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Resumo  

Objetivo: Investigar a susceptibilidade in vitro de isolados fúngicos melanizados provenientes da carnaúba ao  

fluconazol. Métodos: Foram utilizadas técnicas de microdiluição em placas estéreis de 96 poços, padronizadas  pelo 

documento M38-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute, a fim de  determinar a Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) das amostras. Essa avaliação se faz necessária para determinar a menor concentração capaz de inibir o 

crescimento do fungo, verificando deste modo se o fungo é sensível ao fármaco testado. Avaliaram-se 7 isolados de 

fungos negros, sendo 5 provenientes do tronco e 2 a partir de folhas da carnaúba. Foram considerados sensíveis ao 

fluconazol quando a CIM foi ≤ 1 μg/mL. Resultados: O fluconazol inibiu o crescimento de 4 fungos testados, 

apresentando CIM variável no intervalo de 1 μg/mL a 32 μg/mL, embora apenas um deles foi sensível com CIM de 1 

μg/mL. Conclusão: Embora o fluconazol tenha inibido a maioria dos isolados testados (57,14%), apenas um mostrou-

se sensível, enquanto que os outros 6 foram resistentes ao fármaco in vitro. Esse medicamento pode ser empregado no 

tratamento de infecções por fungos negros de forma pouco efetiva  e não como tratamento de primeira linha, podendo 

ser utilizado em terapia combinada com outros antifúngicos. Destaca-se a importância da conscientização dos 

trabalhadores com a extração da Carnaúba, quanto ao uso de equipamentos de proteção individual, visto o risco de 

exposição a microrganismos resistentes a fármacos tais como o fluconazol, o que pode agravar o tratamento de 

infecções por fungos melanizados. 

Palavras-chave: Microdiluilção em Caldo; Fungos; Micoses; Farmacorresistência Fúngica.  

 

Abstract  

Objective: To investigate the in vitro susceptibility of melanized fungal isolates from carnauba to fluconazole. 

Methods: Microdilution techniques were used in sterile 96-well plates, standardized by document M38-A3 from the 

Clinical and Laboratory Standards Institute, in order to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the 

samples. This evaluation is necessary to determine the lowest concentration capable of inhibiting the growth of the 

fungus, thus verifying whether the fungus is sensitive to the drug tested. 7 isolates of black fungi were evaluated, 5 
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coming from the trunk and 2 from carnauba leaves. They were considered sensitive to fluconazole when the MIC was 

≤ 1 μg/mL. Results: Fluconazole inhibited the growth of 4 fungi tested, presenting a variable MIC in the range of 1 

μg/mL to 32 μg/mL, although only one of them was sensitive with an MIC of 1 μg/mL. Conclusion: Although 

fluconazole inhibited the majority of tested isolates (57.14%), only one was sensitive, while the other 6 were resistant 

to the drug in vitro. This medication can be used in the treatment of black fungus infections in an ineffective way and 

not as a first-line treatment, and can be used in combination therapy with other antifungals. The importance of raising 

awareness among workers involved in Carnauba extraction is highlighted regarding the use of personal protective 

equipment, given the risk of exposure to microorganisms resistant to drugs such as fluconazole, which can worsen the 

treatment of melanized fungal infections. 

Keywords: Broth Microdilution; Fungi; Mycoses; Fungal Pharmacoresistance. 

 

Resumen  

Objetivo: Investigar la susceptibilidad in vitro de aislados fúngicos melanizados de palma carnauba al 

fluconazol.Métodos: Se utilizaron técnicas de microdilución en placas estériles de 96 pocillos, estandarizadas según el 

documento M38-A3 del Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLIN), para determinar la Concentración 

Mínima Inhibitoria (CMI) de las muestras. Esta evaluación es necesaria para determinar la concentración mínima 

capaz de inhibir el crecimiento fúngico, verificando así su sensibilidad al fármaco en estudio. Se evaluaron siete 

aislados de hongo negro: cinco del tronco y dos de hojas de palma carnauba. Se consideraron susceptibles al 

fluconazol cuando la CMI fue ≤1 μg/mL. Resultados: El fluconazol inhibió el crecimiento de cuatro hongos 

analizados, con CMI de entre 1 μg/mL y 32 μg/mL, aunque solo uno fue sensible a una CMI de 1 μg/mL. Conclusión: 

Aunque el fluconazol inhibió la mayoría de los aislados analizados (57,14%), solo uno fue sensible, mientras que los 

otros seis fueron resistentes al fármaco in vitro. Este fármaco puede utilizarse en el tratamiento de infecciones por 

moho negro, pero no es eficaz ni se considera un tratamiento de primera línea. Puede utilizarse en terapia combinada 

con otros agentes antifúngicos. Es importante concienciar a los recolectores de carnauba sobre el uso de equipo de 

protección personal (EPP), dado el riesgo de exposición a microorganismos resistentes a fármacos como el fluconazol, 

lo que puede empeorar el tratamiento de las infecciones fúngicas melanizadas. 

Palabras clave: Microdilución en Caldo; Hongos; Micosis; Resistencia Fúngica a Fármacos. 

 

1. Introdução  

Os fungos são microrganismos presentes em diversos ecossistemas e habitats, inclusive compondo parte da microbiota 

do corpo humano, o que pode torná-los potenciais fontes de infecções. Dentro desse contexto, os fungos melanizados, também 

ditos demáceos ou negros, possuem como peculiaridade uma pigmentação escurecida nos seus esporos, conídios e hifas, 

devido à produção acentuada de melanina, destacando-se principalmente por ser um fator de virulência e por conferir notável 

plasticidade biológica, que torna-os capazes de suportar condições extremas na natureza. Justamente por isso, mais de cem 

espécies e sessenta gêneros desses fungos estão associados a um amplo espectro de quadros infecciosos  (Santos et al., 2020; 

Smith et al., 2024; Costa et al., 2020), dentre os quais merece especial atenção a cromoblastomicose, uma doença 

negligenciada de caráter crônico e ocupacional que afeta comumente trabalhadores rurais que realizam a atividade laboral sem 

proteção, deixando-os vulneráveis quanto a eventuais riscos biológicos no cotidiano da profissão (Milani et al., 2023).  

Em países tropicais, como o Brasil, e em regiões com clima quente e úmido, a exemplo da planície litorânea 

piauiense, é bastante comum a ocorrência dessas infecções. Todavia, como não são doenças de notificação compulsória, torna-

se bastante difícil o reconhecimento de seu impacto direto na população, sendo, portanto, um problema de saúde pública, pois 

revela a qualidade das políticas sanitárias brasileiras (Oedmann et al., 2024). Portanto, o conhecimento adequado acerca da 

susceptibilidade dos fungos negros presentes na natureza e especialmente em zonas de risco pode contribuir    para a 

implementação de medidas de saúde que visem a melhoria da qualidade de vida e prevenção de agravos, de modo a evitar 

desfechos negativos e inoportunos através da elaboração de medidas efetivas de controle. 

O fluconazol, um composto triazólico, o qual apresenta baixa atividade para linhagens ambientais de Aureobasidium 

pullulans e Cladophialophora carrionii, possui comportamento e eficácia variável em relação a diferentes cepas encontradas 

na natureza, já que os fungos negros podem apresentar-se de forma diversa no meio ambiente e assim a susceptibilidade 
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demonstra-se divergente de acordo com a espécie testada (Campos et., 2020; Najafzadeh et al., 2014; Vitale et al., 2009). Até o 

presente momento, a melhor alternativa para conhecer o risco real de uma determinada fonte ambiental é avaliar 

individualmente fungos coletados in loco (Pereira et al., 2021), encontrados em folhas e no tronco de plantas, pois essa é a 

principal via de inoculação no qual o risco de exposição está inserido na zona rural da planície litorânea.  

A Copernicia prunifera, nome científico da carnaúba, representa grande importância socio-econômica devido ao seu 

uso integral, no qual se aproveita as folhas, frutos, flores, caule e raiz na confecção de produtos industriais e artesanais e por 

isso as atividades de extrativismo relacionados a essa planta no litoral piauense atuam como fontes de infecção natural para 

fungos negros (Figura 1), deixando os trabalhadores que atuam nessa atividade expostos a infecções fúngicas (Neto et al., 

2019; Almeilda., 2021) 

Nessa perspectiva, como a cromoblastomicose é uma doença com acentuada dificuldade terapêutica, devido a 

inexistência de um procedimento padrão ou medicamento efetivo a longo prazo (Daboit et al., 2014), é fundamental que novos 

testes farmacológicos sejam realizados, a fim de que sejam elucidados dados acerca das susceptibilidades dos fungos negros 

encontrados na carnaúba aos antimicóticos. Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o fluconazol quanto à sua 

atividade in vitro contra fungos melanizados oriundos de isolados da carnaúba. 

 

Figura 1 - Formas de adquirir cromoblastomicose, doença causada por fungos melanizados. 

 

 

Fonte: Cavalcante et al., (2025). 

 

2. Metodologia  

2.1 Coleta e processamento das amostras 

Realizou-se uma pesquisa com análise in vitro, com parte de coleta em campo e, parte da investigação laboratorial de 

natureza qualitativa e quantitativa (Pereira et al., 2018).  

Os isolados foram obtidos de 5 palmeiras adultas, localizadas em uma planície de inundação próxima à rodovia PI-

116, no Litoral do Piauí (2°51’59”S, 41°46’51”O), sendo coletadas amostras provenientes do tronco, folhas verdes, folhas 

secas e espinhos. 
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Foram pesados 5,0 g das amostras de tronco, folhas verdes e folhas secas da carnaúba os quais foram macerados com 

o auxílio de almofariz e pistilo e foram misturadas em 25 mL de Tween 20 contendo 200 mg/L de cloranfenicol, e agitadas 

vigorosamente por 30 minutos em vórtex. Alíquotas de 0,1 mL do extrato  obtido foram cultivados com o auxílio da alça de 

Drigalski em 3 placas de Petri com Ágar Sabouraud Dextrose, que ficaram armazenadas por até 15 dias, a 28°C. Além disso, 

foi feita a técnica de flotação de óleo, ou seja, o mesmo processo foi realizado com mais 5,0 g das amostras, sendo adicionados 

2 mL de óleo vegetal ao Tween, de forma a tornar o microambiente artificial mais propício à separação através da flotação, dos 

fungos com características mais lipofílicas, tais como os fungos negros. Alíquotas de 0,1 mL das mesmas foram inoculadas em 

3 placas de Mycosel, que foram incubadas à 28 °C por até 30 dias, para a observação do surgimento de colônias escuras. O 

projeto foi cadastrado no SisGen sob o número A22E225. 

 

2.2 Isolamento e manutenção das culturas 

Foram isoladas e purificadas colônias de coloração escura por meio do método de esgotamento em placas de Petri 

contendo Ágar Sabouraud Dextrose, sendo esses cultivados a 25 °C por até 10 dias. Após tais processos, os fungos foram 

mantidos a temperatura ambiente em tubos contendo o mesmo meio de cultura. 

Com o intuído de realizar uma comparação e o controle dos experimentos, também foram utilizados isolados clínicos 

caracterizados molecularmente e amostras da American Type Culture Colection (ATCC®). Todas as amostras utilizadas 

pertencem à coleção do GEAMICOL - UFDPar. Os isolados foram reativados para os experimentos em placas contendo Ágar 

Batata Dextrose, e incubadas durante 7 a 10 dias, a 35 °C. 

 

2.3 Teste de susceptibilidade 

Avaliou-se 7 isolados de fungos negros, sendo 5 provenientes do tronco e 2 a partir de folhas da carnaúba. O ensaio de 

susceptibilidade in vitro foi realizado através da técnica de microdiluição em caldo (Figura 2), padronizada pelo documento 

M38-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute. O ensaio foi realizado em placas estéreis de 96 poços com fundo em 

“U”. No primeiro poço, tem-se a concentração máxima do fármaco testado, a qual é diluída em razão dois até o poço dez, de 

modo a se obter dez concentrações distintas. Essa diluição se faz necessária para determinar a Concentração Inibitória Mínima 

(CIM), menor concentração capaz de inibir o crescimento do fungo, determinando-se deste modo se o fungo é sensível à 

substância testada. 

O antifúngico fluconazol (Sigma®, São Paulo, Brasil) foi diluído, primeiramente, em dimetilsulfóxido (DMSO, 

Vetec, São Paulo, Brasil) e, posteriormente, em meio sintético RMPI 1640 (MP Biomedicals, França) tamponado com ácido 3-

(N-morfolino) propano sulfônico (MOPS, Neon, São Paulo, Brasil) a fim de se obter uma concentração final de 0,0313 a 64 

µg/mL. A partir de culturas frescas, será preparada uma   suspensão dos fungos com solução salina, a qual será ajustada em 

espectrofotômetro (QUIMIS, São Paulo, Brasil), à transmitância de 68-70%, ʎ = 530 nm. 

Após esse processo de padronização, a suspensão foi diluída em meio RPMI 1640 tamponado com  MOPS em uma 

proporção de 1:50, para que a concentração final dos microrganismos seja de 0,4x10⁴ a 5x10⁴ UFCs/mL.Sendo assim, os poços 

de 2 a 12 foram preenchidos com 100 µL de meio RPMI 1640 tamponado com MOPS.À exceção dos poços 11 e 12, todos os 

outros poços devem conter o fármaco testado diluído em     RPMI (100 µL) e o inóculo (100 µL). O poço 11 é considerado o 

controle de crescimento, por conter somente  o meio RPMI com a suspensão de fungo (sem o fármaco). A cepa Candida krusei 

ATCC 6258 foi utilizada como controle de qualidade dos testes. No poço 12 tem-se o controle de esterilidade: uma vez que 

este apresenta apenas o meio RPMI (200 µL), é possível atestar a ausência de contaminantes. Os testes foram desenvolvidosem 

triplicata, a fim de garantir uma maior confiabilidade na leitura dos resultados. As placas foram incubadas por 7 a 10 dias, a 35 
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°C. 

Os resultados da CIM foram determinados através da leitura visual das placas. O crescimento observado será 

comparado com os controles de crescimento e de esterilidade. Os resultados da triplicata do teste também serão comparados 

internamente. Os testes deverão ser repetidos em caso de discrepância entre os dados ou de discordância com o previsto pelo 

documento M38-A3. 

 

Figura 2 - Esquema de Placa de 96 Poços para Teste de Susceptibilidade In Vitro pela Técnica de Microdiluição em Caldo. 

 

Fonte: Cavalcante et al., (2025). 

 

3. Resultados  

Após a coleta, caracterização e o agrupamento dos fungos, foram contabilizados um total de 58 isolados provenientes 

da carnaúba, sendo destes 27 vindos do tronco, 21 de folha verde e 10 de folha seca. Autores como Marques et al. (2006) e 

Voidaleski et al. (2020), de forma análoga ao nosso estudo, conseguiram  isolar fungos melanizados das cascas do coco babaçu 

(Orbignya phalerata). Adjacente a isso, observou-se relato de pacientes com lesões   nas nádegas em pesquisa conduzida por 

Silva et al. (1995) com 30 indivíduos acometidos pela cromoblastomicose, devido à exposição de palmeiras durante 

processamento do coco babaçu, atividade extrativista comumente realizada no Maranhão, estado reconhecidamente endêmico 

dessa micose no Brasil.  

Dos isolados inicialmente obtidos na natureza, apenas 5 (71,43%) advindos do tronco e 2 (28,57%) obtidos da folha 

verde da carnaúba estavam puros, de modo que a principal dificuldade encontrada na realização da pesquisa foi a 

contaminação ambiental que ocorreu em diversas amostras coletadas, dificultando sobremaneira o isolamento e uso dos fungos 
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negros nos testes de susceptibilidade. Por isso, o número de isolados nos testes foram reduzidos.  

As CIM ≤ 1 μg/mL são geralmente utilizadas como um indicador de potencial susceptibilidade à maioria dos 

fármacos utilizados no tratamento de infecções por fungos demáceos, segundo Revankar e Sutton  (2010). 

A Tabela 1 apresenta as CIM dos isolados da carnaúba testados com fluconazol e a sua interpretação. 

Observando os resultados, percebemos que o fluconazol inibiu o crescimento da maioria dos fungos testados (4), 

apresentando CIM variável no intervalo de 1 μg/ml a 32 μg/mL, embora apenas um deles foi sensível com CIM de 1 μg/mL 

(MTR9). Constatou-se ainda que três isolados (MTR15, FV23 e F34) demonstraram CIM superior a 64 μg/mL, ou seja, a 

concentração máxima testada para o fluconazol, enquanto que outros três isolados (MTR16, MTR8 e MTR19), foram 

inibidos, porém em doses altas (4 μg/mL, 16 μg/mL e 32 μg/mL, respectivamente). 

 

Tabela 1 - Susceptibilidade in vitro dos isolados de fungos negros da carnaúba testados com o fluconazol. 

Isolados Fúngicos Valores da CIM* para o 

fluconazol (μg/mL) 

Interpretação 

MTR8** 16 Resistente 

MTR9 1 Sensível 

MTR15 >64 Resistente 

MTR16 4 Resistente 

MTR19 32 Resistente 

FV23*** >64 Resistente 

F34*** >64 Resistente 

Legenda: *CIM: Concentração Inibitória Mínima; **MTR: Isolado do Tronco da Carnaúba; ***FV e F: Isolados da Folha Verde da  

Carnaúba. Fonte: Cavalcante et al. (2025). 

 

4. Discussão 

 Na literatura científica, com relação ao fluconazol, Vitale e colaboradores (2009) definiram o valor da CIM para 

cepas ambientais de Cladophialophora carrionii como sendo 4-16 µg/mL. Já para linhagens ambientais de Aureobasidium 

pullulans, estudadas por Najafzadeh et al. (2014), em que foi avaliada a sensibilidade in vitro de 104 isolados, encontrou-se 

como intervalo de CIM para o gênero 4 a > 64 µg/mL e a média geométrica da CIM de 52,75 µg/mL para o fluconazol, 

tornando sugestivo a resistência dos isolados a esse fármaco, o que corrobora com os achados do nosso estudo. 

Badali et al. (2010), por sua vez, avaliaram 9 isolados de Exophila jeanselmei e 5 de Exophila oligosperma e 

obtiveram faixas de CIM para o fluconazol, respectivamente, 8-32 µg/mL e 16-32 µg/mL, valores semelhantes ao observado 

na maioria dos fungos da carnaúba. Ferreira-Paim et  al. (2012)  isolaram 38 cepas de Cryptococcus laurentii, de árvores debris 

e fezes de pássaros nas redondezas de um hospital universitário, observando 71% dos isolados com baixa sensibilidade (16-32 

µg/mL) para fluconazol, assim como obtido pelos isolados MTR8 e MTR19, respectivamente.  

Ainda, Coelho e colaboradores (2018) que verificaram o perfil de suscetibilidade aos antifúngicos de isolados de 

Fonsecaea spp. obtidos de pacientes com cromoblastomicose, encontraram para o fluconazol a CIM mais elevada frente às 

espécies testadas, com uma faixa de 8-32 µg/mL, o que, segunda a autora, em consonância com outros estudos, demonstra que 

esse fármaco não é totalmente adequado para o tratamento da cromoblastomicose. Outrossim, em pesquisa realizada por 

Andrade (1999) na qual objetivou-se analisar a susceptibilidade de amostras de agentes comuns da cromoblastomicose, 

identificou-se resistência de todas as 39 cepas ao fluconazol, apresentando resultados compatíveis com 6 (85,7%) isolados  

desta pesquisa. 
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O tratamento da cromoblastomicose é bastante complexo, uma vez que não existe procedimento padrão ou 

medicamento específico (Daboit et al., 2014). O sucesso terapêutico pode estar relacionado ao agente etiológico e à gravidade 

da doença. Atualmente, o itraconazol e a terbinafina são os fármacos mais efetivos, usados continuamente ou em pulsoterapia, 

nas formas leve e moderada, com tendência à cura clínica no curso de tratamento a longo prazo. No entanto, as formas graves 

com lesões extensas respondem de forma insuficiente aos fármacos (Belda et al., 2022; Shenoy et al., 2023). 

Em estudo de Mouchalouat (2008), que avaliou uma série de 14 casos de cromoblastomicose, foi utilizada terapia 

combinada de itraconazol com fluconazol em 5 pacientes (35,7%), a qual demonstrou eficácia nas formas moderada, grave e 

naqueles com história de tratamento prévio sem sucesso, com tempo de terapia entre 12 e 48 meses,  o que demonstra que o 

fluconazol pode ser instituído como fármaco adjuvante no tratamento dessa doença, apresentando efeito sinérgico com o 

itraconazol. 

Nessa perspectiva, observa-se que as concentrações inibitórias mínimas na maioria dos fungos da carnaúba testados 

apresentaram resultado semelhante ao encontrado em estudos que analisaram isolados ambientais e amostras clínicas. Assim, 

percebe- se que apenas 1 isolado foi sensível ao fluconazol e os outros 6 dos 7 fungos foram resistentes ao fármaco. 

 

5. Conclusão  

Por conseguinte, os resultados indicaram que, embora o fluconazol tenha inibido a maioria dos isolados testados, 

apenas 1 apresentou-se sensível, enquanto que os outros 6 foram resistentes ao fármaco quando avaliados in vitro, 

apresentando um amplo espectro da CIM entre 4-64 μg/mL.  

O fluconazol não apresentou atividade satisfatória para a maioria dos isolados testados. Esse medicamento pode ser 

empregado no tratamento de infecções por fungos negros de forma pouco efetiva  e não como tratamento de primeira linha, 

podendo ser utilizado em terapia combinada com outros antifúngicos, a exemplo do itraconazol, especialmente em casos de 

falha terapêutica ou recidiva em imunodeprimidos, o que corrobora com os resultados da literatura médica vigente. No entanto, 

o achado de resistência para a maior parte dos isolados da carnaúba testados aponta a importância da análise de 

susceptibilidade desses fungos antes de ser instituído um tratamento definitivo.  

Além disso, é denotada a importância da conscientização das pessoas que trabalham com a extração da Carnaúba, 

quanto ao uso de equipamentos de proteção individual, visto o risco que elas podem estar expostas a microrganismos 

resistentes a fármacos tais como o fluconazol, o que pode agravar o tratamento de infecções por fungos melanizados. 
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