEJAS-BUENO et al., 2012).

Apesar da importancia clinica destas leveduras emergentes multirresistentes,
poucas informacfes estdo disponiveis sobre as caracteristicas clinicas e perfis de
suscetibilidade antifungica de isolados clinicos do complexo C. haemulonii. A experiéncia
clinica com a infeccdo do complexo C. haemulonii € extremamente limitada, sendo a

suscetibilidade aos antifungicos um problema relevante no manejo da infeccéo invasiva

27



pelo complexo C. haemulonii devido ao seu perfil de resisténcia a multiplas drogas
(RAMOS et al., 2015).

1.2.5 Candida dubliniensis

Candida dubliniensis € uma levedura fenotipicamente semelhante a C. albicans
(TAHIR; PESESKI; JORDAN, 2020), porém difere em relacdo a epidemiologia, certas
caracteristicas de viruléncia e a capacidade de desenvolver resisténcia in vitro ao
fluconazol (GUTIERREZ et al, 2002). Acredita-se que seja menos virulenta devido a
diminuicdo da expressao de fosfolipases, aspartil proteinases e genes de viruléncia
(MORAN; COLEMAN; SULLIVAN, 2012).

Candida dubliniensis € uma causa rara de meningite cronica, especialmente em
hospedeiros imunocompetentes (TAHIR; PESESKI; JORDAN, 2020). O isolamento de C.
dubliniensis em espécimes clinicos € raro, porém esta levedura € cada vez mais
reconhecida como um patdégeno importante em hospedeiros imunocomprometidos. Khan
e colaboradores destacaram o papel de C. dubliniensis em infeccbes da corrente
sanguinea (KHAN et al., 2012).

E um patégeno colonizador de orofaringe e do trato respiratério de hospedeiros
imunocomprometidos e esta cada vez mais sendo reconhecido como um patdgeno
oportunista no sangue, tecidos moles, trato urogenital, gastrointestinal e na cdérnea
(GUTIERREZ et al, 2002). A colonizacdo por Candida dubliniensis provavelmente
predispde os individuos a fungemia por Candida spp. (KHAN et al., 2012).

1.2.6 Candida intermedia

Candida intermedia raramente é relatada como um patégeno humano, porém
emergiu nas Ultimas décadas como importante patégeno relatado na literatura como
causador de fungemia relacionada ao cateter, e ainda em pacientes pediatricos e idosos
(RUAN et al., 2010; TAJ-ALDEEN et al., 2014). A presenca desta espécie nas cavidades
orais de pacientes imunocomprometidos, ja foi relatada em isolados de pacientes
brasileiros infectados por HIV (MELO et al., 2004).

Os relatos de infecgBes de corrente sanguinea por C. intermedia Sd0 escassos.
Hasejima e colaboradores relataram um caso de fungemia por esta levedura em paciente

diabético. A confirmacao molecular foi necessaria, pois 0 paciente ndo respondia ao perfil
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clinico. A levedura foi erroneamente identificada inicialmente como Cryptococcus
humicola pelo sistema convencional API® ID32C (HASEJIMA et al., 2011).

Ruan e colaboradores relacionaram C. intermedia como um patdgeno causador de
fungemia relacionada a cateter em pacientes em uso prolongado de nutricdo parenteral e/

ou uso de cateteres intravenosos por um longo periodo (RUAN et al., 2010).

1.2.7 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica, anteriormente conhecida como Candida lipolytyca, é uma
levedura considerada de baixa viruléncia, encontrada de forma onipresente no meio
ambiente. Pertence a microbiota humana normal, mas também é encontrada em
substratos com alto teor de lipideos sendo utilizada também em processos biotecnolégicos
na inddstria alimenticia, incluindo queijos e embutidos, e na industria farmacéutica
(DESNOS-OLLIVIER et al., 2020).

Ocasionalmente, pode ser encontrada como colonizador de pele, nas fezes, e trato
respiratorio superior de pessoas assintomaticas. Esta levedura raramente isolada no
sangue periférico tem sido relatada como um patégeno oportunista e emergente, causador
de casos incomuns de sepse e surtos nosocomiais, ao atingir a corrente sanguinea de
pacientes imunocomprometidos ou gravemente enfermos durante a hospitalizacéo
(WALSH et al., 1989).

O uso de antibidticos de amplo espectro, febre sem resposta a terapia
antibacteriana de amplo espectro, dispositivos intravasculares e internagdo prolongada
em UTI séo os principais fatores associados ao risco de fungemia por Candida spp. por
esta espécie (ZHAO et al., 2015; TABELSI et al., 2015; DESNOS-OLLIVIER et al., 2020).
A identificacdo rapida e precisa é especialmente importante para infeccdes por Y.
lipolytica, pois a necessidade e a escolha do tratamento antifungico sistémico podem
diferir entre as infecgGes causadas por esta levedura e outras Candida spp. Em estudo
publicado na Ultima década, o cartdo VITEK® 2 YST identificou corretamente 100,0% dos
isolados testados (ZHAO et al., 2015).

1.2.8 Kodamaea ohmeri

Kodamaea ohmeri, anteriormente conhecida como Candida guilliermondii var.
membranifaciens, é uma levedura que pertence a mesma familia de outras espécies de

Candida, e pode causar infec¢cbes potencialmente fatais em humanos (DIALLO et al.,
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2019; IOANNOU; PAPAKITSOU, 2020). Sua distribuicéo é ubiqua no ambiente, podendo
ser encontrada na areia, 4gua do mar, piscina e em alimentos, como as frutas
(CHAKRABARTI et al., 2014).

Nas ultimas décadas a levedura foi reconhecida como um raro e importante agente
etioldgico de fungemia em pacientes imunocomprometidos (AL-SWEIH et al., 2011). Pode
causar casos fatais em portadores de doencas onco hematoldgicas, tumores de 6rgaos
sélidos, diabetes ou de insuficiéncia renal crbénica, ocasionando fungemia, endocardite
infecciosa e onicomicose (IOANNOU; PAPAKITSOU, 2020). Muitos casos foram
relacionados ao cateter e a remocao do dispositivo foi a chave para a cura, assim como o
uso de equinocandinas como primeira escolha na terapia empirica deste patdgeno
(SHANG et al., 2010; KANNO et al., 2017).

Um numero crescente de infeccdes graves por K. ohmeri tem sido relatada na
literatura, porém a correta identificacdo desse microrganismo permanece dificil por
meétodos laboratoriais convencionais (DIALLO et al., 2019). A correta identificacdo de
isolados de leveduras obtidos de espécimens clinicos deve ser imediata, porque muitas
espécies raras estdo emergindo e sdo capazes de causar infecgcdes e surtos
potencialmente fatais. A resisténcia aos antifUngicos esta aumentando e as espécies
emergentes sdo resistentes a multiplas drogas (MDR). Consequentemente, o teste de
suscetibilidade antifingica deve ser obrigatorio para o manejo eficaz do paciente (PAUL;
KANNAN, 2019).

1.2.9 Wickerhamomyces anomalus

Wickerhamomyces anomalus, anteriormente conhecida como Candida pelliculosa,
Pichia anomala ou Hansenula anomala, € uma levedura encontrada na natureza, nas
plantas, no solo e matéria organica. Também é utilizada na indastria alimentar, como
agente de biocontrole, devido as suas propriedades antimicrobianas (EPIS et al., 2015).
Com o crescente numero de pacientes imunocomprometidos, esta levedura tem sido
citada como patdégeno emergente oportunista. Nas ultimas décadas houve aumento do
isolamento deste patdgeno na corrente sanguinea de pacientes hospitalizados, internados
em UTI, principalmente oncoldgicos, com ocorréncia de surtos nas unidades pediatricas
(TAJ-ALDEEN et al., 2014).

E um patdégeno muito raro que causa infeccdo da corrente sanguinea em neonatos,
com poucos casos relatados na literatura. A incidéncia de fungemia por Candida spp. é

alta em neonatos internados em unidade de terapia intensiva neonatal, com dificuldade

30



respiratoria, e estd associada a taxas significativas de morbimortalidade (YILMAZ-
SEMERCI; DEMIREL; TASTEKIN, 2017; SHUBHAM et al., 2021). A maior prevaléncia
nesta populagéo esta relacionada a historia de prematuridade e baixo peso ao nascer. O
uso de cateter venoso, nutricdo parenteral e imunossupresséo também séo alguns dos
principais fatores associados(RODRIGUES DUTRA et al., 2020).

Estudo brasileiro de surto pelo microrganismo destacou a importancia de
Wickerhamomyces anomalus como um patégeno fangico emergente nosocomial em
unidades de terapia intensiva pediatrica. A mortalidade foi de 41,2%. Os fatores de risco
encontrados sdo semelhantes aqueles pacientes que tém fungemia por Candida spp.,
juntamente a malformacdes congénitas e doencas neoplasicas (PASQUALOTTO et al.,
2005).

1.2.10Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus, anteriormente chamada de Candida kefyr, € uma
levedura ascomiceta ocasionalmente isolada de produtos lacteos (FONSECA et al., 2008).
E relatado como um patégeno emergente, capaz de causar fungemia em pacientes
imunocomprometidos, particularmente aqueles com doencas oncohematolégicas e
transplantados de medula 6ssea. Também ja foi isolado das méos de profissionais de
saude (AHMAD et al., 2020; KHAN et al., 2015).

Em recente estudo Hahmad e colaboradores encontraram 0,83% de prevaléncia de
C. kefyr entre os isolados clinicos testados, e 0,32% de prevaléncia para fungemia por
esta levedura, respectivamente. A levedura foi isolada em amostras de corrente
sanguinea, lavagem broncoalveolar, abscesso abdominal, fluido peritonial e fluido gastrico
(AHMAD et al., 2020).

Esta levedura tem se destacado por ser considerada uma espécie de levedura
potencialmente multirresistente. Muitos isolados exibem suscetibilidade reduzida a
anfotericina B, e tem capacidade de adquirir resisténcia a equinocandinas rapidamente
(DUFRESNE et al., 2014; AHMAD et al., 2020; KHAN et al., 2015; FEKKAR et al., 2013).
A epidemiologia deste importante patégeno nosocomial é precaria pela falta de estudos
bem definidos (AHMAD et al., 2020).

1.3 Epidemiologia das Infec¢gdes Fungicas Invasivas por Candida spp.
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As infec¢des fungicas invasivas causadas por leveduras emergentes e resistentes
aumentaram nas Ultimas décadas. Tornaram-se uma das principais causas de morbidade
e mortalidade em pacientes adultos e pediatricos. A complexidade dos pacientes
imunocomprometidos, hospitalizados por periodos prolongados, muitas vezes em
unidades de terapia intensiva, e a quimioterapia imunossupressora para 0 cancer ou
transplante de 6rgaos solidos, sao fatores predisponentes (FATIMA et al., 2017; LEAW et
al., 2006; STROLLO et al., 2017).

A epidemiologia da fungemia por Candida spp. pode variar de acordo com a regiao
geografica e a populacdo estudada. Um estudo brasileiro de vigilancia prospectiva
realizado em 11 centros médicos distribuidos em 9 capitais, avaliou e ressaltou a
necessidade de vigilancia a fim de monitorar tendéncias nos centros hospitalares. Foram
detectados 712 casos, para uma incidéncia geral de 2,49 casos por 1.000 inrenacdes e
0,37 casos por 1.000 pacientes-dia. A mortalidade bruta em 30 dias foi de 54%, o que
demonstra a substancial morbimortalidade da fungemia por Candida spp. no Brasil
(COLOMBO et al., 2006; NUCCI et al., 2013).

Nos ultimos anos, espécies de Candida menos frequentes, principalmente espécies
de Candida nao-albicans, como Candida guilliermondii, Candida kefyr, Candida lusitaniae,
Candida famata e Candida haemulonii, entre outras, foram relatadas como agentes
emergentes de infeccdo de corrente sanguinea em pacientes com cancer, demonstrando
uma variacdo na frequéncia de isolamento deste patégeno (BRETAGNE et al., 2017). A
razdo para o0 aumento e variacdo da incidéncia dessas espécies ndo esta bem
estabelecida, mas pode estar associada a melhor sensibilidade dos métodos diagndsticos
e ferramentas de identificacdo das espécies (TAJ-ALDEEN et al., 2014). Candida albicans
€ a espécie mais prevalente associada a fungemia por Candida spp.; no entanto, a
distribuicdo de Candida ndo-albicans é variavel (PAPPAS et al., 2018).

E importante dizer que a distribuicio das espécies de Candida esta em constante
variacdo, e ainda que o numero de relatos de casos de infec¢do por Candida auris é
crescente nos ultimos anos. Sendo assim, estas informagfes podem ter mudado desde
gue os dados foram coletados em 2018.

As infecgBes de corrente sanguinea por CNAI tém sido atribuidas a hospitalizacfes
prolongadas de pacientes suscetiveis e ao uso prévio de antifungicos (BRETAGNE et al.,
2017; TAJ-ALDEEN et al., 2014). O desfecho da infeccdo depende de trés fatores:
gravidade da doenca de base do paciente; fatores associados ao fungo, como viruléncia
e resisténcia; e ainda da escolha terapéutica, tempo de utilizacdo e dose do antifingico
(ARENDRUP, 2013), conforme esquematizado na Figura 1.
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GRAVIDADE
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Figura 1. Fatores associados ao desfecho da fungemia por Candida spp.. Esquema representativo da triade
para o desfecho da fungemia por Candida spp.. Adaptado de Arendrup (2013).

O surgimento de espécies incomuns de Candida esta associado a resisténcia aos
farmacos antifingicos. Estudos epidemiol6gicos demonstram que a taxa de resisténcia a
multiplas drogas é maior em espécies de Candida ndo-albicans, podendo chegar a 10%
em algumas instituicbes. Candida demonstrou resisténcia in vitro, a pelo menos um agente
antifangico, em 27% dos isolados de pacientes hematol6gicos (GAMALETSOU et al.,
2014; GAMALETSOU; WALSH; SIPSAS, 2018).

1.4 Fatores de Viruléncia de Candida spp.

A patogenicidade de Candida spp. esta relacionada as caracteristicas que 0s
fungos expressam durante o processo infeccioso, as quais sdo denominados “fatores de
viruléncia”. Estes fenotipos podem estar associados a resisténcia e variar entre as
espécies e cepas, além de dependerem das condicbes ambientais, como o sitio infecioso
e a resposta imune do hospedeiro (SARDI et al., 2013).

Os fatores de viruléncia de Candida spp. incluem a mudanca da fase leveduriforme
para hifa, forma infectante com maior capacidade de invadir e afetar células do
hospedeiro, e ainda capacidade de aderéncia as células do hospedeiro e a dispositivos
meédicos, com formacdo de biofilmes, secrecdo de enzimas hidroliticas, mudanca
fenotipica e resposta imune do hospedeiro (PARK; DO; JUNG, 2013; SARDI et al., 2013;
SILVA; NERY; DIAS, 2014; TUMBARELLO etal., 2007). Pouco se sabe sobre a expresséo

destes fatores de viruléncia nas CNAIs.
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A adesédo é uma importante caracteristica de Candida spp., crucial para o inicio de
um processo infeccioso. Dispositivos, como stents, shunts, proteses, tubos endotraqueais
e cateteres vasculares favorecem a colonizacédo e a formacéo de biofilme por Candida
(KOJIC; DAROUICHE, 2004). Como resultado, o fungo aumenta sua resisténcia aos
antifangicos, por limitar a penetracdo dos agentes antifungicos através da matriz
extracelular e ainda, conferir uma protecdo as células fungicas da resposta imune do
hospedeiro (RAMAGE et al., 2005), o que traz importantes repercussfes clinicas. As
infeccbes relacionadas a dispositivos médicos séo dificeis de tratar e os dispositivos
afetados geralmente precisam ser removidos, podendo colocar pacientes criticos em risco
(MERMEL et al., 2001).

A terapia antifingica inadequada e os biofilmes de Candida afetam adversamente
a saude de pacientes hospitalizados com alto risco para fungemia, relacionados a
persisténcia do microrganismo no processo infeccioso e séo, portanto, preditores de
mortalidade em pacientes gravemente enfermos (TUMBARELLO et al., 2007).

Dentre os fatores de viruléncia destacam-se também a capacidade de Candida spp.
em produzir e secretar enzimas hidroliticas, como proteases, fosfolipases, fitases,
esterases, hemolisinas e catalases. A secrecdo destas enzimas pode estar envolvida na
capacidade de regulacdo da resisténcia antifiungica desses organismos. Relativamente
pouco se sabe sobre esse tema com relacdo as CNAIs (NAGLIK et al., 2004; SARDI et
al., 2013; SILVA et al., 2011).

O papel das enzimas lipoliticas extracelulares, as esterases e fosfolipases, é a
digestdo de lipidios, que sdo os principais componentes das membranas celulares.
Juntamente com as proteases sdo usados como fonte de nutrientes para o fungo e adesao
a células e tecidos, facilitando a invasdo tecidual no hospedeiro durante o processo
infeccioso (DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). Em 2017, Figueiredo-Carvalho e
colaboradores ndo encontraram atividade de fosfolipase em isolados de C. glabrata em
seu estudo (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2017). Sriphannam e colaboradores nao
encontraram atividade de fosfolipase e proteinase para C. guilliermondii, mas as cepas
apresentaram atividade de esterase (SRIPHANNAM et al., 2019). A baixa expresséao de
enzimas lipoliticas de um isolado sugere uma espécie menos virulenta, quando
comparada com uma espécie com alta expressao dessas enzimas (BORST; FLUIT, 2003;
DAGDEVIREN; CERIKCIOGLU; KARAVUS, 2005). Um estudo que relacionou o perfil de
suscetibilidade aos antifungicos a producdo de enzimas hidroliticas relacionadas a
viruléncia em cepas de clinicas de C. glabrata, revelou que conforme a CIM da

micafungina aumenta, a producao de esterase diminui, o que pode ser reflexo de um maior
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conteudo de quitina nas paredes celulares de cepas resistentes. Novos estudos estdo em
andamento para verificar essa hipotese (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2017).

As hemolisinas séo proteinas essenciais para a sobrevivéncia de microrganismos
em parasitismo. Sua producédo é um dos importantes mecanismos que contribuem para a
patogenicidade de Candida spp. Esta relacionada a captacao de ferro, elemento essencial
para a sobrevivéncia das leveduras, primordial durante o processo infeccioso (SARDI et
al., 2013).

Por fim, a catalase € um fator de viruléncia que desempenha importante funcéo
antioxidante durante o processo infeccioso, sendo capaz de converter o peroxido de
hidrogénio (H2032), que é letal para o fungo, em agua (H20) e oxigénio (O2), permitindo
assim que o patdégeno escape da resposta imune do hospedeiro (NAKAGAWA et al., 1999;
ROMAN et al., 2016). A tolerancia ao estresse oxidativo esta intimamente ligada & defesa
do préprio fungo durante uma infeccédo. Foi demonstrado que as vias antioxidantes dos
fungos sé@o importantes para sua sobrevivéncia, na defesa dos ataques de neutrofilos
(LEAL et al., 2012; ZAJC; GOSTINCAR; GUNDE-CIMERMAN, 2019).

1.5 Métodos de identificacéo

Os métodos de identificacdo das espécies de Candida baseiam-se em
caracteristicas fenotipicas e testes bioquimicos das leveduras. Estas sao facilmente
isoladas e cultivadas no meio de cultivo agar Sabouraud Dextrose e algumas espécies
fenotipicamente identificadas no meio CHROMagar® Candida (CHROMagar Company,
Paris, Franca) (37 °C / 48 h) e no sistema Vitek® 2, cartdo VITEK® 2 YST (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Franca) (JUNG et al., 2015).

Os fungos leveduriformes sédo morfologicamente e filogeneticamente diversos. A
identificacdo classica € baseada nas propriedades bioquimicas (JA-HYUN JANG et al,
2012). A classificacdo de fungos por estes critérios muitas vezes ndo é suficiente para
identificacdo do patogeno, tornando-se um desafio na rotina laboratorial. Algumas
espécies cripticas, com variantes fenotipicas, podem ser identificadas erroneamente e
espécies raras podem permanecer sem identificagdo (TRABELSI et al., 2019, BALAJEE et
al., 2009, JA-HYUN JANG et al, 2012). Os métodos moleculares, como sequenciamento
por PCR, contribuem de modo a superar estas dificuldades. Este é considerado o padrao
ouro para identificagcdo de espécies de fungos no laboratério clinico (TRABELSI et al.,
2019).
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Técnicas moleculares demonstram maior acuracia na identificacdo de fungos
quando comparados a métodos fenotipicos. A identificacdo de leveduras de importancia
clinica foi padronizada através da analise de sequéncias da regido ITS do DNA
cromossomal fungico (IRINYI et al., 2015). Métodos moleculares também possibilitaram o
descobrimento de novas espécies, que por métodos fenotipicos ndo podem ser
diferenciadas. Muitas espécies emergentes de Candida formam complexos, como é o
caso de Candida haemulonii, que por métodos moleculares pode ser dividida nas
espécies: C. haemulonii, Candida duobushaemulonii e C. haemulonii var. vulnera
(RAMOS et al. 2015).

Existe um consenso a respeito da utilizacdo da regido ITS para sequenciamento
como o passo inicial na identificagéo filogenética. Esta é uma regido que apesar de ser
conhecida como um “marcador molecular universal", por ser uma regido conservada e
presente no genoma da maioria dos fungos e ainda poder ser amplificada de forma
confidvel, com grande numero de sequéncias disponiveis no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), o que permite uma comparacgéo direta da sequéncia de um

isolado desconhecido, existem algumas desvantagens no seu uso. Estas incluem
aincapacidade de distinguir espécies estreitamente relacionadas e ainda problemas de
confiabilidade das sequéncias depositadas nas bases de dados de
referéncia (BALAJEE et al., 2009). Em tais casos, dependendo do género fangico a ser
identificado, outras regides podem ser utilizadas como alvo, como aregido D1/D2 da
subunidade 28S, o gene da [-tubulina, ou ainda o gene do fator de alongamento (JA-
HYUN JANG et al, 2012).

A identificacdo de patdgenos por espectrometria de massa, Matrix Assisted Laser
Desorption/lonisation — Time Of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF), € um sistema
confiavel que esta substituindo os métodos de identificacdo fenotipica convencionais nos
laboratorios clinicos (ANNELOES et al., 2014; TAVERNA et al., 2017). Seu uso bem-
sucedido deve-se a baixos custos operacionais, a universalidade na deteccdo de
patégenos, bem como melhor especificidade nas identificagcdes e rapidez nas analises,
permitindo uma identificacdo altamente discriminatéria de leveduras e fungos filamentosos
a partir de colbnias isoladas. A identificagdo de leveduras diretamente de concentrados
de hemoculturas positivas é promissora, capaz de reduzir o tempo de identificacdo e
melhorar a discriminacdo do patdégeno, possibilitando o direcionamento terapéutico do
paciente, otimizando o diagndstico laboratorial de fungemia nos centros hospitalares. O

sistema MALDI-TOF MS é comercializado por varios fabricantes: MALDI Biotyper (Bruker
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Daltonics, Alemanha), VITEK® MS (bioMérieux, Franca), Axima (Shimadzu)-Saramis e
Andromas (Andromas, Franca) (POSTERARO et al., 2013).

A identificacdo de leveduras pela técnica de MALDI-TOF MS demonstra ser bem
sucedida na discriminacao de leveduras, incluindo a espécies intimamente relacionadas
(KIM et al., 2016; TAVERNA et al., 2017). MALDI-TOF MS tem um bom potencial para a
identificagdo de CNAIs, principalmente em laboratorios clinicos, por ser uma técnica
rapida e de facil execucdo. Estudo recente que avaliou o desempenho de MALDI-TOF MS
na identificacdo de todos os membros do Complexo M. guilliermondii e do Complexo C.
famata, demonstrou que esta técnica possui potencial para a diferenciacdo das espécies
destes complexos, usando um banco de dados interno estendido e os valores de
pontuacéo de corte recomendados pelo fabricante (TAVERNA et al., 2019).

1.6 Suscetibilidade aos farmacos antifungicos

Uma vez confirmado o diagndstico da fungemia € importante estabelecer o perfil de
suscetibilidade das espécies de leveduras identificadas laboratorialmente, a fim de
detectar possiveis resisténcias a farmacos. Existem dois tipos de resisténcia importantes
a serem consideradas: a resisténcia intrinseca, diagnosticada com a identificacéo correta
da espécie patogénica, e a resisténcia adquirida do isolado especifico, que requer teste
de suscetibilidade com interpretacdo e aplicacdo de pontos de corte clinicos corretos
(PAPPAS et al.,, 2018). Como exemplo, C. krusei é intrinsicamente resistente ao
fluconazol, enquanto que C. glabrata pode apresentar resisténcia adquirida.

O padréao ouro na determinacédo da suscetibilidade antifingica para espécies de
Candida é a diluicdo em caldo, que pode ser avaliada de acordo com o método de
referéncia de microdiluigdo em caldo, M27-ed4, do Clinical Laboratory Standards Institute
- CLSI (CLSI, 2017) e ainda de acordo com o método de diluicho em caldo para
determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima para leveduras do European Commitee
on Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST (EUCAST 7.3.1, 2017).

Diante da necessidade de padronizar a interpretacao dos testes de suscetibilidade
aos antimicrobianos e instituir pontos de corte adequados a realidade brasileira, foi
instituido o Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — BrCAST
(MELETIADIS et al., 2017), um comité nacional de testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos oficialmente reconhecido pelo EUCAST. Atualmente o BrCAST € o
documento oficial, reconhecido em portaria pelo Ministério da Saude - MS, que norteia a
utilizacdo das normas de interpretacdo para os testes de suscetibilidade aos
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antimicrobianos nos laboratorios publicos e privados do pais (PORTARIA N° 64, DE 11
DE DEZEMBRO DE 2018).

As metodologias disponiveis sdo excelentes para identificar isolados resistentes,
mas nao sao faceis de usar no contexto do laboratério de microbiologia clinica de rotina.
Ambos os métodos avaliam a capacidade de isolados de Candida spp. crescerem em
diluicbes seriadas do agente antifungico investigado. A concentracdo mais baixa que
causa inibicao do crescimento proeminente ou pelo menos 50% em comparagdo com um
controle ndo inibido é o resultado da CIM (concentracao inibitéria minima) (PAPPAS et al.,
2018). Os antifungicos comumente testados para leveduras no Brasil sdo anfotericina B,
fluconazol, itraconazol, posaconazol, voriconazol, caspofungina e micafungina.

Outros testes de suscetibilidade estdo disponiveis no mercado, oferecendo
praticidade aos usuarios. O teste de difusdo em agar que utiliza tiras com gradiente de
concentragdo antifingico Etest® e o sistema VITEK® 2, cartdo VITEK® 2 AST leveduras
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franga) sdo os mais empregados no Brasil. Porém sao
inferiores em relacdo ao padrdo ouro por serem considerados testes operador
dependentes, que necessitam de validacdo local, interpretacdo e experiéncia do

micologista, o que pode influenciar na leitura do resultado final (PAPPAS et al., 2018).

1.7 Tratamento

A fungemia € uma doenca que envolve risco de vida, portanto o tratamento costuma
ser iniciado quando ha suspeita da infeccdo. O diagnéstico precoce da doenca €
desafiador, mas fundamental para o manejo eficaz do tratamento, especialmente quando
a levedura se encontra disseminada para outros érgdos (PAPPAS et al., 2018). Inclui
encontrar e, se possivel, remover a fonte da infeccao, que pode ser um cateter venoso
implantado, e ainda iniciar a terapia antifingica adequada (MARTIN-LOECHES et al.,
2019).

A escolha da terapia antifingica mais adequada ira depender do quao doente se
encontra o paciente, do sitio de infeccéo, dos fatores de risco associados do paciente, da
espécie identificada laboratorialmente e ainda dos resultados do teste de suscetibilidade
aos farmacos antifungicos (CUENCA-ESTRELLA, 2010; MARTIN-LOECHES et al., 2019).
Pappas e colaboradores (PAPPAS et al., 2018) propuseram um algoritmo para o manejo
da fungemia por Candida spp., com informacdes baseadas nas diretrizes da Sociedade
Americana de Doencas Infecciosas (IDSA) e da Sociedade Europeia de Microbiologia

Clinica e Doencas Infecciosas (ESCMID). A terapia inicial de primeira escolha é com
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equinocandinas, seguida de anfotericina B ou voriconazol como alternativa, dependendo
da espécie de Candida ndo-albicans incomum identificada. A duracéo total da terapia para
fungemia por Candida spp. é de 14 dias a partir da primeira hemocultura negativa.

Ha uma variedade de classes de farmacos antifungicos disponiveis para o
tratamento das infec¢des por Candida spp. As classes comumente utilizadas incluem: os
poliénicos, como a anfotericina B (desoxicolato, complexos lipidicos ou lipossomal); os
imidazolicos, como o clotrimazol, cetoconazol e miconazol; os triazélicos, como o
fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol; as equinocandinas,
como a caspofungina, micafungina e anidulafungina (CUENCA-ESTRELLA, 2010;
GAMALETSOU; WALSH; SIPSAS, 2018).

O mecanismo de acdo dos antifungicos tem como alvo estruturas celulares
presentes nas paredes das células fangicas, que sdo vitais na manutencdo do
metabolismo do fungo. Desta forma, podemos citar algumas classes e seus respectivos
alvos como os poliénicos (anfotericina B possui atividade fungicida) e azolicos (possuem
atividade fungistatica), que atuam nos constituintes de membrana celular, e as
equinocandinas (também fungistaticas) que interferem na biossintese de parede celular
(STOCKMANN et al., 2014).

Medicamentos de primeira linha, incluindo equinocandinas e azdlicos, séo eficazes,
mas o surgimento de resisténcia a estas drogas antifungicas, principalmente entre CNAI,
€ preocupante e ressalta a necessidade de administracdo de antifingicos de forma
criteriosa, evitando o uso excessivo quando possivel (PAPPAS et al., 2018).

Outro desafio em relacdo ao tratamento é a disponibilidade limitada de farmacos
antifngicos nos hospitais publicos. A relacdo nacional de medicamentos essenciais
vigente, que norteia os hospitais publicos brasileiros na aquisicao de medicamentos, prevé
apenas o0s seguintes anti-infecciosos sistémicos para o tratamento de micoses sistémicas:
anfotericina B (complexo lipidico, lipossomal e desoxicolato), fluconazol e itraconazol
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

39



2 JUSTIFICATIVA

A incidéncia de fungemia por leveduras em pacientes oncoldgicos é crescente ao
longo dos anos (PAPPAS et al., 2018). Representa até 10% das infec¢gdes nosocomias de
corrente sanguinea (LORTHOLARY et al., 2017; MARRA et al., 2011), que podem evoluir
com gravidade e estdo associadas a elevada morbidade e mortalidade, principalmente
nos pacientes imunocomprometidos com neoplasias hematologicas (FATIMA et al., 2017;
LEAW et al., 2006; STROLLO et al., 2017). Esta € uma preocupa¢do em saude publica
em todo o mundo, pois impacta no aumento do tempo de internacdo e no custo com
hospitalizacdo (ZAOUTIS et al., 2005).

As espécies de leveduras da ordem Saccharomycetales, que mais comumente
causam infeccdo de corrente sanguinea (ICS) em pacientes com cancer sdo Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida krusei (MARCHETTI et al.,
2004). O perfil microbiologico das fungemias causadas por leveduras desta ordem é
influenciado pela populacdo envolvida, pelo uso prévio de antifingicos, e a regido
geografica de ocorréncia das infeccées (COLOMBO et al., 2006; NUCCI et al., 2013).

As espécies de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales emergiram
como patdgenos humanos em pacientes com cancer (BRETAGNE et al., 2017; LEAW et
al., 2006). Porém, a identificacdo correta e rapida destas espécies € um desafio para os
laboratorios de micologia, que aplicam métodos fenotipicos classicos de identificacéo.
Neste contexto, o conhecimento sobre as caracteristicas microbioldgicas dessas
espécies, os fatores determinantes para ocorréncia dessas infeccdes e para 0s seus
desfechos séo escassos. Conhecé-los € fundamental para a vigilancia da ocorréncia
dessas infeccdes, para a prevencao, o diagnostico e o tratamento adequados.

As seguintes perguntas motivaram o presente estudo: i) Quais as espécies de
leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales responsaveis pela fungemias nos
pacientes com cancer?; ii) Quais os fatores de viruléncia presentes nestas cepas?; ii) Qual
o perfil de suscetibilidade aos antifungicos, mais frenquentemente utilizados na prética
clinica, destas cepas responsaveis pela fungemias nos pacientes com cancer?; iii) Qual a
origem topografica das fungemias causadas por estas leveduras nos pacientes com
cancer?; iv) Quais os potencias fatores microbilégicos e clinicos envolvidos na ocorréncia
e na evolucéo clinica dos pacientes com cancer e ICS por estas leveduras incomuns?
Para responder estas questdes, um estudo de série de casos foi conduzido em pacientes
com ICS por leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales assistidos no Hospital do

Cancer | do Instituto Nacional do Céancer (INCA), Rio de janeiro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Confirmar a identificacdo e a suscetibilidade aos antifungicos das cepas de
leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales causadoras de fungemia em
pacientes com céancer e descrever as caracteristicas epidemiolégicas e clinica das

fungemias por estas leveduras em pacientes com cancer.

3.2 Objetivos especificos

o Autenticar a identificacdo das cepas de leveduras incomuns da ordem
Saccharomycetales por metodologias moleculares de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) e comparar com a identificacéo prévia pelo sistema automatizado VITEK® 2 YST.

. Realizar e comparar a suscetibilidade das cepas de leveduras incomuns da
ordem Saccharomycetales aos antifingicos pelos métodos da microdiluicdo em caldo,
sistema automatizado VITEK® 2 AST e difuséo por gradiente de concentracdo em fita;

. Investigar os fatores de viruléncia presentes nas cepas de leveduras
incomuns da ordem Saccharomycetales;

. Analisar a associa¢do entre os fenétipos de viruléncia das cepas de cepas
de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales e a suscetibilidade aos farmacos
antifangicos;

. Descrever a origem topografica das fungemia por leveduras incomuns da
ordem Saccharomycetales nos pacientes com cancer e as variaveis potencialmente
associadas a aquisi¢cdo e ao desfecho clinico destas infec¢des.

o Descrever a mortalidade em 30 dias das fungemias por leveduras incomuns
da ordem Saccharomycetales nos pacientes com cancer;

o Analisar a potencial associacdo entre as caracteristicas microbiolégicas e
clinicas dos episodios de fungemia causados por leveduras incomuns da ordem

Saccharomycetales e o 6bito em 30 dias, nos pacientes com cancer.
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4 METODO

4.1 Desenho e periodo do estudo

Trata-se de uma série de casos de pacientes com fungemia por leveduras
incomuns da ordem Saccharomycetales, do periodo de 01/01/2002 — 31/12/2017, com a
coleta de dados epidemiologicos, clinicos, e andlise microbiolégica realizados
retrospectivamente, com coleta de dados feita entre agosto de 2017 e marco de 2020.

4.2 Ambiente do estudo

O Hospital do Cancer | (HCI) é uma das unidades assistenciais do INCA, referéncia
na prevencdo, no diagnoéstico e tratamento das doencas oncoldgicas em criancas e
adultos. Realiza tratamentos para os tumores malignos e benignos soélidos (tumores do
SNC) e neoplasias hematoldgicas.

Dos 211 leitos do HCI (203 disponiveis e 08 bloqueados), aproximadamente 162
sao destinados a assisténcia de pacientes adultos (Unidade de terapia intensiva: 10 leitos;
Unidade pés-operatéria: 09 leitos; Recuperacdo pos-anestésica: 08 leitos; Servicos de
hematologia e oncologia clinica: 31 leitos; Servigos de neurocirurgia e cirurgia toracica: 24
leitos; Servigco de cirurgia em cabeca e pescoco: 27 leitos; Servigo de urologia: 11 leitos;
Servico de abdome: 25 leitos; Servico de plastica: 03 leitos, Emergéncia: 08 leitos e
Servico de iodoterapia: 06 leitos (Fonte: Capacidade hospitalar instalada. Divisdo de
enfermagem do HCI, 2018).

4.3 Populagéo do estudo

Pacientes adultos, maiores de 18 anos, com cancer e fungemia por leveduras

incomuns da ordem Saccharomycetales, atendidos no INCA - HCI, no periodo do estudo.

4.4 Deteccdo dos casos de fungemia por leveduras incomuns da ordem

Saccharomycetales

Com o objetivo de rastrear o total de hemoculturas positivas para leveduras no
periodo do estudo, 01/01/2002 a 31/12/2017, foi realizada uma pesquisa no banco de

dados do sistema de informatica do Laboratorio de Patologia Clinica do INCA - HCI. O
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total encontrado foi de 1.174 hemoculturas positivas para leveduras da ordem
Saccharomycetales, distribuidas entre Candida albicans, Candida ndo-albicans e Candida
nao-albicans incomuns (CNAI). Apés esta etapa, as cepas de Candida nao-albicans
incomuns oriundas desses exames e armazenadas no Laboratorio de Micologia do INCA
- HCI que possuiam dados de identificacdo corretos, como registro de prontuario do
paciente, data e registro da amostra no laboratério, foram selecionadas para o presente
estudo.

4.5 Critérios deinclusao e exclusao

Foram incluidos todos os pacientes que no periodo do estudo apresentaram
isolamento de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales em hemoculturas e
cujas leveduras estavam armazenadas no Laboratério de Micologia do INCA — HCI.

Foram excluidos os casos de fungemia, inicialmente identificados como causados
por CNAI, que foram reindentificados molecularmente como C. albicans e os identificados
como Candida néo-albicans: C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata ou C. tropicalis; os
casos de fungemias nos quais as cepas nao amplificaram nas regides alvo de identificacédo
molecular do DNA; e os casos de fungemia nos quais as amostras de Candida

permaneceram contaminadas ou inviaveis apoés tentativas de recuperacao e isolamento.

4.6 Materiais, métodos e procedimentos

4.6.1 Coleta de dados epidemioldgicos, clinicos e microbiolégicos

A coleta de dados clinicos, epidemiologicos e microbiolégicos foi realizada através
da revisdo dos prontuarios no sistema eletrénico do INCA, inseridos em fichas de
investigacdo especifica e armazenadas no Software Magpi (Apéndices A e B). Dados
microbiolégicos adicionais foram obtidos a partir das analises laboratoriais realizadas no
Laboratorio de Micologia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas - INI/
Fiocruz.

Os dados coletados foram: i) dados referentes ao pacientes - data de nascimento,
género, doenca de base, status do cancer (em tratamento, em controle ou sem proposta
curativa); ii) dados referentes a ICS - data da ICS (foi considerada a data da coleta da
hemocultura positiva), topografia da ICS (priméaria ou secundaria), presenca de acesso
vascular profundo no momento da ICS, necessidade de admissao em unidade de terapia
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intensiva (UTI) para tratamento da fungemia, necessidade de ventilacdo mecéanica e uso
de amina vasoativa durante o tratamento da fungemia, valor da proteina C reativa (PCR)
na data da ICS ou até 48h antes ou depois, presenca de neutropenia, na data da ICS ou
48h antes ou depois, uso de corticoides nos ultimos 30 dias, quimioterapia nos ultimos 30
dias, uso prévio de antifungicos nos ultimos 30 dias; iii) dados referentes ao tratamento e
desfecho - antifingico utilizado para o tratamento da fungemia, com data de inicio e fim,
e desfecho clinico (6bito, alta ou permaneceu internado) apés o 30° dia do diagnéstico a
infeccdo; iv) dados microbiolégicos adicionais - identificacdo molecular da cepa,
concentracdo inibitéria minima aos diversos antifungicos, presenca de fatores de

viruléncia (hemolisina, fitase, esterase, protease, fosfolipase e catalase).
46.1.1 Definigcbes para coleta de dados dos pacientes
4.6.1.1.1 Infeccao de corrente sanguinea (ICS)

A ICS é definida como a presenca de sinais clinicos de infeccdo sistémica
associada ao isolamento do microrganismo no sistema circulatério do paciente, a partir de
diferentes fontes, devido a invasdo e multiplicacdo do agente etiolégico na corrente
sanguinea (BENNETT; DOLIN; BLASER, 2015).
4.6.1.1.2 Critérios para ICS com comprovacao laboratorial (ICS-CL)

Uma ou mais hemoculturas positivas para leveduras incomuns da ordem
Saccharomycetales, associados a presenca de um dos seguintes sintomas: febre (>38
°C), calafrios, ou hipotenséo (CDC, 2021).
4.6.1.1.3 Infeccéo primaria de corrente sanguinea (IPCS)

A IPCS foi definida como ICS-CL nao relacionada a infecgcdo em topografia
extravascular, ou seja, quando o patdogeno ndo esteve relacionado a infecgdo em sitio

anatomico diferente da corrente sanguinea (CDC, 2021).

4.6.1.1.4 Infec¢cdo primaria de corrente sanguinea associada ao acesso vascular
(IPCS-AV)
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A ICS-AV é definida como infeccdo de corrente sanguinea associada ao sitio de
insercdo dos acessos vasculares com ICS-CL que apresentarem 0s seguintes critérios
(ANVISA, 2009; CDC, 2021):

46.1.1.4.1 Infeccdo primaria de corrente sanguinea associada ao acesso vascular
central (IPCS-AVC)

e Cateter venoso central de curta permanéncia (CVC-CP)

Pacientes com ICS-CL que estejam em uso de CVC-CP por um periodo maior que
dois dias de calendario (sendo o D1 o dia de instalacdo do dispositivo), com presenca de
sinais de flogose no local de insercdo ou no trajeto do cateter ou que ndo apresentaram
outro possivel foco de origem para o evento infeccioso, apesar de extensa investigacao.
Foram considerados CVC-CP aqueles cateteres néo tunelizados ou nao implantados
(ANVISA, 2009; CDC, 2021).

e Cateter de longa permanéncia (CVC-LP)

a) Paciente com crescimento de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales
em hemocultura coletada pelo cateter pareada temporalmente a hemocultura coletada por
veia periférica. Este crescimento devera ocorrer primeiro na hemocultura coletada pelo
cateter, no minimo 2 horas antes, daquele detectado na hemocultura coletada por veia
periférica;

b) Paciente com ICS-CL e com sinais de flogose no sitio do CVC-LP;

c) Paciente com ICS-CL detectada exclusivamente por hemocultura positiva
coletada através do cateter (hemoculturas periféricas negativas ou néo coletadas), se néo
houver outro foco de infecgéo evidente, apesar de extensa investigacao;

d) Paciente com crescimento de Candida spp. em hemoculturas periféricas sem
foco de infeccdo considerado priméario no qual a possivel origem da infeccao foi o CVC-
LP.

Para atenderem esses critérios os CVC-LP permaneceram por um periodo maior
que dois dias de calendario (sendo o D1 o dia de instalagdo do dispositivo). Foram
considerados CVC-LP os cateteres tunelizados e implantados (ANVISA, 2009; CDC,
2021).
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4.6.1.1.4.2 Infeccdo primaria de corrente sanguinea associada ao acesso vascular
periférico (IPCS-AVP)

Pacientes com ICS-CL que estejam em uso de cateter vascular periférico que
apresentem sinais de flogose no local de insercdo ou no trajeto do cateter ou que néo
apresentem outro possivel foco de origem para o evento infeccioso, apesar de extensa
investigacdo (ANVISA, 2009; CDC, 2021).

4.6.1.1.5 Infeccdo primaria de corrente sanguinea associada a dano de barreira
mucosa (IPCS-DBM)

Sdo as ICS-CL, entretanto apresentam no resultado da cultura somente
microrganismos intestinais e nenhum outro microrganismo. Além disso, tem que atender
pelo menos um dos seguintes critérios (CDC, 2021):

l. O paciente é receptor de transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénico
no dltimo ano com um dos seguintes documentados durante a mesma hospitalizacdo
como amostra de sangue positivo:

a. Doenca enxerto contra o hospedeiro (DECH) gastrointestinal, grau Ill ou IV;

b. Diarreia 2 1 litros em um periodo de 24 horas (ou = 20 ml/kg num periodo de 24
horas para doentes com idade < 18 anos) com inicio nos 7 dias de calendario antes da
data em que a amostra de sangue positiva foi colhida.

Il. O paciente é neutropénico, definido como pelo menos dois dias separados com
contagem absoluta de neutréfilos e/ou leucécitos < 500 células/mm? coletados num
periodo de 7 dias que inclui a data de coleta da amostra de sangue positiva, os 3 dias de

calendario antes e 3 dias ap06s o calendario (janela da infec¢ao).

4.6.1.1.6 Infeccao primaria de corrente sanguinea de origem indeterminada (IPCS-
IN)

A IPCS-CL nao relacionada a infeccdo em topografia extravascular, a IPCS-AVC

ou a IPCS-DBM ap0s investigacao.

4.6.1.1.7 Infeccdo secundaria de corrente sanguinea (ISCS)
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Foram considerados episodios de ISCS quando houve o crescimento do mesmo
microrganismo identificado na corrente sanguinea em um foco secundério de infecgéo,
sendo o microrganismo igual quanto a espécie e perfil de resisténcia antimicrobiana, ou
guando o foco extravascular ndo foi abordado para coleta de material, mas foi identificado
radiologicamente ou clinicamente com crescimento em hemocultura de microrganismo
possivelmente causador da infecgdo na topografia em questdao (ANVISA, 2009; CDC,
2021).

Foram focos descritos no presente estudo: trato respiratorio, infeccdes do trato
gastrointestinal e infeccdo de partes moles. As ISCS foram estratificadas da seguinte
forma: i) Infeccdes do trato respiratorio: Foram consideradas as infec¢cdes do trato
respiratorio superior e inferior; ii) Infec¢cdes de pele: Foram consideradas as infecgfes de
pele, como foliculite e celulite. A Figura 2 apresenta a descri¢éo dos tipos de infeccdo de

corrente sanguinea com comprovacao laboratorial (ICS-CL).

Figura 2. Descrigéo dos tipos de infecgdes de corrente sanguinea com comprovacao laboratorial (ICS-CL).

ICS CL

IPCS ISCS

IPCS-AVC IPCS-AVP

CVC-CP CVC-LP

Infec¢éo priméria de corrente sanguinea (IPCS); infec¢do secundaria de corrente sanguinea (ISCS), infec¢@o primaria de corrente
sanguinea associada ao acesso vascular (IPCS-AV); infeccéo priméaria de corrente sanguinea associada ao dano de barreira mucosa
(IPCS-DBM); infecgéo de corrente sanguinea de origem indeterminada (IPCSIN); infecg@o primaria de corrente sanguinea associada
ao acesso vascular central (IPCS-AVC); infeccado priméria de corrente sanguinea associada ao acesso vascular periférico (IPCS-AVP);
cateter venoso central de curta permanéncia (CVC-CP); cateter venoso central de longa permanéncia (CVC-LP). Adaptado de (CDC,
2021).
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4.6.1.1.8 Estadiamento da doenca onco-hematoldgica

4.6.1.1.8.1 Doenca onco-hematol6égica em tratamento com proposta curativa

Paciente em tratamento oncolégico com proposta curativa para a doenca de base,
de acordo com o relato em prontuario médico (FERREIRA; MARTINS, 2021).

4.6.1.1.8.2 Doenca onco-hematolégica em controle
Paciente com tratamento oncol6gico terminado com sucesso terapéutico, em

acompanhamento ambulatorial, de acordo com o relato em prontuario médico
(FERREIRA; MARTINS, 2021).

4.6.1.1.8.3 Doenca onco-hematolégica sem proposta curativa

Paciente em tratamento paliativo, de acordo com relato em prontuario médico
(FERREIRA; MARTINS, 2021).

4.6.1.1.9 Neutropenia

Foi considerado neutropénico o paciente com contagem absoluta de neutrdfilos
menor que 500 células/mm: (FREIFELD et al., 2011).

4.6.1.1.10Neutropenia profunda

Foi considerado neutropenia profunda, quando a com contagem absoluta de
neutroéfilos foi menor que 100 células/mm:(FREIFELD et al., 2011).

4.6.1.1.11 Neutropenia febril

E definida como a associacdo de febre com o quadro de neutropenia (FREIFELD
et al., 2011).
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4.6.1.1.12 Febre

E definida como uma medida de temperatura oral tnica = 38.3 °C (101 °F) ou uma
temperatura de maior de = 38 °C (100.4 °F) sustentada durante um periodo de 1 h. A
definicdo de temperatura retal € evitada durante neutropenia para impedir translocacéo de
bactérias. O uso de temperaturas axilares é desencorajado por Infectious Diseases
Society of America (IDSA) porque eles podem nao refletir com precisdo a temperatura
corporal central. Contudo, a temperatura axilar € o método mais utilizado em nossa pratica,
entretanto apresenta variacdo de valores ao comparar a temperatura oral, com iSso 0s
valores obtidos podem ser 0,5 - 1°C menores. Assim, foi considerada febre quando o
paciente apresentou uma temperatura axilar unica = 37,8°C (FREIFELD et al., 2011; TING,
2007; ROLSTON, 2004; HUGUES et al., 2002).

4.6.1.1.13 Necessidade de terapia intensiva

Necessidade de cuidados intensivos devido a ICS: utilizacdo de aminas vasoativas,
ventilacdo mecanica ou transferéncia para unidade de terapia intensiva 48h antes ou
depois da ICS.
4.6.1.1.14 Terapia antifungica adequada

A terapia antifungica foi considerada adequada para os pacientes tratados com
antifingico com a concentracéo inibitéria minima (CIM) menor do que a mediana das CIMs
calculada para o respectivo antifingico em todas as cepas do estudo. Esta definicao foi
utilizada pois a maioria das espécies do estudo ndo apresenta ponto de corte
epidemiologico (PCE) definido no EUCAST.
4.6.2 Cepas de referéncia

C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram utilizadas como controle
de qualidade nos testes de suscetibilidade aos antifungicos e reidentificacdo molecular, e

ainda como referéncia nos testes fenotipicos relacionados aos fatores de viruléncia.

4.6.3 Isolamento e armazenamento das cepas
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Todas as cepas foram obtidas a partir de amostras de hemoculturas positivas, em
frasco aerdébio, no sistema automatizado de hemocultura BD BACTEC™ (Becton
Dickinson, New Jersey, EUA). Nao houve mudanca na metodologia do sistema
automatizado de hemocultura BD BACTEC™ (Becton Dickinson, New Jersey, EUA). Por
se tratar de estudo retrospectivo nao foi possivel rastrear o Delta T (At) de positivacdo das
hemoculturas, ou seja, a determinacdo do tempo diferencial de positividade de
hemoculturas, representado pelo intervalo decorrido entre a positivacdo de uma amostra
obtida do CVC e outra colhida simultaneamente de um sitio periférico. Foi realizado a
técnica de coloracdo de Gram para todas as amostras de sangue positivas e apos
confirmacédo de estruturas leveduriformes Gram positivas as amostras de sangue foram
semeadas em agar sangue de carneiro 5% (Plastlabor, Brasil), incubadas em estufa
bacteriologica a 35 °C por 24 h. Apdés isolar a levedura, foi realizada nova semeadura por
esgotamento em estrias, em Placas de Petri (90 mm), contendo meio de cultura apropriado
Agar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol (Plastlabor, Brasil) incubadas em estufa
bacteriol6gica a 35 °C por 72 h. Posteriormente foram identificados no INCA pelo sistema
de identificacéo de leveduras VITEK® 2 YST (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca), seguindo
rigorosamente as recomendacfes do fabricante. As leveduras foram armazenadas no

Laboratorio de Micologia do INCA - HCI em &gua destilada esteéril.

4.6.4 Reativacdao, Viabilidade e Pureza das cepas

Para inclusao nesse estudo foram realizados testes de viabilidade e pureza. As
cepas foram semeados por esgotamento em estrias em Placas de Petri (90 mm) contendo
0 meio de agar Sabouraud dextrose (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) e as
placas foram incubadas a 35 °C por 72 h para avaliar a viabilidade. A seguir, as cepas
foram semeados no meio CHROMagar® Candida (Difco, Becton-Dickinson and Company,
USA) e mantidas sob as mesmas condicbes de temperatura e tempo.para avaliar a
pureza. A interpretacdo dos resultados foi baseada no exame macroscopico das coldnias
e a cor, no caso do CHROMagar® Candida, de acordo com as orientagdes do fabricante:
verde, C. albicans; azul metalico, C. tropicalis; rosa, rugosa, C. krusei; e branca a roxo,

demais espécies.

4.6.5 Autenticacdo molecular
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4.6.5.1 Extragcdo do DNA gendmico

Antes da extragcdo do 4cido nucleico, as cepas foram semeadas em placas de Petri
(90 mm) contendo o meio agar Sabouraud dextrose (Difco). Apds crescimento e partindo
de uma colbnia isolada, foi realizado um repique neste mesmo meio de cultura e o cultivo
foi mantido a 35 °C por 24 horas para obtencdo de massa celular. O DNA gendmico da
levedura foi extraido conforme descrito por ALCOBA-FLOREZ e colaboradores (2005). A
integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampéo 1
X TBE (0,2 M de Tris-HCI pH 8,4; 0,09 M de acido borico; 0,001 M de EDTA) por
aproximadamente 1 hora sob uma tensédo de 90 V. A seguir, o gel foi submerso numa
solucdo de brometo de etidio (InvitrogenTM, Carlsbad, CA USA) a uma concentracao final
de 0,5 pg/mL por 30 minutos e as bandas visualizadas sob luz ultravioleta (UV) de um
transiluminador (HOEFER®, MacroVue UV-20).

4.6.5.2 Amplificacdo e sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 do DNA
ribossomal (rDNA)

A amplificacdo da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA foi realizada em um volume final
de 50 pL contendo 100 ng do DNA genémico de cada cepa, 1X tampao da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (10 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KCI, 1,5 mM MgClz;
Invitrogen™, Brasil); 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 U de Tag DNA polimerase recombinante,
e 10 pmol dos primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’). A PCR foi realizada em termociclador Bio Rad (modelo
C 1000) com 5 minutos iniciais de desnaturacdo a 95 °C; 30 ciclos com 1 minuto de
desnaturacao a 95 °C, 1 minuto de pareamento a 55 °C e extensao de 1 minuto a 72 °C;
seguido de uma extensao final de 5 minutos a 72 °C. O produto amplificado foi purificado
com o QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN®) de acordo com instrucdes do fabricante
e enviado a Plataforma de Sequenciamento Gendmico PDTIS/Fiocruz, a qual utiliza o
sequenciador ABI-3730 (Applied Biosystems). As sequéncias foram editadas no software
Sequencher™ versdo 4.9 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA), alinhadas e
analisadas com o programa MEGA versao 6.06 (TAMURA et al., 2013). As sequéncias
obtidas para todas as cepas incluidas no estudo foram comparadas com as sequéncias
depositadas no banco de dados do CBS database

(http://www.westerdijkinstitute.nl/Collections/), sendo selecionadas aquelas com 98% a

100% de similaridade. As sequéncias foram analisadas neste banco de dados por ser um
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banco de referéncia para sequenciamento de DNA de fungos. Assim foi possivel realizar
as andlises filogenéticas e identificar as espécies e complexos de espécies incomuns de

Candida nao-albicans.

4.6.5.3 Amplificagcdo e sequenciamento da regido D1/D2 da maior subunidade
do gene 28S do DNA ribossomal (rDNA)

A regido D1/D2 da subunidade maior do gene 28S do rDNA foi sequenciada para
as cepas nos quais nao foi possivel obter identificacdo molecular através do
sequenciamento da regido ITS. O produto da amplificacédo foi obtido com 50 ng de DNA
gendmico e 10 pmol de cada primer, NL-1 (50-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-30)
e NL-4 (50-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-30). A reacao foi realizada sob uma
temperatura de anelamento de 60°C conforme descrito por Asadzadeh et al., 2009
(ASADZADEH et al., 2009). As demais condi¢Bes foram semelhantes as descritas acima
para a amplificacdo da regido ITS. O amplicon obtido apds a amplificacéo foi purificado
com o QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN®), de acordo com instrucdes do
fabricante, e enviado a Plataforma de Sequenciamento Genémico PDTIS/Fiocruz, a qual
utiliza o sequenciador ABI-3730 (Applied Biosystems). A sequéncia foi editada no software
Sequencher™ versdo 4.9 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA), alinhada e
analisada com o programa MEGA versao 6.06 (TAMURA et al., 2013). A sequéncia obtida
para a cepa foi comparada com as sequéncias depositadas no banco de dados do CBS
database (http://www.westerdijkinstitute.nl/Collections/), sendo selecionadas aquelas com
98% a 100% de similaridade.

4.6.6 Avaliagcdo de metodologias de determinacao da suscetibilidade

4.6.6.1 Método de dilui¢édo - Microdiluigdo em caldo

A concentragao inibitéria minima (CIM) foi determinada por microdiluicdo em caldo
de acordo com o protocolo do Brazilian Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing
— BrCAST (ARENDRUP et al., 2020). Os farmacos antifungicos testados em dez
diferentes concentragdes (0,008; 0,016; 0,031; 0,062; 0,125; 0,25, 0,5; 1; 2; 4 mg/L) foram
anfotericina B, itraconazol, posaconazol, voriconazol, caspofungina, micafungina e
fluconazol (0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64 mg/L).
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N&o ha clinical break points estabelecidos no protocolo BrCAST (ARENDRUP et
al., 2020) para a maioria das leveduras incomuns, com excecdo da Candida dubliniensis.
Desta forma, as cepas de C. dubliniensis do estudo foram classificadas como sensiveis
ou resistentes de acordo com o protocolo BrCAST 2020 (ARENDRUP et al., 2020).

O documento EUCAST estabelece o ponto de corte ndo relacionado a espécies
(Non-species related breakpoints for Candida), utilizado para avaliar algumas espécies de
Candida que ndo possuem ponto de corte clinico no protocolo. Neste caso, para
fluconazol, se o valor da CIM for < 2 ug/ mL considera-se sensivel. E se o valor da CIM
for =2 4 pg/ mL, resistente (EUCAST, 2018). As cepas reidentificadas como Y. lipolytica, C.
dubliniensis e K. marxianus foram classificadas desta forma para fluconazol.

O protocolo EUCAST descreve o ponto de corte epidemiolégico — PCE
(epidemiological cut off) para algumas espécies incomuns de Candida ndo-albicans em
relacdo aos farmacos antifingicos anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol e
posaconazol. Nao hé classificacdo de PCE para caspofungina e micafungina (EUCAST,
2018).

Desta forma, de acordo com os pontos de corte epidemiolégico (PCE) fornecido
pelo EUCAST, na inexisténcia de clinical break points, as cepas do Complexo M.
guilliermondii, C. dubliniensis e K. marxianus reidentificadas neste estudo foram
classificadas como tipo selvagem (WT) ou tipo ndo-selvagem (non-WT) para 0s
antifiingicos testados previstos no referido protocolo (EUCAST 7.3.1, 2017 PFALLER et
al., 2012 e 2014, ESPINEL-INGROFF et al., 2017).

A fim de verificar se o perfil de suscetibilidade das cepas incluidas neste estudo é
compativel com o perfil reportado pelo documento EUCAST (EUCAST, 2018), foi realizada
analise comparativa da distribuicdo da CIM modal das cepas do presente estudo com a
distribuicdo da CIM modal das cepas descritas nas tabelas para interpretacdo dos pontos
de corte epidemiologicos do protocolo EUCAST (EUCAST, 2018).

46.6.2 Método de Difusdo por Gradiente de Concentracdo de Antifiungico Pré-

definido em Fita - Etest®

Foram utilizadas Placas de Petri 150 x 15 mm contendo meio RPMI 1640, sem
vermelho de fenol, com L-glutamina, sem bicarbonato, suplementado com 2% de glicose
e 1,5% de agar e tamponado com 0,165 M de acido 3-[N-morfolino] propanosulfonico -
MOPS. O in6culo foi preparado a partir de uma cultura pura com repique de 24 horas no
meio agar Sabouraud dextrose. A seguir, uma suspensao da levedura foi preparada em 3
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mL de solucdo salina a 0,85% e a densidade ajustada a escala 0,5 McFarland,
correspondendo a 1-2 x 10 UFC/ mL. Com auxilio de um swab estéril, a suspenséo foi
inoculada em toda superficie do &gar. As tiras do tipo Etest® contendo gradientes de
concentracfes, variando de 0,002 a 32 pg/mL para os antifungicos anfotericina B,
itraconazol, voriconazol, caspofungina, e micafungina, e 0,016 a 256 pg/mL para
fluconazol, foram ent&o aplicadas na placa de RPMI 1640, separadas equidistantes uma
da outra, e incubadas a 35 °C por 24 h. ApGs incubacéo, o valor da CIM foi determinado
através da visualizagdo da area de intersecéo da elipse com a fita de Etest®, conforme
recomendado pelo fabricante (BIOMERIEUX, 2017).

Os resultados das CIM’s encontrados no método comercial Etest® foram
comparados aos encontrados na técnica de microdiluicdo, recomendada pelo BrCAST, de
acordo com FIGUEIREDO-CARVALHO et al. (2014), onde atualizamos o protocolo da
técnica de microdiluicdo para o BrCAST, vigente atualmente no Brasil. As comparacdes
foram feitas usando o critério da concordancia categérica (CC), quando a CIM apresenta
classificacdo idéntica a categoria interpretativa nas duas técnicas, isto é, suscetivel (S),
suscetivel dependente da dose (SDD), intermediario (I) ou resistente (R), e a concordancia
essencial (CE), quando a CIM apresenta discrepancias de mais de duas diluicbes (dois

pocos), de acordo com o0 US Food and Drug Administration (FDA).

4.6.6.3 Método automatizado — Sistema VITEK® 2 AST

As cepas foram semeadas em Placas de Petri (90 mm) contendo o meio agar
Sabouraud dextrose para obtencdo de massa celular. Apos 24h de incubacdo a 30 °C e
partindo de uma colénia isolada, foi preparado o in6culo em um tubo contendo 3 mL de
solucéo salina, para cada amostra, em escala 0,5 McFarland, conforme recomendado pelo
fabricante do teste. Os mesmos foram inseridos no equipamento VITEK® 2 juntamente
com o cartdo AST-YSO08 leveduras (bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France) e incubados
por no maximo 24h, até que houvesse liberagdo do resultado pelo sistema do
equipamento. As concentracdes da droga neste cartdo teste de suscetibilidade variaram
de 1 a 32 pg/mL para anfotericina B, de 1 a 8 pg/mL para caspofungina, de 1 a 16 pg/mL
para fluconazol e de 0,5 a 8 ug/mL de voriconazol.

Os resultados das CIM’s encontrados no método comercial automatizado VITEK®
2 foram comparados aos encontrados na técnica de microdiluicdo recomendada pelo
BrCAST de acordo com FIGUEIREDO-CARVALHO et al. (2014), onde foram avaliadas a

concordancia categérica e a concordancia essencial, conforme descrito. O cartdo VITEK®
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2 AST leveduras nao contém itraconazol. Todos os testes foram realizados em duplicata

e, em casos de discrepancia foram repetidos mais uma vez.

4.6.6.4 Compararacédo das metodologias de determinacédo da suscetibilidade

antifungica

A Concordéancia essencial (CE) das cepas foi avaliada para todas as espécies do
estudo comparando as metodologias de determinacdo da suscetibilidade antifingica,
método de diluicdo - microdiluicdo em caldo, método do gradiente antimicrobiano - Etest®
e método automatizado — Sistema VITEK® 2, a fim de verificar se as CIMs entre as
metodologias eram concordantes. De acordo com US Food and Drug Administration (FDA)
(US FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2009) as CIMs sdo concordantes quando ha
uma variacao de até duas concentragdes inibitérias minimas, acima ou abaixo, entre as
metodologias, tendo como padrdo ouro o método de diluicdo - microdiluicdo em caldo.
Discrepancias acima de duas diluigcdes (dois pocos) entre os pontos finais de CIM foram
usadas para calcular a CE.

A Concordancia Categorica (CC) foi avaliada para as cepas de leveduras incomuns
da ordem Saccharomycetales isoladas em sangue periférico dos pacientes, para 0s
métodos Etest® e VITEK® 2 AST, em comparacdo com as espécies de Candida néo-
albicans incomuns descritas no protocolo EUCAST (C. dubliniensis, M. guilliermondii, M.
caribbica e K. marxianus) classificando as cepas em Wild Type (WT) e non-Wild Type
(non-WT). A CC foi considerada quando os valores de CIM estavam dentro da mesma
categoria interpretativa.

4.6.7 Avaliacao de fendétipos associados a viruléncia

4.6.71 Fatores de viruléncia

Foi avaliada a atividade enzimatica das cepas atraves da producdo de enzimas
hidroliticas: aspartico protease, fosfolipase, fitase, hemolisina e catalase, conforme
descrito previamente (ABI-CHACRA et al., 2013), com algumas poucas modificacoes,
descritas a seguir. A atividade enzimatica foi mensurada em Placas de Petri de 150 x 15
mm para aspartico protease, lipase e fitase, e em Placas de Petri de 90 mm para
hemolisina e catalase, contendo meios especificos para cada enzima. Aliquotas de 10 uL
contendo 1 x 107 células da levedura crescidas em meio de Agar Sabouraud Dextrose
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com Cloranfenicol (Plastlabor) foram inoculadas pontualmente na superficie de cada meio
e incubadas a 37°C por 7 dias. O diametro da col6nia (a) e o diametro da zona de
precipitacdo (b) foram mensurados com uma régua. As atividades enzimaticas de
aspartico proteases, lipases, fitases, e hemolisinas foram expressas como valor de Pz
(Pz=a/b) (PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982). Valores baixos significam alta producéo

enzimatica e valores altos indicam baixa producdo enzimatica (Quadro 1).

Quadro 1. Critérios para avaliagdo da produgédo de enzimas hidroliticas de acordo com o valor de Pz (Pz =
a/b).

Atividade enzimatica
Valor de Pz (Pz = a/b) Classificagéo
1 Negativo
0,700 — 0,999 Baixo
0,400 — 0,699 Moderado
0,100 — 0,399 Alto

Pz, potencial zeta; a: didmetro da coldnia; b: didmetro da colénia mais a zona de precipitacao.

4.6.7.1.1 Atividade de aspartico protease

Como descrito por Ruchel e colaboradores (1982), a producdo de aspartico
protease foi determinada usando o meio de agar albumina [contendo 1,17% de meio base
de carbono para leveduras [meio Yeast Carbono Base (YCB) (Difco, Becton-Dickinson
and Company, USA) suplementado com 0,2% de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma—
Aldrich, St Louis, USA), pH 4,0] (RUCHEL; TEGELER; TROST, 1982). Cepas com
atividade enzimatica de aspartico protease apresentam uma zona clara ao redor da

colbnia, correspondendo a hidrélise de BSA no meio

4.6.7.1.2 Atividade de fosfolipase

De acordo com Price e colaboradores (1982), a atividade de fosfolipase foi
determinada usando o meio agar gema de ovo [composto de 2% de glicose (Sigma—
Aldrich, St Louis, USA); 1% de peptona; 0,5% de extrato de levedura (Difco, Becton-
Dickinson and Company, USA); 4% de NaCl; 0,074% de CaCl2 (Sigma—Aldrich, St Louis,
USA); 1,5% de &gar (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA); a seguir, 2% de
emulsdo da gema do ovo foi adicionado ao meio, pH 7,0) (PRICE; WILKINSON; GENTRY,

1982). Quando a fosfolipase esta presente durante o periodo de incubacéo é capaz de
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promover a clivagem das ligacdes éster e, entdo, os acidos graxos liberados poderao se
ligar aos ions calcio incorporados ao meio, para formar um complexo de calcio insoltvel,

resultando em um halo claro ao redor da colonia.

4.6.7.1.3 Atividade de fitase

Como previamente descrito por Tsang (2011), a atividade da fitase (hexafosfato de
mio-inositol fosfo-hidrolase) foi determinada usando o meio contendo agar fitato de célcio
[composto de 1% de glicose; 0,05% de (NH4)2SO4; 0,02% de KCI; 0,01% de MgSOa-7
H20; 0,0005% MnSOs4; 0,0005% de FeSO4 (Sigma—Aldrich, St Louis, USA); 0,2% de fitato
de célcio; 0,05% de extrato de levedura; 1,5% de agar, pH 7,0] (TSANG, 2011). A atividade
da fitase foi diretamente observada ao redor da colonia capaz de solubilizar o fosfato

presente no meio.

4.6.7.1.4 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi verificada usando o meio comercial agar sangue de
carneiro a 5% em Placa de Petri de 90 mm (Plast Labor, Brasil). A presenga de um halo

ao redor da colbnia indica atividade hemolitica positiva.

4.6.7.1.5 Atividade da catalase ou resisténcia ao estresse oxidativo

A atividade de catalase foi presumida pela resisténcia ao peroxido de hidrogénio
em meio solido por difusdo em placa de agar sabouraud, no qual as células de levedura
sdo misturadas com o agar quente até uma concentracgédo final de 1 x 10° leveduras/ ml
de meio de cultura. Apos a solidificacdo do agar em Placas de Petri 150 x 15 mm, foram
feitos quatro orificios de aproximadamente 5 mm de didmetro, sendo adicionados 65 ul de
peréxido de hidrogénio (Proquimios, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As placas foram
incubadas a 35 °C e as zonas de inibicdo de crescimento foram medidas 7 dias apoés a
incubacgdo. Quatro réplicas de trés experimentos independentes foram usados para o

calculo das médias e desvios-padréo.

4.6.8 Correlagado entre as caracteristicas clinicas e microbiolégicas dos pacientes
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A associacdo de resultados obtidos in vitro relativos a espécie da levedura apés
identificagdo molecular, concentragdo minima inibitéria dos farmacos antifingicos
utilizados no tratamento e producéo de enzimas hidroliticas extracelulares com o desfecho
clinico dos pacientes foi realizada, a fim de identificar se cepas produtoras de enzimas
extracelulares associadas a viruléncia estdo associadas a pior evolucéo clinica em relacéo
as infec¢des causadas por cepas sensiveis (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015).

4.7 Andlises Estatisticas

Foram calculadas proporcdes, moda ou mediana (variagbes) para as variaveis
categoricas e continuas, respectivamente. Para as variaveis categoéricas foram utilizados
os testes estatisticos de Qui-quadrado (x?) ou teste bicaudal de Fisher; e para as variaveis
continuas foram utilizados os testes de Mann-Whitney ou o teste de Correlacdo de
Spearmann, conforme apropriado.

A mortalidade em 30 dias foi calculada através da divisdo do numero de Obitos em
até 30 dias apos a data da fungemia pelo numero total de ICS por leveduras incomuns da
ordem Saccharomycetales. Para investigar as varidveis potencialmente associadas ao
Obito em 30 dias (variavel dependente) ap6s a deteccéo da fungemia foi feita uma analise
tipo caso-controle. Nesta analise, os casos (pacientes com 6bito em até 30 dias apos a
data da fungemia) e controles (pacientes sobreviventes em até 30 dias apés a data da
fungemia) foram comparados através de analise univariada. As variaveis de exposi¢ao
(variaveis independentes) investigadas foram: aquelas relacionadas as caracteristicas do
paciente, as caracteristicas do episodio de ICS e as caracteristicas microbiol6gicas das
cepas causadoras de infeccdo. Foram calculados os valores de razao das chances (Odds
Ratio; OR), intervalo de confianca (IC) de 95% e o valor de P. Foi considerado como
estatisticamente significante os valores de P < 0,05 e os IC 95% que n&o incluiu o valor

da unidade. As analises foram feitas nos softwares GraphPad Prism 8.4 e no Epiinfo 7.
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5 RESULTADOS

5.1 Descricao da populacao e cepas selecionados para o estudo

Inicialmente foram incluidas 37 cepas de leveduras incomuns da ordem
Saccharomycetales isoladas de sangue de 29 pacientes elegiveis para o estudo, sendo
gue 10 cepas provenientes de 10 pacientes foram excluidos. Sendo assim, foram incluidas
27 cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales provenientes de 19
pacientes com fungemia, no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017, conforme detalhado na
Figura 3.

Figura 3. Pacientes e cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales incluidas no
estudo de infeccdo de corrente sanguinea no INCA-RJ no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017.

incluidos
27 cepas de
19 pacientes

INCA, Instituto Nacional do Cancer; CNA, Candida nao-albicans
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5.2 Descricdo das caracteristicas epidemiologicas, clinicas e microbiologicas

das fungemias por cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales

Dentre os 19 pacientes incluidos no estudo, 57,9% (n=11) foram do sexo masculino.
A mediana da idade foi 35 anos (variagédo: 18 a 75 anos); 68,4% (n=13) tinham doenca de
base hematoldgica; 89,6% (n: 17) tinham proposta curativa para o cancer em tratamento;
79,0% (n: 15) dos casos tiveram ICS de origem priméaria; 47,4% (n: 9) evoluiram para o
Obito em 30 dias apods o diagnodstico da ICS, conforma detalhado na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinicas de 19 pacientes com infec¢éo de corrente sanguinea por cepas de
leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales detectadas no Instituto Nacional do Céancer - Hopital do Cancer |,

de 01/01/2002 a 31/12/2017.

Dados demograéficos e clinicos n =19 (%)
Idade

18- 30 7 (36,8)
31-59 6 (31,6)
260 6 (31,6)
Género

Masculino 11 (57,9)
Doenca de base

Hematol6gica 13 (68,4)
N&ao hematolégica 6 (31,6)
Status do Cancer

Em tratamento 17 (89,6)
Em controle 1(5,2)
Sem proposta curativa 1(5,2)
Topografia da infecgao

Infeccéo primaria 15 (79,0)
Indeterminada 9 (47,4)
Cateter longa permanéncia 4 (21,0)
Dano de barreira mucosa 2(10,6)
Infeccéo secundaria 4 (21,0
Pneumonia 2 (10,6)
Foliculite em face 1(5,2)
Sinusite 1(5,2)
Necessidade de terapia intensiva® 8 (42,1)
Acesso vascular profundo no momento da ICS 15 (78,9)
Uso prévio de antifiingico ultimos 30 dias 7 (36,8)
Uso de corticoides nos Gltimos 30 dias 11 (57,9)
Quimioterapia nos ultimos 30 dias

Sim 8(42,1)
Néo 10 (52,6)
Sem informagcéo 1(5,3)
Neutropenia < 500 células/ mm3

Presente 4 (21)
Ausente 14 (73,7)
Sem informacgé&o 1(5,3)
Neutropenia profunda < 100 células/ mmé. 2 (10,5)
Proteina C reativa

Acima de 0,3 mg/dL 14 (73,7)
Sem informacgé&o 5(26,3)
Receberam tratamento para infeccéo de corrente sanguinea atual

Sim 16 (84,2)
N&o 1(53)
Sem informacgé&o 2 (10,5)
Obito a partir da data da fungemia 9 (47,4)
Em até 7 dias 5(26,3)
Em até 30 dias 4(21,1)

2Definido como a necessidade de cuidados intensivos (Cl) devido a ICS: utilizagdo de aminas vasoativas, ventilagdo mecanica ou

transferéncia para unidade de terapia intensiva 48h antes ou depois da ICS.
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Dentre os 19 episodios de fungemia, 31,6% (n: 06) foram causadas por
Meyerozyma spp.; 31,6% (n: 06) por Candida spp. e 15,8% (n: 03) por Wicherhamomyces
anomalus, entre outras leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales menos

frequentes, conforme detalhado na Tabela 2.

Tabela 2. Frequéncia das espécies de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales isoladas nos 19
pacientes com fungemia no Hospital do Céancer | do Instituto Nacional do Céancer de 01/01/2002 até
31/12/2017.

Levedura (n) Pacientes (n) Frequéncia (%)
Candida spp. (08) 06 31,6
C. dubliniensis (02) 02

C. haemulonii var. vulnera (05) 03

C. intermedia (01) 01

Meyerozyma spp. (10) 06 31,6
M. guilliermondii (05) 04

M. caribbica (05) 02

Wickerhamomyces anomalus (05) 03 15,8
Kluyveromyces marxianus (02) 02 10,6
Kodamaea ohmeri (01) 01 5,2
Yarrowia lipolytica (01) 01 5,2
Total (27) 19 100

Das 15 fungemias de origem priméaria, 33,3% (n: 05) foram causadas por Candida
spp, 26,7 % (n:04) por Meyerozyma spp. Dos seis pacientes com fungemia por
Meyerozyma spp, cinco fizeram uso de corticoide ou quimioterapia nos ultimos 30 dias
antes da fungemia e quatro apresentavam neutropenia ho momento da infeccdo. A

descricdo dos casos esta detalhada no Quadro 2.
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Quadro 2. Descri¢ao dos 19 casos de infecgdo de corrente sanguinea por leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales detectadas no INCA-RJ no periodo do estudo.

Dat dad Doenca Status TIPO Origem Neutropenia | Uso prévio Uso prévio Desfecho
ata ade
Paciente Cepa Género de do de Da UTI® | PCR® (n°de de QT de Tratamento"| (tempo até o
dalcs (anos) ) o . - o o
base cancer? ICs? infecgao? neutrofilos)? |corticoides® antifungicos? 6hito)
. Leucemia ,
Candida ) Em . ) N&o Obito
1 09/06/2017 63 M linfomatosa ISCS |Pneumonia| sim 1,34 N&o nao nao ANI )
dubliniensis | tratamento (24.566) (quatro dias)
de células T
. Obito
Candida Carcinoma Em ) N&o . :
2 03/11/2016 60 F . IPCS IND sim 0,5 Né&o ndo néo N&o tratou (dia da
dubliniensis uterino controle (9.756)
hemocultura)
Sarcoma
Meyerozyma Em Nao
3 12/04/2015 i i 27 M mieléide IPCS | CVC-LP | N&o | 3,39 Nao Sim ANI/ VOR ANI alta
guilliermondii . tratamento (6.954)
de amidala
Meyerozyma Carcinoma Em . Nao ) ) . Obito
4 12/13/2015 i i 37 F _ IPCS IND ndo | 12,8 Sim Sim Nao FLU _
guilliermondii uterino tratamento (11.691) (106 dias)
Meyerozyma Em ) Né&o
5 12/12/2015 . . 24 M Seminoma ISCS |Pneumonia| ndo | 21,99 Sim Sim Nao FLU alta
guilliermondii tratamento (8.989)
Wickerhamomyces Linfoma Em
6 27/11/2015 24 F ] IPCS CVC-LP nao NA Sl sim nao nao FLU alta
anomalus Hodgkin tratamento
Candida Linfoma
. ) : Em Néo ) )
7 21/11/2015 haemulonii 18 M linfoblastico IPCS | CVC-LP néo 2,1 sim Sim néo ANI alta
. ) tratamento (2.280)
var. vulnera® n&o Hodgkin
. Sem .
Wickerhamomyces Cancer de ) N&o ~ . N Obito
8 15/10/2015 75 F » proposta IPCS IND sim 68,8 nao nao nao MFG ]
anomalus ovario ) (23.670) (nove dias)
curativa
Anemia . L
Meyerozyma ) Em L ) Sim . Obito
9 07/06/2015 19 M Aplastica ISCS | Foliculite sim | 13,31 Sim Néo FLU/ ANF | VOR/ MFG .
caribbica o tratamento (295) (um dia)
diopética
Kluyveromyces Estesio Em ] Né&o . .
10 25/03/2015 22 F IPCS IND sim 1,13 sim sim MFG MFG alta
marxianus® neuroblastoma | tratamento (14.248)
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Leucemia

Wickerhamomyces Em o Sim Obito
11 21/09/2014 25 Mieloide ISCS Sinusite ndo | 12,72 nao nao nao MFG/ ANFB )
anomalus tratamento (47) (18 dias)
aguda
Candida
. Sindrome Em Né&o )
12 10/03/2014 haemulonii 32 ) o IPCS IND nao NA sim SI nao FLU/ CASPO alta
mielodidplasica | tratamento (6.920)
var vulnera®
Leucemia )
Meyerozyma o Em . Sim . . Obito
13 01/09/2014 o ) 51 Mieléide IPCS DBM sim | 26,57 Sim Sim  |FLU/ AN/ MFG|  ANF o
guilliermondii tratamento (236) (trés dias)
aguda
Candida Leucemia
" . Em N&o )
14 18/02/2013 haemulonii 52 Mieldide IPCS | CVC-LP ndo | 1,25 sim nao nao CASPO alta
tratamento (12.877)
var vulnera® aguda
Kodamaea Mieloma Em ) Nao ) ) Obito
15 13/08/2015 63 o IPCS IND sim | 20,36 sim sim FLU MFG o
ohmeri¢ multiplo tratamento (20.358) (seis dias)
Meyerozyma Linfoma Em Sim ) .
16 04/29/2016 34 . o IPCS DBM Ndo | 15,2 sim Sim Néo ANF/MFG alta
caribbica linfoblastico tratamento (Zero)°
Yarrowia Em N&o
17 07/12/2009 ) . 60 Plasmocitoma IPCS IND néo NA néo néo néo Sl alta
lipolytica® tratamento (4.045)
Candida Cancer Em Nao Obito
18 25/05/2002 . . 43 ~ IPCS IND néo NA néo néo néo Sl .
intermedia de eséfago tratamento (8.219) (dez dias)
Kluyveromyces Linfoma Em N&o Obito
19 26/01/2002 69 . . IPCS IND nao NA nao nao nao FLU ]
marxianus ndo Hodgkin tratamento (9.044) (13 dias)

2 Classificacéo de acordo com o relato em prontuario médico.

b Definido como a necessidade de cuidados intensivos (Cl) devido a ICS: utilizacdo de aminas vasoativas, ventilagdo mecanica ou transferéncia para unidade de terapia intensiva 48h antes ou depois da ICS.
¢ Nivel sérico da Proteina C reativa (PCR, mg/dL) na data da ICS ou até 48h antes ou depois; considerado o maior valor.

4 Neutropenia < 500 células/mm3; Neutropenia profunda <100 células/mm3 na data da ICS ou 48h antes ou depois, considerado o menor valor.

ehg Nos ultimos 30 dias.

M Iniciado para a fugemia atual.
INCA-RJ: Instituto Nacional do Cancer, Rio de Janeiro; QT: quimioterapia; M: masculino; F: feminino; ISCS: infecgdo secundéria de corrente sanguinea; IPCS: infec¢éo primaria de corrente sanguinea; IND:
indeterminada; CVC-LP: cateter venoso central de longa permanéncia; DBM: dano de barreira mucosa; NA: ndo avaliado; SI: sem informacgéo; ANI: anidulafungina; VOR: voriconazol; FLU: fluconazol; ANF:

anfotericina B; MFG: micafungina; CASPO: caspofungina.
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5.3 Cepas

Foram incluidos no estudo 37 cepas de leveduras incomuns da ordem
Saccharomycetales, provenientes de hemoculturas positivas em frasco aerdbio no
sistema automatizado de hemocultura BD BACTEC™ (Becton Dickinson, New Jersey,
EUA), que estavam armazenadas na colecdo de culturas do Laboratério de Micologia do
INCA. Dez cepas foram excluidas por critérios do estudo: cepas ndo viaveis apos tentativa
de recuperacao (n=7), resultado da reidentificacdo molecular igual a Candida tropicalis
(n=2), sem amplificagdo apods reidentificagdo molecular por ITS e D1/D2 (n=1). Desta
forma o total de 27 cepas foram incluidas no estudo.

Todas as cepas do estudo foram depositadas na Colecao de Fungos Patogénicos
- CFP do Laboratério de Micologia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
— INI/ FIOCRUZ.

5.4 Cepas de referéncia

As cepas de referéncia, C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019,
utilizadas como controle de qualidade nos testes de suscetibilidade aos antifingicos,
reidentificacdo molecular e nos testes fenotipicos relacionados aos fatores de viruléncia

se apresentaram dentro dos valores de normalidade, validando estas etapas do estudo.

5.5 Autenticacdo molecular

5.5.1 Amplificagcédo e sequenciamento daregido ITS1-5.8S-ITS2 do DNA ribossomal
(rDNA)

A autenticagdo molecular pela amplificagdo e sequenciamento da regiao ITS1-
5.8S-ITS2 do DNA ribossomal (rDNA) permitiu identificar 26 cepas do estudo: dez cepas
do Complexo Meyerozima quilliermondii, sendo cinco destes identificados como
Meyerozima guilliermondii e os outros cinco como Meyerozima caribbica; cinco cepas de
Wickerhamomyces anomalus, cinco cepas Candida haemulonii var. vulnera, duas cepas
de Kluyveromyces marxianus, duas cepas de Candida dubliniensis, uma cepa de
Kodamaea ohmeri e uma cepa de Candida intermedia (Quadro 3).

65



5.5.2 Amplificacdo e sequenciamento da regidao D1/D2 da maior subunidade do
gene 28S do DNA ribossomal (rDNA)

Das 27 cepas selecionadas para o estudo, apenas uma nao foi identificada pela
amplificacdo e sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 e seguiu para a autenticagéo
molecular pela amplificacdo e sequenciamento pela regido D1/D2 do rDNA, que identificou

Yarrowia lypolytica (Quadro 3).

5.5.3 Comparacédo dos resultados obtidos por ITS e D1/D2 e do sistema de

identificacdo de leveduras VITEK® 2 YST (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franga)

A comparacgéao dos resultados obtidos pela autenticagdo molecular das regides ITS
e D1/D2, e o sistema de identificagdo de leveduras VITEK® 2 YST (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Franca) utilizado para identificar previamente as 27 cepas de leveduras incomuns
do presente estudo, revelou as seguintes discrepancias entre as metodologias: duas
cepas de M. guilliermondii (CFP00917 e CFP00918) foram identificados previamente
como C. famata; uma cepa de M. caribbica (CFP00924) havia sido identificado como
Candida pellicullosa; e ainda uma cepa de Candida intermedia (CFP00982), que foi
identificado inicialmente como C. lusitaniae.

Os resultados da autentificacdo molecular pelo sequenciamento das regides ITS e
D1/D2, das 27 cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales obtidas de

sangue periférico de 19 pacientes, encontram-se descritos no Quadro 3.
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Quadro 3 — Comparacéo dos resultados da autenticacdo molecular por ITS e D1/D2 e do sistema de identificacdo de leveduras VITEK® 2 YST
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca), de 27 cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales, obtidos em sangue periférico, de 19

pacientes no

eriodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ.

Paciente Cepa dgﬁ?s VITEK® 2 ITS D1/D2
1 CFP00964 09/06/2017 Candida dubliniensis Candida dublininesis NR
2 CFP00965 08/11/2016 Candida dubliniensis Candida dublininesis NR

CFP00915 04/12/2015 Candida guilliermondii Meyerozyma guilliermondii NR
3 CFP00916 04/12/2015 Candida guilliermondii Meyerozyma guilliermondii NR
CFP00917 13/12/2015 Candida famata Meyerozyma guilliermondii NR
CFP00918 12/12/2015 Candida famata Meyerozyma guilliermondii NR
CFP00966 30/11/2015 Candida pellicullosa Wickerhamomyces anomalus NR
. CFP00967 21/09/2015 Candida haemulonii Candida haemulonii var. vulnera NR
CFP00968 21/09/2015 Candida haemulonii Candida haemulonii var. vulnera NR
8 CFP00969 19/10/2015 Candida pellicullosa Wickerhamomyces anomalus NR
CFP00970 19/10/2015 Candida pellicullosa Wickerhamomyces anomalus NR
CFP00919 08/07/2015 Candida guilliermondii Meyerozyma caribbica NR
. CFP00920 06/07/2015 Candida guilliermondii Meyerozyma caribbica NR
CFP00921 06/07/2015 Candida guilliermondii Meyerozyma caribbica NR
CFP00922 06/07/2015 Candida guilliermondii Meyerozyma caribbica NR
10 CFP00971 26/03/2015 Candida kefyr Kluyveromyces marxianus NR
1 CFP00972 21/09/2014 Candida pellicullosa Wickerhamomyces anomalus NR
CFP00973 22/09/2014 Candida pellicullosa Wickerhamomyces anomalus NR
15 CFP00974 10/03/2014 Candida haemulonii Candida haemulonii var. vulnera NR
CFP00975 10/03/2014 Candida haemulonii Candida haemulonii var. vulnera NR
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13 CFP00923 09/01/2014 Candida guilliermondii Meyerozyma guilliermondii NR
14 CFP00977 20/02/2013 Candida haemulonii Candida haemulonii var. vulnera NR
15 CFP00978 13/08/2015 Kodamaea ohmeri Kodamaea ohmeri NR
16 CFP00924 29/04/2016 Candida pellicullosa Meyerozyma caribbica NR
17 CFP00979 07/12/2017 Candida lipolytica SA Yarrowia lipolytica
18 CFP00982 25/05/2002 Candida lusitaniae Candida intermedia NR
19 CFP00983 26/01/2002 Candida kefyr Kluyveromyces marxianus NR

ICS, infeccdo de corrente sanguinea; ITS, Internally transcribed spacer; D1/D2, large subunit rRNA; CFP, colecao de fungos patogénicos; NR,

ndo realizado; SA, sem amplificagdo.
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Ao analisar a arvore filogenética a partir da regido ITS1-5.8S-ITS2 rDNA para as 27
cepas de leveduras identificadas por essa metodologia percebemos sete clados. O
primeiro agrupou as cepas de M. guilliermondii e M. caribbica; o segundo clado agrupou
as cepas de C. dubliniensis; o terceiro agrupou as cepas de K. marxianus; o quarto clado
agrupou as cepas de W. anomalus; o quinto clado agrupou K. ohmeri; o sexto agrupou C.
intermedia, e por fim, o sétimo clado agrupou as cepas de Candida haemulonii var.
vulnera. A arvore filogenética para a regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA para as leveduras

incomuns esta representada na Figura 4.
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CFP00915 Meyerozyma guilliermondii
CFP00923 Meyerozyma guilliermondii
CFP00918 Meyerozyma guilliermondii
CFP00917 Meyerozyma guilliermondii
CFP00916 Meyerozyma guilliermondii
NR 111247.1 Meyerozyma guilliermondii CBS 2030 TYPE material
CFP00924 Meyerozyma caribbica
P NR 149348.1 Meyerozyma caribbica CBS 9966 TYPE material
CFP00920 Meyerozyma caribbica
CFP00921 Meyerozyma caribbica
e CFP00919 Meyerozyma caribbica
CFP00922 Meyerozyma caribbica
1 NR 111210.1 Wickerhamomyces anomalus CBS 5759 TYPE material
CFP00972 Wickerhamomyces anomalus
CFP00969 Wickerhamomyces anomalus
CFP00973 Wickernamomyces anomalus
CFP00966 Wickernamomyces anomalus
CFP00970 Wickernamomyces anomalus
[CFP00971 Kluyveromyces marxianus
mr} NR 111251.1 Kluyveromyces marxianus CBS 712 TYPE material
8 CFP00983 Kluyveromyces marxianus
NR 119386.1 Candida dubliniensis CBS 7987 TYPE material
— CFP00964 Candida dubliniensis
CFP00965 Candida dubliniensis
- NR 111248.1 Candida intermedia CBS 572 TYPE material
CFP00982 Candida intermedia
o NR 121464.1 Kodamaea ohmeri CBS 5367 TYPE material
[CFP00978 Kodamaea ohmeri
57; CBS 12439 Candida haemulonii var vulnera
CFP00968 Candida haemulonii var vulnera
- CFP00967 Candida haemulonii var vulnera
CFP00975 Candida haemulonii var vulnera
CFP00974 Candida haemulonii var vulnera
CFP00977 Candida haemulonii var vulnera
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Figura 4. Andlise filogenética molecular pelo método Likelihood baseada a partir da sequéncia da regiao

ITS para 26 nucleotideos de cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales analisadas neste

estudo. Os nimeros sobre 0s ramos sdo valores de suporte de bootstraps obtidos a partir de 1.000 pseudo-

repeticdes. As analises foram conduzidas no Mega 6 (TAMURA et al., 2013; TAMURA; NEI, 1993).
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Todas as sequéncias obtidas no estudo para a regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA, e
para a regido D1/D2 do rDNA foram depositadas no NCBI/GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide). Os numeros de acesso sdao MNG658747 a
MN658756, OM287563 a OM287578; e OM439636, respectivamente.

A analise das sequéncias permitiu avaliar a variabilidade genética em uma cepa de

M. caribbica, isolada de um mesmo paciente (caso clinico 9, Tabela 1). A distribuicdo dos

haplétipos das cepas deste caso esta descrita na tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo de haplétipos apds andlise de quatro sequéncias de ITS1-5.8S-ITS2 do
rDNA de cepas de Meyrozyma caribbica obtidas do caso clinico 9.

Posicao
Cepa
132 446

M. caribbica CBS9966* C T
CFP00919

CFP00920

CFP00921 A G
CFP00922

A, adenina; G, guanina; C, citosina; T, tiamina,;
(.) nucleotideo encontra-se na mesma posi¢édo da sequéncia
* cepa de referéncia.

5.6 Avaliacdo das metodologias de determinacao da suscetibilidade

5.6.1 Método de diluicdo - Microdiluicdo em caldo

A técnica de Microdiluicdo em caldo foi realizada para determinar as CIM’s para
sete farmacos antifangicos: anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol, caspofungina e micafungina de acordo com o protocolo descrito no
documento BrCAST (BrCAST, 2020), para todos as 27 cepas de leveduras incomuns da
ordem Saccharomycetales do estudo, provenientes de 19 pacientes. De acordo com o
documento, as cepas de C. dubliniensis deste estudo foram suscetiveis a anfotericina b
(CIM modal: 0,064 pg/ mL), fluconazol (CIM modal: 0,125 ug/ mL) e ao itraconazol (CIM
modal: 0,008 ug/ mL), conforme a Tabela 4.
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Tabela 4. Concentracdo Inibitéria Minima de 27 cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales aos farmacos antifingicos com a técnica de
microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo BrCAST, isoladas em sangue periférico de 19 pacientes, no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017, no INCA-
RJ.

CIM (ug/mL) — variacédo
(Moda/ Mediana*)

Espécie (n)
ANF B FLU ITR VOR POS CAS MFG

Meyerozyma 0,064-1 2-64 0,064-4 0,125-2 0,032-4 0,5 -4 2-4
guilliermondii (5) (0,125/ 0,125) (8/ 6) (1/ 0,25) (0,25/ 0,25) (0,125/ 0,125) (2/ 0,125) (4/ 0,375)
Meyerozyma 0,125-0,25 2-64 0,064-5 0,5-4 0,064-0,5 0,032 -2 1-2
caribbica (5) (0,25/ 0,125) (32/ 6) (0,25/ 0,25) (1/0,25) (0,25/ 0,125) (0,5/ 0,125) (2/ 0,375)
Wickerhamomyces 0,064-0,125 4-8 0,064 0,125-0,25 0,5-1 0,016-0,032 0,016-0,125
anomalus (5) (0,125/ 0,125) (4/ 6) (0,064/ 0,25) (0,125/ 0,25) (0,5/ 0,125) (0,032/ 0,125) (0,064/ 0,375)
Candida haemulonii 0,25-1 64 4 4 1-4 0,064-2 0,25-0,5

(0,5: 1/ 0,125) (64/ 6) (4/ 0,25) (4/ 0,25) (4/ 0,125) (0,064; 0,125/ (0,25/ 0,375)
var. vulnera (5) 0,125)
Candida 0,064 0,125 0,008 0,008 0,008 0,064 0,064-2
dubliniensis (2) (0,064/ 0,125) (0,125/ 6) (0,008/ 0,25) (0,008/ 0,25) (0,008/ 0,125) (0,064/ 0,125) (0,064; 2/ 0,375)
Candida 0,064 0,5 0,25 0,016 0,125 0,064 0,125
intermedia (1) -/ 0,125 -/ 6 -/ 0,25 -/ 0,25 -/ 0,125 -/ 0,125 -/ 0,375
Kluyveromyces 0,125-0,25 0,25-0,5 0,016-0,064 0,008-0,016 0,032-0,125 0,016 0,125
marxianus (2) (0,125; 0,25/ 0,125) (0,25; 0,5/6) (0,016; 0,064/ 0,25) (0,008; 0,016/ 0,25) (0,032; 0,125/ 0,125) 0,016/ 0,125 0,125/ 0,375
Kodamaea 0,032 4 0,064 0,032 0,032 0,25 0,5
ohmeri (1) -/ 0,125 -/ 6 -/ 0,25 -/ 0,25 -/ 0,125 -/ 0,125 -/ 0,375
Yarrowia 1 4 0,5 2 0,5 1 1
lipolytica (1) -/ 0,125 /6 -/ 0,25 -/ 0,25 -/ 0,125 -/ 0,125 -/ 0,375

EUCAST, The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; INCA-RJ, Instituto Nacional do Cancer, Rio de Janeiro; CIM, Concentragéo inibitéria minima; ANF B, anfotericina B;
FLU, fluconazol; ITR, itraconazol; VOR, voriconazol; POS, posaconazol; CAS, caspofungina; MFG, micafungina.

*A mediana das CIMs foi calculada para o respectivo antifingico em todas as cepas do estudo. Esta defini¢cdo foi utilizada pois a maioria das espécies do estudo ndo apresenta ponto de corte
epidemioldgico (PCE) definido no EUCAST.
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Entre as cepas do Complexo M. guilliermondii houve grande variacdo nos valores
de CIM para os sete farmacos antifingicos. De acordo com o documento, h evidéncias
insuficientes de que este complexo de espécies seja um bom alvo para a terapia com 0s
antifingicos testados. E recomendado que a CIM seja reportada, porém sem
classificacdo, sensivel (S), intermediaria (I) ou resistente (R), relatada. Anfotericina B
demonstrou as menores CIM’s para as leveduras incomuns deste estudo. As cepas do
Complexo M. gquilliermondii e C. haemulonii var. vulnera demonstraram menor
suscetibilidade in vitro para os azdlicos. Para caspofungina e micafungina, o Complexo M.
guilliermondii foi menos suscetivel.

A comparacao da distribuicdo da CIM modal das cepas do presente estudo com a
distribuicdo da CIM modal das cepas descritas no protocolo EUCAST (EUCAST, 2018) de

acordo com o PCE, encontram-se descritas nas tabelas 5, 6 e 7.
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Tabela 5. Comparacéo da distribuicdo da CIM modal de dez cepas do Complexo M. guilliermondii, isoladas em sangue periférico em pacientes
do presente estudo, no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ, com a distribuicdo da CIM modal das cepas descritas de acordo com

0 ponto de corte epidemiolégico no protocolo EUCAST.

N° de cepas com CIM (ug/mL) modal de:

L Origem
Antifangico d
as cépas o016 0,032 0064 0125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128
EUCAST 0 10 18 25 17 12 10 0 0 0 0 0 0 0
ANF B
INCA - - 1 4 3 - 1 1 - - - - - -
EUCAST 0 0 0 0 1 2 4 21 44 29 7 8 1 1
FLU
INCA - - - - - - - 1 2 3 1 3
EUCAST 4 1 4 20 40 24 1 0 0 0 1 0 0 0
ITR
INCA - - 2 1 2 1 3 - 1 - - - - -
EUCAST 4 8 34 7 10 2 2 1 0 0 0 0 0 0
VOR
INCA - - - 1 2 2 1 2 1 1 - - - -
EUCAST 4 23 49 38 25 7 2 2 0 0 3 0 0 0
POS
INCA - 1 1 1 5 1 ; - 1 - ; - ; ;
EUCAST NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
CAS
INCA - 1 - - 2 3 ; 3 1 - - - - -
EUCAST NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
MFG
INCA - - - 1 - - 2 5 2 - - - - -

CIM, Concentragéo inibitéria minima; EUCAST, The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; INCA-RJ, Instituto Nacional do Cancer, Rio de Janeiro; NA,
N&o avaliado; ANF B, anfotericina B; FLU, fluconazol; ITR, itraconazol; VOR, voriconazol; POS, posaconazol; CAS, caspofungina; MFG, micafungina; Em negrito, a CIM modal
para cada farmaco antifingico. #para cada antifingico foi apresentado a distribuicdo das cepas do complexo M. guilliermonddi de acordo com o ponto de corte epidemiolégico
do protocolo EUCAST e o mesmo foi feito para as cepas do estudo no inca. *Em negrito, representa a prevaléncia das cepas e a CIM modal correspondente.
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Tabela 6. Comparacéo da distribuicdo da CIM modal de duas cepas de Candida dubliniensis, isoladas em sangue periférico em pacientes do
presente estudo, no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ, com a distribuicdo da CIM modal das cepas descritas de acordo com o
ponto de corte epidemiolégico no protocolo EUCAST.

N° de cepas com CIM (pug/mL) modal de:

L Origem
Antifangico d
as cepas 0,008 0,016 0,032 0,064 0,125 0,25 0,5 1 2
EUCAST 0 14 17 7 2 2 1 0 0
ANF B
INCA 0 0 0 2 0 0 0 0 0
EUCAST 0 0 0 0 11 9 2 0 0
FLU
INCA 0 0 0 0 2 0 0 0 0
EUCAST 0 6 0 1 0 0 0 0 0
ITRA
INCA 2 0 0 0 0 0 0 0 0
EUCAST 0 59 38 2 1 0 1 0 0
VOR
INCA 2 0 0 0 0 0 0 0 0
EUCAST 0 52 17 5 0 0 0 0 0
POS
INCA 2 0 0 0 0 0 0 0 0
EUCAST NA NA NA NA NA NA NA NA NA
CAS
INCA 0 0 0 2 0 0 0 0 0
EUCAST NA NA NA NA NA NA NA NA NA
MFG
INCA 0 0 0 1 0 0 0 0 1

CIM, Concentragéo inibitéria minima; EUCAST, The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; INCA-RJ, Instituto Nacional do Cancer, Rio de Janeiro; NA,
N&o avaliado; ANF B, anfotericina B; FLU, fluconazol; ITR, itraconazol; VOR, voriconazol; POS, posaconazol; CAS, caspofungina; MFG, micafungina; Em negrito, a CIM modal
para cada farmaco antifingico. para cada antifiingico foi apresentado a distribuicdo das cepas do complexo M. guilliermonddi de acordo com o ponto de corte epidemiolégicodo
protocolo EUCAST e o mesmo foi feito para as cepas do estudo no inca. *Em negrito, representa a prevaléncia das cepas e a CIM modal correspondente.
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Tabela 7. Comparacéo da distribuicdo da CIM modal de duas cepas de Kluyveromyces marxianus, isoladas em sangue periférico em
pacientes do presente estudo, no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ, com a distribuicdo da CIM modal das cepas descritas de
acordo com o ponto de corte epidemiolégico no protocolo EUCAST.

N° de cepas com CIM (pug/mL) modal de:

L Origem
Antifangico d
as cepas 0,008 0,016 0,032 0,064 0,125 025 0,5 1 2 4 8 16
EUCAST 0 0 0 1 6 5 3 5 0 0 0 0
ANF B
INCA 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
EUCAST 0 0 0 1 4 9 5 4 5 1 0 1
FLU
INCA 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0
EUCAST 0 5 5 4 1 3 1 0 0 0 0 0
ITRA
INCA 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
EUCAST 5 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VOR
INCA 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EUCAST 1 9 6 9 1 1 1 0 0 0 0 0
POS
INCA 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
EUCAST NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
CAS
INCA 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EUCAST NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
MFG
INCA 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0

CIM, Concentracao inibitéria minima; EUCAST, The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; INCA-RJ, Instituto Nacional do Cancer, Rio de Janeiro; NA,
N&o avaliado; ANF B, anfotericina B; FLU, fluconazol; ITR, itraconazol; VOR, voriconazol; POS, posaconazol; CAS, caspofungina; MFG, micafungina; Em negrito, a CIM modal
para cada farmaco antifingico. #para cada antifingico foi apresentado a distribuicdo das cepas do complexo M. guilliermonddi de acordo com o ponto de corte epidemiolégico
do protocolo EUCAST e o mesmo foi feito para as cepas do estudo no inca. *Em negrito, representa a prevaléncia das cepas e a CIM modal correspondente.
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M. guilliermondii e M. caribbica apresentaram cepas non-WT para todos o0s
antifangicos, principalmente entre os azdlicos, fluconazol e voriconazol, que
apresenataram maior variacdo de CIM. Os valores de CIM e a classificacdo das cepas de
acordo com os valores de corte epidemioldgico propostos pelo EUCAST, encontram-se

descritos na Tabela 8.
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Tabela 8. Valores de CIM e classificacdo das cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales no
INCA de acordo com os valores de ponto de corte epidemioldgico propostos pelo EUCAST.

) CIM (ug/ml) PCEs (n)
Espécies (n)
Antifingico Variagao CIM®® WT non-WT
Meyerozyma ANF 0.064 -1 0.125 3 2
guilliermondii (5) FLU 2-64 8 2 3
ITR 0.064 - 4 1 1 4
VOR 0.125-2 0.25 0 5
POS 0.032-4 0.125 1 4
CAS 05-4 2 - -
MFG 2-4 4 - -
Meyerozyma ANF 0.125-0.25 0.25 2 3
caribbica (5) FLU 8 - 64 32 0 5
ITR 0.064 -0.5 0.25 4 1
VOR 05-4 1 0 5
POS 0.064 - 0.5 0.25 1 4
CAS 0.032- 2 0.5 - -
MFG 1-2 2 - -
Candida ANF 0,064 - 2 -
dubliniensis (2) FLU 0,125 - 2 -
ITR 0,008 - 2 -
VOR 0,008 - 2 -
POS 0,008 - 2 -
CAS 0,064 - - -
MFG 0,064 — 2 - - -
Kluyveromyces ANF 0,125- 0,25 - 2 -
marxianus (2) FLU 0,25-0,5 - 2 -
ITR 0,016 - 0,064 - 2 -
VOR 0,008 - 0,016 - 2 -
POS 0,032 -0,125 - 2 -
CAS 0,016 - - -
MFG 0,125 - - -

CIM, Concentracao Inibitéria Minima; PCE, Ponto de Corte Epidemiolégico; CIMso, CIM capaz de inibir o crescimento de 50% dos
isolados; WT, wild type; non-WT, non-wild type; AMF, amphotericin B; FLU, fluconazol; ITRA, itraconazole; VOR, voriconazole;

POS, posaconazole; CAS, caspofungin; MFG, micafungina.
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5.6.2 Método de Difusdo por Gradiente de Concentracdo de Antifungico Pré-

definido em fira - Etest®

Anfotericina B apresentou os melhores resultados de CIM para as cepas. Candida
haemulonii var. vulnera apresentou grande variacdo de CIM para anfotericina (CIM modal
de 2, 24, 16), fluconazol e itraconazol. O método de difusdo em fita com gradiente de
concentracdo de antifingicos (Etest®) foi realizado para as 27 cepas de leveduras
incomuns contra seis antifungicos: anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol,

caspofungina e micafungina, conforme descrito na Tabela 9.

79



Tabela 9. Concentracgéo inibitéria minima de 27 cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales, causadoras de fungemia, aos farmacos
antifingicos de acordo com a técnica de difusdo em fita com gradiente antimicrobiano (Etest®), isoladas em sangue periférico de 19 pacientes, no
periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017, no INCA-RJ.

Espécies (n)

CIM (ug/mL) - variacdo (Moda)

ANF B FLU ITR VOR CAS MFG
- . 0,016-0,19 0,5-1,5 0,032-0,5 0,016-0,032 0,19-0,5 0,25-0,38
Meyerozyma guilliermondii (5)
(0,125) (0,5;1,5) (0,032;0,5) (0,032) (0,25) (0,38)
o 0,125-0,38 16->64 0,5-1,5 0,5-0,75 0,75-2 0,5
Meyerozyma caribbica (5)
(0,38) (264) (1,5) (0,5) (2) (0,5)
_ 0,032-0,19 1-15 0,75-1 0,064-0,125 0,064-0,25 0,047-0,064
Wickerhamomyces anomalus (5)
(0,032, 0,19) (1,5) (0,75) (0,064, 0,125) (0,064, 0,125) (0,047)
_ B 2-16 3-2256 0,047-232 0,032-0,19 0,064-0,5 0,047-0,064
Candida haemulonii var. vulnera (5)
(2; 6) (8; 2256) (0,25; 232) (0,094; 0,19) (0,064, 0,125) (0,047)
_ - 0,004-0,008 0,125-0,38 0,006-0,032 0,004-0,012 0,006-0,016 0,006-0,016
Candida dubliniensis (2)
o ) 0,125 0,75 0,125 0,006 3 0,047
Candida intermedia (1)
_ 0,75-1,5 0,19 0,064-0,125 0,004-0,008 0,125-0,5 0,094
Kluyveromyces marxianus (2)
- - - - - (0,094)
_ 0,023 3 1 0,047 0,19 0,032
Kodamaea ohmeri (1)
0,38 2 0,38 0,004 4 1

Yarrowia lipolytica (1)

INCA-RJ, Instituto Nacional do Céancer, Rio de Janeiro; CIM, Concentragdo inibitéria minima; ANF B, anfotericina B; FLU, fluconazol; ITR, itraconazol,

VOR, voriconazol; POS, posaconazol; CAS, caspofungina; MFG, micafungina.
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5.6.3 Método automatizado - VITEK® 2

O teste de suscetibilidade automatizado foi realizado no VITEK® 2 com o cartdo
VITEK® 2 AST para as 27 cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales
contra cinco antifangicos: anfotericina B, fluconazol, voriconazol, caspofungina e
micafungina. Meyerozyma caribbica apresentou MICs elevados para fluconazol e
voriconazol. Candida haemulonii var. vulnera, apresentou MICs elevados para anfotericina

B, fluconazol e voriconazol. Os resultados estado descritos na Tabela 10.
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Tabela 10. Concentracao Inibitéria Minima das 27 cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales aos farmacos antifingicos de acordo
com o teste de suscetibilidade automatizado realizado com o VITEK® 2 AST, isoladas em sangue periférico dos 19 pacientes, no periodo de 01/01/2002

a 31/12/2017 no INCA-RJ.

Espécies (n)

CIM (ug/mL) - variacdo (Moda)

ANF B FLU VOR CAS MFG
o 5 <0,25-0,5 <05-2 <0,12 <0,12-0,5 0,12-0,5
Meyerozyma guilliermondii (5)
(£0,25) (2) (£0,12) (£0,12; 0,25) (0,5)
o <0,25-0,5 2-16 <0,12-4 <0,12-1 <0,06-0,5
Meyerozyma caribbica (5)
(£0,25) (2) (£0,12; 4) (0,25) (0,5)
) <0,25 2-4 <0,12-0,25 <0,12 <0,06
Wickerhamomyces anomalus (5)
(20,25) (2) (£0,12) (£0,12) (= 0,06)
_ B 1-216 2-8 <0,12-28 0,25-0,5 0,12
Candida haemulonii var vulnera (5)
(1; 2; 4, 8;,216) (4; 8) (£0,12) (0,25) (0,12)
_ - <0,25 1 <0,12 <0,12 < 0,06
Candida dubliniensis (2)
o _ <0,25 1 <0,12 <0,12 <0,06
Candida intermedia (1)
_ <0,25-1 1 <0,12 <0,12 0,12-0,25
Kluyveromyces marxianus (2)
_ <0,25 4 <0,12 <0,12 <0,06
Kodamaea ohmeri (1)
<0,25 2 <0,12 0,25 0,25

Yarrowia lipolytica (1)

INCA-RJ, Instituto Nacional do Céncer, Rio de Janeiro; CIM, Concentracdo inibitéria minima;

caspofungina; MFG, micafungina.

ANF B, anfotericina B; FLU, fluconazol; VOR

, voriconazol; CAS,
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A concordancia categorica, considerada quando as cepas estao dentro da mesma
categoria interpretativa, foi calculada para 14 cepas de leveduras incomuns da ordem
Saccharomycetales pelos métodos Etest® e VITEK® 2 AST em comparagcdo com o
protocolo de microdiluicdo BrCAST. Os melhores resultados para Etest® foram
observados para C. dubliniensis com 100% de concordancia para todos os farmacos
antifangicos. Equinocandinas ndo foram avaliadas por ndo terem PCE pelo BrCAST. Os

resultados estdo descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Porcentagem de concordancia categoérica pelos métodos Etest® e VITEK® 2 AST em comparacdo
com o protocolo de microdiluicdo BrCAST de 14 cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales
isoladas em sangue periférico de 10 pacientes, no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ.

. CC (%)
Espécies (n) Método
ANF B FLU ITRA VOR
- . Etest® 80 60 60 100
M. guilliermondii (5)
VITEK® 2 AST 100 80 NR 100
o Etest® 100 20 20 0
M. caribbica (5)
VITEK® 2 AST 100 100 NR 40
- Etest® 100 100 100 100
C. dubliniensis (2)
VITEK® 2 AST 100 0 NR 100
) Etest® 0 100 100 100
K. marxianus (2)
VITEK® 2 AST 50 100 NR 100

CC, Concordancia categorica; ANF B, anfotericina B; FLU, fluconazol; ITRA, itraconazol; VOR, voriconazol;
POS, posaconazol; CAS, caspofungina; MFG, micafungina; NR, néo realizado; INCA-RJ, Instituto Nacional do
Cancer, Rio de Janeiro.

A concordancia essencial foi calculada para as 27 cepas de cepas de leveduras
incomuns da ordem Saccharomycetales pelos métodos Etest® e VITEK® 2 AST em
comparacao com o protocolo de microdiluicdo BrCAST. Houve grande variacdo entre as
espécies para todos os farmacos antifungicos, principalmente para C.haemulonii var.
vulnera frente a anfotericina b e azolicos. A concordancia essencial esta descrita na
Tabela 12.
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Tabela 12. Porcentagem de concordancia essencial pelos métodos Etest® e VITEK® 2 AST em comparacdo com o protocolo de microdiluicéo
BrCAST das 27 cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales isoladas em sangue periférico de 19 pacientes, no periodo de
01/01/2002 a 31/12/2017, no INCA-RJ.

A . CE (%)
Espécies (n) Método
ANF B FLU ITR VOR CAS MFG
- . Etest® 80 40 40 20 40 40
M. guilliermondii (5)
VITEK® 2 AST 100 60 NR 80 40 20
o Etest® 100 80 20 80 60 100
M. caribbica (5)
VITEK® 2 AST 100 60 NR 100 60 60
Etest® 100 80 80 100 80 100
W. anomalus (5)
VITEK® 2 AST 100 100 NR 100 100 100
. Etest® 40 40 0 0 80 80
C.haemulonii var. vulnera (5)
VITEK® 2 AST 60 0 NR 40 80 100
L Etest® 100 100 100 100 100 50
C. dubliniensis (2)
VITEK® 2 AST 100 0 NR 100 100 50
_ _ Etest® 100 100 100 100 100
C. intermedia (1)
VITEK® 2 AST 100 100 NR 100 0
_ Etest® 50 100 50 100 100
K. marxianus (2)
VITEK® 2 AST 100 100 NR 100 100 100
_ Etest® 100 100 0 100 100 0
Kodamaea ohmeri (1)
VITEK® 2 AST 100 100 NR 100 100 100
o i Etest® 100 100 100 0 100 100
Yarrowia lipolytica (1)
VITEK® 2 AST 100 100 NR 0 100 100

INCA-RJ, Instituto Nacional do Céncer, Rio de Janeiro; CC, Concordancia categérica; ANF B, anfotericina B; FLU, fluconazol; ITR, itraconazol;

VOR, voriconazol; POS, posaconazol; CAS, caspofungina; MFG, micafungina; NR, n&o realizado; NA, ndo avaliado.
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5.7 Avaliacéo de fenotipos associados a viruléncia

5.7.1 Fatores de Viruléncia

A producdo de enzimas € descrita como um importante fator de viruléncia de
leveduras da ordem Saccharomycetales. Assim, as atividades hemolitica, proteolitica,
fosfolipidica, fitasica e esterasica de todas as cepas de leveduras incomuns deste estudo
foram avaliadas. Nenhuma espécie foi capaz de produzir fosfolipase. A atividade
enzimatica foi determinada pelo valor Pz apresentado para as cepas incluidas nesse

estudo na Tabela 13.
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Tabela 13. Producdo enzimética das 27 cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales isoladas em sangue

periférico dos 19 pacientes, no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ.

Fator de Viruléncia

Pz — Variagéo

Espécie (n)

Atividade :

Protease Fitase Esterase

hemolitica
Complexo M. guilliermondii (10) 0,37 -0,73 0,63-1 0,54-1 0,44 -1
Wickerhamomyces anomalus (5) 0,65-0,85 0,585-1 0,45 - 0,605 0,435-1
Candida haemulonii var. vulnera (5) 0,64 - 0,77 0,307 -1 0,55-1 053-1
Candida dubliniensis (2) 0,61-1 0,715-1 0,735-0,74 1
Candida intermedia (1) 0,67 1 1 0,365
Kluyveromyces marxianus (2) 0,61-0,77 0,393-1 1 1
Kodamaea ohmeri (1) 1 1 0,64 1
Yarrowia lipolytica (1) 0,71 0,68 0,48 1

INCA-RJ, Instituto Nacional do Céncer, Rio de Janeiro;
Pz =1, ndo produtor; Pz = 0,700 — 0,999, fraco; Pz = 0,400 — 0,699, bom produtor; Pz = 0,100 — 0,399, excelente produtor.
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Todos os grupos de leveduras incomuns apresentaram atividade hemolitica em
meio agar sangue de carneiro, com excecdo de K. ohmeri. Para esta espécie soO foi
possivel detectar atividade de fitase.

Identificamos uma grande variacdo na producdo de aspartico protease, inclusive
com valores negativos, para as cepas de C. haemulonii var. vulnera e K. marxianus, Pz =
0,307 — 1 e Pz = 0,393 — 1, respectivamente. Apesar desta variacdo, algumas cepas
destas espécies foram classificadas como bons produtores.

O grupo W. anomalus (n: 3) e a cepa de Y. lipolytica foram bons produtores de
fitase, Pz = 0,45 - 0,57 e Pz = 0,48, respectivamente.

Candida intermedia foi excelente produtor de esterase (PZ = 0,365).

A atividade de catalase foi presumida pela resisténcia ao peroxido de hidrogénio
em meio solido. Quanto menor o valor do halo de inibicdo (mm), maior seria a producéo
de catalase, sendo entdo os valores inversamente proporcionais. Desta forma podemos
observar que K. ohmeri foi a espécie com maior producdo presumida de catalase. Pelo n
pequeno em alguns grupos, nao foi possivel realizar calculos estatisticos para comparar

os resultados das diferentes espécies (Grafico 1).

Gréfico 1. Producdo de Catalase de 27 cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales
isoladas em sangue periférico dos 19 pacientes, no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017 no INCA-RJ.
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INCA-RJ, Instituto Nacional do Cancer, Rio de Janeiro.
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A fim de correlacionar os resultados das CIMs do EUCAST com os valores de Pz
encontrados nos testes das enzimas hidroliticas foi realizado o teste de correlacao de
Spearmann. Os resultados encontram-se descritos na Tabela 14.

Tabela 14. Associagdo entre os fenotipos flingicos relacionados a viruléncia das cepas de leveduras
incomuns da ordem Saccharomycetales e as CIMs dos farmacos antifingicos testados no protocolo
EUCAST.

Enzimas hidroliticas

Antifingico P* (rs)
Protease Fitase Esterase Hemolisina Catalase
ANF 0,56 (-0.12) 0,63(0,10) 0,96 (-0,01) 0,16 (-0,28) 0,41 (0,20)
FLU 0,75 (-0,06) 0,88(0,03) 0,56 (-0,11) 0,38 (-0,17) 0,62 (0,10)
ITR 0,86 (0,03) 0,59 (0,11) 0,08 (-0,34) 0,12 (-0,31) 0,96 (0,01)
VOR 0,69 (-0,08) 0,77 (-0,06) 0,65 (-0,09) 0,37 (-0,18) 0,45 (0,15)
POS 0,37 (-0,18) 0,13 (-0,30) 0,63 (-0,10) 0,77 (0,06) 0,18 (0,26)
CAS 0,15(0,29) 0,27 (0,22) 0,49 (-0,14) 0,02 (-0,46)* 0,10 (-0,33)
MFG 0,06 (0,36) 0,005 (0,52)* 0,55(-0,12) 0,002 (-0,66)* 0,08 (-0,34)

CIM, Concentragdo Inibitéria Minima; EUCAST, European Committee on antimicrobial susceptibility Testing; P, p valor;
Rs, Coeficiente de correlagdo de Spearmann; ANF, anfotericina B; FLU, fluconazol; ITR, itraconazol; VOR, voriconazol;
POS, posaconazol; CAS, caspofungina; MFG, micafungina.

*em negrito, valores significativos.

Foi verificado associacédo entre as CIMs de caspofungina e micafungina com a
producdo de hemolisina. Quanto maior a CIM, maior a producédo de hemolisina. E ainda,
a associacao entre CIMS de micafungina com a producdo de fitase, com valores

inversamente proporcionais, quanto maior a CIM, menor producao de fitase.

5.8 Descrigéo das caracteristicas clinicas, microbiolégicas e do desfecho

Dentre os 19 pacientes com fungemia, as causadas por M. caribbica, M.
guilliermondii e W. anomalus ocorreram nos pacientes com neutropenia; as causadas por
M. guilliermondii, M. caribbica, C. haemulonii var. vulnera, K. marxianus, W. anomalus e
K. ohmeri foram detectadas nos pacientes com uso prévio de antifingico e a causada por
W. anomalus ocorreu em paciente sem proposta curativa para o cancer. A necessidade
de terapia intensiva para o tratamento da fungemia ocorreu em sete pacientes,
especificamente naqueles com fungemias causadas pelas espécies C. dubliniensis, W.

anomalus, M. caribbica, K. marxianus, M. guilliermondii e K. ohmeri.
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Dentre os nove 6bitos em 30 dias ap06s o diagndstico da fungemia, 15,79% (n: 03)
ocorreram nos pacientes com ICS por C. dubliniensis e C. intermedia; 10,5% (n: 02) nos
pacientes com ICS por M. guilliermondii e M. caribbica; e 21% (n: 04) com infecgdes
causadas por diferentes espécies de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales;
55% (n: 5) dos Obitos ocorreram em 7 dias apds a data da fungemia. A neutropenia esteve
presente em trés pacientes que evoluiram para 0 Obito, especificamente naqueles
ocorridos nos pacientes com fungemia por M. caribbica, W. anomalus e M. guilliermondii.
A alta producédo de hemolisina esteve presente em dois pacientes que sobreviveram em
até 30 dias apos o episodio da ICS por C. guilliermondii. Trés pacientes apresentaram alta
producdo de protease, todos tiveram alta em 30 dias apds o diagndstico da ICS por C.
haemulonii var. vulnera e K. marxianus.

Dentre os pacientes que evoluiram para o Obito em até sete dias ap0s o0s
diagnésticos da fungemia por leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales: i) o
paciente 2 tinha tumor de 6rgéo solido em controle; evoluiu com 6bito no dia do diagndéstico
da fungemia por C. dubliniensis com moderada producéo de hemolisina. Devido ao ébito

precoce nao houve oportunidade de tratamento com antifingicos; ii) Os pacientes 9 e 13

morreram em até 3 dias apos o diagndstico de ICS e apresentavam neutropenia associada
a neoplasia hematol6gica no momento do diagndstico da fungemia: a) O paciente 9
recebia profilaxia antifangica com FLU e ANFO B; Foi tratado com VCZ e MFG. As quatro
cepas de M. caribbica detectados nesse paciente eram produtores moderados de
hemolisina e um deles (CFP00921) era produtor moderado de esterase. As cepas eram
non-WT para VCZ (4 ug/ml), tinham CIM elevada para MFG (2 pg/ml) e FLU (8-64 pg/ml),
e CIMs baixos para ANF (0,125-0,25 ug/ml); b) O paciente 13, com fungemia por M.
guilliermondii com producdo moderada de protease aspartica, hemolisina e esterase, foi
tratado com ANF (0,064 pg/ml). Esta cepa era do tipo selvagem para ANF.

Dentre os pacientes que sobreviveram, o paciente 16 apresentava neutropenia
profunda associada a doenca de base hematologica. Ele ndo havia usado antifungicos
anteriormente, e foi tratado com ANF, antifiingico ao qual a cepa foi descrita como WT. A
correlacdo das caracteristicas clinicas, microbiologicas e do desfecho clinico dos
pacientes com fungemia por leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales encontra-

se descrita no Quadro 4.
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Quadro 4. Correlagao entre os dados clinicos e a categorizacdo do fenoétipo de viruléncia, uso prévio de antifingicos, tratamento e a suscetibilidade antifingica, no
desfecho dos 19 casos de infeccdo da corrente sanguinea por leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales no INCA no periodo de 01/01/2002 a 31/12/2017.

Dados clinicos

Fenétipo de viruléncia

Uso de antifiingico/PCE?

Desfecho
Status Neutropenia® | Necessidade (Tempo
. ., . ) Uso Tratamento
ID Cepa Espécies do (namero De Hemolisina | Esterase Fitase Protease . PCE® até o x6hito)
R - prévio dalCs
cancer de neutrofilos) UTI
Candida Em N&o ) ) ) ) Obito
1 CFP00964 L Sim baixo ND baixo Baixo Néo AN - .
dubliniensis tratamento (24.566) (Quatro dias)
Candida Em N&o ) ) N&o Obito
2 CFP00965 o Sim moderado ND baixo ND Nao - )
dubliniensis controle (9.756) tratou (Zero dia)
Meyerozyma
CFP00915 o B moderado | moderado ND¢ ND -
guilliermondii Em NE Alta
3 N&o ANI/ VOR AN _
Meyerozyma tratamento (6.954) hospitalar
CFP00916 moderado ND ND ND -
guilliermondii
Meyerozyma Em N&o B ~ Obito
4 CFP00917 o - Nao alto moderado ND ND Nao FLU Non-WT )
guilliermondii tratamento (11.691) (106 dias)
Meyerozyma Em Nao Alta
5 CFP00918 - B N&o alto ND ND ND N&o FLU Non-WT )
guilliermondii tratamento (8.989) hospitalar
Wickerhamomyces Em . Alta
6 CFP00966 Sl Nao baixo moderado | moderado ND Nao FLU - )
anomalus tratamento hospitalar
Candida
B moderado
CFP00967 haemulonii moderado ND ND -
var. vulnera Em Nao Alta
7 Nao ANI ANI/ VOR )
Candida tratamento (2.280) hospitalar
CFP00968 haemulonii moderado | moderado | moderado ND -
var vulnera
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Wickerhamomyces

CFP00969 baixo ND moderado | moderado -
anomalus Sem proposta Nao ] Obito
8 . Sim Néo MICA .
Wickerhamomyces curativa (23.670) (Nove dias)
CFP00970 baixo ND moderado ND -
anomalus
Meyerozyma
CFP00919 o moderado ND ND ND Non-WT/ -
caribbica
Meyerozyma
CFP00920 o moderado ND ND ND Non-WT/ - )
caribbica Sim . Obito
9 Em Sim FLU/ ANFB | VOR/ MICA? .
Meyerozyma (295) (Um dia)
CFP00921 o tratamento moderado | moderado ND ND Non-WT/ -
caribbica
Meyerozyma
CFP00922 o moderado ND ND ND Non-WT/ -
caribbica
Kluyveromyces Em Nao ) Alta
10 CFP00971 . Sim moderado ND ND alto MICA MICA? - .
marxianus® tratamento (14.248) hospitalar
Wickerhamomyces . .
CFP00972 baixo ND moderado baixo - )
anomalus Em Sim VOR/ MICA/ Obito
11 _ Nao VOR _
Wickerhamomyces | tratamento 47) . ANFB (18 dias)
CFP00973 baixo ND moderado | moderado -
anomalus
Candida haemulonii . )
CFP00974 baixo ND baixo alto -
var vulnera Em Nao Alta
12 i _ Néo Nao FLU/ CASPO .
Candida haemulonii | tratamento (6.920) . ) hospitalar
CFP00975 baixo moderado baixo moderado -
var vulnera
Meyerozyma Em Sim ] ] FLU/ ANI/ Obito
13 CFP00923 o B Sim médio moderado ND moderado ANF B WT ]
guilliermondii tratamento (236) MICA (Trés dias)
Canida haemulonii Em Né&o ) Alta
14 CFP00977 Nao baixo ND moderado alto Nao CASPO - ]
var vulnera tratamento (12.877) hospitalar
Kodamaea Em N&o ] Obito
15 CFP00978 . Sim ND ND moderado ND FLU MICA - L
ohmeri® tratamento (20.358) (Seis dias)
Meyerozyma Em Sim .
16 CFP00924 o N&o baixo ND moderado ND N&o ANFB/ MICAY WT/ - Alta
caribbica tratamento (Zero) )
hospitalar
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Yarrowia Em Né&o . Sem Alta
17 CFP00979 ) ) Nao baixo ND moderado | moderado Nao ) - )
lipolytica tratamento (4.045) informacéo hospitalar
Candida Em N&o Sem Obito
18 CFP00982 ) ) Nao moderado alto ND ND Nao ) - )
intermedia tratamento (8.219) informacéo (Dez dias)
Kluyveromyces Em Né&o . Obito
19 CFP00983 . Nao baixo ND ND ND Néo FLU WT .
marxianus tratamento (9.044) (13 dias)

aClassificacéo das cepas de C. dubliniensis, M.guilliermondii, M.caribbica e K. marxianus de acordo com o PCE dos farmacos antifingicos utilizados no tratamento das infec¢des de corrente

sanguinea dos casos.
b Neutropenia < 500 células/mm3; Neutropenia profunda <100 células/mms3,

¢ PCE sem definicdo no EUCAST.

PCE, ponto de corte epidemiolégico; ND, ndo detectado; ANI, anidulafungina; VOR, voriconazol; FLU, fluconazol; ANF, anfotericina; MFG, micafungina; WT, wild type; Non-WT, non wild type.
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5.9 Andlise univariada das caracteristicas epidemiolégicas, clinicas e
microbiol6gicas das variaveis potencialmente associadas ao 6bito em 30 dias apos

o diagnostico de fugemia por candidas-nao-albicans incomuns

A idade mediana dos pacientes que foram a oObito foi 55,5 anos e dentre os
pacientes que nao morreram foi 29,5 anos.

Apoés a analise univariada, a variavel necessidade de cuidados intensivos para o
tratamento da ICS esteve associada ao 6bito em 30 dias (OR: 27,00; 1C95%: 1,98-368,40;
P: 0,01).

A PCR foi 13,01 mg/dl dentre os pacientes que foram a 6bito e 3,39 dentre os

pacientes que viveram, conforme detalhado na Tabela 15.
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Tabela 15. Analise univariada entre as caracteristicas microbioldgicas das cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales e 0s
dados clinicos dos pacientes com fungemia no INCA-RJ.

Total* Obito 30 dias N&o 6btio
Variavel, n (%) OR IC 95% Valor de P
n: 18 n: 08 (44,4) n: 10 (55,6)
Idade, mediana (variacédo) 35 (18-69) 55,5 (19-69) 29,5 (18-60) 0,07
Genero masculino 11 (61,1) 05 (62,5) 06 (60) 1,11 0,16 - 7,51 0,99
Neoplasia hematoldgica ? 12 (66,7) 06 (75) 06 (60) 2,00 0,26 - 15,38 0,64
Estadiamento da neoplasia
Em tratamento P 17 (94,4) 07 (87,5) 10 (100) 0,00 indefinido 0,44
Terapias imunossupessoras
Corticoide, nos 30 dias anteriores 11 (61,1) 03 (37,5) 08 (80) 0,15 0,02-1,23 0,14
Quimioterapia, nos 30 dias anteriores 08 (47,1) 02 (25,0) 06 (60) 0,16 0,02 -1,38 0,15
Neutropenia febril
Neutropenia grave (neutréfilos < 500 cel/mms3) 04 (23,5) 03 (37,5) 01 (10) 4,80 0,38 - 59,89 0,29
Neutropenia profunda (neutréfilos < 100 cel/mms3) 02 (11,8) 01 (50) 01 (10) 1,14 0,06 - 21,87 0,99
Gravidade da ICS
Necessidade de cuidados intensivos devido a ICS 07 (38,9) 06 (85,7) 01 (10) 27,00 1,98 - 368,40 0,01**
PCR, mediana (Variagdo) mg/dL 12,72 (0,50 - 26,57) 13,01 (0,5-26,57) 3,39 (1,13-21,99) 0,67
ICS primaria® 14 (77,8) 05 (62,5) 09 (90) 0,18 0,015-2,29 0,27
Terapia antifingica 15 (93,75) 6 (75) 09 (90) 0,00 indefinido 0,44
Anfotericina B 03 (16,7) 02 (25,0) 01 (10) 3,00 0,22 -40,9 0,56
Azdlicos 06 (33,3) 02 (25,0) 04 (40) 0,50 0,06 - 3,84 0,63
Equinocandinas 10 (55,6) 04 (50,0) 06 (60) 0,66 0,10- 4,35 0,99
Tratamento adequado® 9 (75,0) 04 (50,0) 05 (50) 1,60 0,10 - 24,70 0,99
Fendtipos de viruléncia
Hemolisina alta® 02 (11,1) 0 02 (100) 0,00 indefinido 0,48
Producéo de esterase 05 (27,8) 02 (25,0) 03 (30) 0,78 0,09 - 6,32 0,99
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Producéo de protease 07 (38,9)

Producéo de fitase 10 (55,6)
Alta producao de catalase 11 (61,1)
Erro de identificacdo da espécie de levedura 04 (22,2)

03 (37,5)
04 (50,0)
05 (62,5)
01 (12,5)

04 (40)
06 (60)
06 (60)
03 (30)

0,90
0,67
1,11
0,33

0,13-6,08
0,10-4,35
0,16 - 7,50
0,02-4,04

0,99
0,99
0,99
0,58

a em comparagao ao tumor de orgéo solido.
b em comparacéo a neoplasia em controle.
¢ em comparacgédo a ICS primaria indeterminada.

d pacientes tratados com antifiingico com a concentragao inibitéria minima (CIM) menor do que a mediana das CIMs calculada para o respectivo antiflingico.

e feita a comparacédo da alta e comprada a média e a baixa, que teve o menor P valor.
*Foi excluido da analise um paciente sem possibilidade de cura do cancer.

**valores significativos em negrito.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliados os aspectos clinicos e microbiologicos das ICS por
leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales causadoras de fungemia em pacientes
oncolégicos, de um centro de referéncia em oncologia no Rio de Janeiro, Brasil. As
espécies encontradas ao longo dos 15 anos do estudo foram M. guilliermondii, M.
caribbica, C. haemulonii var. vulnera, W. anomalus, K. marxianus, C. dubliniensis, K.
ohmeri, Y. lipolytica e C. intermedia. Foram detectados erros de identificagao das especies
quando comparada técnica molecular com o sistema automatizado VITEK® 2. Dos casos
de ICS por leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales 68,4% ocorreu entre
pacientes com neoplasia hematoldgica, 89,6% estava em tratamento da doenca de base
e 57,9% usou corticosteroides nos 30 dias anteriores ao diagnostico da fungemia.
Contudo, supreendentemente, a presenca de neutropenia néo foi predominante entre os
casos. Na maioria dos casos o foco de origem da infeccdo foi indeterminado. A mortalide
foi elevada e o Unico fator que esteve potencialmente associado ao o6bito foi a gravidade
da ICS.

As espécies de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales detectadas no
presente estudo foram semelhantes as relatadas em outros estudos como agentes
emergentes de infec¢do fungica invasiva em pacientes com cancer (LORTHOLARY et al.,
2017; ZAMBRANO et al., 2017; BRETAGNE et al., 2017; JUNG et al., 2015; SAVINI et al.,
2011). Foi necessario rever a taxonomia das cepas de leveduras incomuns autenticadas
neste estudo por método molecular. Apesar deste ndo ser um dos objetivos principais do
estudo, isto foi necessario, uma vez que a nomenclatura das espécies identificadas no
presente estudo estarem em atualizacdo. Todas as espécies estudadas sdo da ordem
Saccharomycetales. Esta ordem inclui 13 familias, que tem como caracteristica de suas
leveduras a reproducdo por brotamento (KURTZMAN; FELL, 1998). Das familias
identificadas no presente estudo, apenas 3 estdo incluidas no género Candida: Candida
dubliniensis, Candida haemulonii var. vulnera e Candida intermedia. Esta ultima encontra-
se aguardando nova atualizacdo taxondmica para ser posicionada em um género mais
adequado. Outras leveduras estdo aguardando para sair do género Candida (SCHOCH
et al., 2020). Este é um assunto que nao esta encerrado na comunidade cientifica. Apos
a implementacdo da biologia molecular, muitas espécies semelhantes filogeneticamente

passaram por mudancas na taxonomia. Na tentativa de obter uma identificacdo precisa
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das espécies previamente identificadas pelo Sistema comercial VITEK® 2, as cepas deste
estudo foram autenticadas por meio de marcadores de DNA propostos pelo Consortium
for the Barcode of Life (CBOL) e pela International Society of Human and Animal Mycology
(ISHAM). Esta € uma foma de obter a identificacdo precisa das espécies com base em
uma avaliacdo comparativa de sequéncias taxonomicamente relevantes que ja
encontraram ampla aplicacdo na biologia (STIELOW et al.,, 2015). A regido ITS foi
formalmente proposta como um marcador primario universal de codigo de DNA fungico.
Por ser uma regido com maior probabilidade de sucesso na identificacdo de uma maior
variedade de fungos, com diferencas de cédigo de barras de DNA mais claramente
definidas entre as variacdes inter e intraespecificas (SCHOCH et al., 2012). Em nosso
estudo a regido ITS identificou as espécies do Complexo M. guilliermondii e as demais
leveduras, com excessao da Y. lypolytica, que sé foi identificada pela regido D1/D2. A
regido ITS € a primeira e melhor opcao para identificacdo molecular de fungos. Porém
como nenhuma regido é totalmente discriminatoria para todos os fungos, em alguns casos
€ necessario utilizar outras regides alvo, como a regido D1/D2 ou o gene ACTL.
Adicionalmente, dentro dos complexos M. guilliermondii e C. famata existem espécies
cripticas que necessitam de andlises moleculares adicionais para melhor discriminacéo
especifica (TAVERNA et al., 2019).

A identificacdo de algumas espécies foi distinta com andlise molecular pelo
sequenciamento da regido ITS e com o sistema de identificacdo VITEK® 2. As cepas
identificadas previamente pelo VITEK® 2 como C. famata (CFP00917, CFP00918), C.
pellicullosa (CFP00924) e C. lusitaniae (CFP00982) foram reidentificados como M.
guilliemondii, M. caribbica e C. intermedia, respectivamente. Algumas cepas de C. famata
(66,7%) identificadas previamente pelo VITEK® 2 foram autenticados como espécies do
Complexo M. guilliermondii. Foi observado que o Sistema de Identificacido de leveduras
VITEK® 2 apresentou baixa discriminacdo para diferenciacdo destes complexos de
espécies. Para as demais espécies autenticadas em nosso estudo houve concordancia
entre a metodologia molecular e o sistema automatizado de identificacdo. Porém é
necessario investigar um namero maior de cepas. Esta foi uma limitacdo de nosso estudo.
Dados similares foram descritos em recente estudo de reidentificagédo de cepas de C.
guilliermondii e C. famata na Argentina, onde 53% das cepas de C. guilliermondii foram
identificados erroneamente como C. famata pelo método de identificacdo convencional

(TAVERNA et al., 2019). Essa diferenca na identificacdo de espécies foi descrita
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previamente. Semelhantemente, em um estudo realizado na Coréia do Sul, 28 cepas de
C. famata previamente identificadas pelo sistema VITEK® 2 foram reidentificadas
molecularmente como C. guiilliermondii. Assim, os autores concluiram que C. famata é
uma causa rara de fungemia, sendo provavel que isso ocorra quando espécies diferentes
tém alta similaridade em reacdes bioquimicas (KIM et al., 2014). Similarmente, em estudos
recentes, métodos fenotipicos identificaram inicialmente cepas de levedura como C.
famata. No entanto, ap0s analises moleculares, essas cepas foram identificados como C.
guilliermondii, C. lusitaniae, C. parapsilosis e C. palmioleophila (KIM et al., 2016;
MELETIADIS et al., 2011). A identificacdo correta das espécies de levedura é
extremamente relevante para que condutas terapéuticas sejam corretamente feitas.
Especificamente a identificagcdo correta de C.famata, atualmente Debaryomyces
hansenii, e do Complexo M. guilliermondii é importante, visto que as diferencas na
suscetibilidade antifingica, especialmente com anfotericina B e fluconazol, sao
significativas (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2017). Assim, trata-se de um erro de
identificacdo que pode impactar diretamente na terapéutica das ICSs por leveduras
incomuns da ordem Saccharomycetales. Contudo, no presente estudo, o erro de
identificacdo detectado em quatro cepas, provenientes de quatro pacientes, nao
influenciou em um desfecho clinico desfavoravel. Logo, os achados do presente estudo
reforcam que os métodos comerciais continuam validos para uma identificacéo rapida das
leveduras nos laboratérios de diagndstico de doencas micoticas. Porém para fins de
investigacdo epidemioldgica, e ainda quando houver a identificacdo de espécies de
leveduras com possibilidade de erro de identificacdo, pode ser benéfico a confirmacao por
técnicas moleculares. Recomenda-se que os laboratérios de micologia médica usem
técnicas moleculares para o diagnostico para superar as limitagbes dos métodos de
identificagédo convencionais (KIM et al., 2014).

No presente estudo, foi observada baixa atividade antifungica do fluconazol e de
equinocandinas contra cepas de M. guilliermondii e M. caribbica, por teste se
susceptibilidade ao antifungicos realizados conforme as recomendagfes do BrCAST e as
concentracdes inibitérias minimas de acordo com os valores de corte epidemiologico
descritos no protocolo (EUCAST 7.3.1, 2017). Nao foram observadas diferencas
significativas da atividade dos antifingicos intra espécies. Valores mais elevados de CIMs
para fluconazol e equinocandinas contra o complexo de espécies M. guilliermondii foram
relatados anteriormente na literatura (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014, 2017; PFALLER
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et al., 2006). Essa diferenca pode estar associada ao uso prévio de antifingicos, uma vez
que, no presente estudo, os pacientes com ICS por leveduras incomuns da ordem
Saccharomycetales com CIMs mais elevados para os antifungicos tinham feito uso prévio
destes medicamentos. Em geral, os pacientes que se submeteram a tratamento
antifingico antes da ICS apresentaram CIMs elevados para os agentes utilizados para o
tratamento da infeccéo por estas espécies.

Especificamente, o paciente 9, infectado por duas cepas de haplotipos distintos de
M. caribbica, foi tratado com VCZ e MFG. Esta cepa foi caracterizada como tipo nao
selvagem para VCZ e mostrou uma CIM elevada para MFG. Este achado reforca que a
resisténcia a equinocandina € provavel de ocorrer nesta espécie e deve ser detectada
precocemente para adequacdo de conduta terapéutica, com conseguente melhor
desfecho clinico, conforme descrito previamente (PAPPAS et al, 2015).
Surpreendentemente, este paciente foi infectado por dois haplotipos diferentes de M.
caribbica, com base nos resultados da analise das sequéncias da regido ITS1-5.8S-ITS2
do rDNA. No presente caso, a cepa mutante de M. caribbica apresentou perfil de viruléncia
distinto, com a producdo moderada de esterase, enquanto as demais cepas hao
apresentaram niveis detectaveis desta enzima. Este achado reforca a importancia das
analises sequenciais de cepas do mesmo paciente, que devem ser realizadas devido a
possiveis diferencas na identificacdo de espécies, suscetibilidade aos antifungicos e perfil
de viruléncia, conforme observado anteriormente com Candida tropicalis (MAGRI et al.,
2013).

As cepas do Complexo M. guilliermondii apresentaram a CIM modal mais elevada
para azélicos, ou seja, acima de duas diluicbes, comparada as CIMs do estudo
multicéntrico do protocolo EUCAST (EUCAST, 2018). Dos quatro pacientes com ICS por
M. guilliermondii, dois fizeram uso prévio de azdlicos. Esses dados sugerem que a pressao
seletiva pelo uso de azdlicos pode ter contribuido para as CIMs mais elevadas
encontradas para esses antifungicos nestas cepas e que, além disso, um clone de M.
guilliermondii resistente a estes farmacos poderia estar presente no ambiente de estudo.

Houve discordancia no perfil de suscetibilidade aos antifiUngicos entre os métodos
comerciais quando comparados ao método da microdiluicio em caldo (método de
referéncia) nas cepas do Complexo M. guilliermondii para os azdlicos (com excecc¢éo do
voriconazol no sistema VITEK® 2), e para as equinocandinas, e para as cepas de C.

haemulonii var. vulnera para anfotericina B e os azélicos. A concordancia essencial entre
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eles foi discrepante, principalmente para os agentes azdlicos. Esses dados séo diferentes
de estudo prévio que descreveu que as CIMS obtidas pelo VITEK® 2 sdo reprodutiveis e
ligeiramente superiores para Candida quando comparadas aos métodos de referéncia
EUCAST para azolicos e anfotericina B (ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015). As
espécies dos Complexos M. guilliermondii e C. haemulonii normalmente apresentam
resisténcia a esses farmacos (RAMOS et al., 2015;CEBECI GULER; TOSUN; AYDIN,
2017), que provavelmente néo estdo sendo detectadas nos métodos comerciais utilizados
amplamente pela maioria dos laboratérios de microbiologia clinica.

Os dados acima reforcam que a identificacdo correta das leveduras incomuns da
ordem Saccharomycetales, realizada juntamente com o teste de suscetibilidade
antifangico sdo fundamentais para definir a escolha terapéutica apropriada para os
pacientes. Uma limitacdo deste trabalho € que, devido a indisponibilidade de
anidulafungina purificada para os testes de susceptibilidade antifingica in vitro durante o
desenvolvimento do estudo, esse farmaco antifingico, utilizado no tratamento de dois
pacientes, ndo foi testado. Foi observado neste estudo que as cepas de levedura dos
pacientes que usaram anidulafungina anteriormente a ICS tiveram CIMs elevadas para
MFG. Uma vez que a resisténcia a anidulafungina e a micafungina geralmente ocorrem
juntas em cepas de Candida (VAN DER GEEST et al.,, 2016) é provavel que 0 uso
profilatico de anidulafungina tenha comtribuido para elevar as CIMs para MFG nessas
cepas. Resultados semelhantes foram relatados em um caso raro de fungemia por C.
guilliermondii ap0s transplante de sangue de corddo umbilical durante a terapia antifingica
com fluconazol. Os autores demonstraram que a administracdo profilatica de fluconazol
parece ter causado uma incidéncia relativamente maior de infeccdo por leveduras
incomuns da ordem Saccharomycetales mais resistente (NAKAZAWA et al., 2018). No
entanto, o uso racional de agentes antifungicos deve ser considerado devido a
possibilidade de resisténcia aos poucos farmacos disponiveis capazes de tratar infec¢des
causadas por leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales. Considerando que azéis
e equinocandinas séo o tratamento de primeira linha sugerido pelas diretrizes clinicas para
Candida spp., (MONTOYA et al., 2019; PAPPAS et al., 2015) € necessario cautela para a
administracao profilatica dessas drogas e vigilancia adicional deve ser direcionada quando
o complexo de espécies M. guilliermondii esta presente (LOCKHART et al., 2009), devido
a baixa sensibilidade deste complexo a esses compostos (SAVINI et al., 2011; TAVERNA

et al., 2019). O uso de formulacéo lipidica de anfotericina € uma alternativa quando a
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resisténcia a azoélicos e equinocandinas € detectada, porém esta deve ser a terapia
antifangica de ultima escolha (PAPPAS et al., 2015).

Em relacéo aos fatores de viruléncia, a atividade hemolitica foi detectada em todos
as cepas de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales. A produgéo de enzimas
hidroliticas extracelulares é um dos fatores de viruléncia expressos por leveduras do
género Candida. Além da degradacao das moléculas do hospedeiro, a secrecédo dessas
enzimas também tem a capacidade de regular a resisténcia antifungica desses
organismos (NAGLIK et al., 2004; SARDI et al., 2013; SILVA et al., 2011). Este fenotipo é
um dos mecanismos importantes que contribui para a patogenicidade de Candida e
espécies relacionadas e esta relacionado a aquisicdo de ferro, que é essencial para a
sobrevivéncia das leveduras (SARDI et al., 2013). A correlagédo entre a producédo de
hemolisina e a CIM para micafungina foi decrita previamente sugerindo que a producao
de hemolisina estaria diretamente associada a elevacdo da CIM para os antifungicos
fluconazol e micafungina (FIGUEIREDO-CARVALHO et al.,, 2017). Diferentemente, no
presente estudo, esta associa¢ao néo foi detectada, possivelmente devido ao n reduzido
entre as diferentes espécies estudadas. A tolerancia ao estresse oxidativo esta
intimamente ligada a defesa fungica durante uma infec¢éo. Foi demonstrado que as vias
antioxidantes dos fungos, que incluem resisténcia ao perdxido de hidrogénio, séo
importantes para sua sobrevivéncia contra neutrofilos (LEAL et al., 2012; ZAJC;
GOSTINCAR; GUNDE-CIMERMAN, 2019). Neste estudo, esses fenétipos com producao
de hemolisina ndo foram associados ao pior desfecho dos pacientes, uma vez que ambos
0s pacientes infectados com cepas que foram excelentes produtores dessa enzima
sobreviveram. Contudo, esse achado nao exclui a presenca dessa associacao, pois trata-
se de um estudo com um namero pequeno de casos e pouco poder estatistico para excluir
algumas associacdes; e outras varidveis podem ter contribuido para a sobrevievencia
desses pacientes. A necessidade de cuidados intensivos devido a ICS destes dois
pacientes provavelmente contribuiu para o desfecho desfavoravel.

A atividade da fosfolipase nao foi detectada sob as condi¢cdes experimentais para
as cepas do Complexo M. guilliermondii testados. Resultados semelhantes foram
descritos por outros autores (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2017; MONTOYA et al.,
2019). Para outras enzimas hidroliticas foram observadas diferencas entre as espécies
deste complexo. Algumas cepas de M. guiilliermondii apresentaram atividade de

aspartico-protease e esterase, enquanto M. caribbica apresentou atividade de esterase e
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fitase. A producéo de esterase foi detectada em trés cepas de M. guiilliermondii, e em uma
outra cepa de M. caribbica. A atividade de fosfolipase e proteinase ndo foram descritas
previamente para C. guilliermondii, mas sim a atividade de esterase (SRIPHANNAM et al.,
2019). O papel da estearase, uma enzima extracelular, € a digestéo de lipidios usados
como fonte de nutrientes pelo fungo durante a invasao do hospedeiro (DEORUKHKAR;
SAINI; MATHEW, 2014; SRIPHANNAM et al., 2019). No presente estudo, dois pacientes
com doenca hematoldgica, neutropenia, uso prévio de antifingicos e infectados por cepas
produtoras de esterase morreram logo apds o diagndéstico de ICS por espécies do
Complexo M. guilliermondii. Esse fato reforca que esse complexo afeta principalmente
pacientes com graves condi¢des debilitantes (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2017). Outra
observacdo do presente estudo foi a producdo variavel desta enzima por cepas de um
mesmo paciente. Quatro cepas de M. caribbica foram isoladas do paciente 9, mas apenas
uma delas apresentou producdo de esterase. Diferentes fenétipos de esterase também
foram observados em cepas de M. guilliermondii do paciente 3, porém suas sequéncias
de ITS foram idénticas, mostrando que, neste estudo, as diferencas no fendétipo de
esterase ndo estdo diretamente relacionadas a diversidade da regido ITS. Uma maior
producao de esterase foi observada em cepas de C. glabrata com maior suscetibilidade a
micafungina (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2017). Essa correlacdo nao foi observada
em nosso estudo.

No presente estudo foi observado um pequeno numero de pacientes com
neutropenia. Este achado foi inesperado, visto que a maioria dos pacientes tinha doenca
de base hematoldgica em tratamento (68,4%/ n: 13) e a neutropenia em pacientes com
doenca hematoldgica € um fator predisponente para a fungemia no hospedeiro, inclusive
por espécies de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales (GAMALETSOU et al.,
2014; GHARAGHANI et al., 2016). Porém outros fatores, como uso de corticosteréides
nos 30 dias prévios a detecgdo da fungemia (PAPPAS et al., 2018), que foi detectado na
maioria dos pacientes inseridos neste estudo, pode ter contribuido para a ocorréncia de
ICS por leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales.

O uso prolongado de cateteres venosos centrais € outro fator contribuinte para a
fungemia. Dentre as fontes identificadas como topografia da infec¢ao primaria de corrente
sanguinea esta é a mais comum. Estes dispositivos contribuem para o desenvolvimento
de resisténcia, pois suas superficies propiciam a formacdo de biofilme, impedindo a

penetracdo da droga, tornando a infeccao refrataria ao tratamento (TUMBARELLO et al.,
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2007). Em estudo prospectivo multicéntrico projetado especificamente para investigar a
epidemiologia e os fatores de risco para fungemia por Candida spp. entre pacientes
hospitalizados com neoplasias hematoldgicas foi encontrado a presenca de cateter
venoso central em 78% (n: 31) dos pacientes (GAMALETSOU et al., 2014). Porém, em
nosso estudo, apenas 21,0% (n: 4) dos pacientes tiveram o uso de cateter venoso central
de longa permanéncia associado a topografia da infecgcdo primaria. A fonte mais
frequentemente encontrada foi a indeterminada (47,4%/ n: 9). Parte destas poderia estar
relacionada a cateter, porém provavelmente ndo conseguimos detectar devido a uma
limitagcdo do nosso estudo retrospectivo, de 15 anos, onde ndo conseguimos encontrar 0s
dados sobre uso destes dispositivos intravasculares nestes pacientes.

Neste estudo, encontramos uma potencial associacdo entre a necessidade de
cuidados intensivos e a maior chance de ébito em trinta dias. Este representa um indicador
de gravidade da ICS. Foi encontrado tendéncia de associacao entre idade mais elevada
e 6bito em trinta dias (P proximo de 0,05) e valor de PCR mais elevado entre os 6bitos,
apesar de nao ter significancia estatistica na analise.

N&o encontramos associacdo entre a producdo de enzimas hidroliticas e o
desfecho, considerando todas as leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales.
Porém, devido ao poder estatistico limitado estas associacdes podem ser excluidas. O
pequeno numero de pacientes inseridos neste estudo pode ser explicado pelo fato que
ICS devido ao complexo de espécies M. guilliermondii geralmente correspondem a
aproximadamente 2% dos casos de fungemia em pacientes com cancer (CASTANHEIRA
etal., 2013; LAN; XU, 2006; VAUGHAN-MARTINI et al., 2005). Essa limitacao nos impede
de elaborar conclusdes sobre a relacdo dos fendtipos associados a viruléncia e
suscetibilidade antifangica com o desfecho dos pacientes infectados. No entanto, os
resultados deste estudo contribuem com conhecimentos adicionais sobre as espécies
circulantes de leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales que séo responsaveis
por infeccbes potencialmente graves, comparagdo entre teécnicas distintas de
identificacdo, atualizacdo em taxonomia, mensuracdo de susceptibilidade aos

antifangicos, fatores de viruléncia e fatores determinates para oObito.
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7 CONCLUSAO

As espécies de leveduras incomuns causadoras de fungemia em pacientes com
cancer neste estudo foram todas da ordem Saccharomycetales: Meyerozyma
guilliermondii, = Meyerozyma  caribbica, Candida haemulonii  var.  vulnera,
Wickerhamomyces anomalus, Klueyveromyces marxianus, Candida dubliniensis e

Yarrowia lypolitica, além de uma espécie de Kodamaea ohmeri.

As espécies do Complexo Meyerozyma guilliermondii e Wickerhamomyces
anomalus foram as leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales mais prevalentes

neste estudo.

Os achados do presente estudo reforcam que os métodos comerciais continuam
validos para uma identificacdo rapida das leveduras nos laboratérios de diagnostico de

doencas fungicas.

As técnicas moleculares permitem uma diferenciagcdo mais adequada para a
identificacdo de algumas espécies da ordem Saccharomycetales, que por limitacdo da

técnica, ndo podem ser detectadas por métodos comerciais de identificacéo.

N&o houve concordancia essencial no perfil de suscetibilidade aos antifingicos
entre os métodos comerciais, quando comparados ao método de referéncia da
microdiluicdo em caldo nas cepas do Complexo M. guilliermondii para os azoélicos e para
as equinocandinas, e ainda nas cepas de C. haemulonii var. vulnera para a anfotericina B

e os azdlicos.

As menores CIMs foram observadas para anfotericina B entre os méetodos de
suscetibilidade aos antifUngicos analisados, demonstrando que este é um farmaco
adequado para o tratamento das ICS por leveduras da ordem Saccharomycetales

identificadas neste estudo.
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Os niveis de producdo de hemolisina ndo parecem estar relacionados a um pior
prognaostico neste estudo, uma vez que ambos 0s pacientes infectados com alta produc¢éo
desta enzima sobreviveram.

A producédo de hemolisina esta diretamente associada a elevacédo da CIM para as

equinocandinas nas cepas de leveduras da ordem Saccharomycetales estudadas.

As ICS por leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales foram detectadas
principalmente entre 0s pacientes com neoplasias hematolégicas com uso de

corticoisteroides nos ultimos 30 dias.

As ICSs primarias por leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales,
especificamente as de origem indeterminada e as associadas ao acesso vascular de longa

permanéncia, foram as mais frequentes.

A necessidade de internacdo em UTI esteve associada ao aumento na chance de
Obito dos pacientes com ICS por leveduras incomuns da ordem Saccharomycetales.
Houve tendéncia de associacdo entre idade elevada e 6bito, assim como entre valor de
PCR elevado e 6bito.
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APENDICE A — FICHA DE INVESTIGACAO DE INFECCAO POR Candida ndo-albicans

incomuns

CODEBOOK for form: BSI_INCA_MICOLOGIA_FORM1

Description

Created 2019-01-28 18:15:29.0
Last edited 2019-06-28 17:50:13.0
Owner alessa.leal@hotmail.com
Tags

GPS stamp No

Questions 52

1. DADOS DE IDENTIFICACAO
2.REGISTRO LABORATORIO

Question Type= Text
Data Field Name : LABORATORIO

3.PRONTUARIO

Question Type= numeric

Data Field Name : PRONTUARIO

4.DATA DE NASCIMENTO

Question Type= date
Data Field Name : DATA_DE_NASCIMENTO

5.DATA DA HEMOCULTURA
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Question Type= date
Data Field Name : DATA_ DA HEMOCULTURA

6. DADOS DE GRAVIDADE DE COMORBIDADES, DO CANCER E
IMUNOSSUPRESSAO

7.ESCORE DE CHARLSON (o numero antes das doencas devem ser somados
para a proxima pergunta)

Em pacientes pediatricos pular essa pergunta e colocar 99 na soma

Question Type= checkbox
Data Field Name : ESCORE_CHARLSON
Choose all that apply:

-1- 1AM (1__IAM)

-1-Ins. Card. Cong. (1__Ins__Card__Cong_ )

- 1-D. Vasc. Perif. (1_D__ Vasc__ Perif )

- 1-D. cérebro vasc (1_D__c_rebro_vasc)

- 1-Deméncia (1_Dem_ncia)

- 1-DPOC (1_DPOC)

- 1-D. tecido conectivo (1_D__tecido_conectivo)

- 1-Ulcera (1__Icera)

- 1-D. Hepética leve (1_D__Hep_tica_leve)

- 1-Diabetes (1_Diabetes)

- 2-Hemiplegia (2_Hemiplegia)

- 2-Insf. renal grave/mod (2_Insf__renal_grave_mod)
- 2-DM ¢/ lesédo de 6rgao (2_DM_c__les o de_ rg_o0)
- 2-Qqer tumor (2_Qger_tumor)

- 2-Leucemia (2_Leucemia)

- 2-Linfoma (2_Linfoma)

- 3-D. hep. mod/grave (3_D__hep__mod_grave)

- 6-AIDS (6_AIDS)

- 6-Tumor sélido metast. (6 )
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8.soma charlson

Question Type= numeric

Data Field Name : soma_charlson

9.Status do cancer

Question Type= radio
Data Field Name : STATUS _DO_CANCER

Choose one response:

- EM TRATAMENTO (EM_TRATAMENTO)
- EM CONTROLE (EM_CONTROLE)
- SEM PROPOSTA CURATIVA (SEM_PROPOSTA_CURATIVA)

10.Paciente acamado

Question Type= radio
Data Field Name : Paciente_acamado

Choose one response:

- SIM (SIM)

-NAO (N_O)

- NA (NA)

- PULADO (PULADO)

11.Presenca de metésatase

Question Type= radio
Data Field Name : Metastase
Choose one response:
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- SIM (SIM)

- NAO (NAO)

- NA (NA)

- PULADO (PULADO)

12.Diagndstico sindromico do motivo da internagéo

Question Type= Text
Data Field Name : Diag_internacao

13.tipo de internacao

Question Type= radio
Data Field Name : tipo_de_internacao

Choose one response:

- ELETIVA (0)

- EMERGENCIA (1)
- NA (99)

- PULADO (PULADO)

14.QT nos ultimos 6 meses?

Question Type= radio
Data Field Name : QT_6meses

Choose one response:

- SIM (1)
- NAO (0)
- PULADO (PULADO)
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15.Usou corticéide(>20mg pred para c¢cas 1mg/kg/dia) por pelo menosl4dias
até 30 dias antes da hemo pos?

Question Type= radio
Data Field Name : CORTICOIDE_30DIAS
Choose one response:

- SIM (1)
- NAO (0)
- PULADO (PULADO)

16.radioterapia nos ultimos 6 meses

Question Type= radio
Data Field Name : radioterapia_6meses

Choose one response:

- SIM (1)
- NAO (0)
- PULADO (PULADO)

17.QT NO ULTIMO MES

Question Type= radio
Data Field Name : QT_30DIAS

Choose one response:

- SIM (SIM)

- NAO (NAO) If this response, jump to 20

- SEM INFORMAGCAO (SEM_INFORMACAO) If this response, jump to 20
- PULADO (PULADO)

18.Quimioterapicos da ultima sessao
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Question Type= Text

Data Field Name : Quimoterapico_ultimos

19.data da ultima sessé&o quimioterapicol

Question Type= date
Data Field Name : Dt_ultimoQT

20. DADOS DE GRAVIDADE DA ICS

21.Necessidade de terapia intensiva devido a ICS

(Solicitacédo de UTI, reposicao volémica, uso de aminas (nora, dobutamina),
suporte ventilatério devido a ICS atual, no momento da coleta da hemocultura ou
nas 48h préximas)

Question Type= radio
Data Field Name : NECESSIDADE_DE_UTI
Choose one response:

- SIM (1)

- NAO (0)

- SEM INFORMACAO (SEM_INFORMACAO)
- PULADO (PULADO)

22. DADOS SOBRE TRATAMENTO
23.USO DE ANTIMICROBIANO (ANTIBACTERIANO E ANTIFUNGICO) 30 DIAS
ANTES DA ICS

Question Type= radio
Data Field Name : USO_ATB_ULTIMOS30DIAS

Choose one response:

-SIM (1)
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- NAO (0)
- PULADO (PULADO)

24.USO DE ANTIFUNGICO PARA TRATAMENTO DA ICS ATUAL

Question Type= radio
Data Field Name : TRAT_ANTIFUNGICO _iCS_ATUAL

Choose one response:

-SIM (1)
- NAO (0)
- PULADO (PULADO)

25.ESQUEMA INICIAL ADEQUADO

Question Type= radio

Data Field Name : ESQUEMA_INICIAL_ADEQUADO
Choose one response:

-SIM (2)

- NAO (0)

- PULADO (PULADO)

26.ANTIFUNGICOL1 INICIADO

Question Type= Text
Data Field Name : ANTIFUNGICO1

27.DATA DE INICIO ANTIFUNGICO1 (ATF)

Question Type= date
Data Field Name : DT_INICIO_ATF1
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28.DATA DE TERMINO ATF1

Question Type= date

Data Field Name : DATA_TERMINO_ATF1

29.POSOLOGIA ATF1

Question Type= Text
Data Field Name : POSOLOGIA_ATF1

30.ATF1 FOI EMPIRICO?

Question Type= radio

Data Field Name : ATF1_EMPIRICO
Choose one response:

-SIM (1)

- NAO (0)

- PULADO (PULADO)

31.ANFIFUNGICOZ2 INICIADO

Question Type= Text
Data Field Name : ANTIFUNGICO2

32.DATA DE INICIO ATF2

Question Type= date
Data Field Name : DATA_INICIO_ATF2

33.DATA DE TERMINO ATF2

Question Type= date
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Data Field Name : DATA_TERMINO_ATF2

34.POSOLOGIA ATF 2

Question Type= Text
Data Field Name : POSOLOGIA_ATF2

35.ATF2 FOI EMPIRICO?

Question Type= radio
Data Field Name : ATF2_EMPIRICO

Choose one response:

-SIM (1)
- NAO (0)
- PULADO (PULADO)

36.RETIRADA CAT VASC

Question Type= radio

Data Field Name : RETIRADA_CAT_VASC
Choose one response:

- SIM (2)

- NAO (0)

- NA (NA)

- PULADO (PULADO)

37.DATA DE RETIRADA CAT VASC

Question Type= date

Data Field Name : DATA_RETIRADA_CAT_VASC
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38.TROCA CAT VESICAL

Question Type= radio
Data Field Name : TROCA_CAT_VESICAL
Choose one response:

- SIM (1)

- NAO (0)

- NA (99)

- PULADO (PULADO)

39.DATA RET CAT VESICAL

Question Type= date
Data Field Name : DATA_RET_CAT_VESICAL

40.DRENAGEM ABSCESSO

Question Type= radio

Data Field Name : DRENAGEM_ABSCESSO
Choose one response:

- SIM (1)

- NAO (0)

- NA (99)

- PULADO (PULADO)

41.DATA DA DRENAGEM ABSCESSO

Question Type= date
Data Field Name : DATA_DRENAGEM_ABSCESSO

42.RETIRADA DE PROTESE
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Question Type= radio
Data Field Name : RETIRADA_PROTESE

Choose one response:

- SIM (1)

- NAO (0)

- NA (99)

- PULADO (PULADO)

43.DATA RETIRADA DE PROTESE

Question Type= date
Data Field Name : DATA _RETIRADA PROTESE

44.COMPLICACOES AO LONGO DA ICS

Question Type= checkbox
Data Field Name : COMPLICACOES
Choose all that apply:

- ABSCESSO (ABSCESSO)

- MENINGITE (MENINGITE)

- ENDOCARDITE (ENDOCARDITE)

- TROMBOFLEBITE (TROMBOFLEBITE)
- NENHUMA (NENHUMA)

- OUTRAS (OUTRAS)

45.0UTRAS COMPLICACOES

Question Type= Text
Data Field Name : OUTRAS_COMPLICACOES

135



46.ATF APOS O RESULTADO DA HCT

Question Type= radio
Data Field Name : ATF_APOS_HCT
Choose one response:

- NAO DESCALONOU (N_O_DESCALONOU)

- DESCALONOU GUIADO (DESCALONOU_GUIADO)
- DESCALONOU PARCIAL (DESCALONOU_PARCIAL)
- ESCALONOU GUIADO (ESCALONOU_GUIADO)

- ESCALONOU EMPIRICO (ESCALONOU_EMPIRICO)
- MANTEVE GUIADO (MANTEVE_GUIADO)

- NA (NA)

- PULADO (PULADO)

47. EVOLUCAO CLINICA
48.0BITO

Question Type= radio
Data Field Name : OBITO

Choose one response:

-SIM (1)
- NAO (0)

49.0BITO ASSOCIADO A ICS
(aquele ocorrido em 7 dias da ICS, sem outra causa detectada)

Question Type= radio
Data Field Name : OBITO_ASSOCIADO
Choose one response:

- SIM (1)
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- NAO (0)

50.ALTA

Question Type= radio
Data Field Name : ALTA

Choose one response:

- SIM (1)
- NAO (0)

51.DATA DO DESFECHO EM 30 DIAS

Question Type= date
Data Field Name : DATA_DESFECHO_30DIAS

52.PERMANECEU INTERNADO APOS 30 DIAS DA DATA DA ICS
Question Type= radio
Data Field Name : INTERNADO_APOS30DIAS

Choose one response:

-SIM (1)
- NAO (0)
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APENDICE B — FICHA DE INVESTIGACAO MICROBIOLOGICA DE INFECCAO POR

Candida nao-albicans incomum

CODEBOOK for form: BSI_INCA_MICOLOGIA_FORM2

Description

Created 2019-01-28 18:08:19.0
Last edited 2019-05-02 18:03:39.0
Owner alessa.leal@hotmail.com
Tags

GPS stamp no

Questions 58

1. A) DADOS DE IDENTIFICACAO
2.REGISTRO LABORATORIO

Question Type= Text
Data Field Name : Laboratério

3.NUMERO DO PRONTUARIO

Question Type= Text

Data Field Name : Prontuario

4.DATA DE NASCIMENTO

Question Type= date
Data Field Name : DN

5.GENERO
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Question Type= radio
Data Field Name : GENERO

Choose one response:

- FEMININO (1)
- MASCULINO (0)

6.DATA DA COLETA HEMOCULTURA

Question Type= date
Data Field Name : DATA_HEM

7.SERVICO QUE PERTENCE

Question Type= radio
Data Field Name : SERVICO

Choose one response:

- ONCOLOGIA ADULTO (ONCOLOGIA_ADULTO)

- ONCOLOGIA PEDIATRICA (ONCOLOGIA_PEDIATRICA)
- HEMATOLOGIA ADULTO (HEMATOLOGIA_ADULTO)

- HEMATOLOGIA PEDIATRICA (HEMATOLOGIA_PEDIATRICA)
- ABDOME (ABDOME)

- UROLOGIA (UROLOGIA)

- NEUROCIRURGIA (NEUROCIRURGIA)

- CABECA E PESCOCO (CABE_A_E_PESCO_O)

- TORAX (TORAX)

- PLASTICA (PLASTICA)

- HCII (HClII)

- HCIll (HCHI)

- HCIV (HCIV)

8.DOENCA DE BASE
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Question Type= radio
Data Field Name : DOENCA_ BASE

Choose one response:

- ANGIOFIBROMA (ANGIOFIBROMA) If this response, jump to 10

- APLASIA DE MEDULA (APLASIA_DE_MEDULA) If this response, jump to 10
- ASTROCITOMA (ASTROCITOMA) If this response, jump to 10

- CA ASSOALHO BOCA (CA_ASSOALHO_BOCA) If this response, jump to 10
- CA BEXIGA (CA_BEXIGA) If this response, jump to 10

- CA CANAL ANAL (CA_CANAL_ANAL) If this response, jump to 10

- CA CAVUM (CA_CAVUM) If this response, jump to 10

- CA CECO (CA_CECOQ) If this response, jump to 10

- CA CERVICAL (CA_CERVICAL) If this response, jump to 10

- CA CANAL (CA _CANAL) If this response, jump to 10

- CA DE BEXIGA (CA_DE_BEXIGA) If this response, jump to 10

- CA CAVUM (CA_CAVUM )

- CA CECO (CA__CECOQ) If this response, jump to 10

- CA CERVICAL (CA_CERVICAL.)

- CABEXIGA (CA_BEXIGA )

- CA DE COLON (CA_DE_COLON) If this response, jump to 10

- CA DE PROSTATA (CA_DE_PROSTATA) If this response, jump to 10

- CA ESOFAGO (CA_ESOFAGO) If this response, jump to 10

- CA GASTRICO (CA_GASTRICO) If this response, jump to 10

- CA GENGIVA (CA_GENGIVA) If this response, jump to 10

- CA GLOTE (CA_GLOTE) If this response, jump to 10

- CA INTESTINAL (CA_INTESTINAL) If this response, jump to 10

- CA LARINGE (CA_LARINGE) If this response, jump to 10

- CA LINGUA (CA_LINGUA) If this response, jump to 10

- CA MAMA (CA_MAMA) If this response, jump to 10

- CA MUCOJUGAL (CA_MUCOJUGAL) If this response, jump to 10

- CANEURONDOCRINO (CA_NEURONDOCRINO) If this response, jump to 10
- CA ORAL (CA_ORAL) If this response, jump to 10
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- CA OROFARINGE (CA_OROFARINGE) If this response, jump to 10

- CA PANCREAS (CA_PANCREAS) If this response, jump to 10

- CA PULMAO (CA_PULMAO) If this response, jump to 10

- CARETO (CA_RETO) If this response, jump to 10

- CA SEIO MAXILAR (CA_SEIO_MAXILAR) If this response, jump to 10

- CA SUPRAGOTE (CA_SUPRAGOTE) If this response, jump to 10

- CA SUPRARENAL (CA_SUPRARENAL) If this response, jump to 10

- CATESTICULO (CA_TESTICULO) If this response, jump to 10

- CATIREOIDE (CA_TIREOIDE) If this response, jump to 10

- CA TORAX (CA_TORAX) If this response, jump to 10

- COLANGIOCARCINOMA (COLANGIOCARCINOMA) If this response, jump to 10

- CRANIOFARINGIOMA (CRANIOFARINGIOMA) If this response, jump to 10

- EPENDIMONA (EPENDIMONA) If this response, jump to 10

- GERMINOMA (GERMINOMA ) If this response, jump to 10

- GLIOBLASTOMA (GLIOBLASTOMA ) If this response, jump to 10

- GLIOMA (GLIOMA) If this response, jump to 10

- HEPATOCARCINOMA (HEPATOCARCINOMA) If this response, jump to 10

- HHPERNEFROMA (HIPERNEFROMA) If this response, jump to 10

- LEIOMIOSSARCOMA (LEIOMIOSSARCOMA) If this response, jump to 10

- LH (LH) If this response, jump to 10

- LINFOMA (LINFOMA) If this response, jump to 10

- LINFOMA BURKITT (LINFOMA_BURKITT) If this response, jump to 10

- LINFOMA FOLICULAR (LINFOMA_FOLICULAR) If this response, jump to 10

- LINFOMA LINFOBLASTICO (LINFOMA_LINFOBLASTICO) If this response, jump
to 10

- LIPOSSARCOMA RETROPERIOTNIAL
(LIPOSSARCOMA_RETROPERIOTNIAL) If this response, jump to 10

- LLA (LLA) If this response, jump to 10

- LLC (LLC) If this response, jump to 10

- LMA (LMA ) If this response, jump to 10

- LMC (LMC) If this response, jump to 10

-LNH (LNH_) If this response, jump to 10

- MEDULOBLASTOMA (MEDULOBLASTOMA) If this response, jump to 10
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- MENINGIOMA (MENINGIOMA) If this response, jump to 10

- MICOSE FUNGOIDE (MICOSE_FUNGOIDE) If this response, jump to 10

- MIELOMA (MIELOMA ) If this response, jump to 10

- NEUROBLASTOMA (NEUROBLASTOMA) If this response, jump to 10

- NEUROGLIOMA (NEUROGLIOMA) If this response, jump to 10

- OSTEOSARCOMA (OSTEOSARCOMA) If this response, jump to 10

- PNET (PNET) If this response, jump to 10

- POLIPOSE INTESTINAL FAMILIAR (POLIPOSE_INTESTINAL_FAMILIAR) If this
response, jump to 10

- RABDOMIOSARCOMA (RABDOMIOSARCOMA) If this response, jump to 10

- RETINOBLASTOMA (RETINOBLASTOMA) If this response, jump to 10

- SARCOMA EWING (S_EWING) If this response, jump to 10

- S SEZARY (S_SEZARY) If this response, jump to 10

- SINDROME MIELODISPLASICA (SINDROME_MIELODISPLASICA) If this
response, jump to 10

- TU CEREBRAL (TU_CEREBRAL) If this response, jump to 10

- TU CEREBELAR (TU_CEREBELAR) If this response, jump to 10

- TU TRONCO CEREBELAR (TU__TRONCO_CEREBELAR) If this response,
jump to 10

- TU DESMOIDE (TU_DESMOIDE) If this response, jump to 10

- TU FOSSA POSTERIOR (TU_FOSSA_ POSTERIOR) If this response, jump to 10

- TU GERMINATIVO DE TESTICULO (TU_GERMINATIVO_DE_TESTICULO) If
this response, jump to 10

- TU HEPATICO (TU_HEP_TICO) If this response, jump to 10

- TU INTRACRANIANO (TU_INTRACRANIANO) If this response, jump to 10

- TU OPTICO (TU_OPTICO) If this response, jump to 10

- TU PINEAL (TU_PINEAL) If this response, jump to 10

- TUWILLMS (TU_WILLMS) If this response, jump to 10

- OUTRO (OUTRO)

9.0UTRA DOENCA BASE

Question Type= Text
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Data Field Name : OUTRA_DOENCA_BASE

10.TIPO DE NEOPLASIA

Question Type= radio
Data Field Name : TIPO_NEOPLASIA

Choose one response:

- T SOLIDO (1)
- HEMATOLOGICO (0)

11.Topografia do tumor sélido

Question Type= radio
Data Field Name : Topografia_tumor_solido

Choose one response:

- SNC (SNC)

- CP (CP)

- ABDOME (ABDOME)

- OCULAR (OCULAR)

- TORAX (T_RAX)

- TOC (TOC)

- URO (URO)

- MAMA (MAMA)

- GINECOLOGICO (GINECOLOGICO)

12. B) DADOS SOBRE A ICS
13.SETOR DE AQUISICAO

Question Type= radio
Data Field Name : SETOR__AQUIS
Choose one response:
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- 4A (4A)

- 4B (4B)

- 5A (5A)

- 5B (5B)

- BA (6A)

- 6B (6B)

- 7A (7A)

- 7B (7B)

- 8A (8A)

- 8B (8B)

- CENTRO CIRURGICO (CENTRO_CIRURGICO)

- CTI ADULTO (CTI_ADULTO)

- UPO (UPO)

- EMERGENCIA ADULTO (EMERG_ADULTO)

- EMERGENCIA PEDIATRICA (EMERG_PEDIATRICA)
- CTI PEDIATRICA (CTI_PEDIATRICA)

- AMBULATORIO ADULTO (AMBULATORIO_ADULTO)
- AMBULATORIO PEDIATRICO (AMBULATORIO_PEDIATRICO)
- COMUNIDADE (COMUNIDADE)

- INDEFINIDO (INDEFINIDO)

14.SETOR DE COLETA

Question Type= radio
Data Field Name : SETOR_COLETA

Choose one response:

- 4A (4A)
- 4B (4B)
- 5A (5A)
- 5B (5B)
- 6A (6A)
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- 6B (6B)

- 7A (7A)

- 7B (7B)

- 8A (8A)

- 8B (8B)

- CENTRO CIRURGICO (CENTRO_CIRURGICO)

- CTI ADULTO (CTI_ADULTO)

- UPO (UPO)

- EMERGENCIA ADULTO (EMERG_ADULTO)

- EMERGENCIA PEDIATRICA (EMERG_PEDIATRICA)
- CTI PEDIATRICA (CTI_PEDIATRICA)

- AMBULATORIO ADULTO (AMBULATORIO_ADULTO)
- AMBULATORIO PEDIATRICO (AMBULATORIO_PEDIATRICO)
- COMUNIDADE (COMUNIDADE)

- INDEFINIDO (INDEFINIDO)

15.INTERNA(;AO DEVIDO ICS
Question Type= radio
Data Field Name : INTERNA_POR_ICS

Choose one response:

-SIM (1)
- NAO (0)

16.DATA DE INTERNACAO

Question Type= date
Data Field Name : DATA_INT

17.DATA POSITIVACAO DA HEMOCULTURA

Question Type= date
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Data Field Name : DATA POS HEMOCULTURA
18.EPISODIO DA ICS

Question Type= radio

Data Field Name : Episodio_de_ICS

Choose one response:

- PRIMEIRO (PRIMEIRO)

- SEGUNDO (SEGUNDO)

- TERCEIRO (TERCEIRO)

- SEM INFORMACAO (SEM_INFORMACAO)
19.NEUTROPENIA FEBRIL

Question Type= radio

Data Field Name : NF

Choose one response:

- SIM (2)
- NAO (0) If this response, jump to 23

20.NUMERO NEUTROFILOS

Question Type= numeric
Data Field Name : NUMERO_NEUTROFILOS

21.DATA DO INICIO DA NEUTROPENIA

Question Type= date
Data Field Name : DATA_INICIO_NEUTROPENIA
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22.DATA DO FINAL DA NEUTROPENIA

Question Type= date
Data Field Name : DATA_FINAL_NEUTROPENIA

23.PROTEINA C REATIVA NO DIA DA COLETA DA HCT

Question Type= decimal
Data Field Name : PTNCREATIVA _DIA_HCT

24 TOPOGRAFIA DA ICS

Question Type= radio
Data Field Name : TOPOGRAFIA_ICS

Choose one response:

- PRIMARIA (PRIMARIA)
- SECUNDARIA (SECUNDARIA) If this response, jump to 27
- TOPOGRAFIA INDETERMIANDA (TOPOGRAFIA_INDETERMIANDA) If this

response, jump to 32

25.0RIGEM DA INFECCAO PRIMARIA

Question Type= radio
Data Field Name : ORIGEM_INF_PRIMARIA

Choose one response:

- CVPERIFERICO (CVP)
- CVP_CP (CVP_CP)

- CLP_SEMI (CLP_SEMI)
- CLP_TI (CLP_TI)

- PICC (PICC)
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- CHD (CHD)

- ENDOCARDITE (ENDOCARDITE) If this response, jump to 32

- INFUSAO DE SOLUCAO (INFUSAO_SOL) If this response, jump to 32
- NPT (NPT) If this response, jump to 32

- HEMODERIVADO (HEMODERIVADO) If this response, jump to 32

- INDEFINIDA (INDEFINIDA) If this response, jump to 32

- CATETER ARTERIAL (CATETER_ARTERIAL )

- CVP DISSECCAO (CVP_DISSEC__ 0)

26.SE SIM PARA CATETER VENOSO-SITIO DE PUNCAO

Question Type= radio
Data Field Name : CATETER_VENOSO_SITIO _PUNCAO
Choose one response:

- FEMURAL (FEMURAL) If this response, jump to 32

- SUBCLAVIA (SUBCL_VIA) If this response, jump to 32

- JUGULAR INTERNA (JUGULAR_INTERNA) If this response, jump to 32
- MMSS (MMSS) If this response, jump to 32

- TORAX (T_RAX) If this response, jump to 32

- OUTRO (OUTRO) If this response, jump to 32

27.TOPOGRAFIA DA INFECCAO SECUNDARIA

Question Type= radio
Data Field Name : TOPOGRAFIA_INF_SECUNDARIA

Choose one response:

- ITU (ITU) If this response, jump to 32

- PNM (PNM) If this response, jump to 32

- PNM BRONCO-ASPIRACAO (PNM_BRONCO_ASP) If this response, jump to 32
- PNM_VAP (PNM_VAP) If this response, jump to 32

- SINUSITE (SINUSITE) If this response, jump to 32
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- ABDOME (ABDOME) If this response, jump to 29

- MUCOSITE (MUCOSITE) If this response, jump to 32

- DIARREIA (DIARREIA) If this response, jump to 32

- PARTES MOLES (PARTES_MOLES) If this response, jump to 29

- MENINGITE (MENINGITE) If this response, jump to 29

- VIAS BILIARES (VIAS_BILIARES) If this response, jump to 29

- OSTEAOARTICULAR (OSTEAOARTICULAR) If this response, jump to 29
- OUTRA (OUTRA)

28.0UTRA SECUNDARIA

Question Type= Text
Data Field Name : OUTRA_SECUNDARIA

29.ICS POR CIRURGIA INFECTADA
Question Type= radio
Data Field Name : CIRURGIA_INFECTADA

Choose one response:

-SIM (1)
- NAO (0) If this response, jump to 32

30.DATA CIRURGIA INFECTADA

Question Type= date
Data Field Name : DATA_CIRURGIA INFECTADA

31. C) DADOS MICROBIOLOGICOS
32.NUMERO DE AMOSTRAS COLETADAS

Question Type= numeric
Data Field Name : NUMERO_COLETADAS

149



33.NUMERO DE AMOSTRAS POSITIVAS

Question Type= numeric
Data Field Name : NUMERO_POSITIVAS

34.FRASCO COLETADO

Question Type= radio
Data Field Name : FRASCO_COLETADO
Choose one response:

- (AEROB)+( AEROB)+(FUNGO) (AEROB_AEROB_FUNGO)
- FUNGO (FUNGO)
- SEM INFORMACAO (SEM_INFORMACAO)

35.TIPO DE FRASCO POSITIVO

Question Type= radio
Data Field Name : TIPO_FRASCO_POSITIVO
Choose one response:

- AEROBIO (AEROB)

- ANAEROBIO (ANAER)

- FUNGO (FUNGO)

- AEROBIO+FUNGO (AEROB_FUNGO)

- AEROBIO+AEROBIO+FUNGO (AEROB_AEROB_FUNGO)
- SEM INFORMACAO (SEM_INFORMACAO)

36.0RIGEM DA AMOSTRA POSITIVA
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Question Type= radio
Data Field Name : AMOSTRAS_POSITIVAS

Choose one response:

- PAREADAS (SP+CLPSEMI)) (PAREADAS_SP_CLPSEMI)
- PAREADAS (SP+CLPTI) (PAREADAS_SP_CLPTI)

- PAREADAS (SP+PICC) (PAREADAS_SP_PICC)

- SP (SP) If this response, jump to 40

- CCP (CCP) If this response, jump to 40

- CLP_SEMI (CLP_SEMI) If this response, jump to 40

- CLP_TI (CLP_TI) If this response, jump to 40

- PICC (PICC) If this response, jump to 40

- PAREADAS (SP+CCP) (PAREADAS__SP_CCP.)

37.CRITERIO TEMPORAL
(CONSIDERAR SEMI, TI, E PICC)

Question Type= radio
Data Field Name : CRITERIO_TEMPORAL

Choose one response:

- SIM (1)
- NAO (0)

38.TEMPO POSITIVACAO SP PAREADO EM HORAS
Question Type= numeric

Data Field Name : POS_SP_MINUTOS

39.TEMPO DE POSITIVACAO CLP PAREADO EM HORAS
(SIDERAR SEMI, TI, E PICC)
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Question Type= numeric
Data Field Name : TEMPO_CLP_MINUTOS

40. TEMPO POSITIVACAO AMOSTRA NAO PAREADA

Question Type= numeric
Data Field Name : TEMPO_POS_AMOSTRA_NAO_PAREADA

41.MICRORGANISMO DE INFECCAO MONOMICROBIANA

Question Type= radio
Data Field Name : MICRORGANISMO_INFEC_MONO

Choose one response:

- C. parapsilosis (C__parapsilosis)

- C. tropicalis (C___tropicalis)

- C. dubliniensis (C__dubliniensis)

- Meyrozyma guilliermondii (Meyrozyma_guilliermondii)

- Wickerhamomyces anomalus = Pichia anomala (Wickerhamomyces_anomalus)
- C.haemulonis var vulnera (C_haemulonis_var_vulnera)

- Meyrozyma caribbica = anamorfo C. fermentati (Meyrozyma_caribbica)
- Kluyveromyces marxianus = C. kefyr (Kluyveromyces___marxianus)

- Clavispora lusitaniae = C. lusitaniae (Clavispora_lusitaniae)

- C.haemulonii (C_haemulonii)

- C. guilliermondii (C__ guilliermondii)

- S.cerevisae (S_cerevisae)

- K.ohmeri (K_ohmeri)

- Debaryomiyes hansenii (Debaryomiyes_hansenii)

- C.intermedia (C_intermedia)

- C.lusitaniae (C_lusitaniae)

- OUTROS (OUTROS)
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42.MULTIRRESISTENTE

Question Type= radio
Data Field Name : MDR
Choose one response:

- SIM (1)
- NAO (0) If this response, jump to 43
- NA (NA)

43. D) PERFIL DE SENSIBILIDADE
44 TSA

Question Type= checkbox
Data Field Name : TSA
Choose all that apply:

- R AMP/SULB (R_AMP_SULB)

- R FLUCONAZOL (R_FLUCONAZOL)

- R VORICONAZOL (R_VORICONAZOL)

- R CASPOFUNGINA (R_CASPOFUNGINA)
- R MICAFUNGINA (R_MICAFUNGINA)

- R ANFOTERICINA B (ANFOTERICINA_B)
- RITRACONAZOL (R_ITRACONAZOL)

- R POSACONAZOL (R_POSACONAZOL)

45.MIC FLUCONAZOL

Question Type= decimal
Data Field Name : MIC_FLUCONAZOL
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46.MIC VORICONAZOL

Question Type= decimal
Data Field Name : MIC_VORICONAZOL

47.MIC POSACONAZOL

Question Type= decimal
Data Field Name : MIC_POSACONAZOL

48.MIC CASPOFUNGINA

Question Type= decimal
Data Field Name : MIC_CASPOFUNGINA

49.MIC MICAFUNGINA

Question Type= decimal
Data Field Name : MIC_MICAFUNGINA

50.MIC ANFB

Question Type= decimal
Data Field Name : MIC_ANFB

51.MIC_ITRACONAZOL

Question Type= decimal
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Data Field Name : MIC_ITRACONAZOL

52.TSA2

Question Type= checkbox
Data Field Name : TSA_2
Choose all that apply:

- R AMP/SULB (R_AMP_SULB)

- R FLUCONAZOL (R_FLUCONAZOL)

- R VORICONAZOL (R_VORICONAZOL)

- R CASPOFUNGINA (R_CASPOFUNGINA)

- R MICAFUNGINA (R_MICAFUNGINA)

- R ANIDULAFUNGINA (R_ANIDULAFUNGINA)
- R ANFOTERICINA B (ANFOTERICINA_B)

- RITRACONAZOL (R_ITRACONAZOL)

- R POSACONAZOL (R_POSACONAZOL)

53. E) INVASOES E SUPORTES NO ULTIMO MES
54, ACESSO VASCULAR PROFUNDO

Question Type= radio

Data Field Name : ACESSO_VASC_PROF_1MES
Choose one response:

- SIM (1)

- NAO (0)

- SI (99)

55.HEMODIALISE

Question Type= radio
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Data Field Name : HD

Choose one response:

- SIM (1)
- NAO (0)
- S1 (99)

56.NUTRICAO PARENTERAL

Question Type= radio
Data Field Name : NPT

Choose one response:

-SIM (1)
- NAO (0)
- S1 (99)

57.VENTILACAO MECANICA
Question Type= radio

Data Field Name : VENTIL_MECANICA
Choose one response:

- SIM (2)

- NAO (2)

- SI (99)

58.FINAL DOS QUEST

Question Type= radio

Data Field Name : FINAL_DO_QUEST

Choose one response:
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- SIM (1)
- NAO (0)
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Abstract

Bloodstream infections (BSI) caused by Candida species are the fourth cause of healthcare associated infec-
tions worldwide. Non-albicans Candida species emerged in the last decades as agents of serious diseases.
In this study, clinical and microbiological aspects of six patients with BS| due to the Meyerozyma (Candida)
guilliermondii species complex from an oncology reference center in Brazil, were evaluated. To describe
demographic and clinical characteristics, medical records of the patients were reviewed. Molecular identi-
fication of the isolates was performed by ITS1-5.85-ITS2 region sequencing. Antifungal susceptibility was
evaluated by the EUCAST method and the minimal inhibitory concentrations (MIC) assessed according to
the epidemiological cutoff values. Virulence associated phenotypes of the isolates were also studied. Ten iso-
lates from the six patients were evaluated. Five of them were identified as Meyerozyma guilliermondii and
the others as Meyerozyma caribbica. One patient was infected with two M. caribbica isolates with different
genetic backgrounds. High MICs were observed for fluconazole and echinocandins. Non-wild type isolates to
voriconazole appeared in one patient previously treated with this azole. Additionally, two patients survived,
despite infected with non-wild type strains for fluconazole and treated with this drug. All isolates produced
hemolysin, which was not associated with a poor prognosis, and none produced phospholipases. Aspartic
proteases, phytase, and esterase were detected in a few isolates. This study shows the reduced antifungal
susceptibility and a variable production of virulence-related enzymes by Meyerozyma spp. In addition, it
highlights the poor prognosis of neutropenic patients with BSI caused by this emerging species complex.
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Lay Abstract

Our manuscript describes demographic, clinical and microbiclogical characteristics of patients with blood-
stream infection by the Meyerozyma guilliermondii species complex at a reference center in oncology in
Brazil.
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Introduction

Bloodstream infections (BSI) caused by Candida species cur-
rently represents a frequent group of healthcare associated in-
fections (HCAI), with high rates of associated mortality.!-?
In recent years, less frequent non-albicans Candida (NAC)
species, such as Candida guilliermondii, Candida kefyr, Can-
dida lusitaniae, Candida famata, Candida auris, and Candida
haemulonii, have been reported as emerging agents of BSI in
patients with cancer.> Reasons for this emergence are not well
established yet. However, they may be associated with the bet-
ter sensitivity of diagnostic methods and species identification
tools.> BSIs due to NACs have been attributed to prolonged
hospitalizations of susceptible patients and previous use of anti-
fungal drugs.”>?

The C. guilliermondii species complex is a set of geneti-
cally heterogeneous but phenotypically indistinguishable species
belonging to the order Sacharomycetaceae. Its members rep-
resent a group of yeasts that have been broadly found in
nature, soil, water, and plants.*’ Molecular studies have re-
cently placed the members of this complex into the genus
Mevyerozyma. The closely related yeast species belonging to this
complex are Meyerozyma caribbica (formerly Candida fermen-
tati), Meyerozyma guilliermondii (formerly C. guilliermondii),
and Meyerozyma carpophila (formerly C. guilliermondii var. car-
pophila, or Candida xestobii)."~” These species can be isolated
from a variety of environmental sources, and they also may be
part of the cutaneous microbiota of humans. They can cause
skin infections, onychomycosis, and have emerged as important
causes of fungemia in patients with cancer. These species usu-
ally have low susceptibility to the antifungal drugs, particularly
fluconazole, and relatively high MICs to echinocandins, which
can be associated with unfavorable outcomes of the infections
caused by these agents.*>5

Patients with solid tumors, hematologic malignancies,
chemotherapy, neutropenia, bone marrow transplantation, in-
travascular catheter, intensive care unit hospitalization, prior col-
onization, and prolonged use of antifungals have elevated risk to
acquire fungemia.’ However, research on unusual yeasts such as
the M. guilliermondii species complex in the clinical, epidemio-
logical and laboratorial context is scarce.!?~12 Therefore, the aim
of this study is to describe clinical and microbiological features of
a case-series of BSI caused by members of the M. guilliermondii
species complex in patients with cancer of a reference center of
oncology, in Rio de Janeiro, Brazil.

Methods

Ethics statement

The Research Ethics Committees of the institutions involved in
this research approved the research study protocol. The registra-
tion number of this study is CAAE: 60 385 416.1.0000.5274.

Study design

This is a retrospective case-series of BSI caused by M. guillier-
mondii species complex identified by molecular methods in a
collection of less frequent NAC yeasts isolated from adult pa-
tients treated at the National Cancer Institute (INCA-HCI) from
9 January 2014 to 29 April 2016.

Clinical data of patients

The clinical data of patients presenting yeast isolates from blood
cultures identified as members of the M. guilliermondii species
complex were obtained by reviewing their medical records. Vari-
ables collected were sex, age, underlying disease as recorded by
the physician of the patient in the chart, source of BSI (primary:
without a clinically defined focus of infection, or secondary: re-
lated to extravascular focus of infection),!® previous use of an-
tifungal drugs 30 days before the first BSI episode, presence of
neutropenia (absolute neutrophil count [ANC] < 500 cells/mm?)
and severe neutropenia (ANC < 100 cells/mm?),!* treatment and
outcomes after 30 days of the first BSI episode. These data were
inserted in a Magpi data collection form developed by the re-
searchers of this study (https://home.magpi.com).

Molecular identification

Forty-three NAC yeast isolates were recovered from stor-
age (at a —20°C freezer) and grown on Sabouraud Dex-
trose Agar (Difco, Becton-Dickinson and Company, Sparks,
MD USA) at 37°C for 48 h. These isolates were iden-
tified at species level by the DNA barcoding technique,
with the amplification and sequencing of the I'TS1-5.85-ITS2
region of the rDNA as previously described,”® using the
primers I'TS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') and I'TS4
(5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'). Polymerase chain reac-
tion (PCR) products were purified using the QIAquick® PCR Pu-
rification Kit (QIAGEN®, Hilden, Germany) according to man-
ufacturer’s instructions and sequenced at the Platform for DNA
Sequencing PDTIS/Fiocruz, which uses the ABI-3730 sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequences were
edited using the Sequencher'™ version 4.9 (Gene Codes Corpo-
ration, Ann Arbor, MI, USA), aligned and analyzed with MEGA
6.06'" and compared with sequences available from the CBS
fungal database (https//www.wi.knaw.nl/Collections). Two dif-
ferent sequences from each isolate were analyzed, in order to con-
firm polymorphisms. Isolates belonging to the M. guilliermondii
species complex were selected for further analyses.

Yeast isolates

Selected isolates were grown on Sabouraud Dextrose Agar
(Difco, Becton-Dickinson and Company, Sparks, MD, USA) and
CHROMagar Candida medium (Difco, Becton-Dickinson and
Company), at 37°C for 48 h in order to evaluate their viability
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and purity, respectively. The biochemical profile in the VITEK-2%
system (bioMerrieux, Marcy-I"Etoile, France) using the YST card
for identification of yeast species was also reevaluated to assure
that all isolates were tested using the same YST card batch and
VITEK-2® software version. The isolates were deposited at the
Collection of Pathogenic Fungi (National Institute of Infectious
Diseases Evandro Chagas/FIOCRUZ), numbers CFP 00915 to
CFP 00924. Candida krusei ATCC 6299 and Candida parapsilo-
sis ATCC 22 019 were used as control strains in the antifungal
experiments. Candida albicans ATCC 18 804 and Cryptococcis
neoformans H99 reference strains were used as controls in the
virulence experiments.

Antifungal susceptibility testing

The broth microdilution method for yeasts described by EU-
CAST'” was used for the antifungal susceptibility testing. The
plates contained serial twofold dilutions of amphotericin B
(AMB), fluconazole (FCZ), itraconazole (ICZ), voriconazole
(VCZ), posaconazole (PCZ), caspofungin (CFG), and mica-
fungin (MFG). Minimal inhibitory concentrations (MICs)
were determined after 24 h of incubation at 35°C, using a
microplate spectrophotometer (Epoch, Biotek, Vermont, USA).
For AMB, the MICs were defined as the lowest concentration
of the antifungal agent presenting more than 90% growth
inhibition, and for azoles and echinocandins as the lowest
drug concentration with an inhibition higher than 50% of
fungal growth. The antifungal susceptibility test was done in
triplicate to confirm the MICs. Since there are no clinical break-
points defined for M. guilliermondii susceptibility, the MICs
were interpreted by the epidemiological cutoff values (ECVs)
provided by the EUCAST (https://www.cucast.org/fileadmin/
src/media/PDFEs/EUCAST _files/ AFST/Clinical_breakpoints/
EUCAST_BP_ECOFF_v1.0_200204.pdf), and the isolates were
classified as wild type or non-wild type.

Production of hydrolytic enzymes

The production of hemolysin, aspartic protease, phytase, es-
terase, and phospholipase were evaluated in Petri dishes contain-
ing specific media for each enzyme, as previously described.'®
Aliquots (5 pl) containing 1 x 10° yeasts/ml were added to the
surface of each medium in triplicate. All plates were incubated
for 7 days at 37°C. After incubation, the colony diameter (a) and
precipitation zone diameter (b) were measured with a ruler. En-
zymatic activities were expressed as the Pz value (Pz = a/b).!®
The Pz value was classified into four categories: Pz = 1, no en-
zymatic activity; 0.999 = Pz = 0.700, low enzymatic activity;
0.699 = Pz > 0.400, medium enzymatic activity; Pz < 0.399,
high enzymatic activity.”

Resistance to oxidative stress

The sensitivities of the isolates to hydrogen peroxide were
measured using an agar plate diffusion assay, as previously
described,”” with a few modifications. In brief, yeast cells
were mixed with warm Sabouraud Dextrose Agar (Difco,
Becton-Dickinson and Company) to a final concentration of
1 x 10° yeasts/ml of culture medium. After the agar solidification
in 150 mm diameter Petri dishes, four 5 mm diameter holes were
punched in each plate, and 635 ul of hydrogen peroxide 30% v/v
(Proquimios, Rio de Janeiro, R], Brazil) were added. Plates were
incubated at 35°C and inhibition zones of growth were measured
7 days after incubation. This experiment was performed in qua-
druplicate, on two different occasions. The mean and standard
deviations of the measurements were calculated.

Statistical analyses

The Phylogenetic tree was inferred by using the Neighbor Join-
ing method based on the Tamura-Nei mode.'® GraphPad Prism
5 computer software® was used for correlation between the lab-
oratorial data of isolates with clinical data of their patients, as
well as for the comparison of virulence factors between the iso-
lates, using the Kruskal-Wallis and Dunn tests. A p < .05 was
considered significant.

Results

Patients

Six adult patients followed up at INCA-HCI, Rio de Janeiro,
Brazil, were included in the present study. Four of them were
male, and ages ranged from 19 to 51 years. Three patients
were diagnosed with solid tumor and the others had hemarto-
logic diseases. Three of the BSI episodes were primary infec-
tions. Two patients died within 3 days of BSI detection; these
were individuals who presented neutropenia related to haema-
tological diseases (patients 1 and 2). These data are detailed in
Table 1.

Identification of the yeast isolates

Ten M. guilliermondii species complex isolates were detected by
fungal barcoding sequencing in the collection of 28 NAC yeasts
isolated from adult parients from INCA. Five of them were iden-
tified as M. guilliermondii and the other five as M. caribbica. The
VITEK-2® system reidentification of these 10 isolates revealed
seven of them as C. guilliermondii, two as C. famata, and one
as C. peliculosa, with identification scores of 92%-95%. They
showed white and smooth colonies on the Sabouraud dextrose
agar, and a light-pink pigment colony with a smooth texture on
CHROMagar Candida chromogenic medium suggestive of Can-
dida spp. Three isolates of C. guilliermondii and two isolates of
C. famata, as identified by the VITEK-2® system, were identified
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Table 1. Clinical data of patients with bloodstream infections caused by the Meyerozyma guilliermondii species complex followed at the
National Cancer Institute, from January 2014 to April 2016.

Case Date of Source Neutropenia® Outcome®
number isolation Age Sex Baseline disease of BSI (ANG/mm?) Treatment (Time to death)
1 01/09/2014 51 F Myeloid acute leukemia Intestinal Yes (236) AMB Died (Three days)
2 07/06/2015 19 M Idiophatic aplastic anemia Folliculitis Yes (295) VOR/MFG Died (One day)

3 12/04/2015 27 M Myeloid sarcoma of amygdala Primary No (6954) VOR Survived

4 12/12/2015 24 M Seminoma Pneumonia No (8989) FLU Survived

5 12/13/2015 37 F Uterine Carcinoma Primary No (11.691) FLU Survived

6 04/29/2016 34 M Lymphoblastic lymphoma Primary Yes (Zero)® AMB/MFG Survived

M, male; F, female; BSI, bloodstream infection; ANC, absolute neutrophil count; AMB, amphotericing VOR, voriconazole; FLU, fluconazole; MFG, micafungine.
*Neutrophils < 500 cells/mm?®.

bSevere neutropenia, defined as ANC < 100 cells/mm?.

“Mortality within 30 days.

Table 2. Identification results of ten yeast isolates from bloodstream infection in patients from the National Cancer Institute by the Vitek
2% system and internal transcriber spacer (ITS) sequencing.

Case number Isolate VITEK-2® identification ITS identification

1 CFP00923 Candida guilliermondii Meyerozyma guilliermondii

2 CFP00919 Candida guilliermondii Meyerozyma earibbica
CFP00920 Candida guilliermondii Meyerozyma caribbica
CFP00921 Candida guilliermondii Meyerozyma earibbica
CFP00922 Candida guilliermondii Meyerozyma caribbica

3 CFP00915 Candida guilliermondii Meyerozyma guilliermondii
CFP00916 Candida guilliermondii Meyerozyma guilliermondii
CFP00918 Candida famata Meyerozyma guilliermondii

5 CFP00917 Candida famata Meyerozyma guilliermondii

6 CFP00924 Candida pellicullosa Meyerozyma caribbica

through molecular analysis as M. guilliermondii, and four iso- ITS1-5.85-ITS2 rDNA region of the yeast isolates (Fig. 1). The
lates of C. guilliermondii and one isolate of C. pellicullosa were — C. carpophila (CBS 5975) reference strain clustered close to the
identified as M. caribbica, with a score of 100% on Blast search M. caribbica clade but with reduced branch lengths. One out
at genbank database. These data are presented in Table 2. Two of four isolates (CFP 00921) from a patient (#2) was geneti-
clear clades were demonstrated in the phylogenetic tree for the cally different from the others (CFP 00919, CFP 00920, CFP

CFP00918 Meyerozyma guillermondii
CFP00823 Meyerozyma guillermondii
CFP00817 Meyerozyma guillermondii
CFP00816 Meyerozyma guillermondii
CFP00915 Meyerozyma guillermondii
EF568003.1 Meyerozyma guillermondii strain WM 827
CFP00924 Meyerozyma caribbica
42| CFP00922 Meyerozyma caribbica
CFP00919 Meyerozyma caribbica
%1 cFP00920 Meyerozyma caribbica
NR149348.1 Meyerozyma caribbica CBS 9966
CFP00921 Meyerozyma caribbica
KY102018.1 Candida carpophila culture CBS 5975
AM992910.1 Candida famata var. famata CBS 1795

0.01
Figure 1. Phylogenetic analysis using the Neighbor Joining algorithm from the sequence of the internal transcriber spacer (ITS) region for the 10 bloedstream yeast
isolates of Meyerozyma analyzed in this study, together with reference sequences of Meyerozyma guilliermondii (EF568003), Meyerozyma caribbica (NR149348),
and Candida carpophila (KY149348) obtained from the GenBank database. The ITS sequence of Candida famata var. famata CBS 1795 strain (AM992910) was
used as an outgroup. The numbers of the branches are bootstrap support values obtained from 1000 pseudo-repeats.
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Table 3. Distribution of haplotypes after analysis of four Internal
Transcriber Spacer DNA sequences from clinical isolates of Mey-
rozyma caribbica obtained from patient 2.

Position
Isolates 132 446
M. caribbica CB§9966% C T
CFP00919
CFP00920 . .
CFP00921 A G

CFP00922

A, adenine; G, guanine; C, cytosine; T, thymine.
(.} Means that sequence has the same nucleotide position.
"Reference strain.

00922) obtained from the same patient. Shifts from C to A in
the 132 position and T to G in the 446 position of the sequence
were observed in these isolates (Table 3). The ITS sequences ob-
tained during this study were deposited in NCBI/GenBank (http:
/www.nebinlm.nih.gov/nucleotide) under the accession num-
bers MN658747 to MN658756.

Antifungal susceptibility

The MICs and ECVs are shown in Table 4. Amphotericin B
showed low MIC values for both species (range 0.064—1 pg/ml).
However, some non-wild type isolates were observed. Reduced
susceptibilities to echinocandins were also found for some
isolates of both species, with caspofungin presenting more vari-
ation in MIC values than micafungin. The voriconazole ECVs
classified all ten isolates as non-wild type. A high number of

non-wild type isolates was also observed for the other azoles,
especially fluconazole and posaconazole.

Virulence-related phenotypes

Phospholipase activity was not detected under the employed ex-
perimental conditions for any of the tested M. guilliermondii
species complex isolates. The control C. albicans strain pre-
sented low production of this enzyme (Pz = 0.83), whereas
the C. neoformans reference strain presented moderate activity
of this enzyme (Pz = 0.46), as expected. All Meyerozyma iso-
lates were able to produce hemolysin. Aspartic protease was de-
tected in only one M. guilliermondi isolate (Pz = 0.630), from
patient 1, which was classified as a good producer. Phytase pro-
duction was detected in one M. caribbica, isolate from patient
#6 (Pz = 0.540), considered as good producer. Esterase was pro-
duced in four isolates, three M. guilliermondi from parients 1,
3,and 5 (Pz ranging from 0.440 to 0.670); and one out of four
M. caribbica isolates from patient 2 (Pz = 0.590). The esterase
producing isolate (CFP 00921) from patient 2 presented also dif-
ferent ITS sequence comparing to the other three isolates from
the same patient (Table 3). All isolates presented sensitivity to
hydrogen peroxide, as demonstrated by the inhibition of fungal
growth around the hole where this oxidant was added to the
plates. Except from one isolate, the first obtained from patient
#3, that was more resistant to the hydrogen peroxide (growth
inhibition diameter of 20 mm, P = .0008), the growth inhibition
diameter of the remaining isolates presented a regular pattern,
ranging from 28 to 32 mm.

Table 4. Minimal inhibitory concentration values and classification of ten Meyerozyma spp. isolates from bloodstream infection at National

Cancer Institute according to the methods and epidemiological cutoff values proposed by the European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing.

MIC (pg/ml) ECVs
Species (1) Antifungal agent Range MICsg WT (1) Non-WT (n)
Meyerozyma guilliermondii (5) AMB 0.064-1 0.125 3 2
FLU 2-64 8 2 3
ITR 0.064-4 1 1 4
VOR 0.125-2 0.25 0 5
POS 0.032-4 0.125 1 4
CAS 0.5-4 2 -
MFG 2-4 4 - -
Meyerozyma caribbica (5) AMB 0.125-0.25 0.25 2 3
FLU 8-64 32 0 5
ITRA 0.064-0.5 0.25 4 1
VOR 0.5-4 1 0 5
POS 0.064-0.5 025 1 4
CAS 0.032 -2 0.5 - -
MFG 1-2 2 - -

MIC, minimum inhibitory concentration; MICso, MIC at which 50% of isolates are inhibited; ECV, epidemiological cutoff value; AMB, amphotericin B; FLU, fluconazole;

ITRA, itraconazole; VOR, voriconazole; POS, posaconazole; CAS, caspofunginy MFG, micafunging WT, wild type; Non-WT, non-wild type.
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Table 5. Correlation of antifungal susceptibility, virulence phenotype categorization, and outcome of patients with bloodstream infection

by Meyerozyma guilliermondii species complex at National Cancer Institute.

Case

number  Isolate Species Hemolysin  Esterase

1 CFP00923  Meyerozyma guilliermondii Medium ~ Medium

2 CFPO0919  Meyrozyma caribbica Medium ND
CFP00920  Meyrozyma caribbica Medium  ND
CFP00921  Meyrozyma caribbica Medium medium
CFP00922  Meyrozyma caribbica Medium ND

3 CFP00915  Meyerozyma guilliermondii - Medium Medium
CFP00916  Meyerozyma guilliermondii Medium ~— ND

4 CFP0O0918  Meyerozyma guilliermondii High ND

5 CFP00917  Meyerozyma guilliermondii  High Medium

6 CFP00924  Meyrozyma caribbica Low ND

ASp. Previous
Phytase Protease antifungal Treatment ECVs®  Outcome®
ND¢ Medium FLU/ANIMFG  AMB wT Died
ND ND FLU/AMB VOR/MFGY Non-WT/- Died
ND ND Non-WT/-
ND ND Non-WT/-
ND ND Non-WT/-
ND ND ANI/VOR ANI* - Survived
ND ND -
ND ND No FLU Non-WT  Survived
ND ND No FLU Non-WT  Suvived
Medium ND NA AMB/MFGY WT/- Survived

#Classification of the isolates according to the epidemiological cutoff value (ECV) of the antifungal drugs used to treat the bloodstream infection.

PMortality within 30 days.
“ND, not detected.
INo ECV defined in EUCAST.

Correlation between clinical and microbiological
features

Table 5 shows the classification of the isolates according their
microbiological features herein evaluated, together with the out-
come of the patients. As mentioned before (Table 1), patients
1 and 2 died shortly, up to 3 days, after the diagnosis of BSL
Both patients had neutropenia associated with hematological
neoplasm at the time of fungemia diagnosis. Patient 1 was treated
for the BSI episode with AMB and his isolate was identified
as M. guilliermondii. 'This isolare was wild type for AMB and
moderate producer of aspartic protease, hemolysin, and esterase.
Patient 1 was under MFG prophylaxis to BSIL, and the isolate
showed an elevated MIC for this echinocandin (4 pg/ml). The
four isolates (CFP00919, CFP00920, CFP 00921, CFP00922)
obtained from patient 2, treated for the BSI with VCZ and MFG,
were identified as M. caribbica. This patient has used AMB and
FLU previously to the BSI episode. These four isolates were non-
wild type for VCZ, had an elevated MIC for MFG (2 pg/ml) and
FLU (8—64 pg/ml) but low MICs for AMB (0.125-0.25 pig/ml).
The four isolates of this patient were medium hemolysin pro-
ducers and one of them (CFP00921) was a moderate esterase
producer. Four patients (3, 4, 5, and 6) survived after 30 days of
BSI detection; three with isolation of M. guilliermondii and one
with M. caribbica. These patients had solid organ tumors, most
were non-neutropenic (3, 4, and 3); without use of antifungals
in the 30 days before the BSI diagnosis. Isolates (CFP00918 and
CFP00917) from two patients were non-wild type for FLU, the
antifungal drug used in the treatment. The hemolysin produc-
tion levels do not appear to be related to a worse prognosis in
this study, since both patients infected with excellent producers
of this enzyme survived.

Discussion

Species belonging to the M. guilliermondii species complex have
been reported as emerging agents of invasive fungal infection in
patients with cancer.’*>! This study describes clinical character-
istics, antifungal susceptibility, and virulence profiles of M. guil-
liermondii and M. caribbica isolates obtained from BSI episodes
occurred in patients with cancer from Rio de Janeiro, Brazil. Lit-
erature on M. caribbica is scarce compared to M. guilliermondii
and past phylogenetic inferences did not include all members
of the species complex, leaving doubts about fine characteriza-
tion. 2223

The genus Meyerozyma was proposed by Kurtzman®® from
the combined sequences of the D1/D2 domains of the large sub-
unit and the nearly complete small subunit rRNA genes to ac-
commodate Pichia guilliermondii and Pichia caribbica. Fungal
isolates from this study were identified through DNA barcod-
ing marker by the Consortium for the Barcode of Life (CBOL)
and the International Society of Human and Animal Mycology
(ISHAM). This is an attempt to obtain accurate species identifi-
cation based on a comparative evaluation of taxonomically rel-
evant sequences that has already found wide application in bi-
ology?* The ITS region was formally proposed as the primary
fungal barcode marker. This is a region most likely to be suc-
cessful in the identification of a largest variety of fungi, with
the most clearly defined barcode difference among inter and in-
traspecific variations.*® In our opinion, both ITS and D1/D2
regions can be used for identification of the M. guilliermondii
complex.

The VITEK-2® system still present M. guilliermondii as C.
guilliermondii in its result sheets, which can be a problem for
clinicians or lab personnel unaware to the latest taxonomic
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changes in the genus Candida. Also, VITEK-2® identification
presented some differences from the molecular identification by
ITS sequencing. A similar study was conducted in Korea, where
28 isolates of C. famata previously identified by the VITEK-2®
system were molecularly identified as C. guiilliermondii. Thus,
the authors confirmed that C. famata is a rare cause of fungemia.
This is likely to occur when different species have high similarity

in biochemical reactions.?

In recent studies, phenotypic meth-
ods initially identified yeast isolates as C. famata. However, after
molecular analyses, these isolates were identified as C. guillier-
mondii, C. lusitaniae, C. parapsilosis, and C. palmioleophila 27>
The correct identification of C. famata, currently Debaryomyces
hansenii, and the M. gulliermondii species complex, is important
whereas that differences in antifungal susceptibility, especially
with amphotericin B and fluconazole, are significant.?! Fortu-
nately, in the present study, the misidentification occurred in pa-
tients 5 and 6 did not result in unfavorable outcomes. However,
these findings enforce the recommendation that medical mycol-
ogy laboratories should use molecular techniques for diagnosis
of mycotic diseases to overcome the limitations of conventional
methods.?®

Correct identification of the M. guilliermondii species com-
plex and antifungal susceptibility testing seem sufficient to
define the appropriate therapeutic choice for the patient’s treat-
ment. However, rational use of antifungal agents should be con-
sidered due to the possibility of resistance to the few drugs avail-
able for the treatment of infections caused by NACs. Consid-
ering that azoles and echinocandins are the first line treatment
suggested by clinical guidelines for Candida spp.,'>*? caution
is required for prophylactic administration of these drugs and
additional vigilance should be directed when the M. guillier-
mondii species complex is present,’ because this complex ex-
hibits poor sensitivity to these compounds.®? Lipid formulation
of amphotericin B is an alternative when resistance to azoles and
echinocandins is detected, but this is the last choice antifungal
therapy.’

The susceptibility results herein described showed low an-
tifungal activity to fluconazole and echinocandins against all
isolates of both species. No significant differences within species
were observed. Higher MICs of fluconazole and echinocandins
against the M. guilliermondii species complex were previously
reported in the literature.?!3%-3! In general, patients that have
undergone antifungal treatment previously to the BSI presented
high MICs to the agents used. One limitation of this study is
that, due to the unavailability of purified anidulafungin for
the in vitro antifungal susceptibility tests, this antifungal drug,
used to treat two patients, was not tested. It was observed
in this study that veast isolates from the patients that used
anidulafungin previously to the BSI had high MICs for MFG.
Since anidulafungin and micafungin resistance usually occurs
together in Candida isolates,™ we believe that the prophylactic
use of anidulafungin led to the high MFG MICs in these isolates.

Similar results were reported in a rare case of fungemia by
C. guilliermondii following umbilical cord blood transplanta-
tion during antifungal fluconazole prophylaxis. The authors
demonstrated that the increased administration of prophylactic
fluconazole appears to have caused a relatively higher incidence
of more resistant NAC infection.*

The patient 2, infected by M. caribbica, was treated with
VCZ and MFG. This isolate was non-wild type for VCZ and
showed an elevated MIC for MFG. This fact reinforces that
the echinocandin resistance is likely to occur in this species and
should be detected early to prevent an undesirable outcome.*”
This patient was infected by two different haplotypes of M. carib-
bica, as revealed by the clustering in the phylogenetic tree by
ITS1-5.8S-ITS2 region of the rDNA sequencing. It is important
to emphasize that analyzes of sequential isolates of the same pa-
tient should be performed due to possible differences in suscepti-
bility and virulence profile, as observed previously with Candida
tropicalis.** Tn the case herein reported, the mutant strain was a
moderate producer of esterase, whereas the other M. caribbica
isolates did not present detectable levels of this enzyme by the
method used in this study.

The production of extracellular hydrolytic enzymes is one of
the virulence factors expressed by Candida-related yeasts. Be-
sides degradation of molecules from the host, the secretion of
these enzymes also has the ability to regulate antifungal resis-
tance of these organisms.>>=37 In this investigation, hemolytic ac-
tivity was detected in all isolates studied. This phenotype is one
of the important mechanisms that contributes to the pathogenic-
ity of Candida spp. and related species. It is related to the ac-
quisition of iron, which is essential for the survival of yeasts.’”
Tolerance to oxidative stress is tightly linked to fungal defense
during an infection. It has been shown that the antioxidant path-
ways of fungi, which include resistance to hydrogen peroxide, are
important for their survival against attacks by neutrophils.?:3*
In this study, these phenotype could not be associated to the
patient’s outcome. The two deceased patients presented neu-
tropenia, which probably has contributed to their unfavorable
outcomes.

Phospholipase activity was not detected under the employed
experimental conditions for any of the tested yeast isolates. Sim-
ilar results were desctibed by others authors.!** For other hy-
drolytic enzymes, differences between species were observed.
Some isolates of M. guiilliermondii presented aspartic protease
and esterase activity, whereas M. caribbica had esterase and
phytase activity.

Esterase production was detected in few isolates from pa-
tients 1, 2, and 3. Sriphannam et al.*! did not find phospho-
lipase and proteinase activities for C. guilliermondii, but some
strains produced esterase activity. The role of this extracellu-
lar enzyme is the digestion of lipids used as a nutrient source
by the fungus during host invasion.*’*> In the present study,
two patients with hematologic disease, neutropenia, previous use
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of antifungal drugs, and infected by esterase-producing isolates
died shortly after M. guilliermondii species complex BSI diag-
nosis. This fact reinforces that this complex mainly affects pa-
tients with severe debilitating conditions.2! Another observation
of the present study was a variable production for this enzyme
by isolates from the same patient. Four isolates of M. caribbica
were isolated from patient 2, but only one presented esterase
production. Different esterase phenotypes were also observed in
M. guilliermondii isolates from patient 3, however their I'TS se-
quences were identical, showing that, in this study, differences in
the esterase phenotype are not directly related to ITS diversity.
A higher production of esterase was observed in micafungin sus-
ceptible C. glabrata strains.’® This correlation was not observed
in our study.

The small number of patients included and isolates tested
is a limitation of this study. This can be explained by the fact
that BSI due to the M. guilliermondii species complex usually
correspond to approximately 2% of cases of fungemia among
patients with cancer.®**** This limitation precludes definitive
conclusions about the relationship of virulence-related pheno-
types and antifungal susceptibility with the outcome of infected
patients. However, the results of this research study will in-
crease the knowledge about some unusual Candida-related yeast
species and improve further discussion about resistance and vir-
ulence of these yeasts.
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