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RESUMO
A candidíase bucal é a infecção fúngica mais comum em portadores de HIV e, com episódios recorrentes 
em pacientes com Aids. Com o objetivo de pesquisar novos e eficazes agentes antifúngicos contra cepas 
resistentes, foi investigada a atividade antifúngica do óleo essencial de Melaleuca alternifolia, em diferentes 
concentrações, em leveduras isoladas de candidíase oral. O experimento foi realizado por meio da técnica 
de difusão em ágar. Foram avaliadas cepas padrão de Candida albicans ATCC 10231, Candida tropicalis 
ATCC 157, Candida glabrata ATCC 30070, Candida krusei ATCC 6258 e Candida dubliniensis ATCC 778157 
e os isolados da cavidade bucal de gestantes HIV positivas, sendo sete C. albicans, um C. tropicalis, um C. 
glabrata e um C. krusei. O óleo essencial foi analisado nas quantidades de 20 e 50 μL, nas concentrações 
de 10 a 100%, variando de 10 em 10%. Todas as cepas analisadas foram suscetíveis ao óleo essencial de M. 
alternifolia nas concentrações de 70% e 50%, respectivamente, nos volumes de 20 µL e 50 µL. O potencial 
antifúngico do óleo essencial de M. alternifolia desperta interesse para o desenvolvimento de novos fármacos.
Palavras-chave. Candida spp, Melaleuca alternifolia, atividade antifúngica, óleo essencial.

ABSTRACT
Oral candidiasis is a fungal infection mostly common in people infected with HIV and the recurrent 
episodes occur in patients with AIDS. Aiming at searching, a new and efficacious drug against resistant 
strains, the antifungal activity of essential oil from Melaleuca alternifolia at different concentrations was 
assessed on yeasts isolated from oral candidiasis. The experiment was performed by using agar diffusion 
technique; and the antifungal effect was evaluated on the standard strains of Candida albicans ATCC 10231, 
Candida tropicalis ATCC 157, Candida glabrata ATCC 30070, Candida krusei ATCC 6258 and Candida 
dubliniensis ATCC 778 157, and on the isolated from the oral cavity of HIV positive pregnant women, 
being seven C. albicans, one C. tropicalis, one C glabrata and one C. krusei. The essential oil was analyzed 
in quantities of 20 and 50 µL at 10-100% concentrations, ranging from 10 to 10%. All of the tested strains 
were susceptible to the M. alternifolia essential oil at concentrations of 70% and 50% in volumes of 20 µL 
and 50 µL, respectively. The antifungal activity of essential oil from M. alternifolia holds one´s attention in 
manufacturing new and effective drugs.
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INTRODUÇÃO

A candidíase bucal é a infecção fúngica mais 
comum em pacientes portadores do vírus HIV, podendo 
ocorrer em mais de 90% dos pacientes com Aids e, muitas 
vezes, com episódios recorrentes1,2.

A espécie mais isolada é a Candida albicans, 
presente em 90% dos casos, seguida pelas espécies Candida 
tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei3,4. A espécie 
C. dubliniensis tem sido associada à candidose bucal em 
portadores do HIV, porém com baixa prevalência5,6.

A resistência do gênero Candida ao tratamento 
com antifúngicos tem sido atribuída a episódios 
recorrentes da infecção e exposição intermitente e 
contínua aos antifúngicos, sendo que as espécies não-
albicans apresentam maior resistência à terapêutica, 
como observado com C. krusei, que apresenta resistência 
intrínseca ao fluconazol4. Em estudo realizado por 
Wingeter et al3, encontra-se 17% de resistência ou 
sensibilidade dose dependente aos azóis e à anfotericina B, 
em isolados de lesão na boca de pacientes HIV positivos, 
demonstrando que pode haver falha terapêutica no 
tratamento empírico.

Desta maneira, a qualidade de vida do paciente fica 
prejudicada, devido à dificuldade de deglutir os alimentos 
e pela necessidade de tratamento constante com drogas 
tóxicas. Assim, devido à diminuição da sensibilidade das 
leveduras aos antifúngicos convencionais, observou-se 
um aumento no interesse em utilizar produtos de origem 
natural com vistas a reduzir o tempo de tratamento e os 
efeitos colaterais. 

O óleo essencial de Melaleuca alternifolia (TTO) 
tem sido apontado como uma opção para o tratamento 
de infecções fúngicas causadas pelo gênero Candida, 
apresentando efeito antifúngico significativo7,8. Constituído 
principalmente por terpenoides, é utilizado na Austrália por 
tribos aborígines há mais de 80 anos e tem sido investigado 
quanto às suas propriedades farmacológicas. Apresenta ação 
antifúngica em leveduras do gênero Candida por alteração 
da permeabilidade da membrana, ocorrência de acidificação 
do meio devido à expulsão de prótons, sugerindo provável 
dano a membrana mitocondrial e comprometimento da 
produção de energia9,10.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo 
investigar a ação antifúngica de diferentes concentrações 
do óleo essencial de M. alternifolia, frente a leveduras do 
gênero Candida, isoladas da cavidade bucal de gestantes 
HIV positivas.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram empregadas cepas padrão de C. albicans 
ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258, C. tropicalis ATCC 
157, C. glabrata ATCC 30070 e C. dubliniensis ATCC 
778157 e cepas isoladas de 8 gestantes com HIV que 
apresentavam candidose bucal, sendo 7 C. albicans, 1 C. 
tropicalis, 1 C. glabrata e 1 C. krusei. Estas cepas foram 
fornecidas pelo Laboratório de Biologia Médica do 
Instituto Adolfo Lutz de Taubaté-SP.

O óleo essencial de M. alternifolia foi obtido 
comercialmente pela Ferquima Indústria e Comércio Ltda. 
As concentrações utilizadas foram de 10 a 100%, variando 
de 10 em 10%, diluídas em óleo vegetal de amêndoas 
(Amêndoas leclerc- Leclerc Industrial Ltda) e armazenadas 
em tubos cônicos estéreis.

Como controle negativo, foi utilizado o nitrato de 
miconazol na concentração de 2% (20mg/mL) (Vodol®). 

As leveduras foram semeadas em placas contendo 
agar Sabouraud-dextrose (Difco, Detroit, EUA) e 
mantidas a 37°C por 48h. A seguir, foram transferidas 
para tubos contendo 3 mL de solução fisiológica estéril 
a 0,9% e a concentração  de leveduras ajustada à escala 
0,5 de Mac Farland. 

Para a técnica de Pour Plate, em placas de 
antibiograma pipetou-se 1 mL do inóculo homogeneizado 
pelo Vortex em 70mL de ágar Sabouraud-dextrose (Difco, 
Detroit, EUA) à 45-50ºC na placa. Esta mistura foi 
homogeneizada e, após a solidificação do meio de cultura, 
foram perfurados poços de 5 mm de diâmetro, sendo um 
poço central e outros ao redor em posições equidistantes. 

Para as cepas padrão, a ação antifúngica do óleo 
essencial de M. alternifolia e do óleo vegetal de amêndoas 
foi avaliada somente no volume de 20 µL.

Para as amostras isoladas da mucosa bucal, foram 
utilizadas placas distintas nas diluições 20µL ou 50µL do 
óleo essencial de M. alternifolia e óleo de amêndoas puro 
nos orifícios laterais e no orifício central 10µL do controle 
negativo (nitrato de miconazol a 2%). As placas foram 
mantidas por aproximadamente 5 horas à temperatura 
ambiente em cabine de fluxo laminar, para que as diluições 
do óleo essencial de M. alternifolia, óleo de amêndoas e 
controle negativo difundissem no meio de cultura. Após o 
período de pré-difusão, as placas foram incubadas a 37ºC 
por 48h. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Decorrido o período de incubação, realizou-se a 
leitura dos halos de inibição em milímetros.

404

Costa ACBP, Teodoro GR, Ferreira TM, Silva FS, Maria A, Khouri S. Atividade antifúngica do óleo essencial de Melaleuca alternifolia sobre 
leveduras isoladas de candidíase bucal em gestantes HIV positivas. Rev Inst Adolfo Lutz. São Paulo, 2010; 69(3):403-7. 



RESULTADOS E DISCUSSÃO
	
Os resultados dos ensaios realizados com as cepas 

padrão e cepas isoladas da mucosa bucal no volume de 20 
µL são apresentados na Tabela 1. Na Tabela 2, constam 
os resultados do volume de 50 µL. Não foi observada 
atividade antifúngica do óleo vegetal de amêndoas e todas 
as cepas estudadas apresentaram sensibilidade ao nitrato 
de miconazol, com halos de inibição que variaram de 25 
a 44 mm. (Tabela 1)

	As cepas avaliadas apresentaram sensibilidade 
frente às concentrações do óleo essencial de M. alternifolia, 
com destaque para cepa padrão de C. dubliniensis, que 
apresentou halos de inibição (>40 mm), a partir da 
concentração de 70% (Tabela 1). Esta cepa emergente 
em lesões bucais em paciente HIV positivos, é capaz de 
desenvolver resistência ao fluconazol in vitro mais rápido 
que a C. albicans10.

	Todas as cepas de C. albicans isoladas da mucosa bucal 
no volume de 20 µL, apresentaram halos de inibição a partir 

Tabela 1. Halos de inibição (mm) formados pela ação do óleo essencial de M. alternifolia (TTO) (20 µL) e nitrato de miconazol (10 µL) frente 
às cepas de Candida spp isoladas da cavidade bucal de gestantes HIV positivas e cepas padrão

Cepas
Óleo essencial de Melaleuca. alternifolia (%) e nitrato de miconazol (2%)

10-20 30 40 50 60 70 80 90 100 NM*

C. albicans1 0 0 0 8 ± 0 10 ± 2 12 ± 2 13 ± 2 15 ± 1 16 ± 2 40 ± 2

C. tropicalis 0 0 0 9 9 ± 2 12 ± 1 13 14 ± 1 16 ± 2 31 ± 3

C. glabrata 0 0 0 0 0 15 ± 1 15 ± 2 15 16 37 ± 2

C. krusei 0 0 0 0 11 12 ± 3 13 14 ± 1 16 25 ± 3

C. albicans ATCC 10231 0 0 8 ± 1 9 14 ± 2 15 16 ± 1 17 ± 1 21 ± 1 35 ± 2

C. tropicalis ATCC 157 0 0 0 8 ± 1 10 ± 2 15 ± 1 17 19 23 ± 2 28

C. glabrata ATCC 30070 0 0 0 0 8 ± 1 10 ± 2 11 12 13 ± 2 29 ± 1

C. krusei ATCC6258 0 0 0 0 9 10 11 ± 1 11 ± 1 13 ± 2 23 ± 2

C. dubliniensis
ATCC 778157 0 10 ± 1 11 ± 1 18 ± 1 39 ± 2 >40 >40 >40 >40 40 ± 3

1valores das médias e desvios padrões dos halos de inibição (mm) formados pelas 7 cepas de C. albicans isoladas da mucosa bucal
*NM: nitrato de miconazol
Resultados numéricos em mm

Tabela 2. Halos de inibição (mm) formados pela ação do óleo essencial de M. alternifolia (50 µL) frente às 10 cepas de Candida spp isoladas da 
cavidade bucal de gestantes HIV positivas
	

Cepas
Óleo essencial de Melaleuca alternifolia (%)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
C.albicans 1 0 0 4 ± 4 8 ± 3 10 ± 1 11 ± 1 13 ± 1 14 ± 1 16 ± 1 17 ± 3
C. tropicalis 0 0 0 10 ± 1 11 ± 1 12 ± 1 13 ± 1 13 ± 1 14 ± 2 15 ± 2
C. glabrata 0 0 0 9 ± 1 11 11 14 ± 1 15 ± 2 16 ± 1 17 ± 2
C. krusei 0 0 0 0 9 ± 1 11 12 ± 1 14 15 ± 1 16 ± 1

1valores das médias e desvios padrões dos halos de inibição (mm) formados pelas 7 cepas de C. albicans isoladas da mucosa bucal
Resultados numéricos em mm
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da concentração de 50%, com variação dos halos de 8 a 16 
mm (Tabela 1). Para o volume de 50 µL, 3 cepas de C. albicans 
apresentaram halos de inibição a partir da concentração de 
30%; as outras 4 cepas, a partir da concentração de 40%, com 
variação de diâmetro de 4 a 17 mm. (Tabela 2)

O diâmetro dos halos de inibição formados pelas 
concentrações do óleo essencial de M. alternifolia foi menor 
do que o observado no nitrato de miconazol a 2% (20mg/
mL). É possível que a inibição do óleo essencial de M. 
alternifolia não tenha sido maior pelo fato dos componentes 
de maior atividade antimicrobiana, como os terpenoides, 
possuirem baixa solubilidade em meios aquosos, impedindo 
o contato físico com o microrganismo em teste11. Porém, 
foi observada sensibilidade de todas as cepas testadas, no 
volume de 20 µL, a partir da concentração de 70% (Tabela 
1), e no volume de 50 µL, a partir da concentração de 50% 
(Tabela 2). Corroborando as considerações de Costa et al11, 
é difícil comparar os resultados encontrados no presente 
estudo com os obtidos por outros trabalhos, pois são 
empregadas metodologias diferentes, e a composição do 
óleo essencial pode variar, dependendo do local de plantio, 
condições de cultivo e época de colheita.

As cepas de C. albicans e C. tropicalis apresentaram-
se mais sensíveis em relação às cepas de C. krusei e C. 
glabrata. O mesmo foi demonstrado por Mondello et al12, 
que testaram o óleo essencial de M. alternifolia em várias 
cepas do gênero Candida, isoladas de pacientes HIV-
positivos, e obtiveram Concentrações Inibitórias Mínimas 
(CIM) menores para cepas de C. tropicalis, e maiores 
para as cepas de C. krusei e C. glabrata. Hammer et al13 
observaram um CIM maior para as cepas de C. glabrata 
do que para C. albicans e C. parapsilosis. Vazquez et al14 

testaram cepas de pacientes com candidemia, candidose 
de orofarínge sintomática, candidose de esofaringe e 
colonização assintomática, observando menor atividade 
antifúngica do óleo essencial de M. alternifolia em C. 
glabrata e menores CIMs contra C. albicans. Neste estudo, 
a menor sensibilidade foi observada em C. krusei, levedura 
de resistência conhecida ao fluconazol15.

Estudos in vivo têm sido realizados para avaliar o efeito 
do óleo essencial de M. alternifolia no tratamento de infecções 
causadas por leveduras do gênero Candida16,17. Jandourek et 
al16 realizaram um estudo clínico em que avaliaram o efeito de 
uma solução de óleo essencial de M. alternifolia em pacientes 
HIV-positivos com candidose bucal e obtiveram significativa 
resposta contra as leveduras do gênero Candida in vivo.

Para o tratamento de estomatite protética, foram 
avaliados 27 pacientes por 12 dias de tratamento com uma 

mistura de óleo essencial de M. alternifolia e Coe-Comfort, 
um condicionador de tecidos. A partir do terceiro dia, ocorreu 
diminuição da colonização por leveduras do gênero Candida 
e diminuição da inflamação do palato. Os autores sugeriram 
usar esta associação como terapia alternativa contra a 
estomatite protética resistente às terapias convencionais17.

	Wingeter et al3 discutiram a alta taxa de resistência 
dessas leveduras aos antifúgicos convencionais, ressaltando 
que estes fatos poderiam estimular as indústrias farmacêuticas 
a diversificar o arsenal terapêutico para a candidose bucal 
e oferecer novas opções de drogas antifúngicas para o uso 
tópico em mucosas, tendo em vista a grande ingestão de 
medicamentos por via oral pelos portadores do HIV.

CONCLUSÃO

As cepas de candidose bucal mostraram 
sensibilidade frente às diversas concentrações do óleo 
essencial de M. alternifolia, com 100% sensibilidade das 
leveduras do gênero Candida, a partir das concentrações de 
70% e 50% nos volumes de 20 µL e 50 µL, respectivamente. 
Os resultados demonstraram o potencial antifúngico do 
óleo essencial de M. alternifolia, despertando o interesse 
para o desenvolvimento de novos fármacos.
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