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4. ACTIVIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS EM Candida albicans ¢ Candida

glabrata
4.1. MATERIAL E METODOS
4.1.1. Fungos

Foram usadas duas estirpes isoladas de amostras clinicas respectivamente C. albicans
e C. glabrata. A identificagdo das espécies foi realizada apds cultura em Sabouraud pela

prova do tubo germinativo, cultura em Agar Biggy e AP1 32 C.

4.1.2. Reagentes e Meios de Cultura

O Agar Biggy foi adquirido na Fluka, o Soro de Bovino Fetal ¢ da Gibco, o Agar
Sabouraud da BD, e o API 32C da bioMéricux. Todos os outros reagentes (Itraconazol,
Anfotericina B e DMSOQ) sédo da Sigima.

4.1.3. Identificagdo

Para fazer a identificagdo presuntiva das leveduras em estudo realizou-se o teste do
tubo germinativo, e cultura em meio de Biggy, sendo a confirmagdo feita através de APIL
ID32C.

4.1.3.1.  Teste do tubo Germinativo

O teste do tubo germinativo ¢ uma técnica de identificagdo presuntiva que
normalmente se efectua para um rapida identificagio das leveduras do género Candida. C.
albicans ¢ C. dublinienses formam tubos germinativos ap6s um periodo de incubagio de 2
horas. O tubo germinativo ¢ visualizado ao microscopio e aparece como uma pequena

extensdo lateral da levedura e ndo apresenta nenhum septo na base desse tubo que se forma.
(Sousa et al.,2005)
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Este teste, para as duas leveduras foi realizado num eppendorf utilizando 500 pl de
soro bovino fetal onde foi feita uma suspensdo, que foi incubada durante duas horas a 37° C,
tendo-se posteriormente realizado uma preparagio a fresco da suspensio ¢ observado ao

microscopio Optico. (Sousa et al.,2005)

4.1.3.2.  Agar Biggy

O meio de agar Biggy (Bismuth sulfit, Glucose, Glycine, Yeast) ¢ usado para fazer
cultura, isolamento e identificagdo presuntiva das diferentes espécies de Candida. (Sousa et
al.,2005) Este meio de cultura ¢ um meio selectivo para fungos devido ao facto de ter na sua
composigdo sulfito de bismuto que inibe o crescimento bacteriano. O sulfito de bismuto €
também um promotor do crescimento das leveduras do género Candida. O meio permite a
identificagdo presuntiva de C. albicans pois esta espécie tem uma maior capacidade de reduzir
rapidamente o sulfito de bismuto o que faz com que estas leveduras em meio de Biggy

produzam colénias de cor castanha ou preta com ligeiro brilho metalico.

As duas leveduras foram semeadas assépticamente numa placa de Agar Biggy e foram

incubadas a uma temperatura de 30° durante 48 horas. (Sousa ef a/.,2005)

4.133. API32C

O API 32 C ¢ uma galeria que contém varias provas bioquimicas que permitem uma

identificagdo definitiva da espécie Candida

Apos suspensdo das leveduras em dgua estéril ajustadas a 2 Mecfarland (Densimat,
bioMérieux), sdo colocados 250 pl no meio de cultura API especifico da galeria. A cada pogo
da galeria adicionam-se 135 pl de suspensdo final de levedura em meio de cultura e incuba-se

essa placa a 37°C.

As leituras sdo realizadas ao fim de 24 ¢ 48 horas, num leitor automatico de galerias
API (Mini API, bioMérieux).
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4.1.4. Amostras

Os 6leos essenciais de origem comercial utilizados neste estudo foram: oéleo essencial
de Tomilho (Thymus vulgaris thymoliferum), Cravo-da-india (Eugenia caryophyllus), Arvore
Do Ché (Melaleuca alternifolia), Eucalipto (Eucalyptus globulus), Lavanda (Lavandula
angustifolia), Horteld-pimenta (Mentha piperita), da marca Doutor Valnet®, e Oleo de
Améndoas Doces (Olio di Mendorle Dolci) da marca Natura House®. Como controlos foram

ainda testados os antifingicos Anfotericina B e Ttraconazol adquiridos na SIGMA.

4.1.5. Actividade antifiingica

Para testar a actividade antifiingica foram preparadas suspensoes das duas leveduras
em estudo (C. albicans ¢ C. glabrata) com |1 Mcfarland (Densimat, bioMérieux) (1 x 10°
CFU/mL) em 4gua estéril. Estas suspensdes foram preparadas a partir de culturas em agar
Sabouraud com 24 h de incubagdo. De seguida foram preparadas suspensdes em agar
Sabouraud com a propor¢do de 100 ul de suspensdo do fungo / 10 mL de agar Sabouraud. Nas
placas de 96 pogos de fundo plano colocaram-se 5 pl de cada uma das diluigdes sucessivas
(1:2) de cada um dos éleos essenciais em estudo que foram previamente diluidos em DMSO ¢
de seguida colocou-se 250 pl da suspensdo do fungo em agar Sabouraud. Para a Anfotericina
B foram realizadas dilui¢des sucessivas de 1:2 em dgua a partir de uma solugéo inicial com
uma concentragdo de 20 mg/ml em 4gua destilada estéril. Para o Itraconazol as diluigGes
realizadas também de 1:2 foram feitas em DMSO a partir de uma solugdes inicial com uma

concentragio de 10 mg/ml. Os resultados foram registados ap6s 24 h de incubagfio a 37°.

Foi também realizado um controlo positivo (meio de cultura inoculado; 100% de
crescimento); controlo negativo (apenas meio de cultura; 0% de crescimento); brancos dos
composto em estudo (meio de cultura com diferentes diluigdes dos compostos em estudo); ¢

controlo do DMSO (meio de cultura inoculado com a concentragdo maxima utilizada de
DSMO).

A Concentragio Minima Inibitéria (CMI) corresponde a menor concentragiio testada que

foi capaz de inibir o total crescimento das leveduras em estudo.
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4.2, RESULTADOS £ DISCUSSAOQ

4.2.1. lLdentificagio

Os resultados da identificagdo das leveduras isoladas das amostras clinicas estdo

csquematizadas na tabela 2.

Tabela 2: Resultados dos testes de identificagdo das leveduras isoladas das amostras clinicas

Amostra 1 Amostra 2

Nao ha formagdo do
Teste do tubo Ha formagao do tubo o
tubo germinativo

Germinativo germinativo (Figura 17) N
(Figura I8)

Formacao de colonias

Agar Biggy Nao se aplica
castanhas
API 32 C (24 horas) 68 % 66%
API 32 C (48 horas) 96 % 97%

33



Avaliagio da actividade antifimgica de dleos essenciais em leveduras do género Candida

Figura 17: Resultados do teste do tubo germinativo para Amostra 1, onde se pode observar a formagio do Tubo
germinativo (Fotografia cedida por Cerqueira 1)

O s
O

Figura 18: Resultados do teste do tubo germinativo para Amostra 2, onde se pode observar que nio ha formagdo do

Tubo germinativo. (Fotografia cedida por Cerqueira I)
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De acordo com os resultados positivos para o teste do tubo germinativo e Biggy

para a amostra 1, confirmados por API 32 C, esta corresponder a C. albicans.

Os resultados negativos obtidos para o teste do tubo germinativo e Biggy para a
amostras 2, confirma ndo se tratar de C. albicans. A identificagdo por API 32 C

evidenciou tratar-se de C. glabrata.
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4,2.2. Determinagio da actividade (CMI) dos 6leos essenciais

As Concentragdes Minimas Inibitorias obtidas durante a realizagdo deste trabalho estdo

apresentadas na tabela 3.

Tabela 3: Concentragdes minimas inibitérias (CMI) dos aleos essenciais para C.albicans ¢ C. glabrata.

CMI

Oleo essencial

Candida albicans  Candida glabrata

Tomilho

Cravo-da-india

Arvore do cha

Eucalipto

Lavanda

Horteld-pimenta

Oleo de Améndoas Doces

Anfotericina B

Itraconazol

0,30 pl/ml

0,30 pl/ml

>2,0 pl/ml

>2,0 ul/ml

>2,0 pl/ml

>2,0 ul/ml

>2,0 pl/ml

0,63 pg/ml

>300 pg/ml

0,30 pl/ml

0,30 pl/ml

=20 pl/ml

>2,0 ul/ml

>2,0 ul/ml

>2,0 pl/ml

>2,0 pl/ml

0,63 pg/ml

>300 pg/ml

(Resultados de trés determinagdes. A Anfotericina B ¢ o ltraconazol foram testados como controlos positivos.)

Apds a observagio de todos os resultados apresentados na tabela anterior, pode-
se concluir que os 6lcos essenciais de Arvore do chd, Eucalipto, Lavanda, Hortela-
pimenta, ¢ Améndoas Doces mostram nao ter capacidade de inibir as duas cspéeies em

estudo, mesmo quando utilizados na concentragdo de 2,0 ul/ml.
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Ji os Oleos essenciais de Tomilho e Cravo-da-india, mostram ser potentes
inibidores do crescimento das duas leveduras em estudo, sem qualquer tipo de

preferéncia relativamente a espécie.

Como se pode verificar pela observagio dos resultados, a actividade do Tomilho
e Cravo-da-india foi mesmo superior & da Anfotericina B, um reconhecido composto
antifingico. E ainda curioso que os 6leos essenciais sejam activos em estirpes pouco
sensiveis ao ltraconazol. Seria interessante estudar estas estirpes relativamente a

resisténcia a outros triazois, nomeadamente moléculas como o voriconazol.
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4.3, CONCLUSAO

Os 6leos essenciais de Tomilho ¢ Cravo-da-india apresentam-se como uma boa
alternativa terapéutica para os casos de Candidose superficial, sendo mesmo possivel a
sua utilizagdo em estirpes de Candida resistentes a alguns antitiingicos disponiveis no

mercado.

Segundo Pinto 2006, oleo essencial de Tomilho demonstra ter actividade
antifingica sobre as algumas espécies de Candida, nomeadamente C. albicans e

glabrata. O que se confirma pelos resultados obtidos com a realizagio do nosso estudo.

Uma das utilizages referenciadas para o Cravo-da-india ¢ a sua utilizagdo para
o tratamento do pé-de-atleta, um tipo de micose provocada por alguns fungos,

nomeadamente espécies de Candida, o que pode ser comprovado pelo nosso estudo.

Para os restantes Oleos esséncias estudados verificou-se que néo possuem
actividade antifingica, o que pode demonstrar as limitagdes do espectro de acgdo dos

diferentes 6leos essenciais.
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS
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Abstract

Objectives: Screening of natural compounds is increasing due the demand for new antifungal
agents [1,2]. Essential oils are known for their use in traditional medicine as antiseptics,
antibacterial and antifungal agents, among other biological activities[1-3]. The antifungal
activity of seven commercial essential oils was evaluated against Candida albicans, C. glabrata,
Aspergillus niger and A. fimigatus as this fungi are responsible for superficial and systemic
mycosis and new therapeutically options are needed for these infections.

Material and methods: The antifungal activity of the essential oils was tested by determining
Minimal Inhibitory Concentration (MIC) using a microdilution assay on Sabouraud agar. All the
fungi were all isolated and identified from clinical specimens.

Results: Preliminary results (Table 1) showed that clove bud and thym & thymol essential oils
have a potent antifungal activity against all the fungi tested. Lavender, peppermint and tea tree
essential oils only exhibited a moderate antifungal activity against filamentous fungi, and had no
effect on Candida. Eucalyptus essential oil and sweet almond oil showed no antifungal activity.
The sensibility of the fungi for commercial antifungal agents (Amphotericin B and Itraconazole)
was also performed as they were isolated from clinical specimens (table 1).

Table 1. Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of commercial essential oils
against C. albicans, C. glabrata, A. niger and A. fiumigatus.

MIC (pg/ml)

C. albicans C. glabrata  A. fumigatus A.niger

Clove bud 0,3 0,3 0,2 0,4
Eucalyptus >5 >5 >5 >5
Lavender >5 >5 1,6 3,1
Peppermint >5 >35 1,6 3,1
Sweet almond oil >5 >5 ¥ § >3
Tea tree 55 >35 1,6 3,1
Thym a thymol 0,3 0,3 0,2 0,2
Amphotericin B 0,6 0,6 100 40
Itraconazole > 10 =10 0,3 0,03

Results from three determinations.

We concluded that essential oils might be good therapeutic alternatives for superficial mycosis
treatment and that the sensibility of more fungi must be tested and active compounds identified.
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