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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade antifingica do dleo essencial de
Origanum vulgare frente as cepas padréo de Candida
albicans ATCC® 90028, Candida arapsilosis ATCC®
22019 e Candida krusei ATCC~ 6258, utilizando a
técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com as
metodologias preconizadas pelo NCCLS A2, 2002.
Foram analisados 2 Iotes diferentes a partir de 10
amostras industrializadas de orégano. Os dleos es-
senciais foram extraidos pelo processo de destilacdo
por arraste a vapor d’agua, utilizando o aparelho Cle-
venger. De acordo com os resultados, a sensibilidade
das leveduras ao dleo essencial testado evidenciou
comportamento diferente de acordo com a marca e o
lote das amostras testadas. Verificou-se também que
0s Oleos essenciais de orégano obtidos das diferen-
tes marcas tiveram atuacdo antimicrobiana frente as
leveduras Candida albicans e Candida krusei, no en-
tanto, a maioria nao teve atuagéo para Candida pa-
rapsilosis nas concentracbes testadas, demonstran-
do ser a mais resistente.
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1. INTRODUCAO

As propriedades antimicrobianas de substancias pre-
sentes em extratos e 0Oleos essenciais produzidos
pelas plantas como uma conseqiiéncia do metabo-
lismo secundéario sdo reconhecidas empiricamente
ha séculos [1-2]. Nos ultimos anos tem-se verificado
um grande avango cientifico envolvendo os estudos
quimicos e farmacolégicos de plantas medicinais
com a finalidade de se obter novos compostos com
propriedades terapéuticas, devido principalmente aos
microrganismos que causam prejuizos a saude hu-
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mana estarem se mostrando resistentes a maioria
dos antimicrobianos conhecidos [3].

Muitas pesquisas citam as propriedades antibacteri-
anas e antiflUngicas das especiarias in natura, seus
6leos essenciais e seus extratos. Varias plantas usa-
das para aromatizar alimentos sdo apontadas por
apresentarem atividade antimicrobiana [4]. Dentre as
espécies avaliadas quanto a agao terapéutica, Origa-
num vulgare, conhecido popularmente por orégano é
uma erva perene e aromatica na forma de arbusto,
amplamente utilizada na culinéria. Esta erva é rica
em 6leo essencial, o qual tem sido estudado quanto
a atividade antimicrobiana, para que possa ser utili-
zado para retardar ou inibir o crescimento de micror-
ganismos patogénicos e/ou deteriorantes [5-6].

As leveduras do género Candida tém grande impor-
tancia pela alta freqiiéncia com que colonizam e in-
fectam o hospedeiro humano. Sua presenga na mi-
crobiota humana propicia a ocorréncia de infecgdes,
principalmente devido aos fatores de viruléncia do
fungo e a interacdo com pacientes hospitalizados
com debilidade do sistema imunolégico [7].

O uso difundido e inadequado das drogas antifungi-
cas tem ocasionado um déficit nos bons resultados
dos tratamentos contra candidemias. O principal fator
para o fracasso da terapia € o aumento da resistén-
cia da Candida sp aos antifungicos [8].

As infecgbes por Candida mais susceptiveis as dro-
gas estdao gradativamente sendo substituidas por
infeccoes causadas por cepas mais resistentes. Den-
tre as espécies de Candida mais susceptiveis estao
a C. albicans, e entre as menos susceptiveis estao a
C. glabrata e C. krusei [8].

Este estudo teve por objetivo avaliar a atividade anti-
fungica do 6leo essencial extraido de Origanum vul-
gare frente a leveduras do género Candida.

2. METODOLOGIA

2.1 Microrganismos



Foram utilizadas cepas padrdo de Cand/da albicans
ATCC® 90028, Candida parapsﬂos:s ATCC® 22019 e
Candida krusei ATCC® 6258. Estas cepas foram
mantidas em Saboraud Dextrose Agar e repicadas
24 horas antes do inicio de cada experimento, com a
finalidade de garantir a pureza e viabilidade desses
microrganismos.

2.2 Amostras testadas

Foram utilizados dois lotes diferentes a partir de dez
amostras comer0|a|s de Origanum vulgare L. (oréga-
no): 1) 1Dafaps (lote a 00003785, e b LLL7.2929);
2) Kisabor® (lote a 050 e b 01079): 3) Masterfoods®
(lote a 706EMO7 e lote b L749CMO09); 4) Kitano® (lote
a 11AO7 e b 19J07E) 5) PQ® (lote a 12501 e b
12006); 6) Aroma das Ervas® (lote a 011106 e b
011207); 7) Kodilar® (lote a 279 e b 296); 8) Penina®
(lote a 1022L2 e b 1113L4); 9) BVS®(Iote a001/08 e
b 01207); 10) Marcy® (lote a 10.07.2009 e b
08.01.2010).

2.3 Extracéo do Oleo Essencial

A extragéo do 6leo essencial de orégano foi realizada
por hidrodestilagao utilizando-se o aparelho Cleven-
ger, a partir de 40g de folhas secas da planta durante
3 horas. Em seguida, a face aquosa foi extraida com
diclorometano (3 x 50 mL) e a fase orgéanica obtida
foi tratada com sulfato de sodio anidro, filtrada sob
algodao e o solvente foi evaporado em rotavapor [1,
9l.

2.4 Testes de Suscetibilidade

A avaliagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)
foi realizada de acordo com a metodologia preconi-
zada pelo NCCLS M27-A2, 2002 [10]. O inéculo foi
preparado por suspensdo de cultura de 24hs da le-
vedura em solugdo salina estéril a 0,85% e realizada
contagem das células em camara de Neubauer. A
concentragao final do inéculo na placa teste foi de 1,0
x 10° CFU/mL . As solugdes estoque dos dleos es-
senciais foram dissolvidas em dimetilsulféxido
(DMSO) 0,1% e diluidas em RPMI 1640 com L-
glutamina, sem bicarbonato de sédio, e tampao com
0.165 mol/L  3-morpholinopropanesulfonic  acid
(MOPS) in pH 7.0, para obter concentragdes que va-
riaram de 8100 pg/mL a 505,8 ug/mL. De cada dilui-
cao foi transferido 180uL para os orificios das dez
primeiras fileiras da placa de microdiluigdo seguidos
de 20uL do inoculo. Os dois ultimos orificios foram
preparados como controles positivos e negativos. As
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microplacas inoculadas foram incubadas a 35° sen-
do realizada leitura a 24 e 48 horas. A CIM foi defini-
da como a menor concentragdo do 6leo essencial
capaz de inibir o crescimento visivel dos microrga-
nismos. Para validagdo dos testes foi realizado con-
trole de crescimento em DMSO 0,1% e teste de sus-
cetibilidade com os antibiéticos Anfotericina B, Fluco-
nazol, ltraconazol e Cetoconazol.

A Concentragéo Fungicida Minima (CFM) foi deter-
minada a partir dos orificios da Placa de Microdilui-
¢ao onde nao houve crescimento fungico visivel. Foi
retirada uma aliquota de 15 pL, semeando-a na su-
perficie do meio A% ar Sabouraud Dextrose. Apds 48h
de incubacao a 35°C, definiu-se a concentragédo fun-
gicida minima como a menor concentragdo do 6leo
essencial em estudo capaz de causar a morte do
microrganismo. [6].

2.5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados demonstraram que, com base nas
CIMs, a faixa de suscetibilidade de Candida albicans
frente a diferentes amostras de Origanum vulgare foi
de 1.012,5 pug/mL a concentragdes maiores que
8.100 pg/mL (Tabela 1).

@) oIeo essencial de orégano extraido da marca Ki-
sabor® lote 050 foi o que apresentou menor CIM
(1.012,5 pg/mL) frente a essa levedura e os que a-
presentaram maior CIM foram os das marcas PQ®
lote 12501, BVS® lote 00108 e Marcy validade
08/01/2010 (> 8.100 pg/mL) (Tabela 1).

Quanto a CFM, os resultados obtidos demonstraram
que o oIeo essencial de orégano obtido da marca
Penina® lote 1022L2 foi o que apresentou menor
CFM (3.600 pg/mL) e os que apresentaram malor
CFM foram das marcas PQ®, Aroma das Ervas®,
BVS® e Marcy® nos dois Iotes testados (> 8. 100
pug/mL) (Tabela 1).

A atividade do 6leo essencial de orégano extraido
das 10 amostras quando testadas frente a Candida
krusei evidenciou suscetibilidade variavel de 2.025
pHg/mL a concentragbes maiores que 8.100 pg/mL
para CIM e de 4.050 ug/mL a concentragbes maiores
que 8.100 pg/mL para CFM (Tabela 1).

O 6leo essenC|aI de orégano extraido da marca Aro-
ma das Ervas® lote 011207 foi o que apresentou me-
nor CIM (2.025 pg/mL) e os 6leos Que demonstraram
ma|or CIM foram das marcas PQ® lote 12501, Kodi-
lar® lote 296 e os dois lotes da marca BVS® (>8.100
pug/mL) (Tabela 1).
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Tabelal. Suscetibilidade de Candida spp frente ao 6leo
essencial de Origanum vulgare (orégano) obtido de 20
amostras industrializadas.

Microrganismos
C. albicans C. krusei C. paralosilosis
Amostra/ | ATCC 90028 | ATCC 62258 | ATCC 22019
Lote ciM [ CFM | cim [ CFM | cim | CFM
1/a 2025 | 4500 | 3600 | 4050 | >8100|> 8100
/b 2025 | 4500 | 4500 | 7200 |>8100 | > 8100
2/a 1013 | 4500 | 3600 | 5400 |- 8100 |> 8100
2/b 2025 | 4050 | 3600 | 7200 |- 8100 |> 8100
3/a 2025 | 4050 | 3600 | 6300 | 8100|8100
3/b 2025 | 4050 | 4050 | 6300 |- 8100 |> 8100
4/a 3600 | 4050 | 4500 | 7200 | 8100 |> 8100
4/b 3600 | 4500 | 3600 | 4500 |- 8100 |> 8100
5/a > > > >
8100 | 8100 | 8100 | 8100 | 8100 | 8100
5/b 8100 > 8100 >
8100 8100 | 8100 | 8100
6/a 4500 > 4500 >
8100 8100 | 6300 | 8100
6/b > >
3600 | 8100 | 2025 | 8100 | 5400 | 8100
7/a >
6300 | 6300 | 8100 | 8100 | >8100|> 8100
7/b > >
5400 | 5400 | 8100 | 8100 | >8100|>8100
8/a >
3600 | 3600 | 5400 | 8100 | 5400 |> 8100
8/b >
5400 | 5400 | 8100 | 8100 | 8100 |> 8100
9/a > > > >
8100 | 8100 | 8100 | 8100 | >8100|> 8100
9/b > > >
8100 | 8100 | 8100 | 8100 | >8100|> 8100
10/a > >
6300 | 8100 | 6300 | 8100 | 6300 |>8100
10/b > > >
8100 | 8100 | 8100 | 8100 | 8100 |> 8100

Quanto a CFM, 60% dos lotes testados apresenta-
ram CFM maior que 8.100 pg/mL. O 6leo essencial
de orégano extraido da marca Dafap’s lote 00003785
foi 0 que apresentou menor CFM (4.050 ug/mL) (Ta-
bela 1).

Com relagéo a atuagao do 6leo essencial de orégano
frente a Candida parapsilosis, pdde-se observar que
a maioria dos 6leos essenciais extraidos das diferen-
tes marcas ndao demonstraram atividade antifungica
nas concentragdes testadas. Os O6leos essenciais
extraidos das marcas Aroma das Ervas® lote 011207
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e Penina® lote 102212 foram os que apresentaram
menor CIM (5.400 pg/mL) (Tabela 1).

Com relagdo a CFM, os resultados encontrados de-
monstram que a menor CFM foi obtida em apenas
20% dos lotes (PQ® e Aroma das Ervas®) testados,
sendo esta a maior concentragdo testada no estudo
(Tabela 1).

Os resultados do presente estudo demonstram que
os Oleos essenciais de orégano obtidos das diferen-
tes marcas tiveram atuagado antimicrobiana frente as
leveduras Candida albicans e Candida krusei, no en-
tanto, a maioria ndo teve atuagao para Candida pa-
rapsilosis nas concentragoes testadas, demonstran-
do ser a mais resistente (Tabelas 1).

Alguns estudos tém demonstrado a potencialidade
antimicrobiana do éleo essencial de orégano utilizan-
do diferentes técnicas [1,6,11], no entanto nao foi
encontrado estudo em que foi utilizada a técnica pre-
conizada pela NCCLS.

SARTORATTO et al. (2004) compararam a atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais obtidos de plan-
tas aroméaticas usadas no Brasil e concluiram que a
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para o éleo
essencial de orégano frente a levedura Candida albi-
cans foi de 2.000 ug/mL, similar a obtida no presente
estudo, no entanto, MONOHAR et al, (2001) e
TAMPIERI et al., (2005) encontram valores de CIMs
menores 250 pug/mL e 500 ppm, respectivamente.
Essas diferencas podem ser decorrentes das dife-
rencas nas metodologias e meios de cultura utiliza-
dos, como também heterogeneidade dos 6leos es-
senciais. No estudo realizado por MONOHAR et al.,
(2001) foi utilizada a técnica microdiluicdo em caldo
com meio Saboraud Dextrose e na pesquisa de
TAMPIERI et al., (2005) foi utilizado o metodo de
Suscetibilidade Antifangica em Agar Semisélido
(SAAS) também com meio Saboraud Dextrose, mas
acrescentado de Bacto Agar 0,5% e tween 20 0,1%,
em nenhum dos casos foi usado o RPMI, o qual é
preconizado pela NCCLS.

A suscetibilidade das leveduras frente ao 6leo essen-
cial de orégano testadas no presente estudo eviden-
ciou comportamento diferente de acordo com a mar-
ca e o lote das amostras testadas. Essa variagao
pode ter ocorrido devido a composigao quimica, co-
mo também as propriedades antimicrobianas dos
Oleos essenciais que dependem de varios fatores de
ordens climaticas, sazonais, geograficas, bem como
pelas condi¢cdes de cultivo, estagio de desenvolvi-
mento, periodo de colheita do vegetal e técnica de
obtengao do produto derivado. O ambiente no qual o
vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo também
influi sobre a composicao quimica dos 6leos volateis.



A temperatura, a umidade relativa, a duragao total de
exposicao ao sol e o regime de ventos exercem uma
influéncia direta [12].

Além desses fatores, os 6leos volateis apresentam
frequentemente problemas de qualidade, que podem
ter origem na variabilidade da sua composi¢cao, na
adulteracéao, falsificacdo ou, ainda, na identificagéo
incorreta do produto e sua origem [12].

Com base no presente estudo péde-se concluir que o
6leo essencial de Origanum vulgare apresentou me-
lhor atividade antimicrobiana frente as leveduras
Candida albicans e Candida krusei.
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