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Utopia [...] 

Ella está en el horizonte —dice Fernando Birri—. Me acerco dos 

pasos, ella se aleja dos pasos. Camino diez pasos y el horizonte se 

corre diez pasos más allá. Por mucho que yo camine, nunca la 

alcanzaré. ¿Para qué sirve la utopía? Para eso sirve: para caminar. 

 Fernando Birri citado por Eduardo Galeano, em Las palabras andantes. 
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RESUMO 
 
 

SUSCETIBILIDADE IN VITRO DE Candida rugosa FRENTE A ANTIFÚNGICOS E 
ÓLEOS ESSENCIAIS 

 
 

AUTORA: Aline Ludwig 
ORIENTADOR: Janio Morais Santurio 

 
 

O isolamento de espécies de Candida não-albicans tem aumentado, assim 
como a resistência dessas leveduras aos antifúngicos existentes. Candida rugosa 
(Diutina rugosa) tem sido considerado patógeno emergente e acomete humanos e 
animais. A avaliação da suscetibilidade aos antifúngicos é uma forma de monitorar a 
resistência e optar por terapias com melhor resposta. Nesse intuito, o presente 
estudo, avaliou a sensibilidade de isolados de C. rugosa frente aos fármacos 
fluconazol, voriconazol, cetoconazol, itraconazol, anfotericina B, nistatina, 
terbinafina, flucitosina, caspofungina, micafungina e anidulafungina. Além disso, 
como forma de buscar alternativas aos tratamentos convencionais, avaliou-se a 
atividade antifúngica in vitro dos óleos essenciais obtidos de Origanum vulgare 
(orégano), Cinnamomum cassia (canela cassia), Rosmarinus officinalis (alecrim), 
Ocimum basilicum (manjericão), Piper nigrum (pimenta petra) e os compostos 
carvracol, timol e cinamaldeído frente a C. rugosa. Foram utilizadas quinze cepas de 
C. rugosa isoladas a partir de animais (nove cães, três bovinos, um equino, um quati 
e um gavião). Empregou-se a metodologia de microdiluição em caldo padronizada 
pelo documento M27- A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 
através da qual determinou-se Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos agentes 
testados. Os resultados demonstraram CIM capaz de inibir 90% das cepas testadas 

de: 0,125 µg/mL para cetoconazol e voriconazol; 0,25 µg/mL para micafungina; 0,5 

µg/mL para anidulafungina; 1 µg/mL para caspofungina; 2 µg/mL para itraconazol, 

flucitosina e anfotericina B; 8 µg/mL para fluconazol e 16 µg/mL para nistatina. 

Terbinafina não foi capaz de inibir as cepas de C. rugosa testadas. Os compostos 
majoritários e os óleos essenciais de orégano, canela cássia e manjericão 

apresentaram CIM variando de 40 µg/mL a 320 µg/mL. Os óleos de alecrim e 

pimenta preta, entretanto, não apresentaram atividade inibitória nas concentrações 
testadas. Em conclusão, o presente trabalho demonstrou o perfil de suscetibilidade 
de uma pequena coleção de C. rugosa isoladas de animais a onze antifúngicos 
comerciais; ressalta-se, porém a necessidade de estabelecimento de breakpoints 
espécie-específicos para melhor caracterização da suscetibilidade. Mostrou-se 
também que os óleos de orégano, canela cássia, manjericão e os compostos 
carvacrol, timol e cinamaldeído apresentam-se como possíveis alternativas de 
tratamento e merecem avaliação in vivo para confirmação de sua atividade frente a 
infecções por C. rugosa. 
 
 
 

Palavras chave: Candida rugosa. Diutina rugosa. Suscetibilidade. 

Antifúngicos. Óleos essenciais. 
 

 

 



8 
 

ABSTRACT 

 

IN VITRO SUSCEPTIBILITY OF Candida rugosa AGAINST ANTIFUNGALS AND 
ESSENTIAL OILS 

 

 

AUTHOR: Aline Ludwig 

ADVISOR: Janio Morais Santurio 
 
 

The isolation of Candida non-albicans species has increased, as well as the 
resistance of these yeasts to the existing antifungal. Candida rugosa (Diutina rugosa) 
has been considered an emerging pathogen and affects humans and animals. 
Assessment of antifungal susceptibility is one way of monitoring resistance and 
predicting appropriate therapies. In this context, the present study evaluated the 
sensitivity of C. rugosa isolates against fluconazole, voriconazole, ketoconazole, 
itraconazole, amphotericin B, nystatin, terbinafine, flucytosine, caspofungin, 
micafungin and anidulafungin. In addition, as a way of seeking alternatives to 
conventional treatments, the in vitro antifungal activity of the essential oils obtained 
from Origanum vulgare (oregano), Cinnamomum cassia (cassia), Rosmarinus 
officinalis (rosemary), Ocimum basilicum (basil), Piper nigrum (black pepper) and the 
compounds carvracol, thimol and  cinnamaldehyde against C. rugosa. Fifteen C. 
rugosa strains isolated from animals (nine dogs, three cows, one equine, one coati, 
one hawk) were used. The broth microdilution methodology standardized by Clinical 
and Laboratory Standards Institute (CLSI) document M27-A3 was used to determine 
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the tested agents. The results showed 
MIC capable of inhibiting 90% of the tested strains of: 0.125 µg/mL for ketoconazole 
and voriconazole; 0.25 µg/mL for micafungin; 0.5 µg/mL for anidulafungin; 1 µg/mL 
for caspofungin; 2 µg/mL for itraconazole, flucytosine and amphotericin B; 8 µg/mL 
for fluconazole and 16 µg/mL for nystatin. Terbinafine was not able to inhibit the 
yeast growth. The compounds carvacrol, thimol and cinnamaldehyde and the 
essential oils of oregano, cassia and basil presented MIC ranged from 40 µg/mL to 
320 µg/mL. Moreover, the essential oils of black pepper and rosemary were tested 
but did not present activity in the concentration used. In conclusion, the present work 
demonstrated the susceptibility profile of a small collection of C. rugosa isolated from 
animals to eleven commercial antifungals; however, it is necessary to establish 
species-specific breakpoints to better characterize the susceptibility. It was also 
shown that the oils of oregano, cinnamon cassia, basil and the compounds carvacrol, 
thymol and cinnamaldehyde are possible alternatives of treatment and deserve in 
vivo evaluation to confirm their activity against C. rugosa infections. 

 

 

Key words: Candida rugosa. Diutina rugosa. Susceptibility. Antifungals. 

Essential oils. 
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ESTRUTURA E ORGANIZAÇÃO 

Os materiais e métodos, resultados e discussão que fazem parte desta dissertação 

estão apresentados sob a forma de artigo e encontram-se na seção MANUSCRITO, 

assim como as referências bibliográficas citadas no artigo. As referências 

encontradas no final deste trabalho referem-se às citações contidas nos itens 

APRESENTAÇÃO e REVISÃO DA LITERATURA. 
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1 APRESENTAÇÃO 

 

Leveduras do gênero Candida são componentes da microbiota de humanos e 

animais. Entretanto, devido a falhas de proteções física, química e imunológica, 

esses micro-organismos podem tornar-se patogênicos e causar enfermidades, que 

são denominadas candidoses (MUELLER et al., 2002; MORETTI et al., 2004; 

SIDRIM & ROCHA, 2004). 

  Um aumento das infecções causadas por Candida spp. tem sido descrito nas 

últimas décadas, especialmente após o advento da Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (SIDA), além disso, o uso indiscriminado de antibióticos e 

imunossupressores estão envolvidos nos casos mais graves da doença (WINGETER 

et al., 2007). Nos animais, assim como nos humanos, a propagação das leveduras é 

facilitada por fatores como: estresse, alterações do pH, uso de antibióticos, 

glicocorticoides ou fármacos indutores de neutropenia, deficiência nutricional, 

doenças metabólicas e endocrinopatias (CLEFF et al., 2007). 

Mais de 200 espécies fazem parte do gênero Candida e embora Candida 

albicans continue sendo a mais comum associada às candidoses, o isolamento de 

espécies não-albicans tem aumentado (PFALLER & DIEKEMA, 2007; MANZANO-

GAYOSSO et al., 2008). Diversos estudos relatam o isolamento de Candida rugosa 

a partir de infecções tanto em pacientes animais quanto em humanos.  Este 

patógeno tem sido considerado agente emergente de infecções, sendo proeminente 

na América Latina (PFALLER et al., 2006). Em humanos, C. rugosa muitas vezes 

está associada a indivíduos imunocomprometidos submetidos a procedimentos 

médicos invasivos (COLOMBO et al., 2003; MINCES et al., 2009). Há relatos na 

literatura de insucesso terapêutico e resistência in vitro de C. rugosa aos 

antifúngicos (DUBE et al., 1994; COLOMBO et al., 2003; HERNANDEZ et al., 2004; 

PFALLER et al., 2010.)  

 O arsenal de medicamentos antifúngicos existentes é limitado e há relatos de 

diferentes espécies de Candida resistentes a esses fármacos. A resistência aos 

antifúngicos tem sido monitorada em cepas de Candida sp. isoladas a partir de 

infecções em humanos (LOEFFLER et al., 2000). Apesar da metodologia para testes 

de suscetibilidade estar estabelecida e padronizada pelo Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI), são pouco frequentes os trabalhos que avaliam a 

sensibilidade in vitro de cepas de Candida sp. isoladas de animais.   
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Em virtude da escassez de informações sobre o perfil de sensibilidade de 

cepas de C. rugosa, principalmente oriundas de animais, a drogas antifúngicas e 

levando-se em consideração o potencial patogênico do gênero Candida, estudos de 

avaliação de suscetibilidade in vitro são fundamentais para escolha do tratamento 

adequado da infecção por C. rugosa. 

Além disso, é pertinente a busca de novas opções terapêuticas para as 

infecções fúngicas e, dentre as alternativas que podem ser exploradas, encontram-

se os óleos essenciais. Segundo Craveiro et al. (1981) a designação “óleo essencial” 

caracteriza líquidos oleosos voláteis dotados de aroma forte, extraídos de plantas 

por alguns processos específicos, sendo o mais frequente a destilação por arraste 

de vapor de água. Estes compostos são metabólitos secundários das plantas que 

tem por função defesa contra ataques por micro-organismos e herbívoros, além de 

atraírem insetos visando à polinização (COWAN, 1999).  

 Os óleos essenciais vêm sendo usados com diversas finalidades durante 

muitos séculos; nas últimas décadas, numerosos estudos in vitro e in vivo foram 

realizados avaliando as atividades antibacterianas e antifúngicas destas substâncias 

(COSENTINO et al., 1999; PINA-VAZ et al., 2004; TAMPIERI et al., 2005; KHAN et 

al., 2011; EBANI et al., 2017; KSOURI et al., 2017). Componentes como terpenos, 

alcaloides, flavonoides presentes nos óleos essenciais de plantas são possivelmente 

responsáveis pelas propriedades terapêuticas dos óleos (PICCINELLI et al., 2014; 

COSTA et al., 2015). Nesse contexto, ressalta-se a importância de avaliar a 

atividade antifúngica de óleos essenciais obtidos de plantas frente a fungos 

patogênicos, especialmente devido à resistência que vem sendo observada em 

espécies de Candida não-albicans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

1.2 PROPOSIÇÃO 

 

Avaliar a suscetibilidade in vitro de isolados de Candida rugosa frente a 

antifúngicos, óleos essenciais e componentes majoritários. 

 

- Analisar, com base nas concentrações inibitórias mínimas (CIM), a 

suscetibilidade de C. rugosa frente aos agentes voriconazol, cetoconazol, 

itraconazol, fluconazol, caspofungina, micafungina, anidulafungina, nistatina, 

anfotericina B, terbinafina e flucitosina; 

- Investigar, com base nas CIMs, a suscetibilidade de C. rugosa frente aos 

óleos essenciais de orégano, canela cássia, manjericão, alecrim, pimenta preta 

e aos compostos majoritários carvacrol, timol e cinamaldeído. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 AGENTES ANTIFÚNGICOS  

 

Fungos e mamíferos são seres eucariotos e por esse motivo suas células 

apresentam muitas semelhanças. Esse fator traz limitações ao desenvolvimento de 

fármacos, muitas substâncias com propriedades antifúngicas causam reações 

deletérias inespecíficas, podendo acarretar uma série de efeitos colaterais à terapia 

(LACAZ et al., 2002; SIDRIM & ROCHA, 2004). 

As classes de agentes com propriedades antifúngicas que estão disponíveis 

no mercado são derivados poliênicos (anfotericina B e nistatina), azólicos 

(cetoconazol, miconazol, itraconazol, fluconazol, voriconazol, ravuconazol, 

posaconazol, isavuzonazol), alilaminas (terbinafina e naftifina), antimetabólitos (5-

flucitosina) e inibidores da síntese de glucana (caspofungina, anidulafungina e 

micafungina) (DERESINSKI & STEVENS, 2003; JOHNSON et al., 2004; MICELI & 

KAUFFMAN, 2015). 

 

 

2.1.1 Azólicos   

 

Os antifúngicos azólicos constituem-se de um grupo de fármacos sintéticos 

fungiostáticos (Figura 1), caracterizados por apresentarem um anel imidazólico 

ligado por ligação carbono-nitrogênio com outros anéis aromáticos (SPINOSA et al., 

2002). O número de átomos de nitrogênio presentes no anel imidazol determina a 

classificação desses fármacos em imidazólicos (miconazol, cetoconazol) quando 

houver dois átomos de nitrogênio e triazólicos (fluconazol, itraconazol, voriconazol, 

posaconazol, ravuconazol) quando apresentarem três átomos de nitrogênio 

(CATTALÁN & MONTEJO, 2006). 

A atividade antifúngica dos azólicos ocorre através de diversos mecanismos, 

sendo o mais importante a inibição da síntese do ergosterol, um importante 

componente da membrana plasmática dos fungos. Esses agentes ligam-se a a 

enzima 14-α-demetilase presente no citocromo P450 da célula fúngica e inibem a 

desmetilação do lanosterol, um precursor do ergosterol (SPINOSA et al., 2002). A 

inibição da produção do ergosterol ocasiona mudanças na estrutura e funções da 
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membrana celular, levando a inibição do crescimento fúngico (KANAFANI & 

PERFECT, 2008).  

Os triazólicos apresentam elevado espectro de atividade e baixa toxicidade, 

pois possuem alta afinidade com citocromo P450 dos fungos e não tem afinidade 

pelo citocromo P450  dos mamíferos (SPINOSA et al., 2002). 

 

Figura 1- Estrutura química dos agentes antifúngicos azólicos. 

 

2.1.2 Poliênicos  

 

No início da década de 1950, surgiram os derivados poliênicos, representados 

pela anfotericina B e ninstatina (SIDRIM & ROCHA, 2004). A Anfotericina B foi, até 

os anos 1990, o fármaco mais utilizado no tratamento de micoses sistêmicas 

(MAERTENS, 2004). A nistatina, devido a sua toxicidade, é usada na sua forma  

tópica (BEN-AMI et al., 2008). 

Os poliênicos são fungicidas de amplo espectro, produzidos por bactérias do 

gênero Streptomyces e caracterizados por terem porções hidrofílicas e hidrofóbicas 

em suas moléculas (Figura 2). Seu mecanismo de ação está baseado em alteração 

da permeabilidade da membrana celular, pois ligam-se ao ergosterol presente na 

membrana da célula fúngica formando pequenos canais transmembranares. Com 

isso, ocorre extravasamento de componentes citoplasmáticos vitais e ocorre morte 

da célula (GOODMAN & GILMAN, 2003; CATTALÁN & MONTEJO, 2006). 

A anfotericina B necessita ser administrada nas formas intravenosa, 
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intratecal ou inalatória, pois não é absorvida por via oral ou intramuscular (GUBBINS 

& ANAISSIE, 2002).  É insolúvel em água, necessitando solubilização em meio 

contendo deoxicolato. Essa forma permite que a anfotericina B se ligue ao colesterol 

das células de mamíferos, provocando vários efeitos adversos, entre eles a 

nefrotoxicidade (BRANCH, 1988). 

Atualmente, existem formas de apresentação da anfotericina B 

desenvolvidas pela indústria para limitar sua toxicidade: anfotericina B complexo 

lipídico, anfotericina B em dispersão coloidal e a forma lipossomal. Estas 

formulações apresentam bom espectro de ação e são menos nefrotóxicas (REX et 

al., 2001; DUPONT, 2002). 

 

Figura 2: Estrutura química anfotericina B e nistatina 

 

2.1.3 Análogos da pirimidina 

 

Também na metade do século XX foi descoberta atividade antimicótica da 

flucitosina, um derivado pirimidínico fluorado (Figura 3), que ampliou o arsenal 

terapêutico das micoses profundas (SIDRIM & ROCHA, 2004). A flucitosina é um 

pró-fármaco sintético do tipo antimetabólito. Sua ação ocorre através da conversão, 

no citoplasma da célula fúngica, em 5-fluoracil, que é convertido em 5-fluoro-2’ –

deoxiuridina 5’- monofosfato, um antimetabólito que inibe a enzima timidilato 

sintetaze, com isso inibindo a síntese do DNA fúngico (SPINOSA et al., 2002).  

Figura 3: Estrutura química da flucitosina. 
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2.1.4 Equinocandinas 

 

As equinocandinas são lipopeptídeos semissintéticos que tem como alvo a 

parede celular do fungo, inibindo a enzima β-1-3-glucana sintase, ligada a síntese de  

β-1-3-D-glucana, componente da parede celular dos fungos (DERESINSKI & 

STEVENS, 2003). Essa é a classe mais nova de antifúngicos, composta por 

caspofungina, anidulafungina e micafungina (Figura 4), que são derivados de 

produtos naturais de fermentação fúngica (GUBBINS & ANAISSIE, 2002). A 

toxicidade deste grupo é baixa devido à ausência da molécula de glucana nas 

células dos mamíferos (ARIKAN et al., 2005). 

 

Figura 4: Estrutura química das equinocandinas. 

 

2.1.5 Alilaminas 

 

A terbinafina (Figura 5) é um antifúngico químico, do grupo das alilaminas, 

que inibe a ação da esqualeno epoxidase, enzima importante para a formação do 

ergosterol na membrana fúngica, resultando em morte celular (ODDS et al., 2003). 

Os efeitos tóxicos são limitados e temporários e os sinais mais frequentes estão 

relacionados ao trato gastrointestinal ou tecido cutâneo (RICHARDSON & 

WARNOCK, 1993). 
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Figura 5: Estrutura química da terbinafina. 

 

2.2 ÓLEOS ESSENCIAIS 

 

A utilização de plantas na cura e prevenção de doenças, principalmente por 

curandeiros e benzedeiras, é uma prática comum desde os primórdios da civilização 

humana. O uso dessas plantas de forma empírica acaba servindo como triagem 

para que pesquisas científicas sejam realizadas e as propriedades terapêuticas 

elucidadas (ALMEIDA, 2003).  

Óleos essenciais são originados do metabolismo secundário de plantas. 

Numerosos estudos in vitro e in vivo foram realizados nas últimas décadas avaliando 

atividades antibacterianas e antifúngicas de óleos essenciais. Hoje em dia, possuem 

muitas aplicações na indústria de alimentos, cosméticos, agronômica e farmacêutica 

(DEANS et al., 1989; GONÇALVES et al., 2003; BURT, 2004, TAMPIERI et al., 

2005).  

A composição química desses óleos é complexa, formada por 

hidrocarbonetos terpênicos, alcoóis simples, fenóis, aldeídos, éteres, ácidos 

orgânicos, ésteres, cetonas, lactonas, cumarinas, compostos contendo nitrogênio e 

enxofre (GONÇALVES et al., 2003). Esses compostos apresentam-se em diferentes 

concentrações nos óleos essenciais e normalmente um deles é o majoritário, 

existindo outros em menores teores e alguns em baixíssimas quantidades, sendo 

denominados de elementos traços (SIMÕES et al., 1999). 

Estudos demonstram que os compostos majoritários, isoladamente, 

eventualmente apresentam maior atividade inibitória quando comparados ao óleo 

essencial originário, uma possível explicação pode ser o fato de que compostos 

encontrados em menor concentração exerçam efeito antagonista na atividade do 

óleo (BASSOLE et al., 2003; BOTELHO et al., 2007). 
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A capacidade antimicrobiana de óleos essenciais é amplamente conhecida e 

comprovada, todavia os mecanismos pelos quais esses óleos atuam não estão 

completamente elucidados (LAMBERT et al.,2001). Devido ao variado número de 

compostos químicos presentes nos óleos essenciais, é provável que sua atividade 

não seja atribuível a um mecanismo específico, mas que existam vários alvos na 

célula (CARSON et al., 2002).  

Existe consenso de que grande parte dos compostos aromáticos e fenólicos 

atue na membrana plasmática dos micro-organismos, modificando sua estrutura e 

função (HOLLEY & PATEL, 2005). Alguns mecanismos comumente aceitos como 

responsáveis pela ação antimicrobiana são: dano à membrana citoplasmática, 

degradação da parede celular, danos às proteínas da membrana, perda dos 

componentes celulares, coagulação do citoplasma e diminuição do fluxo de prótons 

através da membrana celular (BURT, 2004). 

 

2.2.1 Origanum vulgare 

 

 O óleo essencial de orégano (Origanum vulgare) é rico em carvacrol, timol e 

terpenol. O orégano atua como tônico geral, digestivo, espasmolítico, expectorante, 

antisséptico, analgésico e cicatrizante (CÁCERES, 1999). 

Há evidências de que óleo essencial de orégano apresente atividade contra 

bactérias e fungos (SIVROPOULOU et al., 1996; ALIGIANNIS et al., 2001 

ELGAYYAR et al., 2001). Manohar et al. (2001) demonstraram que o óleo essencial 

de orégano possui efeito fungicida contra C. albicans, além de inibir a formação de 

tubo germinativo desta levedura. Neste estudo, as propriedades antifúngicas do óleo 

de orégano foram examinadas in vitro e in vivo frente a C. albicans. A combinação 

do uso de óleo de orégano com nistatina foi avaliada por Rosato et al. (2009) e 

apresentou efeito sinérgico.  

Em estudo realizado por Pozzatti e colaboradores (2009) sobre a atividade de 

óleos essenciais, o óleo de orégano demonstrou efeito antifúngico frente a cepas de 

C. albicans e C. dubliniensis. Em outro estudo, os autores mostraram capacidade do 

óleo essencial de orégano em inibir a formação de tubo germinativo em isolados de 

C. albicans e C. dubliniensis. Destaca-se a importância desse resultado, pois a 
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produção de tubo germinativo é um mecanismo importante na patogenicidade 

destas espécies (POZZATTI et al., 2010). 

Óleo essencial de O. vulgare mostrou-se efetivo frente a cepas de C. albicans, 

C. tropicalis, C. dubliniensis, C. krusei e C. glabrata sensíveis e resistentes e 

resistentes ao fluconazol (POZZATTI et al., 2008). Nas pesquisas de Abrantes et al. 

(2013) o óleo também apresentou efeito inibitório sob C. parapsilosis, C. glabrata, C. 

guillermondii. 

 

2.2.2 Cinnamomum cassia 

 

O óleo essencial de canela, bem como a canela em pó, são empregados na 

preparação de alguns medicamentos na área farmacêutica. Esta planta apresenta 

propriedades estomáquica, carminativa e emenagoga (SOUZA et al., 1991). Seu 

óleo essencial é rico em cinamaldeído, acompanhado do ácido cinâmico, eugenol e 

linalol (LORENZI & MATOS, 2002).  

Um estudo realizado por Giordani et al. (2006) avaliou a atividade antifúngica 

do óleo de C.cassia e também sua atividade combinada à anfotericina B. O óleo 

essencial exibiu potente atividade frente a C. albicans e potencializou o efeito da 

anfotericina B (GIORDANI et al., 2006). 

Atividade inibitória do óleo essencial de C. cassia foi evidenciada frente a 

bactérias, leveduras e fungos filamentosos (OOI et al., 2006) O óleo também foi 

testado frente a C. albicans, apresentando atividade inibitória e anti-biofilme (DE 

ALMEIDA et al., 2016). 

 

2.2.3 Ocimum basilicum 

 

O manjericão (O. basilicum) é uma planta odorífera comumente utilizado na 

culinária e na medicina popular. Possui ação antiespasmódica, antitérmica e 

digestiva, além de ser efetivo contra algumas infecções bacterianas e parasitárias. 

Seu óleo essencial é composto geralmente por timol, metil-chavicol, linalol, eugenol 

e cineol (LORENZI & MATOS, 2002). 

O óleo essencial de O. basilicum, na concentração de 500 partes por milhão 

(ppm), inibiu completamente Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochraceus e 
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Fusarium moniliforme (SOLIMAN & BADEAA, 2002). Estudos tem relacionado a alta 

concentração de linalol, um monoterpeno, com a atividade antimicrobiana do 

manjericão (HANIF et al., 2011). 

O óleo essencial de manjericão exibiu acentuada atividade antimicrobiana 

contra Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Candida albicans, S. 

pneumoniae e Aspergillus niger. (HANIF et al., 2011). A atividade antimicrobiana 

desse óleo também foi testada contra isolados clínicos dos gêneros Staphylococcus, 

Enterococcus e Pseudomonas, demonstrando CIMs entre 0,003% e 0,0007% (v/v) 

(OPALCHENOVA & OBRESHKOVA, 2003). 

 

2.2.4. Rosmarinus officinalis 

 

O alecrim (R. officinalis) é utilizado popularmente no tratamento de 

amigdalites, anemias, bronquite, cefaléia, cólica, indigestão, náusea, entre outros 

(CÁCERES, 1999). 

Mangena & Muyima (1999) pesquisaram a ação antimicrobiana de três 

plantas, incluindo o alecrim, através da técnica de difusão em ágar e observaram 

que várias espécies de bactérias foram sensíveis ao óleo.  Em um estudo realizado 

por Correa-Royero et al. (2010), a concentração de 500 µg/mL do óleo essencial de 

alecrim inibiu o crescimento in vitro de Candida krusei. 

Ebani et al. (2017) também documentaram atividade in vitro do óleo essencial 

de alecrim frente a bactérias e fungos, incluindo espécies de Candida. Os isolados 

testados nesse estudo eram provenientes de cães e gatos com otite externa, 

mostrando que esse óleo pode servir como alternativa no tratamento dessa doença 

em pequenos animais. Outro estudo mostrou que esse óleo tem potencial inibitório 

frente a cepas de Candida isoladas de vacas com mastite (KSOURI et al., 2017). 

 Achados diferentes foram encontrados em estudos de Pozzatti et al. (2009), 

em que o óleo essencial de R. officinalis não foi capaz de inibir C. albicans e C. 

dubliniensis, na concentração máxima de 3200µg/mL.  
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Carvacrol
ol 

Timol 

2.2.5 Piper nigrum 

 

Piper nigrum, conhecida como pimenta preta ou pimenta do reino, é utilizada 

como condimento e quando aplicada topicamente produz efeito rubefaciente, 

estimulante e desinfetante. A composição química do óleo inclui, entre outros,  

limoneno, sabineno, β- cariofileno, β-pineno (MARTINS et al., 1998). 

Testes realizados por NIKOLIĆ et al. (2017) demonstraram efeito 

antibacteriano e antifúngico do óleo essencial de P. nigrum. Nesse mesmo estudo o 

óleo apresentou efeito sinérgico ao ser combinado com Melaleuca alternifolia e 

Citrus limon. 

 

2.2.6 Carvacrol e Timol  

 

Timol e carvacrol (Figura 6), isômeros de posição, são fenóis 

monoterpenóides biosintetizados a partir do γ-terpineno e p-cimeno, encontrados em 

diversas plantas aromáticas (BASER & DEMIRCI, 2007). São creditados a esses 

compostos uma série de propriedades farmacológicas, entre elas atividade 

antifúngica e antibacteriana (DORMAN & DEANS, 2000; LAMBERT et al., 2001; 

PINA-VAZ et al.,2004; CHAMI et al., 2005; BRAGA et al., 2007; GUO et al., 2009). 

 

Figura 6 – Estrutura química do carvacrol e do timol. 

 

 

 

 

O timol é encontrado no óleo essencial de alguns membros do gênero 

Thymus e  Origanum, da família Lamiaceae, como T. vulgaris (tomilho) e O. vulgare 

(orégano) (HUDAIB et al., 2002). O carvacrol também encontrado no óleo essencial 

de orégano (O. vulgare) (TIAN & LAI, 2006) bem como de outras espécies do 
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mesmo gênero, como O. minutiflorum (SARER et al., 1996) e O. onites (VOKOU et 

al., 1988), 

Os compostos fenólicos são capazes de dissolverem-se na membrana 

microbiana, e, desta forma, penetrarem dentro da célula onde podem interagir com 

mecanismos essenciais para o metabolismo microbiano (MARINO et al., 2001). 

Acredita-se, que o potencial antimicrobiano de compostos fenólicos, como carvacrol 

e timol, apresente-se intimamente relacionado à presença de um grupo hidroxila no 

anel fenólico, particularidade que lhes conferem um alto poder reativo (ULTEE et al., 

2002). 

Um estudo realizado por Ahmad, Khan et al. (2011) avaliou a atividade 

antifúngica dos compostos carvacrol e timol frente a cepas de C. albicans, C. 

glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, sensíveis e resistentes ao 

fluconazol e a anfotericina B, demonstrando CIM variando entre 75 µg/mL e 100 

µg/mL para carvacrol e de 100 µg/mL a 150 µg/mL para o timol. A ação desses 

compostos lipofílicos ocorre devido a interação com a membrana, formando poros e 

bloqueio da biossíntese do ergosterol. Os compostos demontraram atividade 

fungicida dose dependente e nível de citotoxicidade insignificante, mostrando serem 

promissores antifúngicos. 

 

2.2.7 Cinamaldeído 

 

O cinamaldeído é o principal constituinte do óleo essencial da casca de 

canela e outras plantas do gênero Cinnamomum, da família Lauraceae 

(ALBUQUERQUE, 1989). O cinamaldeído (Figura 7) apresenta várias atividades 

como, por exemplo, antioxidante, antimicrobiana e antifúngica (SINGH et al., 2007). 

Figura 7 – Estrutura química do cinamaldeído. 

  

Segundo estudos de Kim et al. (2012), o trans-cinamaldeído aumentou a 

atividade antifúngica in vitro da anfotericina B frente a Candida spp. e Cryptococcus 
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neoformans. O trans-cinamaldeído provoca perturbações na homeostase do sistema 

antioxidante do fungo, aumentando a atividade antifúngica da anfotericina B (KIM et 

al., 2012). Sinergismo in vitro também foi observado na associação de cinamaldeído 

e fluconazol frente a Aspergillus fumigatus e Trichophyton rubrum (KHAN & AHMAD, 

2011). 

Shreaz et al. (2011) avaliaram o potencial antifúngico de cinamaldeído frente 

a espécies de Candida fluconazol resistentes e as CIM variaram de 100 µg/mL a 500 

µg/mL. Os autores verificaram, através dos métodos de disco-difusão e curva de 

morte que o composto possui atividade fungicida. Este estudo ressalta que o 

cinamaldeído, além de inibir a biossíntese do ergosterol, inibe a bomba de prótons 

presente na membrana plasmática dos fungos, levando a uma acidificação e 

consequente morte da célula. Em comparação ao fluconazol, o cinamaldeído mostou 

níveis muito baixos de toxicidade 

 

2.3 GÊNERO Candida  

 

Infecções por Candida têm sido observadas desde os tempos de Hipócrates, 

nos anos 400 antes de Cristo, que descreveu a doença em pacientes debilitados 

(SERRACARBASSA & DOTTO, 2003). Ao longo do tempo, essa levedura recebeu 

várias nomeações e em 1923 foi classificada no gênero Candida por Berkhout 

(ODDS, 1998). Atualmente, o gênero Candida pertence ao filo Ascomycota, classe 

Hemiascomycetes, ordem Saccharomycetales e família Candidaceae (fase 

anamórfica de Saccharomycetales) (WEBSTER & WEBER, 2007). 

Já foram descritas cerca de 200 espécies do gênero, mas poucas são as 

espécies que causam infecções (PFALEER & DIEKEMA, 2004; RIBEIRO, 2008). 

Estas leveduras estão distribuídas de forma ubíqua na natureza e estão presentes 

na microbiota normal de homens e animais, sendo consideradas como micro-

organismos oportunistas (LACAZ, 2002; SUZUKI, 2009; BARBEDO & SGARBI, 

2010). Desequilíbrios entre os mecanismos de defesa dos hospedeiros e os fatores 

de virulência desses micro-organismos podem levar a ocorrência de infecção 

(DIGNANI et al., 2003). 

Os relatos de infecções causadas por outras espécies de Candida, além de C. 

albicans, tem aumentado nos últimos anos. Destaca-se que os avanços e melhorias 

nas técnicas de identificação de leveduras podem estar relacionados com esse 
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aumento. Vários autores sugerem, também, que este fenômeno seja decorrente da 

combinação de diferentes variáveis, incluindo pressão seletiva de antifúngicos, 

aumento de pacientes portadores de diferentes doenças degenerativas e neoplasias 

e a maior utilização de procedimentos invasivos (COLOMBO et al., 1999; NUCCI & 

MARR, 2005; PFALLER & DIEKEMA, 2007). 

 Os fungos do gênero Candida apresentam uma estrutura unicelular ovalada, 

gram-positiva com tamanho variável de 2 a 6 µm. As colônias têm coloração que 

varia de branca a amarelada, superfície lisa ou levemente rugosa e textura glabrosa 

úmida (MORETTI et al., 2004), que crescem bem dentro de 48 horas, entre 

temperaturas de 25 e 37°C (SIDRIM & ROCHA, 2004). 

Em geral reproduzem-se de forma assexuada por brotamento ou fissão 

formando unidades denominadas blastoconídios, os quais em algumas espécies são 

alongados e não se separam, sendo conhecidos como pseudo-hifas. Estas 

estruturas contribuem com a capacidade de invasão tecidual e consequentemente 

com a patogenicidade da levedura (RIPPON, 1988). 

 

2.4 INFECÇÕES POR Candida spp. 

 

As infecções causadas por leveduras do gênero Candida são denominadas 

candidíases ou candidoses (LACAZ et al., 2002) e essas infecções podem 

apresentar manifestações clínicas variadas, atingindo membranas mucosas, pele e 

também podendo ocorrer na forma sistêmica, como sepse, endocardite e meningite 

(FLEVARI et al., 2013). 

Alguns fatores de risco são importantes para a mudança de status do fungo 

de comensal para patogênico, como doenças degenerativas, neoplásicas, 

imunodeficiências congênita ou adquirida (COLOMBO et al., 2006; PFALLER & 

DIEKEMA, 2007). Outros fatores que também contribuem para a infecção por 

Candida são o rompimento de barreiras mucocutâneas, disfunção dos neutrófilos, 

desordem metabólica, procedimentos cirúrgicos, uso de cateteres, antibioticoterapia 

e corticoterapia prolongada, transplantes e quimioterapia (BALKIS et al., 2002; 

TRICK et al., 2002; COLOMBO et al., 2006; OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2007; 

PFALLER & DIEKEMA, 2007). 

Outro ponto importante para o estabelecimento das candidoses é a expressão 

de fatores de virulência pelo fungo, como aderência aos tecidos e formação de 
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biofilmes, produção de enzimas líticas que atuam na destruição de membranas 

celulares e pleomorfismo (TEN CATE et al., 2009; SOUZA et al., 2010). 

Infecções por Candida spp. em animais são pouco frequentes. No entanto, 

nos últimos anos, tem sido observado um aumento considerável de relatos de 

infecções por essas leveduras (DUARTE et al., 2001). Em animais domésticos, 

essas leveduras costumam afetar o conduto auditivo, sistema digestório, 

genitourinário, tegumentar, meninges, coração e fígado. Nas aves Candida spp. 

pode causar lesões no sistema digestório, desenvolvendo uma doença 

popularmente conhecida como papo pendular (CRUZ, 2010). Mastite, um dos 

principais problemas da bovinocultura de leite, também pode ser causada por 

espécies de Candida (SANTOS & MARIN, 2005). 

 Infecções sistêmicas por Candida spp. são relatadas rotineiramente em 

hospitais humanos, sendo caracterizadas por alta morbidade e mortalidade, 

especialmente em pacientes imunocomprometidos. Contudo, na medicina 

veterinária, as infecções sistêmicas são relatadas de forma isolada, especialmente 

em pequenos animais. No entanto, a possibilidade de disseminação de Candida spp. 

para diversos tecidos é uma realidade cada vez mais próxima da medicina 

veterinária (MUELLER et al., 2002; MORETTI et al., 2004).  

 

2.5 Candida rugosa 

 

O primeiro isolamento de Candida rugosa foi realizado em 1917, por 

Anderson, a partir de fezes humanas e foi denominada Mycoderma rugosa 

(MORETTI et al., 2000). Em 1942, foi reclassificada como C. rugosa por Diddens e 

Lodder (MEYER et al., 1998). Em 2015, com base em aspectos moleculares e 

filogenéticos estudados por Khunnamwong et al., foi proposta a modificação de oito 

espécies do gênero Candida para um novo gênero Diutina, entre elas Diutina 

rugosa.  

C. rugosa apresenta colônias de coloração branco a creme, com aspecto 

enrugado. Microscopicamente observam-se blastoconídeos e pseudo-hifas 

(SCHAECHTER, 2009). Essa espécie é bastante pesquisada e utilizada em 

processos industriais (HADEBAL, 1991).  Lipases de C. rugosa são descritas desde 

os anos 1960 e empregadas extensivamente na hidrólise e síntese de uma ampla 
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gama de ésteres de interesse comercial (TOMIZUKA et al.,1966; DE MARIA et al., 

2006). 

Como patógeno, até a década de 1980, C. rugosa era considerada importante 

principalmente na medicina veterinária, pois comumente era associada a casos de 

mastite em bovinos (MCDONALD et al., 1980). Em 1985 foram relatados os 

primeiros casos de fungemia em humanos por esse micro-organismo em duas 

diferentes instituições dos Estados Unidos (REINHARDT et al., 1985; SUGAR & 

STEVENS, 1985). 

O isolamento esporádico de C. rugosa tem sido reportado em diversos 

centros hospitalares de todo o mundo. Dubé et al. (1994) relataram o aumento da 

incidência de infecções por C. rugosa após o uso de nistatina tópica em uma 

unidade de queimados, os testes de suscetibilidade mostraram resistência à droga. 

Ng et al. (1998) relataram a ocorrência de sete culturas positivas para C. rugosa em 

um estudo realizado na Malásia, sendo três de sangue, dois de urina e dois de pele. 

Posteriormente, estes mesmos autores relataram mais sete casos de candidemia 

por C. rugosa entre os anos de janeiro de 1997 a outubro de 1999, número que 

correspondia a 4% das infecções fúngicas detectadas neste período (NG et al., 

2001). 

Em outro estudo com base em dados de dez anos de um hospital na 

Eslováquia, a partir de 75 culturas positivas para Candida oriundas de 45 pacientes 

com câncer em somente uma era C. rugosa. O isolamento de todas as cepas deste 

estudo estava relacionado ao tratamento profilático dos pacientes com fluconazol 

(KRCMERY et al., 1999). 

A partir de um estudo ao longo de três anos (2004 a 2007) realizado em cinco 

hospitais no México, constituído por 398 isolados de hemocultura, somente duas 

cepas de C. rugosa foram obtidas (GONZÁLEZ et al., 2008). Na Polônia, a partir de 

161 cepas de fungos provenientes de pacientes com doença renal crônica C. 

albicans foi a espécie mais prevalente e C. rugosa correspondeu a 2,48% dos 

isolados (DROZDOWSKA, 2007). Na Turquia, um trabalho avaliou 21 casos de 

peritonite fúngica e C. rugosa foi responsável por um destes (UNAL et al., 2010). 

Em um surto de candidemia no Brasil, embora as culturas tenham sido 

classificadas como sensíveis a anfotericina B, fluconazol e flucitosina, quatro de seis 

pacientes que estavam sendo tratados com anfotericina B foram a óbito, outro 

paciente que não estava sendo tratado também faleceu. Todos os pacientes 
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apresentavam múltiplos fatores de risco, como realização de diálise, uso de cateter, 

ventilação mecânica e antibioticoterapia (COLOMBO et al, 2003).  

C. rugosa coloniza frequentemente pacientes de alto risco internados em 

Unidades de Terapia Intensiva e exibe uma redução da sensibilidade a poliênicos e 

ao fluconazol (HERNANDEZ et al., 2004). Um estudo publicado por Minces et al. 

(2009) também relatou um caso de candidemia por C. rugosa em paciente com 

fatores predisponentes, como a existência de uma doença primária (doença de 

Crohn), recebimento de nutrição parenteral e uso de fármaco imunossupressor. 

Fatores de virulência não foram muito estudados nesta espécie. Cepas 

testadas por Terçarioli (2009) apresentaram baixa atividade de proteinase, produção 

nula de fosfolipase e baixa ou média produção de biofilme. O único suposto fator de 

virulência expresso de maneira considerável pelas cepas foi a produção de lipase. 

Outro estudo, com amostras de Candida isoladas de mastite, C. rugosa 

correspondeu a 34 das 207 amostras isoladas. A atividade hemolítica das cepas foi 

testada e C. rugosa mostrou ser produtora de alfa-hemólise (SEKER, 2009). Em 

trabalho realizado por Queiroz et al. (2015) uma amostra de C. rugosa demonstrou 

alta capacidade de adesão em superfícies abióticas e formação de biofilme.  

Existem poucos estudos in vivo sobre a eficácia de fármacos em infecções 

por C. rugosa, mas um trabalho com camundongos infectados avaliou o tratamento 

com anfotericina B, fluconazol, voriconazol e posaconazol e todas as drogas foram 

efetivas no prolongamento da sobrevida e redução da carga fúngica tecidual 

(HERNANDEZ et al., 2004). Outro estudo demonstrou eficácia de anidulafungina e 

caspofungina frente a infecções experimentais por esta levedura (SANCHIS et al., 

2016). 

Em animais, a maior parte dos relatos de infecção por C. rugosa está 

relacionada a casos de mastite. Porém, existem alguns relatos desta espécie 

causando outras doenças. C. rugosa foi associada a metrite em égua (GIORGI et al., 

1986). A levedura também foi isolada a partir do trato digestório de perus (MORETTI 

et al., 2000). Pressler et al. (2003) em estudo com 13 cães e sete gatos com 

problemas no trato urinário, isolaram C. rugosa a partir de infecções de dois cães. 

Todos os animais analisados no estudo possuíam algum comprometimento local ou 

sistêmico que provavelmente serviu como fator predisponente para a infecção. 

Vital et al. (2002) isolaram sete cepas de C. rugosa de amostras de solo da 

região amazônica, o que mostra que o solo é possivelmente um dos nichos que esta 
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levedura pode ocupar. Medina et al. (2017) em estudo sobre a importância de 

pombos e suas excretas como reservatórios de leveduras que podem ser 

patogênicas, isolaram C. rugosa em uma amostra de fezes e em uma amostra da 

cavidade oral. Da mesma forma, Vidotto & Gallo (1985) também encontraram esta 

espécie em fezes de pombos. Gallo et al. (1989) encontraram 25 espécies de 

leveduras em fezes de pombos, incluindo C. rugosa. 

No Brasil, em estudo sobre a etiologia de mastite clínica e subclínica em 

propriedades do estado de São Paulo, foram isolados 251 (12,07%) fungos, destes 

208 leveduras, sendo 20 espécies de Candida, entre elas C. rugosa (COSTA et al., 

1993).  C. rugosa foi a segunda espécie mais prevalente em estudo com amostras 

de leite provenientes de bovinos com mastite clínica e subclínica em outro trabalho 

também conduzido no Brasil (SANTOS & MARIN, 2005). Costa et al. (2008) em 

levantamento de rebanhos leiteiros do estado de Minas Gerais encontraram apenas 

57 leveduras entre as mais de mil amostras analisadas e destas, duas amostras 

positivas para C. rugosa. 

Crawshaw et al. (2005) identificaram C. rugosa como responsável por casos 

de mastite após o uso de antibióticos intramamários. Scaccabarozzi et al. (2011) 

isolaram C. rugosa de amostras de leite e do ambiente, como fezes, ração, cama e 

pele das vacas. Quatorze vacas foram diagnosticadas com mastite causada por este 

fungo, dez tiveram cura espontânea, porém as outras quatro foram abatidas devido 

a infecção intramamária persistente. 

Na China, fungos foram responsáveis por 35,6% dos casos de mastite clínica 

em um surto, com 16 amostras sendo positivas para C. rugosa (11,9%, entre os 

agentes fúngicos). Os animais apresentavam sinais de mastite clínica e foram 

tratados com antibióticos e corticoides (ZHOU et al., 2013). Em estudo conduzido na 

Argélia, C. rugosa foi identificada como causa de mastite clínica e subclínica 

(KSOURI et al., 2015). 

2.6 Suscetibilidade de Candida rugosa  

 

Estudo realizado em quatro hospitais de São Paulo, Brasil, 25 cepas de C. 

rugosa foram isoladas, sendo 24 do mesmo local. A suscetibilidade das amostras foi 

testada e as concentrações mínimas encontradas que foram capazes de inibir 90% 

(CIM90) dos isolados foram 1 µg/mL para anfotericina B; 64 µg/mL para fluconazol; 
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0,5 µg/mL para itraconazol e flucitosina e >16 µg/mL para caspofungina (COLOMBO 

et al., 2007). 

Utilizando-se da metodologia de microdiluição em caldo, da Matta et al. 

(2007), avaliaram 25 cepas de C. rugosa isoladas de sangue, provenientes de 4 

hospitais terciários da cidade de São Paulo isolados entre 1995 e 2003, e os 

resultados encontrados demonstraram baixa suscetibilidade aos antifúngicos 

fluconazol (CIM90 = 32µg/mL), itraconazol (CIM90 = 0,5µg/mL) e voriconazol (CIM90 = 

0,5 µg/mL). Nenhum isolado evidenciou CIM acima de 2 µg/mL para anfotericina B e 

acima de 8 µg/mL para flucitosina, o que foi considerado como 100% de 

sensibilidade para essas drogas, de acordo com os breakpoints utilizados pelos 

autores. 

Dados obtidos a partir do ARTEMIS DISK Antifungal Surveilance Program, 

referente aos anos 1997 a 2003, em estudo de Pfaller et al. (2006) demonstraram 

que C. rugosa representava 0,4% dos 134.715 isolados de Candida spp.  Este 

patógeno apresentou distribuição mundial, sendo muito comum na América Latina. A 

suscetibilidade dos isolados aos antifúngicos fluconazol e voriconazol apresentou 

variações entre as regiões geográficas, e baixa suscetibilidade foi observada 

principalmente na América Latina e Ásia-Pacífico. 

Posteriormente, Pfaller et al. (2010) analisaram os dados obtidos no mesmo 

programa para dez anos (1997 a 2007), reunindo 638 isolados clínicos de C. rugosa 

e seus dados de suscetibilidade para dois antifúngicos azólicos. O isolamento desta 

espécie aumentou ao longo dos anos e a maioria dos isolados eram provenientes da 

América Latina. Sobre o perfil de suscetibilidade, foi observada resistência em 

41,8% para fluconazol e 21,2% para voriconazol. 

Em estudo com 4625 amostras de Candida spp. isoladas de hospitais de São 

Paulo em um período de cinco anos (1999-2003) foram encontradas 292 C. rugosa. 

Ao avaliar essas amostras através da técnica de disco difusão, valores altos de CIM 

foram encontrados. A concentração de antifúngico necessária para inibir o 

crescimento de 50% das cepas foi de 100,12µg/mL para fluconazol e 0,76 µg/mL 

para voriconazol (AZEVEDO et al., 2010). 

Madhavan et al. (2010) avaliaram a atividade in vitro de fluconazol e 

voriconazol frente a seis cepas de C. rugosa, através do método Etest. Voriconazol 

apresentou melhor atividade, com CIM variando entre 0,003 µg/mL a 0,094 µg/mL; 

enquanto para  fluconazol a variação encontrada foi de 0,094 µg/mL a 12 µg/mL. 
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Três estudos avaliaram casos de candidemia em centros de trauma na Índia. 

No trabalho conduzido por Behera et al. (2010) foram encontradas 28 amostras 

provenientes de 19 pacientes positivas para C. rugosa e 25 amostras de C. rugosa 

no estudo de Singh et al. (2011). Todos os isolados foram sensíveis para flucitosina, 

anfotericina B e voriconazol, enquanto foi encontrado 21% de resistência ao 

fluconazol (BEHERA et al., 2010) e, no outro estudo, os autores detectaram 16% de 

resistência ao fluconazol (SINGH et al., 2011). Os achados apontam que todos os 

pacientes apresentavam fatores de risco, como realização de procedimentos 

médicos invasivos, muitos utilizando cateter venoso central e receberam 

antibioticoterapia. Outro trabalho publicado por Tak et al. (2014) demonstrou que C. 

rugosa foi responsável por 20 dos 212 casos de candidemia relatados. A 

suscetibilidade das amostras foi avaliada através do sistema Vitek 2 (bioMerrieux), 

não foi observada resistência para anfotericina B, flucitosina e voriconazol; e uma 

amostra apresentou resistência ao fluconazol. 

Paredes et al. (2012) avaliaram a suscetibilidade in vitro pelo método de 

microdiluição em caldo de 10 cepas de C. rugosa. As concentrações mínimas 

encontradas que foram capazes de inibir 90% (CIM90) dos isolados testados foram: 

anfotericina B 1 µg/mL; fluconazol 2 µg/mL; voriconazol 0,03 µg/mL; itraconazol 0,12 

μg / mL; micafungina 0,5 µg/mL; anidulafungina 0,25 µg/mL; caspofungina 1 µg/mL. 

Em estudo realizado em Kunming, cidade da China, sobre a presença de 

leveduras na cavidade oral em 851 indivíduos hígidos e 604 infectados com vírus 

HIV, foi isolado C. rugosa em apenas um paciente HIV positivo. A suscetibilidade da 

amostra foi testada através de microdiluição em caldo e os resultados foram CIM 

1µg/mL para fluconazol, 0,0031 µg/mL para itraconazol e voriconazol e 0,5 µg/mL 

para anfotericina B, sendo sensível a todos os antifúngicos testados (LI et al., 2013). 

Espinel-Engroff et al. (2014) documentaram a distribuição de CIM 

encontradas para Candida rugosa de diferentes laboratórios. Os dados de CIM do 

fluconazol variaram de 0,12 μg/mL a 16 μg/mL, com maior número de cepas com 

CIM 1 μg/mL e 2 μg/mL. Para o voriconazol as CIM variaram entre 0,008 µg/mL e 

0,25 µg/mL, com prevalência de 0,03 µg/mL. 

Adjapong et al. (2015) publicaram o primeiro isolamento de C. rugosa de 

amostra clínica em hospital de Gana, na África. A suscetibilidade da amostra foi 

testada através do método Etest para os antifúngicos fluconazol, itraconazol e 

voriconazol. Os resultados demonstraram resistência ao fluconazol (CIM de 24 
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µg/mL). A suscetibilidade de um isolado foi testada por Queiroz et al. (2015) pelo 

método de microdiluição em caldo e as CIM encontradas foram: 1 µg/mL para 

anfotericina B, 2 µg/mL para nistatina, 0,0625 µg/mL para itraconazol, 2 µg/mL para 

vorivonazol e 8 µg/mL para o fluconazol. 

Dados sobre a suscetibilidade de cepas de C. rugosa isoladas de animais são 

raros. Um estudo sobre o isolamento de leveduras a partir de animais encontrou 

uma amostra de C. rugosa, que foi testada através do kit comercial Fungitest (Bio-

Rad Laboratories), e foi considerada sensível aos antifúngicos anfotericina B, 

fluconazol, cetoconazol, itraconazol e flucitosina (HAMAL & KOUKALOVÁ, 2010).   

A atividade de óleos essenciais sob C. rugosa não foi muito explorada ainda. 

O efeito inibitório do óleo essencial de Mesembryanthemum edule, uma planta 

medicinal utilizada por curandeiros na África do Sul, foi testado por Omoruyi et al. 

(2014) frente a espécies de Candida spp e Cryptococcus neoformans, apresentando 

CIM de 80 µg/mL para C. rugosa.  
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Summary 

Candida rugosa (recently reclassified Diutina rugosa) is an emerging pathogen 

affecting humans and animals. Candida resistance to existing drugs is an important 

factor to be monitored, as well as the need of researching alternatives to 

conventional antifungals. Here, we evaluated the in vitro effects of some antifungals 

and essential oils by the broth microdilution method (CLSI M27-A3) against fifteen C. 

rugosa strains from animals isolated and molecular identificated. The results showed 

MIC90 of: 0.125 µg/mL to ketoconazole and voriconazole, 0.25 µg/mL  to micafungin, 

0.5 µg/mL to anidulafungin, 1 µg/mL  to caspofungin, 2 µg/mL to amphotericin B, 

itraconazole and flucytosin, 8 µg/mL to fluconazole, 16 µg/mL  to nystatin and >128 

µg/mL to terbinafine. The compounds carvacrol (MIC90 320 µg/mL), thimol (MIC90 320 

µg/mL) and cinnamaldehyde (MIC90 160 µg/mL) and essential oils of oregano (MIC90 

320 µg/mL), cassia (MIC90 320 µg/mL) and basil (MIC90 320 µg/mL) demonstrated 

antifungal activity against the samples tested. Moreover, the essential oils of black 

pepper and rosemary were tested but did not present activity in the concentration 

used (320 µg/mL). 

Key words: Candida rugosa, Diutina rugosa, antifungal activity, susceptibility, 

essential oils. 
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1. Introduction 

Candida rugosa (recently reclassified   as Diutina rugosa,1 ) was first isolated 

from human feces²  by Anderson, H. W. in 1917. Lipases from this species are highly 

studied and used for biotechnological and industrial applications.3 Considered at first 

as a pathogen of veterinary medicine relevance due, mainly, to its involvement  in 

mastitis4, today C. rugosa is emerging as an agent of human infections in different 

parts of the world especially in Latin America.5,6 

C. rugosa infections in humans are often related to immunocompromised 

patients who underwent  invasive medical practices such as the use of catheters or 

previous surgery.7,8 The description of fungemia by this species first occurred in 1985 

in two  different institutions in the United States.9,10  Since then, many others cases of 

candidaemia by C. rugosa have been reported.11,12,7,13,8,14,15  

Resistance to antifungal agents has increased in Candida spp., especially in 

non-albicans species. C. rugosa apparently presents low susceptibility to azoles5 and 

amphotericin B.16 It is important to highlight that this possible resistance, makes 

epidemiological surveillance studies important.  

The propagation of fungal infections and the decreased activity of 

commercially available drugs lead to the need of expanding the antifungal drugs 

stock. In addition, the importance of research on alternative treatments is evident 

with special attention to medicinal plants. The antifungal activity of essential oils and 

their components have already been reported by several authors.17,18,19,20,21  

Therefore, the aim of this research was to investigate the susceptibility profile 

of a C. rugosa samples collection isolated from animals against antifungal agents 

commonly used in human and veterinary medicine. In addition, we aimed to check 

the inhibitory capacity of some essential oils and major compounds against this 

yeast. The in vitro activities were determined by the Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) broth microdilution reference method.  

 

2.Materials and methods 

2.1 Microorganisms 

Fifteen clinical samples of C. rugosa obtained from animals naturally infected 

were used in this study (Table 1). All clinical isolates were previously identified by 
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morphological analysis, as well as polymerase chain reaction (PCR) and DNA 

sequencing of ITS region. 

2.2 Chemicals 

2.2.1 Antifungal agents 

The drugs were obtained commercially, fluconazole (FLU), ketoconazole 

(KTZ), itraconazole (ITZ), voriconazole (VRZ), flucytosine (FCS), amphotericin B 

(AMB), caspofungin (CAS), nystatin (NYS) and terbinafine (TRB)  from Sigma 

Aldrich, St. Louis, USA; Anidulafungin (ADF) from Merck, Germany and  micafungin 

(MCF) from Astellas, Japan. The stock solution for FLU was prepared by dissolving 

the powder in destilled water. The stocks solutions for the other drugs were dissolved 

in dimethyl sulphoxide. Moreover, the intermediate solutions were prepared in RPMI 

1640 broth tamponed with 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS), according 

to the guidelines M27 – A3 of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 

2008). 

2.2.2 Essential oils 

The essential oils Origanum vulgare (oregano), Ocimun basilicun (basil), Piper 

nigrum (black pepper) and the major components carvacrol, thymol and 

cinnamaldehyde were obtained from Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Cinnamomum 

cassia (cassia) and Rosmarinus officinalis (rosemary) were purchased from 

Ferquima Ind. & Com. Ltda (Vargem Grande Paulista, Brazil). The essential oils were 

first diluted in ethanol and subsequently diluted in RPMI 1640 broth tamponed with 

MOPS.  

           2.3.  In vitro susceptibility test  

In order to evaluate the in vitro susceptibility, we used the broth microdiluition 

technique according to the internationals protocols M27 - A3 and M27 – S4 of Clinical 

and Laboratory Standards Institute.22,23 The highest concentrations studied were 320 

µg/mL for the essential oils, 128 µg/mL for TRB, FLU and NYS; 4 µg/mL for ITZ, VRZ 

and KTZ; 2 µg/mL for ADF, CAS and MCF; 32 µg/mL for AMB and FCS. The yeast 

inoculum was adjusted with a spectrophotometer and the final concentration obtained 

was 0.5 x 103  to 2.5 x 103 CFU/mL. The plates were incubated at 35ºC for 24h to 

echinocandins and for 48h to the others drugs. After the incubation period, we 
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observed the growths and the minimal inhibitory concentration (MIC) were 

determined. The MIC for azoles, echinocandins and FCS were defined as the lowest 

concentration with decrease of 50% in turbidity compared with positive control. 

However, for AMB, NYS and the essential oils the lowest concentration with 100% of 

inhibition was considered the MIC.  

2.4 Interpretation of MIC values 

In the absence of specific breakpoints for C. rugosa the criteria for 

susceptibility to the antifungal agents tested were defined according to guidelines 

proposed by CLSI to Candida albicans and previous studies which are presented in 

Table 2. There are no breakpoints established for nystatin, terbinafine and the 

essential oils. 

    3. Results 

3.1 Antifungals 

The results of the in vitro susceptibility of 15 samples C. rugosa tested against 

antifungals and the variations in the percentage of susceptibility can be observed in  

Table 2.   

Based on the data obtained, the drugs with the best in vitro activity were MCF 

and KTZ with 100% susceptible, followed by VRZ and FCS with 93.3% susceptible. 

Besides this we also tested TRB, however, none strain showed inhibition with the 

tested concentration (128 µg/mL). 

3.2 Essential oils  

The oils O. vulgare, C. cassia, O. basilicum and the components carvacrol, 

thimol and cinnamaldehyde presented inhibitory activity against the samples of C. 

rugosa tested. The minimal inhibitory concentrations (MICs) are showed in Table 3. 

Based on the parameters of susceptibility as shown in Table 3, 

cinnamaldehyde presented the best activity against the strains tested with MIC90 160 

µg/mL and variation of 40 µg/mL to 160 µg/mL. O. basilicum showed the highest 

MIC, 320 µg/mL to all samples tested.  

In addition, we also tested the essential oils rosemary and black pepper, but 

they were not able to inhibit the strains of C. rugosa at the concentration tested (320 

µg/mL).  

 

4. Discussion 
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In vitro susceptibility tests are important to monitor antifungal resistance and 

define the most effective therapy for infections. There are few data in literature about 

the susceptibility of C. rugosa. A previous study on the isolation of yeasts from 

animals carried out by Hamal and Koukalová (2010) found one sample of C. rugosa, 

which was considered sensitive for AMB, FLU, KTZ, ITZ, FCS and miconazole, using 

a commercial method called Fungitest kit (Bio-Rad Laboratories).24 Although no 

specific breakpoints for C. rugosa have been determined yet, the importance of 

knowing the susceptibility profile of this species stands on its representation of an 

emerging pathogen. 

Pfaller and colaborators6 collected data for over ten years from ARTEMIS 

DISK Global Antifungal Surveillance Program, showing that the rates of C. rugosa 

isolation increased over the years and most of the isolates were from Latin America. 

About the susceptibility profile displayed in previous works, C. rugosa resistance was 

found to FLU (41.8% R6; 57.9%R25; 100%R26) but these studies used different 

methodology (Disk diffusion and E-test). Interestingly enough, we found different 

results for this drug with 26.7% SDD and 13.3% R. These results go in agreement 

with some authors that found less resistance to fluconazole.7,27,14,15,15,28 

In our research we found only one isolate SDD for VRZ. Other studies are in 

agreement with this finding, showing high susceptibility to this drug.29,14,27,15,28,30,26 

Ketoconazole also showed to be effective against C. rugosa, which has also been 

shown previously.31 In this sense, Espinel-Engroff and contributors32 documented the 

distribution of MICs found for C. rugosa from different laboratories showing that the 

data for FLU are similar to what we found. In our research, however, most isolates 

showed lower MICs for VRZ. The results we obtained for ITZ demonstrate low 

susceptibility to this agent and contradict some literature data. This difference can 

perhaps be explained due to two facts: (1) most of these studies were performed with 

only one isolate; and (2) they  made use of different methodology.29,28,30,31,26  

MCF showed the best activity among the echinocandins in our tests, followed 

by ADF, while CAS showed only 20% susceptible. Similar data was found 

previously28,31, however, there is one  study which reported low susceptibility to all 

three echinocandins.16 When evaluating the efficacy of flucytosine, we found 93.3% 

of sensibility, with MIC90 2 µg/mL, corroborating with previous studies.7,14,15,31 

Moreover, we found some resistance to AMB (33.3% R), that was also seen in some 
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previous studies16,33 and differing from others.7,29,15,28  In this regard, a third possible 

explanation for the distinct findings is the origin of the species, since the studies 

evaluated isolates from humans. 

A study conducted by Dubé et al (1994)11 reported an increase in the 

incidence of C. rugosa infections in humans after the use of topical nystatin in a 

burned unit and susceptibility tests showed resistance to the drug. In our research, 

NYS showed MIC ranging from 1 µg/mL – 16 µg/mL.  A recent work with other 

Candida species showed MIC for NYS ranging from 2 µg/mL to >16 µg/mL.34 

The increased antimicrobial resistance and the limited number of antifungal 

agents are fundamental concerns that justify the development of research for 

alternative treatments. In this way, we evaluated the inhibitory potential of several 

essential oils against C. rugosa. To the best of our knowledge this is the first study 

about efficacy of these essential oils against C. rugosa. So far, only one essential oil 

(Mesembryanthemum edule) has been reported to inhibit the growth of this species, 

having MIC 80 µg/mL. 20  

Carvacrol and thimol are phenolic monoterpenes predominantly present in the 

essential oil of O. vulgare.35,36 The antigungal activity of these monoterpenes has 

already been described.37,38,39 More specifically, previous studies have proven the 

ability of oregano essential oil to inhibit Candida species,40,41,42,43. These results go in 

agreement with our findings, since in our study MIC values ranged from 160 µg/mL to 

320 µg/mL and MIC90 320 µg/mL. O. basilicum essential oil presents linalool, a 

monoterpene, as the major component and was able to inhibit the growth of all tested 

strains of C. rugosa with MIC value of 320 µg/mL. This effect goes in both 

agreement42,43 and disagreement40   with some findings of the literature.  

Cinnamaldehyde44 is the main constituent of cinnamon essential oil and it has 

been reported that this compound has several activities, such as antioxidant, 

antimicrobial and antifungal.45 In this work, cinnamaldehyde presented the best 

antifungal activity among the oils tested. The essential oil of C. cassia was able to 

inhibit the yeasts with MIC90 320 µg/mL. The activity of this oil against other species 

of Candida has been already reported.46,47  

In our study, R. officinalis and P. nigrum essential oils did not inhibit the C. 

rugosa strains growth with the highest concentration tested (320 µg/mL). Despite the 

fact that some literature data point out their inhibitory efficiency against Candida 

species.51,43,52. Our study is in accordance with some works,40,48,49,50. Nonetheless, 
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further studies should be carried out to verify if these oils can inhibit C. rugosa at 

higher concentrations. 

In summary, we demonstrated the susceptibility profile of a small collection of 

C. rugosa, which presented good sensitivity for micafungin, flucytosine, voriconazole, 

ketoconazole, anidulafungin. However, some resistance level was found for 

itraconazole, fluconazole, amphotericin B, caspofungin and nystatin. It is important to 

note that due to the small number of isolates evaluated in this study and the lack of 

information in the literature, mainly about animals isolates, it is difficult to characterize 

a susceptibility profile of C. rugosa. The importance of the use of standardized 

methodologies and the determination of species-specific breakpoints is evident. In 

addition, we demonstrated in vitro antifungal activity of some essential oils and major 

compounds that may represent alternatives for use in C. rugosa infections. This work 

is a starting point for more detailed in vivo studies required to confirm the efficacy 

and safety of drug treatment. 
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Table 1 - Identification and origin of the strains. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Strain 
identification 

Animal GenBank access 
number 

S35 Bos taurus MF797709 

S37 Bos taurus MF797710 

S41 Bos taurus MF797711 

S59 Canis lupus familiaris MF797727 

S126 Canis lupus familiaris MF797736 

S152 Canis lupus familiaris MF797737 

S156 Canis lupus familiaris MF797738 

S157 Canis lupus familiaris MF797739 

S189 Canis lupus familiaris MF797741 

S191 Canis lupus familiaris MF797742 

S209 Canis lupus familiaris MF797745 

S193 Equus caballus MF797758 

S28 Spizaetus melanoleucus MF797762 

S161 Nasua nasua MF797771 

S217 Canis lupus familiaris MF797783 
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Table 2 – Susceptibility of C. rugosa against antifungals agents.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MIC 50 = Minimal inhibitory concentration for inhibition of 50% of isolates; MIC 90 = Minimal inhibitory concentration for inhibition of 

90% of isolates; GM= Geometric mean; S= Susceptible; SDD= Susceptible dose dependent; I= Intermediate; R= resistant. 

Fluconazole (FLU), itraconazole (ITZ), ketoconazole (KTZ), voriconazole (VRZ), flucytosine (FCS), amphotericin B (AMB), nystatin 

(NYS), micagungin (MCF), caspofungin (CAS), anidulafungin (ADF). *1- CLSI M27 – S4, 201223; 2- CLSI M27 – S3, 200853; 3- CLSI 

M27 – A3, 200822; 4- Rex and Pfaller, 200254 

Antifungals MIC50(µg/mL) MIC90(µg/mL) GM (µg/mL) MIC range (µg/mL) S (%) SDD (%) I (%) R (%) 

FLU1* 2 8 2.4 1 – 64 60 26.7 - 13.3 

ITZ2 2 2 1.26 0.25 – 4 - 26.7 - 73.3 

KTZ3,4 0.016 0.125 0.017 0.008 – 0.125 100 - - - 

VRZ1 0.016 0.125 0.035 0.008 – 0.5 93.3 6.7 - - 

FCS2 0.5 2 0.629 0.25 – 16 93.3 - 6.7 - 
AMB3 1 2 1.203 0.5 – 2 66.7 - - 33.3 

NYS 8 16 9.624 1 - 16 - - - - 

TRB - >128 >128 >128 - - - - 

MCF1 0.125 0.25 0.069 0.004 – 0.25 100 - - - 

CAS1 0.5 1 0.48 0.016 – 1 20 - 40 40 

ADF1 0.25 0.5 0.199 0.008 – 1 73.3 - 20 6.7 

50 
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Table 3 – Susceptibility (µg/mL) of C. rugosa against essential oils.  

Essential Oils MIC50 

(µg/mL) 

MIC90 

(µg/mL) 

GM (µg/mL) MIC range 

(µg/mL) 

Carvacrol 160 320 192.48 160 – 320 

Thimol  160 320 221.11 160 – 320 

Cinnamaldehyde 80 160 87.75 40 – 160 

O. vulgare 320 320 291.75 160 – 320 

C. cassia 160 320 175.49 160 – 320 

 O. basilicum 320 320 320 320 

P. nigrum > 320 >320 >320 >320 

R. oficinallis >320 >320 >320 >320 

 

MIC 50 = Minimal inhibitory concentration for inhibition of 50% of isolates; MIC 90 = 
Minimal inhibitory concentration for inhibition of 90% of isolates; GM = geometric 
mean.  
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4 CONCLUSÃO  

 

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que: 

- Baseados nos breakpoints estabelecidos para Candida albicans, os 

antifúngicos micafungina, cetoconazol, voriconazol, flucitosina, anidulafungina, 

anfotericina B e fluconazol apresentaram ser efetivos contra C. rugosa, com 

sensibilidade de 100%; 100%; 93,3%; 93,3%; 73,3%; 66,7% e 60%, 

respectivamente. C. rugosa apresentou 73,3% de resistência ao itraconazol e 40% à 

caspofungina. 

- Nistatina inibiu os isolados testados, apresentando CIM variando de 1 µg/mL 

a 16 µg/mL. 

- Terbinafina não foi capaz de inibir C. rugosa nas concentrações testadas. 

- Os óleos essenciais Rosmarinus officinalis (alecrim) e Piper nigrum (pimenta 

preta) não apresentaram atividade antifúngica frente a C. rugosa nas concentrações 

testadas. 

- Os óleos essenciais de orégano, canela cássia, manjericão e os compostos 

majoritários carvacrol, timol e cinamaldeído apresentaram atividade antifúngica in 

vitro frente às cepas de C. rugosa nas concentrações avaliadas. 
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