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RESUMO

Introducio: Leveduras do género Candida sao responsaveis pela maioria das infecgoes fiingicas
em humanos. Candida tropicalis tem sido uma das mais comumente isoladas dentre as espécies
nao-albicans. O objetivo foi analisar a hemolise in vitro promovida por isolados clinicos de
C. tropicalis provenientes de sangue e outras amostras clinicas de pacientes internados no
Hospital Universitdrio da UEL, PR-Brasil. Métodos: Foi avaliada a hemdlise promovida por
28 isolados clinicos de C. tropicalis, sendo os isolados agrupados em classes de acordo com
os niveis de hemdlise. Resultados: A maioria dos isolados de sangue apresentou hemolise
fraca (+), enquanto as classes de hemélise forte (+++) e muito forte (++++) foram as
predominantes nos isolados de outras amostras clinicas como urina, lesiao de unha e secregao
traqueal, embora nio tenham sido detectadas diferengas estatisticas (p>0,05). Conclusdes:
Isolados de C. tropicalis, obtidos de diferentes amostras clinicas, apresentam capacidade de

promover hemolise in vitro.
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ABSTRACT

Introduction: Yeasts belonging to the genus Candida are responsible for the majority of
fungal infections in humans. Candida tropicalis has been one of most commonly isolated
non-albicans species. To analyze in vitro hemolysis promoted by clinical isolates of
C. tropicalis obtained from blood and other clinical samples from hospitalized patients at the
University Hospital of Londrina State University, Parand, Brazil. Methods: The hemolysis
promoted by 28 clinical isolates of C. tropicalis was evaluated, and the isolates were grouped
into classes according to the hemolysis levels. Results: The majority of the blood isolates
showed weak hemolysis (+), while the classes of strong hemolysis (+++) and very strong
hemolysis (++++) predominated among isolates from other clinical samples such as urine,
nail lesions and tracheal secretions. However, no statistical differences were detected
(p> 0.05). Conclusions: Isolates of C. tropicalis obtained from different clinical samples

showed a capacity to promote in vitro hemolysis.
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INTRODUCAO

Leveduras do género Candida tém sido
descritas como os principais patgenos fingicos em
humanos'?. Embora Candida albicans seja a espécie
mais amplamente diagnosticada emisolados clinicos,
diversos estudos relatam um aumento significativo
na frequéncia de isolados de outras espécies do
género®. C. tropicalis possui particular importancia
devido ao aumento em seus indices de isolamento.
Segundo Pfaller e cols*, os indices de isolamento
desta espécie em todo o mundo aumentaram 2,9%
no perfodo de 1997 a 2003.

No Brasil, estudos realizados em diferentes
periodos demonstraram que cerca de 20% dos
episddios de candidemia foram causados por
C. tropicalis®, sendo uma das principais espécies
responséveis por este tipo de infecgao em hospitais
publicos do pais®®. C. tropicalis também tem sido
amplamente relacionada a episddios de candiduria,
sendo a terceira espécie mais frequentemente isolada

910 além de infecgdes do trato
12,13

de culturas de urina
respiratdrio!’ e de onicomicoses

Ahabilidade de um microrganismo em adquirir
ferro elementar é fundamental para a sobrevivéncia
e o estabelecimento da infecgao'. Muitos patgenos
secretam fatores hemoliticos com o objetivo de obter
hemoglobina ou o grupo prostético heme como
fontes de ferro, a partir da lise de eritrdcitos'.

Manns e cols' foram os primeiros autores a
descrever que C. albicans é capaz de induzir hemolise
em sangue de carneiro. Posteriormente, Watanabe
e cols'"'® demonstraram que o fator hemolitico
secretado por C. albicans é uma manoproteina que
provoca a lise de eritrécitos, em decorréncia de sua
ligagdo a proteina Banda 3. Segundo esses autores, a
ocorréncia de hemolise nos sitios de infec¢ao pode
favorecer a proliferagao da levedura.

Dados relativos a producio de fator hemolitico
por C. tropicalis sao escassos'*?'. O presente estudo

318



Franca EJG cols - Candida Tropicalis causadoras de hemolise

teve por objetivos avaliar a atividade hemolitica in vitro de isolados
clinicos de C. tropicalis e comparar a hemdlise promovida porisolados
provenientes de sangue e de outras amostras clinicas (urina, secrecio
traqueal e lesdes superficiais).

METODOS

Neste estudo foram utilizados 28 isolados de C. tropicalis,
provenientes de diferentes amostras clinicas de pacientes atendidos
e internados no Hospital Universitdrio da Universidade Estadual
de Londrina. Os isolados foram obtidos de estudo relativo a
frequéncia de espécies de Candida realizado no periodo de 2005
a 2007%. Destes, 10 foram isolados de sangue (grupo 1) e 18 de
amostras clinicas distintas (8 urina, 6 secregio traqueal e 4 lesao de
unha), sendo agrupados como nio-sangue (grupo 2). Os isolados
fazem parte da colegdo de leveduras do Laboratério de Genética e
Biologia Molecular de Fungos da Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, PR. As leveduras foram mantidas congeladas em meio
Sabouraud (4% glicose; 1% peptona; 0,25% extrato de levedura) com
20% de glicerol e armazenadas a -20°C. A identificagdo dos isolados
foirealizada utilizando o meio cromogénico CHROMagar” Candida
e confirmada por PCR, conforme Furlaneto-Maia e cols®.

Aatividade hemolitica in vitro dos isolados foi avaliada utilizando
o ensaio descrito por Furlaneto-Maia e cols", com modificagdes. Os
isolados foram inoculados em 3mL de meio Sabouraud e incubados
por 18 horas a 37°C, sob agitagdo. As células foram lavadas e
2x10° células foram inoculadas em gota sobre a superficie de meio
Sabouraud solidificado, suplementado com 7% de sangue fresco de
carneiro. As placas foram incubadas a 37°C, por 48 horas e o perfil
de hemolise analisado. O experimento foi repetido trés vezes.

A hemdlise obtida foi classificada em fraca (+), média (++), forte
(+++) ou muito forte (++++), de acordo com a quantificagio dada
pela férmula (H — C)/2, sendo H a medida, em mm, do halo interno
translicido somado ao do halo externo marrom-esverdeado (Figura 1)
e C o didmetro da colodnia.

As andlises estatisticas foram realizadas aplicando-se o teste t de
Student (BioStat versio 5.4.0). Valores de p menores que 0,05 foram
considerados significativos.

RESULTADOS

Do total de 28 isolados de C. tropicalis analisados, 100%
promoveram hemolise em meio Sabouraud suplementado com 7%
de sangue de carneiro, como ilustrado na Figura 1. Deste total, 40%
dos isolados do grupo 1 (sangue) e 16,7% do grupo 2 (ndo-sangue)
apresentaram hemolise fraca (+). Dentre osisolados do grupo 2, os de
urina e delesdao de unha apresentaram predominantemente hemolise
forte (+++), enquanto os isolados de secregio traqueal apresentaram
os maiores niveis de hemolise (++++) (Tabela 1).

Entre os isolados de sangue ahemolise variou de 3,192 5,25mm,
jé osisolados do grupo 2 apresentaram amplitude de distribuigdo que
variou de 1,5 a 6,33mm. Nao foi observada diferenca significativa nos
niveis de hemdlise entre estes grupos (p>0,05).

Como observado na Figura 2, dentre os isolados do grupo 2, os
provenientes de urina apresentaram hemolise variando de 1,5a 5,3 1mm.
Destes, 50% foram classificados como de hemolise forte (+++), nao
diferindo estatisticamente do grupo 1 (sangue) (p>0,05).

Os valores de hemolise dos isolados de secregdo traqueal
variaram de 2,58 a 6,33mm, sendo que 50% desses apresentaram
hemolise muito forte (++++) (Figura 2).J4 os isolados de lesdo de
unha apresentaram valores de hemolise entre 3,0 a 5,17mm, com
50% de hemdlise forte (+++) (Figura 2). A hemolise promovida

FIGURA 1- Hemolise promovida por Candida tropicalis em meio Sabouraud
suplementado com sangue de carneiro, apés 48h de cultivo.

TABELA 1- Distribuicio dos isolados de Candida tropicalis de diferentes sitios
anatomicos em fungio da classe de hemolise.

Classe de hemdlise (%)

Origem Nuamero 1 {FF dHEE dERERE
Sangue 10 40,0 30,0 10,0 20,0
Nao-sangue 18 16,7 16,7 44,4 22,2
Urina 8 12,5 25,0 50,0 12,5
Secrecao traqueal 6 16,7 - 33,3 50,0
Lesao de unha 4 25,0 25,0 50,0 0
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FIGURA 2 - Gréfico-caixa de distribui¢oes da hemolise entre os isolados. O
retingulo representa distribuicao dos valores de hemdlise produzidos pelos
isolados (25% acima e abaixo do valor mediano de hemélise). A linha pontilhada
representa o valor mediano de hemolise.
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pelosisolados obtidos de amostras clinicas distintas (urina, secregao
traqueal e de lesdo de unha) nio foi significativamente diferente
(p>0,05) dos obtidos para isolados de sangue (Figura 2).

DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade hemolitica
promovida por C. tropicalis empregando isolados clinicos obtidos
de estudo realizado no HU da Universidade Estadual de Londrina
no periodo de 2005 a 2007. Todos os isolados de C. tropicalis,
independente da origem, foram capazes de promover hemdlise,
concordando com dados da literatura'’? indicando a habilidade desta
espécie em disponibilizar potenciais fontes de ferro. Segundo Manns
e cols'®, C. albicans possui a capacidade de utilizar ferro derivado de
hemoglobina, por meio da produgio de um fator responsavel pela
lise dos eritrocitos, uma habilidade que pode ser compartilhada
por C. tropicalis e representar uma vantagem adaptativa para o
estabelecimento de infec¢des em seus hospedeiros.

A partir da quantificagio da hemolise, os isolados foram agrupados
em diferentes classes, refletindo uma capacidade diferencial, entre
isolados, de gerarlise nos eritrdcitos. Para evitar o efeito de repicagens
sucessivas na produgio de fator hemolitico, os isolados foram
mantidos sob refrigeragio (-20°C) e apés descongelamento foram
imediatamente cultivados para avaliagao da atividade hemolitica.

Neste estudo, a maioria dos isolados de sangue foi agrupada na
classe representativa de hemdlise fraca (+), enquanto a maioria dos
isolados obtidos de outras amostras clinicas (grupo 2) demonstrou
maior nivel de hemolise. Dentre estes, destacam-se os provenientes
de secregao traqueal, ji que em sua maioria foram agrupados na classe
de hemdlise muito forte.

Considerando que estudos relativos a produgao de hemolise
por espécies de Candida siao escassos e que o presente trabalho
representa o primeiro estudo de avaliagao de hemodlise promovida
porisolados de Candida provenientes de sangue comparativamente
a de isolados provenientes de amostras clinicas distintas (urina,
secregdo traqueal e lesdo superficial), estudos posteriores deverdo
ser conduzidos com o objetivo de elucidar o significado da
ocorréncia de diferentes capacidades hemoliticas observadas para
isolados obtidos de amostras clinicas distintas e seu eventual papel
na patogenia. Estudos comparativos semelhantes foram realizados
para a produgdo de outros fatores de viruléncia em Candida sp.
Kumar e cols®® demonstraram que isolados de diferentes espécies
de Candida nao-albicans, incluindo C. tropicalis, provenientes de
amostras clinicas distintas apresentaram diferentes potenciais de
produgio de enzimas hidroliticas. Segundo estes autores, a maioria
dosisolados provenientes de sangue foi agrupada na classe referente
aos menores valores de atividade proteolitica e fosfolipdsica. Da
mesma forma, isolados de Candida parapsilosis obtidos de sangue
apresentaram menores atividades proteoliticas comparativamente
aosisolados obtidos de outras amostras clinicas***°. Até o momento,
nao existem dados na literatura que demonstrem as bases moleculares
relacionadas a expressao diferencial destes fatores de viruléncia por
amostras de sangue.

Embora, neste estudo, a produgio de hemdlise por isolados
distintos, independente da origem de isolamento, nao tenha sido
significativamente diferente (p>0,05), os niveis de hemdlise
promovidos pelos diferentes isolados foram varidveis.
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