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RESUMO

O objetivo deste estudo foi de avaliar a atividade antifungica de uma solugio a base de glucoprotamina
(GLU) e de dleo essencial (OE) de Cymbopogon citratus. Candida tropicalis, Claviceps lusitaniae,
Meyerozyma (Pichia) guilliermondii e Candida parapsilosis foram isoladas das superficies de um
hospital ptblico de Pelotas, RS. A atividade antifungica da GLU foi analisada nas concentragdes de
0,25% a 0,0005%, e para o OE, obtido por Clevenger, foi utilizado nas concentrag¢des de 17.500 pug/mL
20,034 pug/mL. A andlise cromatografica foi efetuada por meio de CG/MS. A atividade anti-Candida
foi analisada pela técnica de Microdiluigdo em Caldo para determinar a Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) e a Concentra¢do Fungicida Minima (CFM). A inibigdo pela GLU ocorreu em
todas as concentragdes testadas, enquanto o OE apresentou resultado de CIM que oscilou de 2846 a
5450 pg/mL, e CFM de 2853 a 5330 pg/mL. Alfa—citral (37,10%), beta—citral (32,77% e beta-mirceno
(18,75%) foram considerados como os compostos majoritarios do OE. Os dados obtidos neste
trabalho destacam a atividade antifingica da solu¢do a base de GLU e do OE de C. citratus na
eliminagdo dos isolados de Candida spp ambientais.

Palavras-chave. glucoprotamina, Candida, contamina¢do ambiental, Hospital, éleo essencial de
Cymbopogon citratus.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the antifungal activity of glucoprotamine solution (GLU) and the
essential oil from Cymbopogon citratus (EO). Candida tropicalis, Claviceps lusitaniae, Meyerozyma
(Pichia) guilliermondii and Candida parapsilosis were isolated from the samples, which were collected
from the surfaces of a public hospital located in Pelotas, RS. The antifungal activity of GLU was
detected at the concentrations from 0.25% to 0.0005%, while the EO, by Clevenger, was used at
concentrations from 17.500 ug mL to 0.034 pg/mL. Chemical analysis was determined by GC/MS.
The anti-Candida activity was performed by using Broth Microdilution technique to determine
the Minimal Fungicidal Concentration (MFC) and the Minimal Inhibitory Concentration (MIC).
The inhibition by GLU occurred at all of the tested concentrations, whereas the EO showed MIC
ranging from 2.846 to 5.450 p/mL and the CFM from 2.853 to 5.330 ug/mL. Alfa—citral (37.10%),
beta—citral (32.77%) and beta-mirceno (18.75%) were the majority compounds in the EO. The data
obtained in the present study highlight the effectiveness of the solution based on GLU and EO for
eliminating the environmental isolates of Candida spp.

Keywords. glucoprotamine, Candida, environmental contamination, Hospital, essencial oil from
Cymbopogon citrates.
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O ambiente hospitalar configura-se como uma
fonte exdgena de infeccdo por selecionar agentes
infecciosos resistentes e reunir individuos com
diferentes niveis de vulnerabilidade’, deste modo,
as superficies hospitalares sio constantemente
contaminadas por bioaressdis emitidos pelos
pacientes internados, os quais podem entrar em
contato com individuos sensiveis’, bem como,
serem transferidos as maos dos profissionais de
saude que realizardo atendimento e procedimentos
nos pacientes hospitalizados’.

Dentre as op¢oes utilizadas para a higienizagao
de superficies hospitalares, solucoes a base de
glucoprotamina apresentam, na literatura, atividade
frente a virus e bactérias em superficies médicas e
odontoldgicas*®> e em fungos obtidos de amostras
biologicas de origem humana® De acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria’ (ANVISA),
a glucoprotamina possui atividade biocida e
apresenta-se como um composto biodegradavel com
constituintes provenientes do dleo de coco. De forma
semelhante, o trabalho de Sa Silva et al” traz o uso do
6leo essencial de Cymbopogon citratus como alternativa
anti-Candida, obtendo resultados satisfatdrios frente a
isolados oriundos de infec¢des hospitalares.

Tendo-se em vista os indices de infecgoes de
origem hospitalar, estudos que buscam verificar e
aprimorar os métodos utilizados nas instituigoes
de saude tornam-se de grande relevancia em saude
publica’. Neste contexto, o presente estudo tem como
objetivoavaliaraatividadeantifingica de umasolu¢ao
a base de glucoprotamina utilizada rotineiramente
na higienizagdo de um hospital publico situado no
municipio de Pelotas e do 6leo essencial de C. citratus
como alternativa anti-Candida.

Glucoprotamina (GLU)

O desinfetante, com o principio ativo
glucoprotamina, foi obtido no hospital de estudo
ja nas condigoes de uso pelos profissionais da
instituicdo, os quais, utilizam o desinfetante na
propor¢ao de 1:100. A atividade antifungica da
solugdo foi testada em concentragdes que variaram
de 0,25 a 0,0005%.
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Cymbopogon citratus

A espécie vegetal estudada foi adquirida por
meio do distribuidor comercial (Luar Sul®) com
certificacdo de qualidade e origem. Para a obten¢ao
do dleo essencial (OE) as folhas de C. citratus foram
submetidas a extracdo com arraste de vapor através
do aparelho Clevenger, de acordo com a Farmacopeia
Brasileira®. Apds a obten¢do, o dleo foi seco com
sulfato de sddio anidro, armazenado em frasco
ambar e mantido a -18°C até a utilizagao. O processo
de extragdo foi realizado no Departamento de
Quimica Organica, no Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA/UFPel).

Analise Cromatografica

A andlise dos constituintes quimicos do
6leo essencial foi realizada no Laboratério de
Pesquisa em Produtos Naturais, no Centro de
Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos
(CCQFA/UFPel), por meio da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa, em
um equipamento GC/MS Schimadzu QP2010,
equipado com injetor split/splitless com coluna
capilar Rtx-5MS RESTEK, nas seguintes condi¢des
cromatograficas: gas carreador Hélio, fragmentos
obtidos por impacto de elétrons na energia de
70eV, vazao de 1.27mL/min, fluxo dividido de 1:50
e volume injetado de amostra 1pL. Temperatura
programada do forno: a temperatura inicial foi de
40°C, com rampa de aquecimento em 5°C/min
até 280°C, estabilizando nessa temperatura por 10
minutos, com tempo de corrida de 58 minutos,
com uma temperatura do injetor e de interface
280°C. Os compostos foram analisados com base
na biblioteca NIST08 do GC/MS e o ¢leo diluido
em hexano (grau analitico, ultra puro).

Micro-organismos

Foram identificados quatro espécies de
leveduras no ambiente da Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) de um hospital publico na cidade de
Pelotas, Rio Grande do Sul: Candida tropicalis (n=1),
Claviceps lusitaniae (n=16), Meyerozyma (Pichia)
guilliermondii (n=18) e Candida parapsilosis (n=29).
Foram identificadas e caracterizadas geneticamente
por sequenciamento do espagador transcrito interno
(ITS) usando os primers ITS1 (5'-TCC GTA GGT
GAA CCT TGC GGQG) e ITS4 (5'-TCC TCC GCT
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TAT TGA TAT GC)° por meio de analise do banco
de dados NCBI BLASTn.

Atividade antimicrobiana

A atividade antifingica da glucoprotamina
GLU e do OE deteve-se nos isolados ambientais
e foram analisadas de acordo com o teste de
Microdiluigdo em Caldo, adaptada aos fitofarmacos,
para a determina¢do da Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) e da Concentragdo Fungicida
Minima (CFM) baseado no documento M27-S4'°,
Foram utilizadas dez diferentes concentragoes de
glucoprotamina, entre 0,25 e 0,0005%, e 17500 e
0,0347 ug/mL do OE, em meio Roswell Park Memorial
Institute - RPMI-1640, com indculo preparado em
concentragdo equivalente a 10°ufc/mL. As placas
foram incubadas a 36°C em estufa por 24 a 48 horas.
O teste foi realizado em duplicata.

A CIM foi determinada por comparagao visual
do crescimento do micro-organismo ocorrido nos
pogos referentes as concentragdes utilizadas com o
seu crescimento no pogo-controle positivo, sendo
considerada como a menor concentragdo capaz
de inibir o crescimento da levedura em relacao ao
pogo controle-positivo. A CFM foi determinada a
partir da transferéncia de 5ul de cada pogo negativo
em Agar Sabouraud dextrose. Para tal, as placas
foram incubadas a 36°C por 48 horas, sendo a CFM
definida como a menor concentra¢ido onde nao foi
observado crescimento.

A solugio a base de glucoprotamina
apresentou atividade antifingica a todas as
concentragdes testadas, enquanto que o 6leo essencial
de C. citratus apresentou atividade antifingica em
CIM que oscilou de 2846 ug/mL, para C. parapsilosis,
a 5450 ug/mL, para C. tropicalis. As mesmas espécies
também apresentaram as maiores variagdes quanto
a CFM a qual foi de 2853 ug/mL, em C. parapsilosis,
a 5330 ug/mL em C. tropicalis (Tabela).

Com relagdo aos componentes quimicos do
OE obteve-se como resultados, o alfa—citral (37,10%),
beta—citral (32,77%), e beta-mirceno (18,75%) como
0s compostos majoritarios do OE (Figura).

A glucoprotamina é um desinfetante de
uso hospitalar recomendado pela ANVISA® por

apresentar atividade antimicrobiana ao promover
a destruicdo da parede e membrana celular de
micro-organismos. Por ndo apresentar volatilidade,
ser facilmente dissolvida em dagua, nao apresentar
caracteristicas teratogénicas e mutagénicas, ¢
indicada na desinfecc¢do de superficies fixas
hospitalares. Widmer e Frei'! constataram efetividade
antimicrobiana da glucoprotamina na concentragio de
1,5% ao descontaminarem dispositivos médicos. Em
superficies de consultérios odontoldgicos, a solugao
a base deste composto, apresentou 100% de eficicia
na eliminagdo microbiana®. Segundo Zeiter e Rapp?*,
a acao desinfetante da glucoprotamina esta associada
ao tempo de exposi¢ao do produto na superficie a ser
higienizada, nas concentragdes de 0,25% e 5%.
Sabe-se da necessidade de uma adequada
descontaminacdo das superficies hospitalares, as quais
sdo constantemente contaminadas por bioaressois
emitidos pelos pacientes internados. Os fluidos
corporais contendo micro-organismos podem ser
gerados durante a tosse, espirro, fala, aspiracao e
broncoscopia, os quais sao impulsionados a uma curta
distancia antes de se fixarem rapidamente em uma
superficie, podendo causar complicacbes ao serem
depositadas diretamente na superficie da mucosa de
uma pessoa sensivel ou em superficies proximas, que
podem ser tocadas por uma pessoa sensivel’, bem
como, os micro-organismos pode ser transferidos
as maos dos profissionais de saide que realizarao
atendimento e procedimentos nos individuos
hospitalizados quando nao equipados corretamente.
Os Oleos essenciais sdo considerados fontes
promissoras de compostos bioativos, os quais, muitas
vezes, apresentam propriedades terapéuticas, dentre
estas, atividade antimicrobiana'>. O o¢leo essencial
de C. citratus, tem sido avaliado como antifiingico e
desinfetante em estudos, com inibicdo de C. albicans
na concentragio de 1 ug/mL", concentragao inferior
ao observado no presente estudo. De acordo com os
resultados obtidos por Mathew et al*%, o uso de dleo
de C. citratus é uma alternativa natural segura aos
antimicrobianos quimicos, sendo considerado eficaz no
controle de micro-organismos patogénicos podendo ser
utilizado de forma nao diluida para desinfecgao de areas
altamente contaminadas, enquanto que as diluigoes de
1:2 ou 1:4 sdo suficientes em dreas de baixa densidade
de patdgenos, concentracdes que se enquadram em
nossos resultados obtidos com o OE de C. citratus.
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Tabela. Médias da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e da Concentragio Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Fungicida Minima (CFM) da Glucoprotamina

Bt I\X’lmero de Oleo Essencial Médias: Glucoprotamina (%)
mostras CIM / CFM (ug/mL) CIM / CFM
C. parapsilosis 29 2846/ 2853 <0.0005 / <0.0005
C. tropicalis 1 5450/ 5330 <0.0005 / <0.0005
M guilliermondii 18 2868 /4238 <0.0005 / <0.0005
C. lusitaniae 16 2978 /3451 <0.0005 / <0.0005

Figura. Constituintes quimicos do 6leo essencial de Cymbopogon citratus obtidos por meio da Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrofotometria de Massa

O oleo essencial C. citratus é constituido  compreendeu 37,10% da totalidade do dleo

por alfa e beta-citral, o citral é considerado por
diversos autores como o constituinte majoritario
desse oleo essencial'*', estando as propriedades
antimicrobianas desta espécie vegetal relacionadas
com a presenca deste composto. A literatura
demonstra que o percentual do citral é variavel,
podendo ser encontrados dados que oscilam entre
40.05% e 80%'”'°. Em nosso estudo, o a-citral,
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essencial, percentual que se enquadra nos valores
observados nos demais estudos'”*.

Espécies de Candida estdo entre os patdgenos
mais notificados dentre os agentes etioldgicos
de infec¢des de corrente sanguinea em pacientes
hospitalizados'®, assim, estudos que busquem
otimizar a higienizacdo e a promocao de novos
produtos com atividade antifingica, tornam-se
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imprescindiveis no controle da contaminagdo
microbiana na tentativa de reduzir as taxas de
infecgao exdgena por Candida spp.

A inser¢do de novos compostos
antimicrobianos que se enquadrem como
desinfetantes para uso hospitalar é complexa, pois,
deve contemplar uma série de requisitos de modo
a nao comprometer a seguranca dos pacientes
e profissionais da saide’. Assim, a proposta de
estabelecer o OFE de C. citratus como antifungico
deve-se as suas caracteristicas de ser um produto
natural, de facil acesso e utilizacao.

O composto a base de glucoprotamina
utilizado no hospital de estudo apresenta atividade
anti-Candida nas concentragbes testadas, do
mesmo modo que o 6leo essencial de C. citratus,
que apresentou como compostos majoritdrios o
alfa—citral, beta—citral e beta-mirceno, podendo
ser utilizado na descontaminacdo de leveduras de
superficies hospitalares.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo apoio.
Baseada na tese da autora, Carolina Lambrecht
Gongalves, apresentada no ano de 2019 ao
Programa de Pés-Graduacgao em Parasitologia da
Universidade Federal de Pelotas.

1. Nogueira PSE Moura ERF, Costa MME Monteiro
WMS, Brondi L. Perfil da Infecgdo Hospitalar em
um Hospital Universitario. Rev  enferm UER].
2009;17(1):96-101. Disponivel em: http://files.bvs.br/
upload/S/0104-3552/2009/v17n1/a017.pdf

2. Collins AS. Preventing health care-associated
infections. In: Hughes RG, editor. Patient safety and
quality: An evidence-based handbook for nurses.
Rockville (MD): Agency for Healthcare Research and
Quality (US); 2008 Apr. Chapter 41.

3.

10.

11.

12.

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA.
Seguranga do paciente em servigos de satide: limpeza
e desinfec¢do de superficies; 2012.120p.

Zeitler B, Rapp I. Surface-dried viruses can
resist glucoprotamin-ased disinfection. Appl
Environ Microbiol. 2014;80(23):7169-75.
https://doi.org/10.1128/ AEM.02462-14

Genz TB, Callai T, Schlesener VRE Oliveira CE
Renner JDP. Eficacia antibacteriana de algentes de
limpeza na desinfec¢do de superficies de consultdrios
odontoldgicos. RFO UPF (Online). 2017;22(2):162-6.
https://doi.org/10.5335/rf0.v22i2.6781

Tyski S, Grzybowsa W, Grzeszczuk S, Leszczynski
P, Staniszewska M, Rohm-Rodowald E et al
Antimicrobial activity of Glucoprotamin-containning
disinfectants. Pol ] Microbiol. 2009; 58 (4): 347-53.

S4 Silva F, Ferreira TM, Teodoro GR, Costa ACBP,
Maria A, Beltrame Junior M et al. Atividade
antifungica do odleo essencial de Cymbopogon
citratus frente a cepas de Candida albicans e Candida
tropicalis isoladas de infec¢des nosocomiais. Rev Inst
Adolfo Lutz. 2009;68:434-41. Disponivel em: http://
www.ial.sp.gov.br/resources/insituto-adolfo-lutz/
publicacoes/rial/2000/rial68_3_completa/1241.pdf

Brasil. Farmacopeia Brasileira / Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria. 5.ed. Brasilia (DF): Anvisa;
2010. 546 .

Irinyi L, Lackner M, De Hoog S, Meyer W.DNA
barcoding of fungica using infections in humans
and animals. Fungal Biol. 2016;125(2):125-36.
https://doi.org/10.1016/j.funbio.2015.04.007

CLSI. Clinical and Laboratory Standards Institute.
Reference method for broth dilution antifungal
susceptibility testing of yeasts. 4th Informational
Supplement. CLSI document M27-S4. Wayne:
Clinical and Laboratory Standards Institute; 2012.

Widmer AE, Frei R. Antimicrobial activity of
glucoprotamina: a clinical study of a new disinfectant
for instruments. Infect Control Hosp Epidemiol.
2003;24(10):762-4. https://doi.org/10.1086/502128

Cechinel Filho V, Yunes RA. Estratégias para obtengao
de compostos farmacologicamente ativos a partir
de plantas medicinais: conceitos sobre modificagdo
estrutural para otimizagao da atividade. Quim Nova.
1998;21(1):99-105. http://dx.doi.org/10.1590/S0100-
40421998000100015

5/6



Gongalvez CL, Freitas CH, Santos PR, Pereira EC, Lopes C, Santi I, Freitag RA, Nascente PS. Avalia¢do antifiingica de uma solugdo a base de
glucoprotamina e do dleo essencial de Cymbopogon citratus em leveduras de ambiente hospitalar. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2019;78:e1780.

13

14.

15.

. SinghBR, Singh V, Singh RK, Ebibeni N. Antimicrobial
activity of lemongrass (Cymbopogon citratus) oil
against microbes of environmental, clinical and food
origin. Int Res ] Pharm Pharmacol. 2011;1(9):228-36.
Disponivel em: https://www.interesjournals.org/
articles/antimicrobial-activity-of-lemongrass-
cymbopogon-citratus-oil-against-microbes-of-
environmental-clinical-and-food-origin.pdf

Mathew TK, Aswathy PG, Surya NK, Honey M,
Kuriakose J. Study on disinfectant potential of lemon
grass oil against common pathogens. Int J Adv
Res. 2016;4(7): 675-9. http://dx.doi.org/10.21474/
IJAR01/926

Tyagi AK, Malik SA. Liquid and vapour-phase
antifungal activities of selected essential oils against
Candida albicans: microscopic observations and
chemical characterization of Cymbopogon citratus.

6/6

16.

17.

18.

BMC Complement Altern Med.
https://doi.org/10.1186/1472-6882-10-65

2010;10:65.

Khan MSA, Ahmad I. In vitro antifungal, anti-
elastase and anti-keratinase activity of essential oils of
Cinnamomum-, Syzygium- and Cymbopogon species
against Aspergillus fumigatus and Trichophyton
rubrum. Phytomedicine. 2011; 19 (1):48-55. https://
doi.org/10.1016/j.phymed.2011.07.005

Miron D, Battisti F, Silva FK, Lana AD, Pippi B,
Casanova B et al. Antifungal activity and mechanism
of action of monoterpenes against dermatophytes
and yeasts. Rev Bras Farmacogn. 2014;24(6):660-7.
https://doi.org/10.1016/j.bjp.2014.10.014

Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - ANVISA.
Boletim Informativo. Seguranca do Paciente e
Qualidade em Servigos de Satde n°14; 2015.

Publicagao continua on line: nimero de paginas sem efeito para citagao
On line continuous publishing: page number not for citation purposes



	Table 1
	Figure 1
	Figure 2
	Table 2
	Figure 3

