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Introdução
• A literatura registra grande variação nos índices de resistência a fluconazol 
observadas em amostras de C. tropicalis, com índices de 0 a 35%;

• Esta grande variação faz supor que o fenômeno in vitro conhecido como 
"trailing", que é caracterizado pela inibição parcial de inóculo na presença de 
drogas fungistáticas, esteja sendo interpretado erroneamente como resistência;

• Devido a essa discrepância de resultados, Arthington-Skaggs et al (1999), 
sugeriram a técnica de quantificação de ergosterol para determinar valores de 
CIMs em cepas que apresentam "trailing".
Os objetivos desse estudo foram:

1. Descrever o perfil de susceptibilidade de cepas de Candida tropicalis
isoladas de episódios de fungemia frente a fluconazol;

2. Avaliar a prevalência de cepas de Candida tropicalis com o fenótipo "low-high 
MICs" observados em leitura após 24 e 48 horas de incubação; 

3. Utilizar o método de quantificação de ergosterol como ferramenta para 
descriminar cepas verdadeiramente resistentes a fluconazol entre aquelas com 
"trailing".

Material e Métodos

224 cepas

Identificação Teste de Susceptibilidade

CHROMágar®

Azul Escuro

ID 32 C® Microcultivo

Microdiluição em Caldo – M27-A2

Leituras após 24 e 48 horas

Visuais Espectrofotométricas

Centrífuga a 
3000rpm/10min.

Agitação Overnight a 
35ºC 200rpm

Sobrenadante 
descartado e 

pellet enxaguado 
com 30mL de 
água destilada Centrífuga a 

3000rpm/10min.

Sobrenadante 
descartado e 
pellet pesado.

3mL de 
Hidróxido de 

Potássio a 
25% de etanol.

1h a 85ºC em 
Banho-maria

Identificação Fenotípica e Teste de Susceptibilidade ao 
Fluconazol

Ensaio de Quantificação de Ergosterol

1mL de água 
destilada e 3mL 

de Heptano

Agitação 
Mecânica por 3 

min.

Temperatura 
ambiente por 

20 min.

200µL em 
eppendorf
com 800µL 
de etanol.

Calculo em 
Software

Resultado da Inibição de Ergosterol

Resultados
TABELA 1. Valores CIMs apresentados pelas 224 cepas de Candida tropicalis frente a 
fluconazol, pelo método de microdiluição em caldo com leituras visuais e espectrofotométricas de 
24 e 48hrs 

Leitura de 24 horas Leitura de 48 horas

Visual Leitor de 
ELISA Visual Leitor de 

ELISA

Variação (µg/mL) 0,125 – 16,0 0,125 – 16,0 0,125 – ≥64,0 0,125 – ≥64,0

CIM 50a (µg/mL) 1,0 0,5 2,0 2,0
CIM 90b (µg/mL) 8,0 4,0 8,0 8,0
CIM ≤8,0µg/mL  N (%) 220 (98,21) 217 (96,87) 209 (93,3) 205 (91,52)
CIM 16,0 – 32,0µg/mL  N 
(%) 04 (1,79) 07 (3,13) 09 (4,02) 13 (5,80)

CIM ≥64,0µg/mL   N (%) 00 (0) 00 (0) 06 (2,68) 06 (2,68)

Valores de Concentrações 
Inibitórias Mínimas (CIMs)

TABELA 2. Análise comparativa dos valores de CIM de fluconazol, apresentados 
pelos 224 isolados de Candida tropicalis obtidos entre as leituras visuais e 
espectrofotométricas com incubação de 24 e 48 horas.
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Result. Espect. maiorResult. Espect. menor

Diferença entre os resultados das leituras visuais e espectrofotométricas 
expressada em número de diluiçõesa

a Disparidade expressa em número de concentrações inibitórias mínimas que separam resultados obtidos pela leitura visual comparado aos resultados 
obtidos pela leitura espectrofotométrica.
b Índice de concordância entre métodos representando a porcentagem de valores de CIM obtidos pela leitura visual com igual valor ou até ± 2 diluições 
diferentes dos valores de CIM obtidos pela leitura espectrofotométrica.

TABELA 3. Detalhamento dos resultados obtidos avaliando as diferentes 
intensidades de “trailing” apresentado pelas 224 cepas de Candida tropicalis
testadas.

224
(100%)

224
(100%)TOTAL

32
(14,28%)

9
(4,10%)tt/ttt**

86
(38,40%)

78
(34,82%)t*

106
(47,32%)

137
(61,16%)Opticamente limpo

Leitura de 48 horasLeitura de 24 horasIntensidade de 
“trailing”

* “Trailing” leve: crescimento contínuo, porém reduzido nas diferentes concentrações de droga;
** “Trailing” moderado/intenso: crescimento contínuo, porém abundante nas diferentes concentrações de droga.

TABELA 4. Detalhamento dos resultados de susceptibilidade das 20 cepas de C. tropicalis com 
valores de CIM ≥16,0µg/mL nas leituras visuais ou espectrofotométrica

32,0≥ 64,016,016,02041A
≥ 64,0≥ 64,016,016,02483B
32,032,016,016,02483A
16,08,08,08,0111
16,016,08,08,073
16,08,08,08,0122
16,016,016,08,0118
16,016,02,08,089
16,016,016,016,0253
16,04,08,04,0452A
8,016,08,04,0349
16,016,08,08,0368
16,08,08,08,0483
64,0≥ 64,02,00,5670
32,032,016,08,0872
16,08,08,08,0870
64,0≥ 64,02,04,01033
64,064,04,04,0525
64,064,02,08,01405
64,02,00,250,251087

Espectrofotômetro 
(µg/mL)

Visual 
(µg/mL)

Espectrofotômetro
(µg/mL)

Visual
(µg/mL)

48 horas de incubação24 horas de incubação

Nº banco

TABELA 5. Detalhamento da susceptibilidade in vitro dos 20 isolados de C. tropicalis frente ao 
fluconazol avaliados pelas duas metodologias.

> 6487,5327,2725,460≥ 64,016,02041ª
> 6487,3037,611,270≥ 64,016,02483B
> 6499,0142,066,48032,016,02483ª
< 410010010008,08,0111
< 4100100100016,08,073
< 410010010008,08,0122
< 410010090,62016,08,0118
< 4100100100016,08,089
< 410010061,97016,016,0253
< 410010098,1104,04,0452ª
< 410010010008,04,0349
< 410010099,72016,08,0368
< 498,7198,5858,8708,08,0483
< 410010086,540≥ 64,00,5670
< 410010093,36032,08,0872
< 410010010008,08,0870
< 41001001000≥ 64,04,01033
< 410010099,85064,04,0525
< 4100100100064,08,01405

< 4,010010099,7602,00,251087

64µg/ML  16µg/mL  4µg/mL  0µg/mL 48h
(µg/mL)

24h
(µg/mL)

SQM (µg/mL)

Percentual de ergosterol inibido na 
presença de diferentes concentrações de 

fluconazol* 

Microdiluição em 
Caldo (CSLI, 2002)

Nº do 
Isolado
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FIGURA 1. Ilustração do perfil de uma cepa 
considerada resistente pelo método SQM, onde a 
inibição de 50% de ergosterol das células fúngicas 
ocorre em uma concentração de aproximadamente 
64,0µg/mL de fluconazol. 

FIGURA 2. Ilustração do perfil de uma cepa 
considerada susceptível apresenta inibição de 50% 
de ergosterol em uma concentração abaixo de 
16,0µg/mL de fluconazol.
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Conclusões

1. O fenômeno de “trailing” moderado / 
intenso é muito freqüente com cepas de 
Candida tropicalis, dificultando a 
interpretação dos resultados; 

2. As leituras visuais e espectrofotométricas 
de ensaios com fluconazol apresentam 
grande semelhança de resultados; 

3. A grande maioria (85%) das 20 amostras 
inicialmente identificadas como tendo baixa 
susceptibilidade nos ensaios de 
microdiluição em caldo apresentaram 
redução de ergosterol em suas membranas 
quando expostas a fluconazol, mostrando 
tratar-se de “trailing”; 

4. Estes dados sugerem que a ocorrência de 
cepas de Candida tropicalis verdadeiramente 
resistentes a fluconazol seja bem menos 
freqüente que o sugerido na literatura. 
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