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RESUMO 

 

Nos últimos anos, o número de infecções causadas por fungos emergentes tem aumentado 

significativamente, em parte devido ao aquecimento global, que permite a adaptação desses 

organismos a temperaturas mais elevadas. Dentro deste contexto, o complexo Candidozyma 

haemuli-auris ganhou destaque devido à sua termotolerância, resistência a antifúngicos e 

potencial de causar infecções humanas. No entanto, há uma lacuna no conhecimento sobre os 

isolados ambientais dessas espécies, o que reforça a necessidade de investigações detalhadas 

sobre suas características ecológicas, susceptibilidade a antifúngicos e fatores de virulência. 

Este estudo teve como objetivo principal analisar a resistência a antifúngicos e os fatores de 

virulência de isolados do complexo Candidozyma haemuli-auris, provenientes de diversos 

substratos em biomas brasileiros, a fim de entender como esses fatores podem estar 

relacionados à sua adaptação ambiental e potencial patogênico. Os isolados foram obtidos da 

coleção de Fungos e células da UFMG, e estes haviam sido isolados de nichos como flores, 

solo e madeira em decomposição, representando biomas como Amazônia e Cerrado. A partir 

destes isolados foram feitos estudos de identificação das espécies, utilizando sequenciamento 

molecular, testes de susceptibilidade a antifúngicos, testes de virulência, como termotolerância, 

biofilme, bomba de efluxo, adesão celular, indução a filamentação e análises genômicas. Para 

verificar a atividade de bombas de efluxo foi utilizada a rodamina 6G. Os resultados mostraram 

que os isolados trabalhados pertenciam as espécies Candidozyma haemuli, Candidozyma 

duobushaemuli e Candidozyma heveicola. Dentre as leveduras estudadas foi possível encontrar 

isolados (Y6065, Y7127, Y6408, Y7469 e Y7575) geneticamente distintos das outras espécies 

do clado, e desta forma foi possível encontrar cinco novas espécies pertencentes ao gênero, 

nomeada, no presente trabalho, como Candidozyma sp. (1) – (2) – (3) – (4) – (5). Quanto aos 

estudos de virulência, observamos que todos os isolados foram capazes de crescer a 37°C, e 

sete isolados, foram capazes de crescer também a 42°C. Além disso, a formação de biofilmes 

foi observada em onze isolados. Um isolado da Amazônia (Y6408) e seis isolados de Tocantins 

(Y6065, Y6066, Y7528, Y7529, Y7530 e Y7531) apresentaram resistência ao fluconazol e 

itraconazol, além de uma dependência de dose para anfotericina B e epoxiconazol. Quanto as 

espécies novas identificadas no presente trabalho, observamos que estas apresentaram perfil de 

susceptibilidade aos antifúngicos e virulência bastante parecida com as demais estudadas. 

Sendo Candidozyma sp. (4) com CIM elevado para a classe de azóis e anfotericina B, além da 

expressão constitutiva da bomba de efluxo na presença e ausência de fluconazol no isolado 

Y6066. As demais espécies do grupo Candidozyma sp. (2), (3) e (5) foram dose-dependentes 

para estas classes, enquanto para Candidozyma sp. (1) foi suscetível para todos os antifúngicos 

testados. No presente trabalho, também foi possível, a partir do sequenciamento de todo o 

genoma do isolado UFMG-CM-Y6065, Y6408, Y7127 e Y7469, análises genéticas para 

encontrar genes relacionados a resistência a antifúngicos como os genes ERG11, genes 

relacionados a formação de biofilme e adesão como os genes ALSs, EFG1, SAPs, UPC2 e genes 

relacionados a bomba de efluxo como TAC1, CDR1, CDR2, CDR3, MDR1 e SNQ2. Os 

resultados ressaltam a importância de investigações contínuas sobre a ecologia e a resistência 

antifúngica de leveduras ambientais, especialmente em um cenário de mudanças climáticas que 

favorece a adaptação desses organismos e a emergência de novos patógenos. Conclui-se que a 

interação entre fatores ambientais e pressões seletivas, como o uso de antifúngicos, desempenha 

um papel crucial na evolução do complexo Candidozyma haemuli-auris, destacando a 

necessidade de uma vigilância ambiental integrada para antecipar e mitigar o surgimento de 

linhagens resistentes com potencial oportunista. 

 

Palavras-chave: candidozyma haemuli-auris; resistência a antifúngicos; aquecimento global; 



 

 

 

biodiversidade de leveduras; Fungos emergentes.



 

 

 

ABSTRACT 

 

In recent years, the number of infections caused by emerging fungi has increased significantly, 

partly due to global warming, which allows these organisms to adapt to higher temperatures. 

Within this context, the Candidozyma haemuli-auris complex has gained prominence due to its 

thermotolerance, resistance to antifungals, and potential to cause human infections. However, 

there is a gap in knowledge about environmental isolates of these species, which reinforces the 

need for detailed investigations of their ecological characteristics, susceptibility to antifungals, 

and virulence factors. The main objective of this study was to analyze the resistance to 

antifungals and virulence factors of isolates of the Candidozyma haemuli-auris complex, 

originating from various substrates in Brazilian biomes, in order to understand how these factors 

may be related to their environmental adaptation and pathogenic potential. The isolates were 

obtained from the Fungi and Cells Collection of UFMG, and these had been isolated from 

niches such as flowers, soil, and decaying wood, representing biomes such as the Amazon and 

Cerrado. From these isolates, species identification studies were performed using molecular 

sequencing, antifungal susceptibility tests, virulence tests, such as thermotolerance, biofilm, 

efflux pump, cell adhesion, filamentation induction and genomic analyses. Rhodamine 6G was 

used to verify the activity of efflux pumps. The results showed that the isolates studied belonged 

to the species Candidozyma haemuli, Candidozyma duobushaemuli and Candidozyma 

heveicola. Among the yeasts studied, it was possible to find isolates (Y6065, Y7127, Y6408, 

Y7469 and Y7575) that were genetically distinct from the other species of the clade, and thus 

it was possible to find five new species belonging to the genus, named, in the present work, as 

Candidozyma sp. (1) – (2) – (3) – (4) – (5). Regarding virulence studies, we observed that all 

isolates were able to grow at 37°C, and seven isolates were also able to grow at 42°C. In 

addition, biofilm formation was observed in eleven isolates. One isolate from the Amazon 

(Y6408) and six isolates from Tocantins (Y6065, Y6066, Y7528, Y7529, Y7530 and Y7531) 

showed resistance to fluconazole and itraconazole, in addition to a dose dependence for 

amphotericin B and epoxiconazole. Regarding the new species identified in the present study, 

we observed that they presented a susceptibility profile to antifungals and virulence quite 

similar to the others studied. Candidozyma sp. (4) with high MIC for the azole class and 

amphotericin B, in addition to constitutive expression of the efflux pump in the presence and 

absence of fluconazole in isolate Y6066. The other species of the Candidozyma sp. group (2), 

(3) and (5) were dose-dependent for these classes, while Candidozyma sp. (1) was susceptible 

to all antifungals tested. In the present study, it was also possible, from the sequencing of the 

entire genome of the isolate UFMG-CM-Y6065, Y6408, Y7127 and Y7469, to perform genetic 

analyses to find genes related to antifungal resistance such as the ERG11 genes, genes related 

to biofilm formation and adhesion such as the ALSs, EFG1, SAPs, UPC2 genes and genes 

related to the efflux pump such as TAC1, CDR1, CDR2, CDR3, MDR1 and SNQ2. The results 

highlight the importance of continued investigations into the ecology and antifungal resistance 

of environmental yeasts, especially in a climate change scenario that favors the adaptation of 

these organisms and the emergence of new pathogens. It is concluded that the interaction 

between environmental factors and selective pressures, such as the use of antifungals, plays a 

crucial role in the evolution of the Candidozyma haemuli-auris complex, highlighting the need 

for integrated environmental surveillance to anticipate and mitigate the emergence of resistant 

strains with opportunistic potential. 

Keywords: candidozyma haemuli-auris; antifungal resistance; global warming; yeast 

biodiversity; emerging fungi.
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1 Leveduras patogênicas no meio ambiente 

 

O aumento da atividade humana em ecossistemas e as mudanças climáticas tem 

intensificado o impacto dos fungos na saúde global, na agricultura e na biodiversidade 

(Adisasmito et al., 2022). Desse modo, surgiu o conceito "Saúde Única" que está relacionado 

ao reconhecimento das interações entre organismos e seus habitats naturais, permitindo uma 

compreensão integrada dos impactos na saúde humana, animal e ambiental. 

 Esse entendimento é fundamental para promover ações globais e sustentáveis no 

enfrentamento de patógenos emergentes. Devido ao aumento das doenças causadas por 

leveduras emergentes, fenômeno que pode estar associado ao aquecimento global e ao aumento 

da transmissão zoonótica entre diferentes organismos (Woods et al., 2023).  

Diante do crescente impacto dos fungos patogênicos na saúde humana, animal e 

ambiental, destaca-se a relevância de iniciativas globais voltadas ao mapeamento da diversidade 

fúngica. Muitos fungos patogênicos têm origem ambiental, o que reforça a necessidade de um 

levantamento abrangente sobre os fungos presentes na natureza, seus habitats e interações. Tais 

esforços são cruciais para a identificação de espécies capazes de causar doenças em diversos 

hospedeiros, além de avaliar os impactos em plantações e ecossistemas vulneráveis. 

Relatórios, como o da American Academy of Microbiology (2019), ressaltam a 

importância dos fungos patogênicos no cenário global, evidenciando os desafios emergentes e 

a necessidade de colaboração interdisciplinar. Esse contexto destaca a urgência de iniciativas 

integradas que promovam a ampliação do conhecimento sobre fungos ambientais, considerando 

sua diversidade e os potenciais impactos na saúde e na segurança alimentar. 

 Um exemplo que ilustra essa preocupação é o surgimento global da resistência a azóis 

em Aspergillus fumigatus, fenômeno diretamente associado ao uso extensivo de fungicidas 

azólicos, também conhecidos como inibidores de desmetilação (DMIs), na agricultura (Fisher 

et al., 2018). Essa prática tem contribuído para a resistência cruzada aos antifúngicos clínicos, 

ampliando os desafios no manejo de infecções fúngicas (Fisher, 2022). 

Esse cenário ressalta a importância de compreender como microrganismos, 

especialmente fungos, evoluem e persistem em ambientes variados, tornando-se potenciais 

agentes infecciosos. Muitos desses organismos possuem nichos ecológicos amplos e 

complexos, facilitando sua disseminação e a transferência para novos hospedeiros (Akinbobola 

et al., 2023). 
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 Entre os fungos de maior relevância clínica, destacam-se as leveduras oportunistas, 

como a espécie Candida auris, frequentemente associadas a infecções humanas e animais. 

(Yang et al., 2021; Woods et al., 2023).  O gênero Candidozyma, é encontrado em uma 

diversidade de habitats, como solo, plantas, rios e em associações com animais. 

 Apesar dessa ampla distribuição, pouco se sabe sobre os mecanismos que permitem sua 

persistência e disseminação no ambiente, bem como seu potencial de causar infecções 

oportunistas (Chakrabarti e Sood 2021; Opulente et al., 2019; Kurtzman et al., 2011).  

O estudo da biodiversidade e das adaptações de leveduras patogênicas em diferentes 

habitats é essencial, considerando sua capacidade de apresentar plasticidade fenotípica e se 

adaptar a condições extremas, como variações de salinidade, temperatura, oxigenação e pH 

(Caicedo-Bejarano et al., 2023; Costa et al., 2023; Silva et al., 2022; Maciel et al., 2019; Bastos 

et al., 2018).  

Para sobreviver a múltiplos estresses ambientais, os microrganismos utilizam estratégias 

adaptativas que incluem a modulação de características como a termotolerância como também 

a resistência a antifúngicos, tornando desta forma, possível a persistência em diversos nichos 

ecológicos (Caicedo-Bejarano et al., 2023; Arora et al., 2021). 

Entre os fungos emergentes de maior relevância está a espécie Candidozyma auris, 

identificada na década de 2009 como um patógeno multirresistente. Um aspecto surpreendente 

sobre essa espécie é o aparecimento quase simultâneo, mas independente, de clados 

geneticamente distintos em diferentes continentes (Chow et al., 2018; Du et al., 2020; 

Černáková et al., 2021).  

O surgimento simultâneo de diferentes clados de Candidozyma auris foi 

hipoteticamente relacionado às mudanças climáticas, sendo sugerido como o primeiro patógeno 

fúngico a evoluir em resposta direta a esse fenômeno (Casadevall et al., 2019). Essa hipótese 

propõe que o aumento das temperaturas globais poderia ter selecionado variantes 

termotolerantes de C. auris, facilitando sua emergência como patógeno humano em regiões 

distintas.  

Contudo, a relação causal exata entre as mudanças climáticas e o surgimento dos clados 

ainda não está totalmente elucidada, necessitando de estudos adicionais. No mesmo clado 

filogenético de C. auris estão as leveduras do complexo Candida haemuli (C. duobushaemuli, 

C. pseudohaemuli e C. vulturna) que compartilham características associadas à patogenicidade, 

como termotolerância, adesão, formação de biofilme, troca fenotípica e resistência a múltiplos 

antifúngicos (Arora et al., 2021).  

A relevância dessas espécies vai além do contexto clínico. Candidozyma haemuli foi 
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inicialmente isolada em 1962 da água do mar no Oceano Atlântico e dos intestinos do peixe 

Haemulon sciurus, o que sugere uma origem ambiental e explica sua alta tolerância à salinidade 

(Van e Kolipinski, 1962). Embora sua origem marinha tenha sido descrita inicialmente, o 

potencial patogênico emergente de C. haemuli foi reconhecido em 1984, com o primeiro 

isolamento clínico no sangue de um paciente com insuficiência renal (Lavarde, 1984).  

Desde então, a incidência dessa espécie tem aumentado mundialmente, ressaltando sua 

crescente importância como patógeno oportunista e multirresistente (Françoiseid et al., 2023; 

Gomez-Gaviria et al., 2023). 

A sobreposição de nichos ecológicos e clínicos destaca a necessidade de compreender 

como leveduras oportunistas se adaptam a diferentes habitats. Com o aquecimento global, 

desmatamento e destruição de ecossistemas, cria-se pressões ambientais e seletivas para que 

fungos continuem a emergir como agentes causadores de doenças (Nnadi e Carter, 2021; 

Hernandez e Martinez, 2018; Benedict e Park, 2014). Estudos já demonstram que fungos podem 

se adaptar gradualmente ao aumento da temperatura, levando á um aumento de espécies 

fúngicas novas, incomuns ou adaptadas (Nnadi e Carter, 2021; Casadevall, 2020; De Crecy et 

al., 2009).  

Portanto, nesta dissertação serão analisadas espécies isoladas de diferentes nichos 

ecológicos pertencentes ao gênero Candidozyma. O objetivo é compreender aspectos 

relacionados à virulência, resistência a antifúngicos e fatores ecológicos dos isolados estudados. 

Esse gênero é particularmente relevante devido à resistência intrínseca a múltiplos antifúngicos, 

como a classe de azóis e polienos, apresentada por alguns isolados das espécies, como C. auris 

e C. haemuli.  

Assim, investigar as características desses isolados pode ajudar a compreender como 

pressões ambientais podem afetar a evolução de novas características, incluindo a virulência e 

a resistência antifúngica em isolados da mesma espécie. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Leveduras oportunistas: Complexo haemuli-auris 

 

O gênero Candidozyma foi proposto por Liu et al., (2024) para abrigar as espécies do 

clado Candida auris-haemuli (CAH) em Metschnikowiaceae. Esse gênero é membro do clado 

Clavispora, pertencente à família Metschnikowiaceae e à ordem Saccharomycetales (Figura 1). 

O clado contém espécies clínicas multirresistentes, como C. auris, C. haemuli, C. 
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duobushaemuli e C. vulturna, também apresenta espécies isoladas de ambientes naturais, como 

C. heveicola, C. ruelliae, C. chanthaburiensis e C. konsanensis. Duas principais características 

desse gênero é a capacidade de crescer e se desenvolver em altas temperaturas (> 40°C) e a 

resistência intrínseca a diferentes classes de antifúngicos (Liu et al., 2024). 

 

Figura 1- Árvore filogenética com isolados do gênero Candidozyma.  Filogenia de máxima verossimilhança 

usando 2.226 genes ortólogos principais com base em 1000 réplicas, entre 12 conjuntos de genomas anotados da 

ordem Saccharomycetales, com Metschnikowia australis, como o grupo externo. Em vermelho espécies do clado 

Candida auris-haemuli (CAH). 

 
 
Fonte: Própria (2025). 

 

Desde o primeiro isolamento clínico de Candidozyma haemuli, em 1984, a partir do 

sangue de um paciente (Lavarde et al., 1984), e posteriormente isolamento da C. auris, em 

2009, do canal auditivo de um paciente no Japão (Satoh et al., 2009), essas espécies têm atraído 

a atenção em todo o mundo, principalmente, devido à sua multirresistência, incluindo 

antifúngicos azólicos e polienos (Ben-Ami et al., 2017; Hou et al., 2016). 

 Essas duas espécies possuem características fenotípicas e genotípicas similares (Liu et 

al., 2024; Chowdhary et al., 2013), tornando necessário o uso de métodos moleculares 

específicos para a identificação correta, sendo, portanto, um desafio para o diagnóstico e 

tratamento (Lockhart et al., 2017).  

Em um estudo realizado por Francisco et al., (2023) foi observada uma ampla variação 

geográfica nas taxas de prevalência das espécies do clado Candidozyma haemuli-auris no 

mundo. Assim, de acordo com os levantamentos epidemiológicos e estudos de diversidade 

fúngica, o Brasil concentra a maior prevalência de isolados de C. haemuli entre os países 

avaliados, destacando-se como um ponto focal na distribuição global desta espécie (Francisco 

et al., 2023; Lima et al., 2020).  

Diante desse contexto, a emergência do complexo CAH, como agentes causadores de 

doenças oportunistas, tem exposto a necessidade de aumentar nosso conhecimento sobre 

aspectos relacionados à sua biologia, virulência e patogênese, suscetibilidade antifúngica, 

interação com o hospedeiro e a correta identificação desses microrganismos (Amorim et al., 
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2023; Ramos et al., 2017; Santos et al., 2015).   

    

2.1.1 Candidozyma auris 

 

Candidozyma auris é uma levedura oportunista com inúmeros fatores de virulência 

associados a padrões de resistência a diferentes classes de medicamentos antifúngicos, 

utilizados na clínica para tratar infecções fúngicas (Sikora et al., 2023). A Organização Mundial 

da Saúde (OMS) reconheceu as infecções causadas por C. auris como um problema crítico de 

saúde pública, destacando sua inclusão na lista de prioridade global devido à sua resistência a 

medicamentos e ao impacto associado a altas taxas de mortalidade em pacientes vulneráveis 

(WHO, 2022).  

Seus fatores de virulência estão relacionados à formação de biofilme, secreção de 

enzimas, aquisição de ferro baseada em sideróforos, formação de agregados multicelulares, 

invasão de tecidos, sistema de histidina quinase e vias envolvidas na modelagem da parede 

celular, o que facilita a evasão do sistema imune (Bing et al., 2024; Gómez-Gaviria et al., 2023; 

Chowdhary et al., 2017). 

O nicho ecológico de C. auris ainda não foi totalmente elucidado. Arora et al., (2021) 

propuseram a hipótese de que C. auris pode ser originária de ambientes pantanosos, e que 

fatores como o aquecimento global, aliados à altos níveis de salinidade, podem ter contribuído 

para seu surgimento como um patógeno humano. 

 Esse cenário sugere que, antes de ser reconhecida como um patógeno, provavelmente 

existia como um fungo ambiental (Casadevall et al., 2019; Jackson et al., 2019; Welsh et al., 

2017). Nesse contexto, embora existam indícios que apontem para a possibilidade de C. auris 

possuir reservatórios ambientais, zoonóticos ou alimentares, o ambiente clínico e humano 

permanece como o mais amplamente descrito e compreendido em relação aos seus mecanismos 

de transporte, transmissão e dispersão (Santana et al., 2024; Arora et al., 2021).  

Contudo, em contraste com os ambientes clínicos, o papel de C. auris no ambiente 

natural ainda não foi totalmente explorado. Entender sua capacidade evolutiva é crucial para 

determinar se essa espécie possui características intrínsecas de resistência e fatores de virulência 

ou se essas adaptações surgiram ao longo do tempo (Yadav et al., 2023; Escandón et al., 2022; 

Jackson et al., 2019). 

Logo após sua identificação no Japão, C. auris foi isolada em diferentes países, e 

atualmente existem seis clados geográficos distintos da espécie: sul da Ásia, leste da Ásia, sul-

africano, sul-americano, Iraniano (Chow et al., 2019) e Singapura (Suphavilai et al., 2024). 
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Esses clados foram reconhecidos com base em análises de dados de sequenciamento do genoma 

completo (WGS) e variação de polimorfismo de nucleotídeo único (SNP), as espécies alocadas 

em cada clado diferenciam entre si pela grande diferença de SNPs (Spruijtenburg et al., 2022).  

As diferenças genéticas entre os clados sugerem que C. auris surgiu independentemente 

nas localizações geográficas mencionadas, além de que, esses clados possuem também 

diferenças fenotípicas como, perfis de suscetibilidade antifúngica, potencial de epidemia e 

manifestações clínicas (Santana et al., 2024; Chow et al., 2020; Vila et al., 2020; Forgács et al., 

2020; Chow et al., 2018; Welsh et al., 2019; Kwon et al., 2019; Szekely et al., 2019; Huang et 

al., 2020; Haq et al., 2023; Müller et al., 2020; Brandt et al., 2023). 

 A suscetibilidade antifúngica de leveduras está associada a mutações adquiridas e 

especificas de genes que codificam alvos de drogas e reguladores de efluxo, como ERG11, 

MDR1 e CDR1 (Rybak et al., 2022). Isolados pan-resistentes de C. auris têm mostrado a 

capacidade de se espalhar em ambientes hospitalares e de se disseminar entre indivíduos. Além 

disso, a resistência pode ser intensificada após a exposição à terapia antifúngica, reduzindo 

ainda mais as opções de tratamento disponíveis (Santana et al., 2024; Lyman et al., 2021). 

 

2.1.2 Complexo Candidozyma haemuli (C. haemuli, C. duobushaemuli, C. pseudohaemuli e 

C. vulturna) 

 

O complexo C. auris-haemuli compreende os patógenos humanos oportunistas C. 

haemuli sensu stricto, C. duobushaemuli e C. haemuli var. vulnera; espécies filogeneticamente 

relacionadas que frequentemente são incluídas como parte do complexo, como C. auris, C. 

pseudoheamuli e C. vulturna (Liu et al., 2024), devido à apresentação de características 

fenotípicas e genotípicas semelhantes (Cendejas-Bueno et al., 2012). 

 Elas são leveduras ascomicetas, que foram isoladas principalmente de amostras clínicas 

humanas.  Essas espécies estão frequentemente associadas à resistência a diferentes classes de 

antifúngicos, principalmente azóis, além de apresentarem alta mortalidade em pacientes, 

relacionada ao atraso no início de um tratamento antifúngico adequado (Pharkjaksu et al., 2021; 

Garey et al., 2006).  

A espécie C. haemuli é um patógeno oportunista frequentemente identificado como 

agente causador de fungemia associado a cateter, infecções nosocomiais, lesões profundas e 

cutâneas em pacientes com comorbidade. A epidemiologia de C. haemuli demonstra uma 

prevalência global baixa, mas com relatos crescentes de surtos nosocomiais e aumento em 

certas regiões. De acordo com Francisco et al., (2023) em um estudo de dados do programa 
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global de vigilância antifúngica (ARTEMIS), indicaram que C. haemuli representa menos de 

0,01% de Candida spp. isoladas de centros médicos ao longo de 10 anos em 41 países.  

Além disso, ressalta-se que no Brasil, há uma prevalência desta espécie em centros 

médicos, passando de 0,9% de isolados presentes em centros médicos (Francisco et al., 2023). 

Recentemente esta levedura foi descrita também como patógeno causando dermatite uma 

serpente selvagem Boa constrictor no município de Salvador, estado da Bahia, Brasil, próximo 

a um fragmento de Mata Atlântica (Fonseca et al., 2023; Pharkjaksu et al., 2021).  

Esta espécie apresenta resistência intrínseca ao fluconazol e à anfotericina B (Huang et 

al., 2024; Ramos et al., 2020) e alguns isolados clínicos apresentam resistência terbinafina e 

equinocandias (Silva et al., 2023; Oberoi et al., 2012). Além disso, foi mostrado que C. haemuli 

possui glicoconjugados contendo glicose e manose que estão presentes em sua superfície 

celular. Esses componentes contribuem para a virulência da espécie, auxiliando na evasão das 

respostas imunes do hospedeiro (Ramos et al., 2020; Lima et al., 2020; Mora-Montes et al., 

2009). 

Candidozyma duobushaemuli foi inicialmente classificada como Candidozyma haemuli, 

devido à sua estreita relação filogenética, características fenotípicas, bem como perfis de 

MALDI-TOF MS e AFLP, frequentemente dificultavam a distinção entre as duas espécies 

(Cendejas-Bueno et al., 2012).  

No entanto, em 2012, Cendejas-Bueno et al., reclassificaram essa espécie, com base no 

sequenciamento de regiões conservadas, que revelou níveis de similaridade de 89,04% para 

ITS, 90,93% para D1/D2, 86,77% para RPB1 e 87,43% para RPB2 em comparação com C. 

haemuli. Como as demais espécies do clado, esta levedura pode apresentar um perfil de 

multirresistência, que inclui MICs altos para anfotericina B e azóis, como fluconazol e 

itraconazol (Frías-de-león et al., 2019; Ramos et al., 2018).  

Além de causar infecções superficiais e invasivas em humanos (Ramos et al., 2015; Hou 

et al., 2016; Ramos et al., 2022). A prevalência exata de C. duobushaemuli ainda é 

desconhecida; contudo, sua ocorrência como agente causador de infecções é considerada rara 

(Francisco et al., 2023; Rodrigues et al., 2021). 

Candidozyma pseudohaemuli também é reconhecida como causadora de infecções 

sistêmicas e pode ser diferenciada das outras espécies do complexo com base em seu padrão de 

assimilação de carboidratos, incluindo esculina, melezitose, L-ramnose, trealose e glicerol. Essa 

espécie foi descrita na Tailândia a partir de casos clínicos, isolados de sangue de pacientes e 

seu nicho ecológico ainda não esta definido (Sugita et al., 2006). 

 Esta espécie é frequentemente relatada como resistentes a anfotericina B e agentes 
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azólicos, como fluconazol e itraconazol. Poucos relatos de infecção foram descritos em relação 

a C. pseudohaemuli desde sua descrição (Cendejas-Bueno et al., 2012). Outra integrante desse 

complexo é Candidozyma vulturna, inicialmente isolada de flores não identificas em cinco 

locais nos arredores da cidade de Cagayan de Oro, Ilha Mindanao, Filipinas. (Sipiczki et al., 

2016).  

No entanto, essa espécie também foi associada a casos de candidemia (Navarro-Muñoz 

et al., 2019; Gade et al., 2020; Muthusamy et al., 2022). Embora as infecções causadas por 

estas espécies sejam raras, elas possuem importância clínica devido à sua capacidade de formar 

biofilmes e sua resistência aos azóis e à anfotericina B (Oh et al., 2011; Sugita et al., 2006).  

As infecções causadas por espécies de leveduras não C. albicans, como as integrantes 

do complexo Candidozyma haemuli, têm ganhado relevância clínica devido à sua resistência 

intrínseca e adquirida a múltiplas classes de antifúngicos, incluindo anfotericina B, azóis e 

equinocandinas.  

A capacidade dessas espécies de formar biofilmes, associada à presença de 

glicoconjugados específicos na superfície celular, como os de C. haemuli, contribui para sua 

virulência e evasão imunológica. Além disso, as alterações fenotípicas e genotípicas dessas 

leveduras permitem uma adaptação notável a diferentes ambientes, incluindo o meio 

hospedeiro, o que reforça sua ameaça como patógenos oportunistas.  

Dada sua ampla distribuição em ambientes clínicos e ecológicos, como observado em 

C. vulturna e C. haemuli, a identificação precisa e o tratamento adequado dessas espécies são 

essenciais, especialmente devido à sua resistência relatada a diversas classes de antifúngicos. 

 

2.1.3 Nova espécie de interesse clínico do gênero Candidozyma – Candidozyma khanbhai 

 

De Jong et al., (2023) descreveram uma nova espécie clinicamente relevante dentro do 

complexo C. auris-haemuli, isolada de pacientes idosos no Kuwait e na Malásia. Apesar de 

serem geograficamente distintas, as linhagens pertencem à mesma espécie.  

Os testes de suscetibilidade antifúngica revelaram uma sensibilidade reduzida aos azóis, 

e à anfotericina B. Além disso, os autores mostraram que sistemas de identificação bioquímica 

padrão, como MALDI-TOF MS, VITEK 2 e API 20C AUX, identificaram erroneamente essa 

nova espécie como Candidozyma pseudohaemulonii, Candidozyma duobushaemulonii e 

Candidozyma lusitaniae, respectivamente.  

Enquanto no meio de cultura CHROMagar Candida Plus (CCP) observaram-se que C. 

auris e a nova espécie C. khanbhai apresentam exatamente o mesmo fenótipo, indicando que 
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infecções futuras por C. khanbhai podem ser identificadas erroneamente (de Jong et al., 2023). 

Diante disso, torna-se essencial a identificação dessas espécies por meio do sequenciamento de 

regiões conservadas, como ITS e D1/D2, para garantir maior precisão e evitar erros de 

diagnóstico. 

A descoberta de C. khanbhai ressalta a necessidade de aprimoramento nas metodologias 

diagnósticas para espécies emergentes dentro do complexo C. auris-haemuli. A identificação 

incorreta pode levar a tratamentos ineficazes, agravando o quadro clínico dos pacientes, 

especialmente em grupos vulneráveis, como imunocompetentes.  

Além disso, a resistência intrínseca aos azóis e à anfotericina B reforça a urgência de 

implementar estratégias terapêuticas específicas e medidas de vigilância epidemiológica. A 

adoção de técnicas baseadas em sequenciamento, como sugerido por de Jong et al., (2023), é 

crucial para garantir um diagnóstico mais preciso e para diferenciar C. khanbhai de outras 

espécies filogeneticamente próximas, como C. pseudohaemulonii e C. auris. Essa abordagem 

não apenas melhora a conduta clínica, mas também contribui para o entendimento da 

distribuição e do impacto dessas espécies no contexto global. 

 

2.1.4 Isolados Ambientais do gênero Candidozyma  

 

Candidozyma ruelliae é uma levedura isolada, em 2008, de flores da espécie Ruellia, 

pertencente à família Acanthaceae, na região de Rawatbhata, Índia. Embora esteja relacionada 

ao complexo C. haemuli, essa espécie apresenta uma divergência de 14% na sequência de 

nucleotídeos em relação às demais espécies do complexo. C. ruelliae é suscetível ao fluconazol, 

mas resistente a anfotericina B (Saluja et al., 2008). 

 Já C. chanthaburiensis foi isolada da casca submersa de Rhizophora apiculata em 

decomposição, coletada em uma floresta de manguezal na província de Chanthaburi, Tailândia 

(Limtong et al., 2010). No entanto, até o momento, não foram realizadas pesquisas sobre a 

susceptibilidade desta espécie a antifúngicos, tampouco avaliações de seus fatores de 

virulência.   

Candidozyma konsanensis, destaca-se por seu alto potencial biotecnológico, 

especialmente devido à sua elevada eficiência na produção de carboximetilcelulase. Essa 

espécie foi isolada pela primeira vez de flores de J. adenophyllum em Konsan, Tailândia 

(Sarawan et al., 2013). Candidozyma heveicola foi isolada pela primeira vez da seiva de uma 

seringueira (Hevea brasiliensis) na província de Yunnan, no sudoeste da China em 2008, sendo 

esta, próxima as espécies C. konsanensis e C. chanthaburiensis (Wang et al., 2008). Apesar das 
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espécies C. heveicola e C. konsanensis apresentarem crescimento a 37°C, não foram realizadas 

avaliações adicionais sobre suas características de resistência e fatores de virulência. 

Candidozyma ohialehuae e Candidozyma metrosideri foram isoladas pela primeira vez 

em 2013 no Parque Nacional dos Vulcões do Havaí (HI, EUA), a partir de flores de 

Metrosideros polymorpha (Myrtaceae). Devido à sua relação com o clado haemuli-auris, os 

valores de CIMs dessas espécies foram investigados, revelando CIMs elevadas para 

anfotericina B para ambos isolados (>4 μg/mL). 

 Apesar da resistência a polienos, essas espécies não apresentaram crescimento a 37 °C 

nem atividade hemolítica. Contudo, os autores ressaltam o potencial dessas espécies como 

agentes oportunistas no futuro, considerando que o micro-habitat onde foram isoladas está 

sujeito a grandes variações ambientais e climáticas. Filogeneticamente, C. metrosideri se 

agrupa com C. duobushaemuli, C. vulturna e C. pseudohaemuli, enquanto C. ohialehuae forma 

um clado irmão bem suportado com C. konsanensis (Klaps et al., 2020).  

Dado a isso, torna-se fundamental investigar como a variação de substratos e como 

mudanças ambientais podem influenciar diretamente sua capacidade metabólica e adaptativa. 

Além disso, essas mudanças podem favorecer o surgimento de fenótipos adaptativos, 

permitindo que a espécie colonize novos nichos ou responda melhor a pressões ambientais 

(Opulente et al., 2019). 

 

2.2 Resistência antifúngica: uma ameaça emergente à saúde 

 

Em contraste, é importante salientar que o arsenal terapêutico para infecções fúngicas 

invasivas é resumido em quatro classes, sendo polienos, azóis, equinocandinas e o análogo de 

pirimidina 5-flucitosina (Lee et al., 2023; Fisher et al., 2022). Sendo uma preocupação mundial, 

com espécies emergentes que são resistentes a vários antifúngicos, como por exemplo, 

Candidozyma auris.  

Em geral, a resistência antifúngica adquirida é uma resposta evolutiva à pressão seletiva 

exercida pelo medicamento que afeta a interação entre fármaco e alvo (Fisher et al., 2022; Ben-

Ami et al., 2021; Berman et al., 2020). Desse modo, a compreensão da resistência fúngica tem 

sido objeto de pesquisa nos últimos anos, podendo ser intrínsecas e adquiridas (Ben-Ami et al., 

2021).  

A resistência intrínseca pode ser denominada como uma característica genética, ou seja, 

a levedura é naturalmente resistente ao antifúngico, que independe de ter sido exposta 

anteriormente a alguma classe de fármacos. Como relatado, a espécie C. ohialehuae apresenta 
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resistência intrínseca a anfotericina B, sendo isolada apenas do meio ambiente sem relato de 

resistência cruzada com agroquímicos (Klaps et al., 2020). Enquanto a resistência adquirida, se 

desenvolve como a exposição a determinado estresse, seja ele ao medicamento ou à um análogo 

estrutural (Berman et al., 2020).  

Além disso, estudos demonstram o impacto do uso agrícola de azóis na emergência de 

resistência a antifúngicos clínicos em leveduras, sugerindo uma rota alternativa e ambiental de 

desenvolvimento de resistência, além da via tradicional associada aos pacientes (Castelo-

Branco et al., 2022; Bastos et al., 2021; Bastos et al., 2018; Snelders et al., 2008). É importante 

destacar que o uso de fungicidas não se limita às plantações, mas também é amplamente 

empregado nas indústrias hortícola e madeireira (Jorgensen et al., 2021). 

 Produtos químicos utilizados de forma inadequada, especialmente aqueles com longa 

meia-vida, podem se acumular no solo e ser transportados para cursos de água e efluentes, 

dispersando moléculas de fungicidas em diferentes nichos ecológicos. Esse cenário, torna-se 

preocupante, devido a onipresença dos fungos e sua capacidade de adaptarem a diferentes 

compostos químicos (Sem et al., 2022; Chen et al., 2015). 

Nesse contexto, a resistência a antifúngicos retrata um desafio à saúde pública global, 

exigindo uma abordagem integrada e multidisciplinar para o seu enfrentamento. A compreensão 

dos mecanismos genéticos e adaptativos que conferem resistência, tanto intrínseca quanto 

adquirida, é essencial para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas.  

Além disso, é imperativo regulamentar e monitorar o uso de fungicidas em ambientes 

agrícolas e industriais para mitigar o impacto ambiental e o surgimento de cepas resistentes. O 

avanço de pesquisas nesse campo, aliado a políticas públicas eficazes, poderá reduzir a 

disseminação de fungos resistentes e preservar a eficácia dos antifúngicos existentes, 

assegurando melhores desfechos clínicos e proteção ambiental. 

 

2.2.1 Fungicidas agrícolas: resistência cruzada em azóis 

 

Fungicidas são compostos químicos utilizados na agricultura para controlar e prevenir 

doenças fúngicas nas colheitas de alimentos, campos de flores e tratamento de madeira. Os 

azóis são a maior classe licenciada de fungicidas, com mais de 30 compostos liberados para a 

utilização em diferentes culturas agrícolas (Pimentão et al., 2024). O alvo dessa classe é 14α-

desmetilase, que ao inibir ocorre a depleção de ergosterol necessária para o desenvolvimento 

fúngico e o acúmulo de esteróis com propriedades desfavoráveis (Robbins et al., 2017).  

Como azóis clínicos e agrícolas compartilham o mesmo mecanismo de ação e têm 
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estruturas semelhantes, podem desencadear resistência cruzada em leveduras (Bastos et al., 

2018; Faria-Ramos et al., 2014; Müller et al., 2007). 

Aspergillus fumigatus é uma espécie de fungo que foi amplamente estudado em relação 

à resistência cruzada (Verweij et al., 2013). Com a crescente emergência de infecções causadas 

por A. fumigatus a partir de 2010, pesquisadores sugerem que pelo menos dois terços dos 

pacientes com infecções resistentes a azóis nunca foram expostos a terapias medicamentosas 

com esses compostos, reforçando a hipótese de uma via ambiental para a aquisição da 

resistência nessa espécie (Snelders et al., 2009; Berger et al., 2017; Chowdhary et al., 2013).  

A exposição de fungos da família Aspergillus a pesticidas azólicos agrícolas é 

amplamente documentada como uma possível fonte para aquisição dessas mutações no gene 

CYP51 (Allizond et al., 2021; Wang et al., 2020; Cao et al., 2020). A resistência cruzada aos 

azóis desenvolve-se rapidamente devido à similaridade em seus mecanismos de ação, 

independentemente das diferenças em suas estruturas químicas (Gisi et al., 2014). 

Além disso, Bastos et al., (2017) avaliaram cepas de Cryptococcus neoformans e 

Cryptococcus gattii expostas ao fungicida tebuconazol, concluindo que essa exposição pode 

induzir resistência cruzada ao fluconazol, itraconazol e ravuconazol. De forma complementar, 

Drakulovski et al., (2023) demonstraram que a pré-exposição de Cryptococcus a pesticidas 

azólicos favorece o surgimento de colônias resistentes ao fluconazol (FLC), com proporções 

variando entre 3,3% e 10%, significativamente superiores às observadas em pacientes com 

cepas resistentes no início do tratamento com FLC. Essa resistência tem sido associada a 

mutações no gene ERG11, que resultam em substituições de aminoácidos, além da supressão 

de genes que codificam bombas de efluxo, como MDR1 (Bosco et al., 2016; Chang et al., 2018). 

Portanto, diversos estudos demonstram que o uso de azóis na agricultura influenciam 

em comunidades microbianas e também nas populações de leveduras clinicamente importantes. 

Uma vez que pesquisas demonstram isolados ambientais resistentes a azóis, possivelmente 

estão associados ao uso de agroquímicos (Castelo-Branco et al., 2021; Bastos et al., 2020; 

Bastos et al., 2018; Medeiros et al., 2008). 

 Ademais, animais que têm contato direto ou indireto com microrganismos resistentes 

do ambiente podem contribuir para sua replicação e disseminação, principalmente aqueles com 

hábitos migratórios como vetores biológicos e/ou mecânicos, como por exemplo aves 

(Glushakova et al., 2024; Talazadeh et al., 2022; Cafarchia et al., 2006). Por isso, torna-se 

necessário pesquisas sobre o ciclo de resistência a azóis e explorar nichos ecológicos de 

leveduras emergentes, incluindo cepas do gênero Candidozyma.  
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2.2.2 Mecanismo de ação: azóis 

 

Antifúngicos azólicos são os primeiros fármacos escolhidos para o tratamento de 

micoses causadas por fungos patogênicos. Como mencionado, o mecanismo de ação dos 

antifúngicos azóis envolve a inibição da enzima lanosterol 14-α-demetilase codificada pelo 

gene ERG11, atuando no bloqueio da via de síntese do ergosterol (Logan et al., 2022; 

Chowdhary et al., 2018).  

A resistência a essa classe, pode ocorrer por dois tipos de mecanismos principais, sendo, 

a expressão de bombas de efluxos e por mutações no gene ERG11 (Ben-Ami et al., 2021; 

Chatterjee et al., 2015; Kean et al., 2018). Os azóis clinicamente mais utilizados incluem 

fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol e têm principalmente 

atividade fungistática contra leveduras, como espécies de Candida, Candidozyma 

e Cryptococcus (Fisher et al., 2023). 

As bombas de efluxo são mecanismos reduzem o acúmulo de fármacos intracelulares, 

expulsando para fora da célula (Prasad et al. 2016). Dessa forma, existem dois tipos principais 

de bombas de efluxo as bombas transportadoras de cassete de ligação de ATP (ABC), que são 

expressas e codificadas pelos genes CDR1 e CDR2 (Cannon et al., 2009). 

 O gene que atua na ativação transcricional desses genes é o TAC1, desempenhando um 

papel crucial na regulação da resistência aos antifúngicos ao aumentar a expressão dos 

transportadores ABC (Holmes et al., 2008). Outra família de bomba de efluxo, é a superfamília 

de facilitadores principais (MFS) codificadas pelos genes MDR1 e FLU1 (Pata et al., 2024; 

Robbins et al., 2017).  

As mutações no ERG11 por meio de substituições de aminoácidos, têm o potencial de 

produzir uma lanosterol 14α-desmetilase mutada que tem afinidade de ligação azólica reduzida. 

Esses mecanismos não ocorrem isoladamente, mas, em vez disso, muitas vezes contribuem 

coletivamente para a resistência aos fármacos de isolados clínicos (Lee et al., 2023; Logan et 

al., 2022; Berman et al., 2020). 

  A alteração na expressão gênica das enzimas envolvidas na síntese de ergosterol, 

possuem a função de sintetizar esteróis tóxicos que se acumulam na levedura quando ele é 

exposto a azóis e contribui com à diminuição da afinidade entre o azol e a enzima que atua 

como alvo farmacológico (Cárdenas Parra et al., 2024; Paul et al., 2018).  

Estudos genéticos e funcionais desses genes em leveduras oportunistas e ambientais, 

como as pertencentes aos gêneros Candida e Candidozyma, revelam mutações em ERG11 e a 

superexpressão de genes como TAC1, CDR1, CDR2, MDR1 e FLU1 contribuem para a 
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sobrevivência em ambientes com alta pressão seletiva de antifúngicos. Além disso, investigar 

essas adaptações em isolados ambientais expostos a azóis pode esclarecer a origem e 

disseminação da resistência clínica, reforçando a necessidade de vigilância molecular e 

estratégias para mitigar a resistência antifúngica em diferentes nichos ecológicos. 

 

2.2.3 Mecanismo de ação: polienos 

 

 Os polienos têm como alvo um componente importante da membrana celular em vez de 

uma enzima essencial (Karunarathna et al., 2024). Existem cerca de seis antifúngicos poliênicos 

para terapia antifúngica: Anfotericina B, nistatina, natamicina, candicidina, tricomicina e metil 

partricina. No entanto, apenas três polienos permanecem em uso terapêutico atualmente, sendo, 

anfotericina B para micoses sistêmicas e graves, nistatina para infecções de mucosa, como 

candidíase oral e vaginal e natamicina para infecções oculares (Carolus et al., 2020; Stone et 

al., 2016).   

O mecanismo de ação dos antifúngicos poliênicos envolve a alteração da 

permeabilidade da membrana celular fúngica, ao se ligarem ao ergosterol e formarem canais 

iônicos. Essa interação leva à perda de prótons e cátions monovalentes, causando 

despolarização da membrana e, consequentemente, a morte celular devido ao desequilíbrio 

osmótico e perda de conteúdo intracelular (Logan et al., 2022; Anderson et al., 2014).  

Embora a resistência a poliênicos seja rara, ela já foi relatada em Candida albicans 

(Sterling et al., 1998). Os principais mecanismos incluem mutações pontuais em genes como 

ERG3 e ERG2, que codificam enzimas da via de síntese de esteróis, e a regulação positiva de 

genes como ERG5, ERG6 e ERG25, resultando em alterações na composição de esteróis da 

membrana que reduzem a afinidade dos poliênicos ao ergosterol (Geber et al., 1995; 

O’Shaughnessy et al., 2009; Ahmady et al., 2024).  

A anfotericina B é o único antifúngico de ação sistêmica e o medicamento mais potente 

disponível para o tratamento de candidíase invasiva e que a resistência adquirida é raramente 

conhecida em leveduras (Karunarathna et al., 2024). No entanto, anfotericina B não é a primeira 

classe de antifúngicos utilizadas na clínica para infecções fúngicas, devido a sua alta toxicidade 

(Laniado-Laborín e Cabrales-Vargas, 2009). Além disso, é importante salientar que isolados do 

complexo C. haemuli são conhecidos por sua resistência intrínseca a AmB, por possuir um 

perfil de esterol alterado (Silva et al., 2020; Lima et al., 2020).  
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2.2.4 Mecanismo de ação: equinocandinas 

 

 Micafungina, caspofungina e anidulafungina são representantes da classe 

equinocandinas, que inibem de forma não competitiva a enzima a 1,3-β-D-glucano sintase, 

causando uma diminuição na síntese de 1,3-β-D-glucano, um componente essencial na parede 

celular fúngica, que leva à lise osmótica (Logan et al., 2022).  

Além de ser um componente importante da estrutura da parede celular fúngica, o β-(1,3) 

- d -glucano não é encontrado em células de mamíferos, portanto sua síntese é um bom alvo 

para antifúngicos, diminuindo efeitos colaterais graves (Szymański et al., 2022). Desse modo, 

essa classe é utilizada como primeira linha no tratamento para candidíase e aspergilose invasiva, 

tendo poucos relatos de resistência (Wall e Lopez-Ribot, 2020). 

 Outro fator de suma relevância, é que esse fármaco pode levar a resistência cruzada a 

polienos e azóis, uma vez que têm em vista, o ergosterol da membrana e a síntese de esteróis, 

respectivamente (Hull et al., 2012). 

 Diante desse contexto, a diminuição da suscetibilidade à equinocandina ocorre com 

mutações no gene FKS, que conferem sensibilidade diminuída a enzima glucana sintase (Ben-

Ami et al., 2021).  

Assim, mutações que determinam a resistência antifúngica estão localizadas em regiões 

altamente conservadas dos genes Fks da glucana sintase, essas mutações de aminoácidos são 

pontuais em regiões quentes (HS) e codifica aminoácidos nas posições 641–649 e 1345–1365 

(Szymański et al., 2020).  

Outro mecanismo de resistência descrito, é a exposição prolongada à equinocandina 

leva ao estresse da parede celular inibindo a β-glucano sintase, com ativação indireta das vias 

calcineurina ou HSP90, que estão envolvidas na tolerância a medicamentos (Fisher et al., 2023). 

 

2.2.5 Mecanismo de ação: 5-flucitosina 

 

 Por fim, o quarto grupo de antifúngicos inclui o análogo de pirimidina flucitosina. 

Embora eficaz, sua utilização como monoterapia não é recomendada, sendo mais apropriado 

em combinação com outras classes de antifúngicos, como a anfotericina B (Delma et al., 2021; 

Vermes et al., 2000). 

 Isso se deve ao fato de que, quando usados isoladamente no tratamento de candidíase 

invasiva, há uma alta probabilidade de desenvolvimento de resistência por parte das espécies 

de Candida (Arendrup e Patterson, 2017). O fármaco é absorvido pela célula e convertido em 
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sua forma ativa 5-fluorouracil (5FU), o qual é metabolizado e convertido em 5-fluorouridina 

trifosfato. Esse produto é incorporado ao RNA fúngico e substitui o ácido uridílico no RNA 

fúngico, inibindo assim a síntese de proteínas e lavando a morte celular (Sigera et al., 2023). 

Ademais, pode ocorrer a conversão de 5-fluorouracil em monofosfato bloqueando a ação da 

timidilato sintase, inibindo a síntese de DNA fúngico (Vermes et al., 2000). 

 A resistência à flucitosina, embora rara, já foi associada a mecanismos bem 

caracterizados. Mutações nos genes que codificam a citosina desaminase (FCY1), responsável 

por converter 5-fluorocitosina (5FC) em 5-fluorouracila (5FU); a purina-citosina permease 

(FCY2), proteína de membrana que regula a entrada do fármaco na célula; e a uracil 

fosforibosiltransferase, uma enzima codificada pelos genes FUR1 uma imitação da conversão 

de 5-5FC em 5-fluorouridina monofosfato (5-FUMP) devido à deficiência da enzima uracil 

fosforibosiltransferase, sendo descritas como os principais fatores de resistência ao fármaco 

(Sigera et al., 2023).  

Desse modo, isolados hospitalares de Candida duobushaemulonis na China já foram 

descritos com concentrações inibitórias mínimas (CIM) elevadas para 5-flucitosina (≥64 

μg/mL), atribuídas a mutações no códon de iniciação (ATG → ATA) do gene FUR1 (Chen et 

al., 2022). 

 

2.3 Outros Mecanismos de Resistência 

 

 A resistência a antifúngicos em leveduras tem sido amplamente estudada através do 

sequenciamento do genoma completo (WGS). Nesse contexto, além dos genes já descritos, o 

EFG1 (crescimento filamentoso aprimorado) e BCR1 (regulador de biofilme e parede celular) 

destacam-se como um fator de transcrição envolvido em redes regulatórias essenciais para a 

formação de biofilmes, o que representa uma fonte significativa de infecções associadas a 

dispositivos médicos (Mancera et al., 2021; Nobile et al., 2012).  

A formação do biofilme envolve várias etapas, que vão desde a adesão inicial das células 

à superfície, seguida pela adesão irreversível, síntese de matriz extracelular induzida por 

quorum sensing, maturação, e dispersão, resultando em comunidades altamente complexas e 

organizadas (Alonso et al., 2023). Sendo um fator primordial para a tolerância a diferentes tipos 

de estresses, principalmente na ação dos antifúngicos.   

 Além disso, proteínas de superfície são fundamentais para leveduras se fixarem a células 

epiteliais, endoteliais e superfícies abióticas, sendo um dos principais fatores de adesão de 

leveduras oportunistas (Rodríguez-Cerdeira et al., 2020). Assim, a família de proteínas 
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aglutininas (ALSs) codificam glicoproteínas adesivas á superfícies celulares, sendo fundamental 

para o processo de adesão (Razavi et al., 2020).  

Estas adesinas se ligam de forma específica as células ou superfícies do hospedeiro, e 

exibem funções de adesão e invasão celular (Valotteau et al., 2019). Diante desse contexto, as 

proteínas Als possuem um domínio N-terminal semelhante à Ig, que lhes confere propriedades 

adesivas durante a fixação em superfícies. Além desse domínio, elas apresentam o domínio T, 

rico em treonina (Thr), que contém uma sequência formadora de amiloide essencial para 

desencadear a montagem de estruturas amiloides na parede celular sob condições específicas, 

favorecendo a formação de biofilmes (Mourer et al., 2021). 

Outro fator contribuinte, são as atividades proteolíticas da enzima aspartil proteinases 

secretadas (SAPs) que facilitam a fixação das leveduras, na formação de biofilme, invasão e 

degradação de células e proteínas do hospedeiro (Kulshrestha et al., 2022; Kadry et al., 2018). 

As Saps em biofilmes desempenham um papel crucial ao modificar as superfícies de células 

hospedeiras ou fúngicas, expondo proteínas mais propensas à adesão fúngica e atuando como 

ligantes celulares.  

O sítio ativo da enzima, são reconhecidas por integrinas de células epiteliais orais. Esse 

reconhecimento facilita, por um lado, a adesão ao tecido hospedeiro, desencadeando a etapa 

inicial da formação do biofilme, e, por outro, a internalização da protease, resultando em 

apoptose proteolítica das células hospedeiras (Bras et al., 2024; Tumbarello et al., 2012; Wu et 

al., 2013; Rajendran et al., 2016). 

 

3.  JUSTIFICATIVA 

 

Leveduras presentes na natureza estabelecem relações simbióticas com diversas 

espécies, especialmente plantas e frutos, com o objetivo de promover a homeostase do 

ecossistema (Peris et al., 2023; Peay et al., 2016). Nesse sentido, as leveduras possuem a 

capacidade de coexistir em comunidades complexas, compostas por diferentes tipos de células, 

e também mostram uma rápida capacidade de adaptação em resposta a pressões seletivas. Em 

ambientes clínicos e agrícolas, essas características podem conferir a elas a habilidade de 

desenvolver resistência contra agentes antifúngicos. 

Infecções associadas ao complexo haemuli-auris têm sido reportadas principalmente em 

pacientes com condições como doenças vasculares, diabetes mellitus, úlceras crônicas e 

imunossupressão, representando um grave problema de saúde pública devido ao aumento da 

prevalência e resistência antifúngica (Gomez-Gaviria et al., 2023; Pérez-Lazo et al., 2021; 
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Reséndiz-Sánchez et al., 2020; Guarana e Nucci, 2018). Apesar disso, a identificação precisa 

de espécies do gênero Candidozyma é dificultada pela ampla similaridade fenotípica, já que 

isolados da mesma espécie podem apresentar características semelhantes. Embora algumas 

espécies ambientais, como Candidozyma heveicola e Candidozyma ruelliae, não tenham sido 

associadas a infecções oportunistas na literatura, sua presença em ambientes frequentemente 

explorados por humanos levanta questões sobre o risco potencial de exposição. 

Ademais, poucos estudos abordam as linhagens oportunistas provenientes de amostras 

ambientais, limitando o conhecimento sobre sua virulência. Muitos desses microrganismos são 

isolados de locais recreativos, onde mantêm contato direto com humanos saudáveis, 

imunossuprimidos e imunocompetentes, crianças e idosos, o que torna essencial investigar seu 

potencial patogênico e mecanismos de resistência. Assim, elucidar os fatores bioquímicos e 

fisiológicos das espécies do complexo Candidozyma haemuli isoladas de diferentes substratos 

é crucial para entender sua virulência e resistência, além de subsidiar o desenvolvimento de 

terapias eficazes contra esses fungos emergentes. 

Diante desse contexto, o presente estudo teve o objetivo de explorar os aspectos 

moleculares, fatores de virulência e resistência antifúngica de isolados ambientais e clínicos do 

complexo auris-haemuli e espécies novas relacionadas. A compreensão aprofundada desses 

mecanismos poderá contribuir para estratégias de contenção da resistência e redução da 

mortalidade associada a infecções causadas por esses patógenos oportunistas.
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

Investigar os aspectos moleculares, fatores de virulência e resistência aos antifúngicos 

de isolados ambientais e clínicos pertencentes ao complexo de C. auris-haemuli e espécies 

filogeneticamente relacionadas. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

 Caracterizar por métodos genéticos, fisiológicos e bioquímicos as espécies utilizadas 

neste trabalho.  

 Avaliar os isolados clínicos e ambientais das espécies selecionadas do gênero 

Candidozyma quanto aos fatores de virulência como termotolerância, filamentação e 

produção de biofilme. 

 Avaliar a susceptibilidade aos antifúngicos comerciais de isolados clínicos e ambientais 

das espécies selecionadas de Candidozyma. 

 Estudar os possíveis mecanismos de resistência das leveduras resistentes aos 

antifúngicos azólicos, como troca de aminoácidos em genes de resistência, a presença 

de genes de bomba de efluxo e a expressão deste mecanismo. 

 Realizar o sequenciamento e montagem genômica dos isolados pertencentes as espécies 

novas. 

 Classificar e analisar a árvore filogenética das novas espécies, além de avaliar a presença 

de genes de resistência presentes. 

 Buscar a identificação de homólogos conservados na espécie Candidozyma sp. UFMG-

CM-Y6065 com Candidozyma auris. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Origem, obtenção e manutenção dos isolados 

 

Para o presente estudo foram selecionadas 25 linhagens de leveduras pertencentes ao 

gênero Candidozyma. Essas leveduras se encontram depositadas na Coleção de 

Microrganismos, DNA e Células da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os 

isolados de Candidozyma utilizados, foram previamente coletados e isolados de diversos 

substratos provenientes de diferentes estados brasileiros. 

 Os isolados que foram utilizados, o local e data da coleta e o tipo de amostra se 

encontram na Tabela 1. As leveduras encontram-se criopreservadas no caldo GYMP com 

glicerol puro a -80°C, com o propósito de manter sua viabilidade e características genéticas ao 

longo do tempo. 

 

5.2 Verificação da pureza e criopreservação das amostras 

 

Para a reativação das leveduras e verificação da pureza, foi utilizado o meio YM 

(composto por 1% glicose, 0,3% extrato de levedura, 0,3% extrato de malte, 0,5% peptona e 

0,01% cloranfenicol) a uma temperatura de 25°C. Após a confirmação da pureza, foi procedida 

a criação de um banco de amostras em duplicata devidamente identificadas, contendo apenas 

as espécies a serem utilizadas neste trabalho, seguindo rigorosamente o protocolo de 

criopreservação. 

Após a obtenção das colônias purificadas, os isolados de leveduras foram inoculados 

em tubos contendo 2 mL de caldo GYMP (1% de extrato de malte, 0.2% de fosfato de potássio 

dibásico, 2% de glicose e 0.5% de extrato de levedura) e incubados por 48 horas a 15 °C. Em 

seguida, 800 μL desse caldo foram transferidos em duplicatas para criotubos esterilizados 

contendo 200 μL de glicerol puro, e armazenadas a -80°C. 
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Tabela 1- Isolados clínicos pertencentes ao complexo C. haemuli-auris utilizados no presente estudo. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

 

Código dos 

isolados Espécie Origem 

Ano de 

coleta 
Sítio de isolamento 

UFMG-CM-

Y7579 Candidozyma haemuli 

Teofilo Otoni - 

MG 
2009 Requeijão 

UFMG-CM-

Y4035 Candidozyma haemuli Matinhos - PR 
2010 Areia da praia 

UFMG-CM-

Y4059 Candidozyma haemuli 

Pontal do Paraná - 

PR 
2010 Água do mar 

UFMG-CM-

Y4157 Candidozyma haemuli Rio de Janeiro - RJ 
2010 Água do mar 

UFMG-CM-

Y4375 Candidozyma haemuli Rio de Janeiro - RJ 
2010 Água do mar 

UFMG-CM-

Y7534 Candidozyma haemuli 

Belo Horizonte - 

MG 
2014 Amostra clínica 

UFMG-CM-

Y7572 Candidozyma haemuli Cauxianã - PA 
2016 

Marasmiellus 

volvatus - cogumelo 

UFMG-CM-

Y7573 Candidozyma haemuli Cauxianã - PA 

2016 

Rigidoporus 

biokoensis - 

cogumelo 

UFMG-CM-

Y7574 Candidozyma haemuli Cauxianã - PA 
2016 

Polyporus spp. - 

cogumelo 

UFMG-CM-

Y7469 Candidozyma sp. 1 

Flona de Caxiuanã 

- PA 
2016 Faramea anisocalyx 

UFMG-CM-

Y7127 Candidozyma sp. 2 Itacoatiara - AM 
2016 Solo 

UFMG-CM-

Y6408 Candidozyma sp. 3 Itacoatiara - AM 
2015 

Madeira em 

decomposição 

UFMG-CM-

Y6065 Candidozyma sp. 4 Tocantins - TO 
2007 Ipomoea spp. 

UFMG-CM-

Y6066 Candidozyma sp. 4 Tocantins - TO 
2007 Ipomoea spp. 

UFMG-CM-

Y7528 Candidozyma sp. 4 Tocantins - TO 
2007 Ipomoea spp. 

UFMG-CM-

Y7529 Candidozyma sp. 4 Tocantins - TO 
2007 Ipomoea spp. 

UFMG-CM-

Y7530 Candidozyma sp. 4 Tocantins - TO 
2007 Ipomoea spp. 

UFMG-CM-

Y7531 Candidozyma sp. 4 Tocantins - TO 
2007 Ipomoea spp. 

UFMG-CM-

Y7575 Candidozyma sp. 5 

Flona de Caxiuanã 

- PA 
2013 Casca de árvore 

UFMG-CM-

Y4453 

Candidozyma 

duobushaemuli Rio de Janeiro - RJ 
2010 Água do mar 

UFMG-CM-

Y4460 

Candidozyma 

duobushaemuli Rio de Janeiro - RJ 
2010 Água do mar 

UFMG-CM-Y756 

Candidozyma 

duobushaemuli 

Aurora do 

Tocantins - TO 
2012 B. karatas 

UFMG-CM-

Y7571 

Candidozyma 

duobushaemuli Cauxianã - PA 
2016 Xylaria sp. 

UFMG-CM-

Y1478 

Candidozyma 

heveicola 

Serra do Cipó - 

MG 
2014 

Madeira em 

decomposição 

UFMG-CM-

Y5595 

Candidozyma 

heveicola Pampulha - MG 
2013 

Nectário de Tabebuia 

sp. 
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5.3 Identificação molecular 

 

5.3.1. Extração de DNA total 

 

Para a extração do DNA total, as cepas foram cultivadas em meio ágar YM (composição 

de 1% glicose, 0,3% extrato de levedura, 0,3% extrato de malte, 0,5% peptona bacteriológica, 

2% ágar e 0,01% de cloranfenicol) a uma temperatura de 25 °C por um período de 24 horas. 

Após o crescimento, as colônias foram ressuspendidas em 100 μL de tampão de lise e incubadas 

em banho-maria a 65ºC por 30 minutos. Em seguida, é adicionado 200 μL de uma mistura de 

clorofórmio e álcool isoamílico (proporção 24:1) aos tubos, que são homogeneizados por 

inversão e centrifugados a 14300 rpm por 10 minutos. 

 O sobrenadante foi cuidadosamente retirado com o auxílio de uma pipeta e transferido 

para outro tubo, ao qual é adicionado volume equivalente de isopropanol, permitindo a 

precipitação do DNA. Os tubos foram deixados em repouso à temperatura ambiente para esse 

processo ocorrer. Após essa etapa, os tubos são novamente centrifugados a 14300 rpm por 10 

minutos. O sobrenadante é descartado por inversão, e ao pellet formado é acrescentado 200 μL 

de etanol 70 %. As amostras são centrifugadas novamente a 14300 rpm por 10 minutos.  

Logo após deve ser retirado todo o excesso do sobrenadante em papel filtro. Os tubos 

foram incubados à overnight em temperatura ambiente para a completa evaporação do álcool. 

Após essa etapa, o DNA foi ressuspendido em 100 μL de tampão Tris EDTA 0,1 M (TE) pH 8 

e armazenado a -20 ºC para posterior utilização. 

 

5.3.2 Amplificação utilizando o iniciador (GTG)5 

 

Foi utilizado o iniciador (GTG)5 (5′-GTGGTGGTGGTGGTG-3′) para amplificar 

regiões microssatélites por meio de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase), segundo a 

metodologia descrita por Lieckfeldt et al. (1993). A PCR foi conduzida em microtubos de 0.2 

mL, com volume final de 25 μL, contendo: 1 a 5 μL de DNA (dependendo da concentração de 

DNA, variável de 50-500 ng μL-1); 2 μL do iniciador (GTG)5 10 μmol μL-1 (MWG Biotech) 

2.5 μL de tampão de PCR 5X (Fermentas); 1.5 μL de MgCl2 25 mM; 1 μL de dNTP 10 mM; 

0.2 μL de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas) e o volume final foi completado com água 

ultrapura esterilizada. 

 As reações de PCR foram realizadas em termociclador PCR Mastercycler (Eppendorf), 

nas seguintes condições: desnaturação inicial a 94 ºC por 5 min, seguida por 40 ciclos de 
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desnaturação a 94 ºC por 15 segundos, pareamento a 55 ºC por 1 min e extensão a 72 ºC por 90 

segundos, e uma extensão final a 72 ºC por 6 min. A observação dos produtos da PCR 

(amplicons) foi feita por eletroforese em gel de agarose 1.5%, em tampão TBE 0.5X (54 g de 

tris base, 27.5 g de ácido bórico, 20 mL de EDTA 0.5 M, pH 8), que foram submetidos a 80 V 

por 1h e 30 min e corados com uma solução de agente intercalante (GelRed). Os géis foram 

visualizados sob luz ultravioleta e fotodocumentados (Vilber Lourmat, França). 

 

5.3.3 Amplificação dos domínios D1/D2 do gene do rRNA  

 

As amostras que apresentaram perfis fisiológicos e moleculares distintos foram enviadas 

para o sequenciamento Sanger. A reação de PCR seguiu o protocolo de Lachance et al., (1999) 

e foi conduzida em um volume final de 50 µL. Os componentes da reação consistem em 5 μL 

de tampão de PCR Fermentans 10 X, 2 μL de MgCL2 1,5M, 2 μL de dNTP 0,05 mM, 1 μL de 

cada iniciador NL1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3') e NL4 

(5'GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') a 10 pmol/µL, 1 a 5 μL de DNA, 0,2 μL de Taq DNA 

Polimerase 1,25 U/μL (Taq DNA Polymerase Fermentans) e água Dpec q.s.p. 50 μL. As 

amplificações das amostras foram realizadas no termociclador Eppendorf AG6325 

(Eppendorf). 

 O programa de ciclagem consiste em uma desnaturação inicial a 95ºC por 2 minutos, 

seguida de 35 ciclos de desnaturação a 95ºC por 30 segundos, extensão a 72ºC por 30 segundos 

e uma etapa final de extensão a 72 ºC por 10 minutos. Os produtos resultantes da PCR foram 

analisados através de eletroforese em gel de agarose a 1% em tampão TBE 0,5 X (54 g de tris 

base, 27,5 g de ácido bórico, 20 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0) a uma voltagem de 

aproximadamente 120 V, durante cerca de 30 minutos. Os amplicons foram corados 

previamente com solução de GelRed (Biotium), visualizados sob luz ultravioleta e registrados 

por meio de um sistema de foto-documentação de gel (Vilber Lourmat, France). 

 

5.3.4 Amplificação da região ITS (espaçador transcrito interno) 

 

Os isolados de leveduras que apresentarem mais que três substituições na sequência 

gênica dos domínios D1/D2 e que representam possíveis espécies novas, ou ainda os que a 

identificação não foi possível com o sequenciamento dos domínios D1/D2 do gene do RNA 

ribossomal, foram submetidos ao sequenciamento da região dos espaçadores transcritos 

internos (ITS1-5.8S-ITS2) do gene do RNAr utilizando os iniciadores ITS1 
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(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) conforme 

descrito por White et al., (1990). A PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) foi realizada em 

um volume final de 50 μL contendo de 1,0 a 5,0 μL de DNA (variando de acordo com a 

concentração do DNA, a qual deve estar entre 50-500ng/μL, sendo o ideal em torno de 250ng), 

1,0 μL de cada iniciador ITS1 e ITS4 10 μmol-1 (MWG Biotech), 5,0 μL de tampão de PCR 

5X (Sinapse Inc), 2,0 μL de MgCl2 25mM, 2,0 μL de dNTP 10 mM, 0,2 μL de Taq DNA 

polimerase 5U (Sinapse Inc) e o volume final completado com água miliQ estéril. As reações 

de PCR foram realizadas utilizando-se o termociclador PCR Express (Valpo protect - 

Eppendorf). 

 As reações de PCR foram realizadas sob as seguintes condições: desnaturação inicial a 

94 ºC por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de: desnaturação a 95 ºC por 1 minuto, anelamento 

a 55 ºC por 1 minuto e extensão a 72 ºC por 1 minuto, seguida por extensão final a 72 ºC por 5 

minutos. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (Pronadisa, 

Espanha) 1%, em tampão TBE 0,5X, eluídos durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. 

Os géis foram corados com GelRed (Biotium, USA), visualizados sob luz ultravioleta e 

fotografados em um sistema de foto-documentação de gel (Vilber Lourmat, France). 

 

5.3.5 Purificação dos amplicons 

 

 Os amplicons gerados ao final da reação de PCR (volume de 47 μL) foram purificados 

com a adição de 11.25 μL de EDTA 125 mM e 141 μL de etanol absoluto (Merck). Em seguida, 

os tubos foram homogeneizados por inversão, deixados à temperatura ambiente por 30 min e 

centrifugados a 16.000 xg por 30 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi tratado 

com 120 μL de etanol 70% e, posteriormente, homogeneizado e centrifugado a 16.000 xg por 

15 min. O sobrenadante foi descartado novamente e o restante do etanol evaporou a 37 ºC por 

30 min. Em seguida, o DNA foi ressuspendido em 10 μL de água esterilizada, dosado em 

NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies) e armazenado a -20 ºC para ser utilizado nas 

reações de sequenciamento. 

 

5.4 Sequenciamento 

 

5.4.1 Reações de sequenciamento 

 

As reações de sequenciamento foram realizadas utilizando-se o Kit BigDye Terminator 
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v3.1 (Applied Biosystems, EUA) em combinação com o sistema de sequenciamento 

automatizado ABI 3730x1 (Applied Biosystems, EUA) da plataforma de sequenciamento do 

Instituto René Rachou (FIOCRUZ, Minas Gerais). A reação de PCR foi realizada em 

microplacas de 96 poços (Applied Biosystems, EUA) e preparada para um volume final de 10 

μL, contendo: 1 μL do inciador (5 ρmol), 1 μL de tampão (presente no kit de sequenciamento), 

1 μL de Big Dye, 1 μL de DNA (contendo entre 10-20 ng/μL) e o volume foi completado com 

água ultrapura esterilizada. O programa de ciclagem utilizado consistiu de uma desnaturação 

inicial a 36 °C por 1 min, 36 ciclos de anelamento a 96 °C por 15 s, seguido de extensão a 50 ºC 

por 15 s e 4 min de extensão final a 60 ºC. 

 

5.4.2 Precipitação da reação de sequenciamento 

 

Para precipitação das reações de sequenciamento, 1 μL de EDTA a 125 mM, 1 μL de 

acetato de sódio 3 M e 50 μL de etanol absoluto (Merck) gelado foram adicionados em cada 

poço da placa de 96 poços. A placa foi submetida à agitação em vórtex e incubada por 15 min 

à temperatura ambiente. Após a incubação, a placa foi centrifugada por 45 min a 4.000 rpm a 4 

ºC e o sobrenadante foi descartado por inversão. Em seguida, foram acrescentados 100 μL de 

etanol 70% (Merck) gelado, a placa foi novamente centrifugada por 15 min a 1.8000 xg a 25 

ºC e o sobrenadante foi descartado por inversão. Para remoção do excesso de etanol, o selante 

foi retirado e a placa invertida sobre um papel absorvente e submetida a um spin (pulso até a 

centrífuga atingir 900 rpm). Após essa etapa, a placa foi mantida em repouso, sem o selante, 

durante 20 min em temperatura ambiente para evaporação do etanol residual. Em seguida, o 

DNA das amostras precipitado em cada poço foi ressuspendido em 10 μL de Formamida HI 30 

DI (Applied Biosystems, EUA). A placa foi armazenada a 4 ºC, protegida da luz, até a injeção 

das amostras no sistema automatizado ABI 3730 (Applied Biosystems, EUA). 

 

5.4.3 Análise computacional das sequências 

 

As sequências de DNA foram analisadas de acordo com a qualidade no portal Embrapa 

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) e comparadas com as sequências de espécies de 

fungos referências depositadas no GenBank, incluindo “type species”, pertencentes às coleções 

de culturas internacionais, utilizando o programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool 

- versão 2.215 do BLAST 2.0) disponível no portal NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), desenvolvido pelo National Center For 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Biotechnology. Leveduras com sequências de valor E = 0, cobertura e identidade ≥ 99% quando 

analisadas com o programa BLASTn foram considerados como pertencentes à mesma espécie. 

Já leveduras com sequências de valor E ≠ 0 e cobertura e identidade ≤ 97% foram identificados 

em nível de gênero ou níveis hierárquicos mais altos. Para alguns táxons o termo ‘cf.’ (latim 

“for confer” = comparado com) pode ser utilizado para indicar a espécie a qual se assemelha, 

mas apresenta pequenas diferenças com a espécie referência. Para identificação molecular, 

foram utilizadas sequências com ≥ 350 pares de bases. 

 

5.5 Termotolerância 

 

Os isolados do complexo C. haemuli-auris foram avaliados e testados quanto a 

capacidade de crescimento em diferentes temperaturas. Para isso, dez microlitros da suspensão 

de leveduras na concentração de 1x106 células/mL foram inoculadas em placas de Petri 

contendo ágar Sabouraud (Peptona - 0,5%, Dextrose - 2%, Ágar - 2% e pH 5,6) e incubadas 

nas temperaturas de 25°C, 30°C, 35°C, 37°C, 40°C, 42°C e 45°C, durante um período de 48h. 

A avaliação dos resultados foi realizada de modo visual, analisando o grau de crescimento da 

levedura. Sendo que as leveduras que apresentarem crescimento robusto foram identificadas 

com ++ nos resultados, as leveduras com crescimento intermediário foram descritas com +, já 

as leveduras que não apresentarem crescimento foram identificadas com sinal negativo (-) 

(ZEUTHEN et al., 1989). Para isto, foram realizados três experimentos independentes. 

 

5.6 Teste de sensibilidade das leveduras à antifúngicos 

 

 A determinação da susceptibilidade a antifúngicos dos isolados foi realizada utilizando 

a metodologia de microdiluição em placas de acordo com o CLSI M-27. Para isto, foram 

utilizados os seguintes antifúngicos: fluconazol, voriconazol, itraconazol, anfotericina B e 

epoxiconazol (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Para as espécies ainda não descritas e com MIC 

elevados para azóis foram realizados também caspofungina, micafungina e anidulafungina. Os 

antifúngicos foram diluídos para preparo da solução estoque em dimetilsulfóxido (DMSO; 

Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Os isolados fúngicos utilizados no teste foram cultivados 

previamente em ágar Sabouraud por 24 horas a 37ºC.  

Assim, a levedura será diluída em salina 0,85% e a transmitância desta suspensão foi 

determinada em espectrofotômetro a 530 nm. Para o experimento o inóculo foi padronizado na 

transmitância entre 75 e 77%, o que equivale a 0,5-5 x 106 ufc/mL. Para o experimento foi 
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utilizado placas de 96 poços e realizado a diluição seriada dos fármacos mencionados. As 

seguintes faixas de concentração dos medicamentos foram usadas: anfotericina B, 0,0313 a 16 

μg/mL; itraconazol, 0,0313 a 16 μg/mL; fluconazol, 0,125 a 64 μg/mL; voriconazol, 0,0313 a 

16 μg/mL; e anidulafungina, caspofungina e micafungina, 0,015 a 8 μg/mL. 

 Após a diluição seriada foi adicionado em cada poço (da 2ª a 11ª coluna) 100 µL do 

inóculo das espécies analisadas, atingindo desta forma a concentração final do inóculo de 0,5-

5 x 103 ufc/mL. A 12ª coluna da placa será reservada para o controle de crescimento do 

microrganismo, sendo adicionados 100 µL de RPMI, sem adição de antifúngico e 100 µL do 

inóculo. Finalizada esta etapa, as placas foram incubadas a 37ªC e a leitura dos resultados foi 

realizada de modo visual em 24 e 48 horas (CLSI, 2017) (Tabela 2). 

 O experimento foi realizado em duplicata. Os pontos de interrupção clínicos dos testes 

de suscetibilidade antifúngica não estão disponíveis para interpretar ensaios de suscetibilidade 

realizados com isolados do complexo auris-haemuli. Para a interpretação dos resultados foram 

utilizadas as diretrizes para Candida albicans citadas no CLSI, M27 (2008) conforme a tabela 

3.  

 
Tabela 2- Diretrizes interpretativas para teste de susceptibilidade in vitro em Candida sp. 

Agente 

antifúngicos 

Suscetibilidade 

(S) 

Dose 

dependente 

(S-DD) 

Intermediário 

(I) 

Resistente 

(R) 

Não 

suscetibilidade 

(NS) 

Anidulafungina ≤ 2 - - - >2 

Caspofungina ≤ 2 - - - >2 

Micafungina ≤ 2 - - - >2 

Fluconazol ≤ 8 16 - 32 - ≥64 - 

Itraconazol ≤ 0.125 0.25 - 0.5 - ≥1 - 

Voriconazol ≤ 2 2 - ≥4 - 

Anfotericina B ≤ 1 - - ≥ 1 - 

Fonte: Adaptado CLSI, M27 (2025). 

 

Tabela 3- Diretrizes interpretativas para teste de susceptibilidade in vitro em Candida albicans. 

Antifúngico 
CIM 

(µg/mL) 

Anfotericina B ≤1 

Fluconazol ≤2 

Itraconazol ≤0,12 

Voriconazol ≤0,12 

Caspofungina ≤0,25 

Micafungina ≤0,06 
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Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

5.7 Pesquisa de fatores de virulência 

 

5.7.1 Estudo da morfogênese das linhagens  

 

As leveduras foram crescidas overnight em meio YPD (peptona bacteriológica 2%, 

extrato de levedura 1%, glicose 2,0%, ágar 2%) a 28ºC. Posteriormente, foi feita, para cada 

cultura, uma suspensão de células em tampão PBS cuja densidade óptica foi determinada em 

espectrofotômetro a 530 nm de transmitância. As suspensões foram então diluídas para 

obtenção de colônias isoladas após o plaqueamento. Foi utilizado um meio indutor de 

filamentação:   

1) Meio com limitação de nitrogênio - ágar SPIDER (1% de caldo nutriente, 0,2% de 

K2PO4, 1% de manitol, 1,35% de ágar) (CALERA et al., 2000). 

As placas foram incubadas a 30ºC por 5 dias e uma colônia representativa de cada placa 

foi fotografada e visualizadas em microscópio óptico. O experimento foi realizado em triplicata.  

 

5.7.2 Teste de adesão a células epiteliais bucais de leveduras oportunistas 

 

As leveduras que apresentaram resistência aos azólicos foram testadas quanto à 

capacidade de adesão a células epiteliais bucais (CEB) conforme a metodologia proposta por 

Kimura e Pearsall (1978). As linhagens isoladas foram repicadas em ágar Extrato de Malte-

Extrato de Levedura e incubadas a 37°C por 24h.  

Com auxílio de espectrofotômetro, foi então preparada uma suspensão de células em 

caldo Sabouraud a uma concentração final de 106 células/mL. As células epiteliais bucais 

humanas de adultos jovens saudáveis foram coletadas com o auxílio de dois swabs estéreis e 

inoculadas em 10 mL de tampão PBS. A suspensão de CEB foi centrifugada e lavada quatro 

vezes em PBS estéril (3000 xg por 10 min) para a remoção de micro-organismos aderidos. 

 As CEB foram então suspensas a uma concentração de 105 células/mL, contadas com 

o auxílio de uma câmara de Neubauer, e foram utilizadas imediatamente para o teste de adesão. 

Para o teste, foram misturados delicadamente 0,5 mL da suspensão de CEB e 0,5 mL da 

suspensão de leveduras e incubados sob agitação a 37°C por uma hora. A mistura foi então 

filtrada em um filtro de policarbonato com poros de 12 μm adicionando-se ainda 100 mL de 

Anidulafungina ≤0,12 
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PBS para remoção de leveduras não aderidas. 

 O filtro foi retirado com o auxílio de uma pinça e pressionado contra uma lâmina de 

vidro. Após 10 segundos, o filtro foi removido delicadamente, deixando as CEB aderidas à 

lâmina de vidro. A preparação foi seca, fixada pelo calor e corada com cristal violeta. 

Posteriormente, foram contadas com auxílio de microscopia óptica o número de células com 

leveduras aderidas dentre 50 CEB visualizadas, bem como o número de leveduras aderidas 

nestas mesmas 50 CEB. 

 

5.7.3 Ensaio de formação de Biofilme in vitro – quantitativo  

 

Para a realização dos ensaios de formação de biofilme, os isolados das leveduras 

avaliadas neste estudo foram inoculados em ágar Sabouraud e incubados a 37°C overnight. 

Passado o período citado, as leveduras foram transferidas para tubos contendo solução salina a 

0,85%. Posteriormente a concentração da suspensão de levedura foi determinada em 

hemocitômetro e ajustada para uma concentração equivalente a 1x107 células/mL em meio 

RPMI (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) com tampão MOPS 0,165 mol/L. 

 A metodologia utilizada no ensaio de formação de biofilme foi baseada nos trabalhos 

realizados por Serevinatne e colaboradores (2009), com algumas modificações. Para isto, foram 

adicionados 100 μL da suspensão fúngica descrita acima em RPMI (Sigma Aldrich, St. Louis, 

EUA) em microplacas de 96 poços. Posteriormente, a placa foi incubada por 90 minutos a 37°C 

sob agitação a 75 rpm.  

Após este período, no qual ocorreu a adesão inicial das células fúngicas, o sobrenadante 

foi retirado e cada poço foi lavado duas vezes com 200 μL de solução salina 0,85% estéril. Em 

seguida, 200 μL de RPMI foram adicionados aos poços e a placa foi incubada novamente sob 

a temperatura de 37°C por 48h, sendo que a cada 24h o meio de cultura será trocado.  

Para avaliar a biomassa do biofilme total foi utilizado o corante cristal violeta, o qual 

cora células viáveis, não-viáveis e a matriz, seguindo a quantificação proposta pelo método de 

Pierce (2008). Para isso, após o biofilme ser formado, o sobrenadante presente nos poços da 

placa foi retirado e adicionado 100 μL de metanol 99% por 15 minutos.  

Posteriormente, o metanol foi retirado e 100 μL de solução de cristal violeta foi 

adicionado a cada poço, e mantido por 20 minutos em temperatura ambiente. Após este período 

o cristal violeta foi retirado das placas, sendo lavadas com água corrente. Posteriormente, foi 

adicionado nos poços 150 μL de ácido acético 33%. Por fim, 100 uL da solução de ácido acético 

foram transferidos para uma nova microplaca de 96 poços e a absorbância será mensurada em 
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espectrofotômetro a 530 nm. O teste foi realizado em duplicata. 

 

5.7.4  Análise de formação de biofilme qualitativa em microscopia de varredura  

 

Para este experimento foram utilizados o isolado de Candida albicans (SC5314) e o 

isolado de flor de Tocantins UFMG-CM-Y6065, ambas foram inoculadas em placas de Petri 

com 4 mL de meio YPD e incubadas por 24 horas á 30°C. Após 24 horas, as células foram 

diluídas em meio RPMI em uma concentração de 1x10⁷ células/mL e incubadas em uma placa 

de 24 poços com lamínulas a 37°C em shaker (110 rpm) por 1 hora. 

 Posteriormente, os poços foram lavados com PBS, para remover células não aderentes, 

e preenchidos novamente com 3 mL de meio RPMI. As placas foram então incubadas a 37°C 

por 48 horas sob agitação suave (110 rpm). Posteriormente, as amostras foram fixadas com o 

fixador Karnovsky modificado, solução contendo 2% de paraformaldeído e 2,5% de 

glutaraldeído em tampão fosfato 0,1M, por 1 hora.  

Após essa etapa, a solução fixadora foi retirada e acrescentado tampão fosfato 0,1 M. 

Após esta etapa, as amostras devem ser mantidas refrigeradas e levadas ao centro de 

microscopia da UFMG para a análise em Microscópio Eletrônico de Varredura FEI Quanta 200 

FEG. O protocolo para microscopia MEV em biofilme de C. albicans foi descrito em (Rai et 

al., 2019.) 

 

5.7.5 Bomba de efluxo do tipo ABC 

 

Para avaliar a atividade do transportador de fármacos do tipo ABC, determinamos o 

efluxo de rodamina 6G induzido por glicose conforme descrito por Gbelska et al., (2017). Os 

isolados Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-6066 e Candida albicans SC5314 foram cultivados 

até a fase logarítmica em extrato de levedura líquido glicose a 35°C por 24 horas. 

Posteriormente, as células das leveduras foram coletadas por centrifugação e transferidas (10 7 

células) em 20 mL de caldo de GYMP e incubadas a 35°C por mais 2h. 

 Novamente, as células de levedura foram coletadas por centrifugação, lavadas duas 

vezes em solução salina tamponada com fosfato (PBS) e adicionados 10 mL de PBS contendo 

20 μM de rodamina 6G sem glicose aos pellets. As suspensões foram agitadas em vórtice e 

incubadas a 35°C por 90 min para permitir a captação de rodamina 6G sob condições de 

depleção da fonte de carbono. As células foram novamente coletadas por centrifugação, lavadas 

duas vezes em PBS e suspensas em 750 μL de PBS em tubos de microcentrífuga. 
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 Para iniciar o efluxo de rodamina 6G, adicionamos 250 μL de PBS com 8 mmol/L de 

glicose. Os tubos de controle foram preparados com PBS sem glicose, removidos após 5, 15 e 

25 min de incubação a 35°C e medidos a fluorescência em alíquotas de 200 μL de sobrenadante 

usando um espectrofotômetro com excitação de 527 nm e emissão de 555 nm (Varioskan, 

CTNano, UFMG). Além disso, também foi realizado com um grupo tratado com FLC a 8 

(μg/ml). Foram realizadas duplicatas deste experimento. 

 

5.8 Caracterização fisiológica e avaliação de fenótipos  

 

5.8.1 Assimilação de diferentes fontes de carbono e nitrogênio em meio sólido 

 

A habilidade dos isolados de leveduras para crescerem aerobicamente utilizando 

diferentes compostos como única fonte de carbono foi avaliada em meio sólido utilizando a 

técnica de réplica-plate, conforme descrito por Kurtzman et al., (2011). As placas contendo 

0,5% da fonte de carbono em teste (como glicose, galactose, l-sorbose, maltose, sacarose, 

celobiose, trealose, lactose, melibiose, melizitose, inulina, amido solúvel, d-xilose, l-arabinose, 

d-arabinose, d-ribose, l-raminose, glicerol, eritritol, adonitol, sorbitol, d-manitol, salicina, dl-

lactato, succinato, citrato de sódio, m-inositol, metanol, hexadecano, glucosamina, xilitol, 

gluconato, n-acetilglucosamina, etanol, acetona, acetato de etila e isopropanol; e 1% de 

rafinose) foram preparadas em um meio basal (YNB 0,67%, ágar 2%) e inoculadas com um 

replicador multiponto.  

Nos testes de assimilação de nitrogênio, foi utilizado um meio basal (YCB 1,17%, ágar 

2%) suplementado com nitrito (nitrito de sódio 0,026%), nitrato (nitrato de potássio 0,078%) 

ou lisina (0,056%). O crescimento sob alta pressão osmótica foi verificado em um meio 

contendo glicose (50% de glicose, 0,1% de extrato de levedura, 2% de ágar) e cloreto de sódio 

(10% de NaCl, 5% de glicose, 0,67% de YNB). 

 A produção de ácido foi analisada pela solubilização de carbonato de cálcio em meio 

sólido (5% de glicose, 0,5% de CaCO₃, 0,5% de extrato de levedura, 2% de ágar), evidenciada 

pela formação de um halo claro ao redor das colônias. A resistência à cicloheximida foi avaliada 

em meio sólido (0,67% de YNB, 0,5% de glicose, 2% de ágar) acrescido de 0,01% de 

cicloheximida. A tolerância ao ácido acético foi testada em meio sólido (10% de glicose, 1% 

de peptona, 1% de extrato de levedura, 2% de ágar) com 1% de ácido acético. 

 Para todos os testes, as suspensões de células jovens de levedura (24 horas de 

crescimento) foram inoculadas em água destilada esterilizada usando um replicador multiponto. 
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Os resultados foram observados após 7, 14 e 21 dias de incubação e comparados com os 

controles, compostos por placas contendo apenas o meio basal sem fontes de carbono ou 

nitrogênio. 

 

5.8.2 Medição das células e formação de pseudohifas  

 

Após crescimento em meio YM incubado a 25ºC por três dias, as células de leveduras 

foram fotografadas e mediadas com o auxílio de microscópio Leica DM750 e software Leica 

Application Suite. A formação de hifas e/ou pseudo-hifas foi avaliada pelo crescimento das 

células em meio cornmeal (infusão filtrada de fubá a 4,5%, ágar 1,5%) e 5% de malte (extrato 

de malte 5%, ágar 2%) e visualização em microscópio. 

 

5.8.3 Teste de reprodução assexuada 

 

Para as possíveis espécies novas de levedura, a indução da reprodução sexuada foi 

realizada em meios de cultura descritos por Kurtzman et al., (2011). 

 

5.8.4 Diferenciação morfológica de novas espécies do gênero Candidozyma em CHOMAGAR 

 

As amostras de isolados de leveduras foram caracterizadas morfologicamente utilizando 

o meio Chromagar™ Candida (Merck, Darmstadt, Alemanha), que facilita a identificação 

visual e preliminar das espécies. Para a inoculação, foram preparadas placas de Petri contendo 

o meio Chromagar™ Candida e cada amostra foi inoculada com auxílio de uma alça estéril. As 

placas foram incubadas a 37°C por 72 horas.  

Durante o período de incubação, foram observadas e anotadas as características 

morfológicas das colônias, incluindo cor, textura e bordas. Essas observações permitiram uma 

análise preliminar das semelhanças entre as espécies do gênero Candidozyma, facilitando a 

identificação inicial antes de realizar testes adicionais. Este meio de identificação, contém 

substratos cromogênicos que reagem com enzimas específicas de diferentes espécies de 

leveduras, resultando em colônias de cores distintas.  

 

5.9 Sequenciamento e montagem genômica 

 

O DNA das espécies UFMG-CM-Y6065, UFMG-CM-Y6408, UFMG-CM-Y7127 e 
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UFMG-CM-Y7469 foram extraídos utilizando liticase e o kit Yeast DNA preparation (Cellco 

Biotec, São Carlos, São Paulo, Brasil.) e enviado para construção de bibliotecas e 

sequenciamento no Laboratório de Genômica Funcional da ESALQ/USP. Foram construídas 

bibliotecas a partir de fragmentos com tamanho médio em torno de 550 pb com o kit TruSeq 

da Illumina seguindo as recomendações do fabricante.  

O sequenciamento foi realizado em equipamento NextSeq 2000 gerando leituras do tipo 

paired-end de 301 pb (2x301). O genoma foi montado com o software SPADES utilizando os 

parâmetros “--isolate" e “--cov-cutoff 80”. Avaliamos as métricas de montagem com o QUAST 

e avaliamos a completude com BUSCO (Tabela 4). As regiões repetitivas foram identificadas 

com o software RepeatModeler e mascaradas no genoma utilizando o RepeatMasker.  

Os genes codificadores de proteína foram preditos com o software Maker2 utilizando 

os preditores SNAP e Augustus previamente treinados. As CDS e as proteínas foram anotadas 

a partir da similaridade com as sequências proteicas depositadas nos bancos de dados Swissprot 

e Trembl, além do Interproscan. Os tRNAs foram identificados com o tRNAScan-SE (Tabela 

4).  

 

Tabela 4- Montagem de Genomas de Candidozyma.  

 Y6065 Y6408 Y7469 Y7127 

Amostra Candidozyma sp. Candidozyma sp. 
Candidozyma 

sp. 

Candidozyma 

sp. 

Bases sequenciadas 2.938.893.570 6.283.644.312 4.168.526.677 3.233.989.919 

# reads 4.888.558 22.977.784 15.626.298 11.961.868 

Genoma montado 

(pb) 
14.680.035 14.438.407 14.579.683 14.580.613 

Cobertura estimada 115,3 409 118 95 

Contigs 146 189 98 85 

N50 1.178.541 212.197 632.637 858.299 

L50 5 19 9 5 

BUSCO (genoma) 99.00% 97.70% 97.40% 97.10% 

Predição gênica 5.683 5.901 5.52 5.538 

BUSCO (proteins) 93,70% 97,70% 92,90% 93,00% 
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Repetições 1,31% 1,47% 1,67% 1,05% 

Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

A tabela apresenta os resultados de sequenciamento e montagem de genomas para 

diferentes linhagens de Candidozyma. Os dados incluem informações sobre bases 

sequenciadas, número de reads, genoma montado, cobertura estimada, contigs, N50, L50, 

percentual de BUSCO para genoma e proteínas, bem como a proporção de repetições 

identificadas. Essas métricas fornecem uma visão detalhada da qualidade e eficiência das 

montagens genômicas realizadas para cada amostra. 

 

5.9.1. Árvore filogenética 

 

Os genomas utilizados (Tabela 5) para a análise filogenômica foram obtidos de bancos 

de dados públicos e processados conforme o protocolo descrito em protocolos.io (disponível 

em https://www.protocols.io/view/an-lise-filogen-mica-q26g71mb1gwz/v1). Os arquivos 

genômicos estavam no formato FASTA e foram avaliados quanto à completude utilizando o 

software BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs), versão 5. 

 A partir dos genomas processados, as proteínas ortólogas de cópia única foram 

identificadas por meio do BUSCO, utilizando o conjunto de genes ortólogos do banco de dados 

saccharomycetes. As proteínas ortólogas identificadas foram alinhadas individualmente 

utilizando o software MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform), com 

configurações padrão. Posteriormente, os alinhamentos foram concatenados em uma 

supermatriz. 

 A inferência filogenética foi realizada no software IQ-TREE 2. O modelo evolutivo foi 

selecionado automaticamente pelo programa, e análises de suporte de bootstrap foram 

conduzidas com 1000 replicações. O arquivo de entrada utilizado foi o 

SUPERMATRIX.phylip, e o resultado principal gerado foi um arquivo no formato Newick 

(treefile). A árvore filogenética resultante foi visualizada e editada utilizando a plataforma 

iTOL (Interactive Tree of Life).  

 

Tabela 5- Genomas utilizados para a montagem da árvore filogenética. 

 

https://www.protocols.io/view/an-lise-filogen-mica-q26g71mb1gwz/v1
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Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

5.9.2 Análise de Similaridade Genômica: Aplicação do OrthoANI para Determinação de 

Proximidade Filogenômica 

 

Para avaliar a similaridade genômica entre os isolados, foi utilizado o cálculo da 

Identidade Média de Nucleotídeos (ANI, Average Nucleotide Identity) por meio da ferramenta 

OrthoANI Tool, disponível na plataforma EzBioCloud. O método OrthoANI foi selecionado 

devido à sua elevada precisão, que se baseia no alinhamento de sequências de genes ortólogos, 

minimizando a influência de regiões genômicas não ortólogas ou altamente divergentes. 

 Os arquivos FASTA contendo os genomas dos isolados foram carregados no 

EzBioCloud ANI Calculator, onde a ferramenta realizou alinhamentos pareados para identificar 

regiões conservadas entre as sequências. A métrica OrthoANI foi aplicada utilizando o 

algoritmo BLASTN, que compara nucleotídeos em regiões ortólogas previamente identificadas. 

Para classificação taxonômica, foi adotado um limiar de ANI ≥ 95%, considerado o padrão para 

identificação de espécies.  

 

5.9.3 Análise de genes de resistência 

 

Espécies Acesso Genbank 

Candidozyma auris CBS 10913 GCA_030581515.1 

Candidozyma ruelliae NRRL Y-48703 GCA_030582895.1 

Candidozyma haemuli NRRL Y-6693 GCA_030569475.1 

Candidozyma pseudohaemuli NRRL Y-48733 GCA_030573385.1 

Candidozyma duobushaemuli NRRL Y-17802 GCA_030575055.1 

Candidozyma vulturna CBS 14366 GCA_026585945.1 

Candidozyma heveicola NRRL Y-48716 GCA_003708405.2 

Candidozyma chanthaburiensis CBS 10926 GCA_030579055.1 

Candidozyma konsanensis NRRL Y-63889 GCA_030563505.1 

Osmozyma tolerans NRRL Y-48705 GCA_030582955.1 

Osmozyma mogii NRRL Y-17032 GCA_030573315.1 

Metschnikowia australis CBS 5847 GCA_002073855.1 
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 Para a análise dos genes de resistência, foi elaborado um banco de dados contendo 

sequências em formatos FASTA e FNA depositadas no NCBI (National Center for 

Biotechnology Information), amplamente referenciadas na literatura, relacionadas a 

mecanismos de resistência, adesão, formação de biofilmes e bombas de efluxo. 

 Em seguida, foi realizada uma busca BLASTp utilizando o proteoma da levedura 

UFMG-CM-Y6065, UFMG-CM-Y6408, UFMG-CM-Y7127 e UFMG-CM-Y7469, os 

resultados obtidos foram analisados com base em uma identidade superior a 70%. As 

substituições pontuais foram examinadas com o auxílio do software Jalview.  

Além disso, a análise da resistência a antifúngicos foi conduzida utilizando o software 

ResFungi (https://github.com/deCarvalho90/ResFungi/blob/ResFungi/ResFungi.hmm), uma 

ferramenta desenvolvida para a interpretação de dados fenotípicos e genotípicos de resistência 

em fungos patogênicos. O ResFungi foi utilizado para identificar potenciais marcadores 

genéticos de resistência presentes nos isolados.  

 

5.9.4 Análise Proteica de Genes Selecionados  

 

Foi utilizado ColabFold é uma ferramenta baseada em colab que permite a predição 

tridimensional de estruturas proteicas utilizando o modelo AlphaFold2. Para a realização da 

predição, a sequência de aminoácidos da proteína de interesse foi inserida no ColabFold, que 

processou a estrutura usando o modelo AlphaFold2. O modelo gerado foi avaliado com base 

no C-score, RMSD e outros parâmetros estruturais para garantir a qualidade e precisão da 

estrutura predita.  

Para modelos que não tiveram boas predições no ColabFold, foi utilizado o I-TASSER 

(Iterative Threading ASSEmbly Refinement) foi utilizado para a predição tridimensional da 

estrutura da proteína. A sequência de aminoácidos é submetida ao I-TASSER, que gera modelos 

tridimensionais baseados em homologia com estruturas previamente conhecidas. A estrutura 

final é selecionada com base em pontuações de confiança, como o C-score, RMSD e outros 

parâmetros de avaliação da qualidade estrutural. 

O software Chimera foi utilizado para comparar a estrutura tridimensional de proteínas 

selecionadas com suas respectivas referências no banco de dados UniProt. Por meio do 

Chimera, foi possível realizar análises de similaridade estrutural, alinhamentos tridimensionais, 

cálculo de RMSD e visualização das regiões de interseção e diferenças entre as conformações 

proteicas. A ferramenta permitiu a identificação detalhada das variações estruturais e suas 

implicações funcionais, além de fornecer uma base para estudos comparativos entre as 

https://github.com/deCarvalho90/ResFungi/blob/ResFungi/ResFungi.hmm
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diferentes proteínas analisadas. 

 

5.9.5 Sintenia a nível cromossomal - Y6065  

 

A análise de sintenia foi realizada para identificar e comparar regiões genômicas 

conservadas entre Candidozyma sp. Y6065 e Candidozyma auris. O pipeline foi implementado 

utilizando o software NGenomeSyn (Disponível em: 

https://github.com/hewm2008/NGenomeSyn).  

Este pipeline é baseado na detecção de pares de ortólogos e no agrupamento de regiões 

colineares, permitindo a visualização dos padrões de sintenia entre genomas.  

Os pares de ortólogos entre os genomas foram identificados utilizando ferramentas 

baseadas em similaridade, como BLAST+, e os resultados foram filtrados para pares de alta 

similaridade com base nos parâmetros de identidade (% de identidade ≥ X, valor e ≤ Y). Com 

isso, a ferramenta do NGenomeSyn foi utilizada para identificar e agrupar os ortólogos em 

blocos sintênicos. Estes genes, foram considerados pares de genes consecutivos e conservados 

com base em um limite de distância.  

Os blocos sintênicos e os padrões de colinearidade foram analisados para avaliar a 

conservação genômica, identificando eventos de duplicação, translocação, inversão, ou perda 

de genes. A visualização gerada permitiu destacar as diferenças evolutivas entre os genomas 

analisados. 

 

6. RESULTADOS 

 

6.1 Identificação das leveduras 

 

A partir do sequenciamento da região ITS e dos domínios D1-D2 dos 25 isolados 

fúngicos selecionados para este trabalho, foram identificados 9 isolados pertencentes a espécie 

Candidozyma haemuli, 4 de C. duobushaemuli, 2 de C. heveicola e 10 de Candidozyma spp., 

que não foi possível identificar a espécie (Tabela 2).  

Os isolados - UFMG-CM-Y6065, UFMG-CM-Y6066, UFMG-CM-Y7528, UFMG-

CM-Y7529, UFMG-CM-Y7530 e UFMG-CM-Y7531 são isolados da mesma espécie e foram 

nomeados como: Candidozyma sp. 4. A análise de sequência das regiões D1/D2 mostrou que 

esta nova espécie está filogeneticamente próxima a um subclado contendo C. ruelliae e C. 

haemuli. A nova espécie difere do holótipo de C. ruelliae por 46 substituições de nucleotídeos 
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e 22 indels (475 pb comparados), e do holótipo de C. haemuli por 70 substituições de 

nucleotídeos e sete indels (467 pb comparados) nas sequências D1/D2. 

 A espécie Candidozyma sp. 4 difere de Candidozyma sp. 2 UFMG-CM-Y7127 por 45 

substituições de nucleotídeos e nove indels (463 pb comparados). Em relação às sequências da 

região ITS, a espécie Candidozyma sp. 4 difere do holótipo de C. ruelliae por 24 substituições 

de nucleotídeos e oito indels, e do holótipo de C. haemuli por 35 substituições e 11 indels (366 

pb comparados).  

O isolado UFMG-CM-Y7469 – Candidozyma sp. 1 apresentou diferenças significativas 

em relação ao holótipo de C, ruelliae, espécie filogeneticamente mais próxima, com 18 

substituições de nucleotídeos e 17 indels identificados em uma região de 453 pb nas sequências 

D1/D2. Em comparação com o holótipo de C. haemuli, foram detectadas 47 substituições de 

nucleotídeos e 22 indels em 544 pb das mesmas sequências. 

 Na região ITS, o isolado UFMG-CM-Y7469 diferiu do holótipo de C. ruelliae por 40 

substituições de nucleotídeos e 10 indels em 354 pb analisados. Quanto à espécie UFMG-CM-

Y6408 Candidozyma sp. 3, o alinhamento com o holótipo de C. haemuli revelou 50 

substituições de nucleotídeos e 12 indels em uma região de 426 pb das sequências D1/D2. Em 

relação à região ITS, foram comparados 302 pb com o holótipo de C. ruelliae, observando-se 

33 substituições de nucleotídeos e 9 indels.  

A nova espécie UFMG-CM-Y7127 Candidozyma sp. 2, quando comparada à região 

D1/D2, apresentou 76 substituições e 19 indels em 544 pb em relação ao holótipo de C. haemuli, 

enquanto em relação ao holótipo de C. ruelliae, observou-se 75 substituições e 22 indels. Na 

região ITS, a comparação com o holótipo de C. ruelliae revelou 30 substituições e 5 indels em 

287 pb, enquanto para C. ohialehuae (261 pb comparados), foram observadas 24 substituições 

e 5 indels. Estes resultados mostram a ocorrência de diferentes espécies novas de Candidozyma 

dentre os isolados analisados. 

A nova espécie UFMG-CM-Y7575 (Candidozyma sp. 5), quando comparada à região 

D1/D2, apresentou 9 substituições de nucleotídeos e 6 indels em 501 pb comparados em relação 

ao holótipo de C. pseudohaemuli (CBS 10004, MK394152.1), correspondendo a 97% de 

identidade nucleotídica. Na região ITS, a comparação com o holótipo de Candida quercitrusa 

(LN871036.1) revelou 9 substituições de nucleotídeos e 9 indels em 306 pb, também 

apresentando 97% de identidade nucleotídica. 

 

6.2 Termotolerância 
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Para a análise de termotolerância os resultados foram avaliados a exposição em 

diferentes temperaturas, principalmente, à 37°C, 40°C e 42°C. Todos os isolados do clado 

auris-haemuli (CAH) testados, cresceram (++) na temperatura de 37°C por um período de 48 

horas. No entanto, apenas um único isolado, UFMG-CM-Y7469, demorou 72 horas para 

crescer a 37°C (SPOT) (Tabela 6). A partir de 40°C, o crescimento dos isolados foi mais difícil 

sendo nulo a 45°C.  

No entanto, alguns isolados, como UFMG-CM-Y6065, UFMG-CM-Y6066, UFMG-

CM-Y7528, UFMG-CM-Y7529, UFMG-CM-Y7530 e UFMG-CM-Y7531, mostram 

capacidade de crescer até 42°C (Tabela 6). Esses isolados, juntamente com o isolado de 

Candidozyma auris COL1AB e Candida albicans SC53142 testado. A habilidade de crescer a 

42°C, destaca um atributo fisiológico importante das leveduras estudadas no presente trabalho. 

 

Tabela 6- Perfil de termotolerância dos isolados do Complexo haemuli-auris. 

Espécies Código 25°C 30°C 35°C 37°C 40°C 42°C 45°C 

Candidozyma haemuli UFMG-CM-Y7579 ++ ++ ++ ++ + - - 

Candidozyma haemuli UFMG-CM-Y4035 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candidozyma haemuli UFMG-CM-Y4059 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candidozyma haemuli UFMG-CM-Y4157 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candidozyma haemuli UFMG-CM-Y4375 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candidozyma haemuli UFMG-CM-Y7534 ++ ++ ++ ++ + - - 

Candidozyma haemuli UFMG-CM-Y7572 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candidozyma haemuli UFMG-CM-Y7573 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candidozyma haemuli UFMG-CM-Y7574 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candidozyma sp. UFMG-CM-Y7469 ++ ++ ++ SPOT - - - 

Candidozyma sp. UFMG-CM-Y7127 ++ ++ ++ ++ + - - 

Candidozyma sp. UFMG-CM-Y6408 ++ ++ ++ ++ + - - 

Candidozyma sp. UFMG-CM-Y6065 ++ ++ ++ ++ ++ + - 

Candidozyma sp. UFMG-CM-Y6066 ++ ++ ++ ++ ++ + - 

Candidozyma sp. UFMG-CM-Y7528 ++ ++ ++ ++ ++ + - 

Candidozyma sp. UFMG-CM-Y7529 ++ ++ ++ ++ ++ + - 

Candidozyma sp. UFMG-CM-Y7530 ++ ++ ++ ++ ++ + - 

Candidozyma sp. UFMG-CM-Y7531 ++ ++ ++ ++ ++ + - 

Candidozyma sp. UFMG-CM-Y7575 ++ ++ ++ ++ + - - 
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Fonte: elaborado pela autora (2025) 

 

6.3 Perfil de susceptibilidade a antifúngicos 

 

O isolado Candidozyma sp. 1 UFMG-CM-Y6066 mostrou-se resistente a fluconazol 

(32,0 ug/mL), voriconazol (2,0 ug/mL), itraconazol (4,0 ug/mL) e á anfotericina B (2,0 ug/mL). 

Dos isolados de Candidozyma haemuli, quatro (44,4%) foram dose-dependente para fluconazol 

(8,0 – 4,0 ug/mL), três isolados (33,3%) foram resistentes para itraconazol (4,0 – 1,0 ug/mL) e 

três isolados resistentes (33,33%) para anfotericina B (2,0 ug/mL). No entanto, todos os 

isolados foram sensíveis à voriconazol (1,0 - 0,03 ug/mL) e epoxiconazol (8,0 – 0,25 ug/mL) 

(utilizando o ponto de corte e dosagem de FLC).  

Para o grupo Candidozyma sp. quatro isolados foram dose-dependente (40%) para 

fluconazol (16,0 ug/mL) e um isolado UFMG-CM-Y6066 resistente (32,0 ug/mL). Sete 

isolados resistentes a itraconazol (70%) (4,0 - 2,0 ug/mL) e um dose-dependente (10%) (1,0 

ug/mL). Cinco isolados dose-dependente para voriconazol (50%) (2,0 – 1,0 ug/mL). Seis 

resistentes para anfotericina B (60%) (2,0 ug/mL). Todos os isolados foram sensíveis para 

epoxiconazol.  

 Para os isolados de Candidozyma duobushaemuli teve-se somente um isolado UFMG-

CM-Y4460 resistente para itraconazol (25%) com CIM de 1,0 ug/mL e dois isolados dose-

dependentes (50%) para anfotericina B (1,0 ug/mL). No entanto todos os isolados de C. 

duobushaemuli testados foram sensíveis para voriconazol e epoxiconazol. Para os isolados de 

Candidozyma heveicola testados, observou-se um isolado UFMG-CM-Y5595 dose-dependente 

para fluconazol (8,0 ug/mL), enquanto o isolado UFMG-CM-Y1478 foi dose-dependente para 

Candidozyma 

duobushaemuli 
UFMG-CM-Y4453 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candidozyma 

duobushaemuli 
UFMG-CM-Y4460 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candidozyma 

duobushaemuli 
UFMG-CM-Y756 ++ ++ ++ ++ + - - 

Candidozyma 

duobushaemuli 
UFMG-CM-Y7571 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candidozyma heveicola UFMG-CM-Y1478 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candidozyma heveicola UFMG-CM-Y5595 ++ ++ ++ ++ - - - 

Candida albicans SC5314 ++ ++ ++ ++ ++ ++ - 

Candidozyma auris COL01A ++ ++ ++ ++ ++ + - 
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anfotericina B (50%) (1,0 ug/mL). Para os antifúngicos, voriconazol, epoxiconazol e 

itraconazol todos os isolados de C. heveicola testados foram sensíveis (Tabela 7).  

Posteriormente, os isolados do grupo Candidozyma sp. (4), pertencentes à mesma 

espécie, foram testados quanto à susceptibilidade às equinocandinas. Após o teste foi observado 

que todos os isolados desta espécie foram sensíveis   a micafungina (0,25 - 0,125 ug/mL), 

caspofungina (0,25 - 0,5 ug/mL) e anidulafungina (0,25 - 0,5 ug/mL) (Tabela 8).  

 

Tabela 7- Perfil de suscetibilidade a antifúngicos dos isolados pertencentes ao complexo haemuli-auris 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
         Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

CIM (mg/L) 

Candidozyma haemuli FLC ITR VOR AMB EPOXI 

UFMG-CM-Y7579 0,25 0,125 0,03 0,125 0,5 

UFMG-CM-Y4035 4,0 4,0 1,0 0,03 2,0 

UFMG-CM-Y4059 0,06 0,06 0,015 0,5 0,25 

UFMG-CM-Y4157 0,25 0,125 0,125 0,03 0,5 

UFMG-CM-Y4375 1,0 0,25 0,06 1,0 0,5 

UFMG-CM-Y7534 8,0 4,0 1,0 0,25 4,0 

UFMG-CM-Y7572 8,0 1,0 1,0 2,0 4,0 

UFMG-CM-Y7573 16,0 0,5 1,0 2,0 8,0 

UFMG-CM-Y7574 4,0 0,5 0,5 2,0 4,0 

      

Candidozyma sp.      

UFMG-CM-Y7469 (1) 0,125 0,015 0,015 0,06 0,25 

UFMG-CM-Y7127 (2) 4,0 0,5 0,125 0,5 2,0 

UFMG-CM-Y6408 (3) 8,0 1,0 2,0 0,25 4,0 

UFMG-CM-Y6065 (4) 16,0 4,0 2,0 2,0 4,0 

UFMG-CM-Y6066 (4) 32,0 4,0 2,0 2,0 8,0 

UFMG-CM-Y7528 (4) 8,0 4,0 1,0 2,0 4,0 

UFMG-CM-Y7529 (4) 16,0 2,0 2,0 2,0 8,0 

UFMG-CM-Y7530 (4) 16,0 2,0 1,0 2,0 4,0 

UFMG-CM-Y7531 (4) 16,0 4,0 1,0 2,0 4,0 

UFMG-CM-Y7575 (5) 4,0 4,0 0,5 0,06 2,0 

      

Candidozyma duobushaemuli      

UFMG-CM-Y4453 1,0 0,125 0,125 0,5 1,0 

UFMG-CM-Y4460 4,0 1,0 0,25 1,0 1,0 

UFMG-CM-Y756 4,0 0,25 0,06 0,125 0,25 

UFMG-CM-Y7571 4,0 0,25 0,25 1,0 2,0 

      

Candidozyma heveicola      

UFMG-CM-Y1478 0,5 0,5 0,06 1,0 1,0 

UFMG-CM-Y5595 8,0 2,0 1,0 0,06 8,0 
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Tabela 8- Perfil de suscetibilidade a equinocandinas dos isolados Candidozyma sp. (4) isolados de Ipomoea sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

 

6.3.1 Bomba de efluxo do tipo ABC: mecanismo de resistência a azóis 

 

Para este teste foi utilizado o isolado de Candidozyma sp. (4) (UFMG-CM-Y 6066), um 

isolado ambiental resistente ao fluconazol (CIM 32 µg/mL). Pode-se observar que o isolado a 

UFMG-CM- Y6066 exibiu um efluxo de R6G significativamente (p < 0,05, teste não 

paramétrico de Wilcoxon) maior que o controle utilizado (Candida albicans – SC5314). 

 Quando foi feita a observação em diferentes tempos, podemos observar que o isolado 

de Candidozyma testado, com valores 5, 7 e 2 vezes maior em 5, 15 e 25 minutos, 

respectivamente, em relação a Candida albicans (Figura 2). Quando ambos os isolados foram 

testados na presença de fluconazol, não foi observada diferença significativa na presença ou 

ausência deste antifúngico, indicando que a presença de fluconazol não influenciou de maneira 

relevante o comportamento do efluxo de Rodamina 6G em Candidozyma sp. Y6066 e em 

Candida albicans (Figura 3). 

 

Candidozyma sp. (4) CAS MCF AND 

UFMG-CM-Y6065 0,25 0,125 0,5 

UFMG-CM-Y6066 0,25 0,25 0,25 

UFMG-CM-Y7529 0,25 0,125 0,25 

UFMG-CM-Y7530 0,5 0,25 0,25 

UFMG-CM-Y7528 0,5 0,25 0,25 

UFMG-CM-Y7531 0,5 0,25 0,25 

Candida albicans    

SC5314 0,125 0,06 0,06 

Candidozyma auris    

COL10A 1,0 2,0 1,0 

Candida albicans    

SC5314 ≥ 2,0 0,25 0,25 

 

≥ 1,0 

 

2,0 

Candidozyma auris    

COL01A ≥ 64,0 8,0 4,0 

 

2,0 

 

8,0 
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Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

Indicam diferenças estatisticamente significativas entre os dois grupos, Barras verde-

escuro representam o efluxo de C. albicans. Barras verde-claro representam o efluxo 

Candidozyma sp. Y6066. 

 

6.4 Pesquisa de fatores de virulência 

 

6.4.1 Estudo da morfogênese das linhagens  

 

Figura 2- Atividade da bomba de efluxo com C. albicans (SC5314) e 

Candidozyma sp. (4) Y6066 na ausência FLC. 

Figura 3- Atividade da bomba de efluxo com C. albicans (SC5314) e 

Candidozyma sp. (4) Y6066 na presença FLC. 
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Candidozyma haemuli

Y7574Y7579 Y4035 Y4059

Y4157 Y4375 Y7534 Y7572 Y7573Isolados Y7534 Y6066 Y4453 Y1478

15 dias

Ágar Spider

7 dias

Isolados Y7534 Y6066 Y4453 Y1478

15 dias

Ágar Spider

7 dias

No presente trabalho, as leveduras selecionadas foram desafiadas com relação a fatores 

indutores de filamentação com altas temperaturas (37°C) com limitação de nitrogênio, em ágar 

Spider. Para isto, a espécie Candida albicans (SC5314) e Candidozyma auris (COL01A) foram 

utilizadas como controle. Neste teste, o isolado de C. albicans SC5314 apresentou aparência 

filamentosa e quando as células foram visualizadas em microscópio óptico, observou-se a 

prevalência de hifas e pseudo-hifas (Figura 4). Enquanto, o isolado de C. auris testado, 

apresentou morfologia lisa no meio Spider e células leveduriformes quando visualizadas em 

microscópio óptico (Figura 4).  Em relação às leveduras do clado auris-haemuli, nenhuma 

apresentou um perfil de filamentação como o isolado SC5314 de C. albicans em meio Spider 

(Tabela 9). Quando visualizadas em microscópio óptico, foi possível perceber a presença de 

células individuais, sem a formação de hifas ou pseudo-hifas (Figura 4). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

Y7575

Candidozyma  sp.

Y6066 Y7528 Y7529 Y7530 Y7531

Y7469 Y7127 Y6408 Y6065
Isolados Y7534 Y6066 Y4453 Y1478

15 dias

Ágar Spider

7 dias

Controle de Candida albicans  e Candidozyma auris

SC5314 COL01A

Candidozyma heveicola

Y1478 Y5595

Candidozyma duobushaemuli

Y4453 Y4469 Y756 Y7571

Figura 4- Macroscopia de colônias do gênero Candidozyma em ágar Spider. Capturada 

com a câmera de um smartphone Samsung A54, em resolução de 12 MP/4K.  
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Tabela 9- Resultados para as linhagens testas a 37 °C por 7 e 15 dias cultivadas em ágar Spider. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                         Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

 

6.4.2 Teste de adesão a células epiteliais bucais de leveduras oportunistas 

Espécies 7 dias 15 dias 

Candidozyma haemuli   

UFMG-CM-Y7579 - - 

UFMG-CM-Y4035 - - 

UFMG-CM-Y4059 - - 

UFMG-CM-Y4157 - - 

UFMG-CM-Y4375 - - 

UFMG-CM-Y7534 - - 

UFMG-CM-Y7572 - - 

UFMG-CM-Y7573 - - 

UFMG-CM-Y7574 - - 

   

Candidozyma sp.   

UFMG-CM-Y7469 (1) - - 

UFMG-CM-Y7127 (2) - - 

UFMG-CM-Y6408 (3) - - 

UFMG-CM-Y6065 (4) - - 

UFMG-CM-Y6066 (4) - - 

UFMG-CM-Y7528 (4) - - 

UFMG-CM-Y7529 (4) - - 

UFMG-CM-Y7530 (4) - - 

UFMG-CM-Y7531 (4) - - 

UFMG-CM-Y7575 (5) - - 

   

Candidozyma duobushaemuli   

UFMG-CM-Y4453 - - 

UFMG-CM-Y4460 - - 

UFMG-CM-Y756 - - 

UFMG-CM-Y7571 - - 

   

Candidozyma heveicola   

UFMG-CM-Y1478 - - 

UFMG-CM-Y5595 - - 

   

Candida albicans   

SC5314 + + 

Candidozyma auris   

COL01A - - 
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Para o teste de adesão foram selecionados dois representantes do grupo Candidozyma 

haemuli, sendo um isolado clínico UFMG-CM-Y7534 e um isolado ambiental isolado de 

basidiomiceto Rigidoporus biokoensis UFMG-CM-Y7573. Para o grupo Candidozyma sp. 

todos os isolados foram selecionados. Para Candidozyma duobushaemuli, foi selecionado o 

isolado UFMG-CM-Y4460 proveniente de água do mar (Rio de Janeiro) e para Candidozyma 

heveicola UFMG-CM-Y5595, isolado de Nectário de Tabebuia sp. em Belo Horizonte. A 

escolha foi baseada de acordo com os resultados de suscetibilidade a antifúngicos, sendo 

representantes de cada grupo que apresentaram valores de CIM mais altos.  

Os isolados que apresentaram menos adesão às CEBs foram UFMG-CM-Y5595, 

UFMG-CM-Y7127, UFMG-CM-Y7530, UFMG-CM-Y7469 e UFMG-CM-Y7575 com 

médias de 1 e 3 leveduras aderidas a cada 50 CEBs. Já as espécies que apresentaram maiores 

índices de adesão foram UFMG-CM-Y7573 e UFMG-CM-Y6066 (Tabela 10). O controle 

positivo utilizado no experimento foi a cepa padrão de Candida albicans SC5314. A SC5314 

apresentou uma média de 198 leveduras aderidas por 50 CEBs, com 84% das CEBs 

colonizadas.  

Os isolados de Candidozyma haemuli testados foram UFMG-CM-Y7534 e UFMG-CM-

Y7573, ambos demonstrando alta adesão às CEBs. O isolado UFMG-CM-Y7573 apresentou 

140 leveduras aderidas por 50 CEBs e 88% das CEBs colonizadas, sendo um dos índices mais 

altos entre todos os isolados analisados. Já o isolado UFMG-CM-Y7534 mostrou 135 leveduras 

aderidas e 85% de adesão, valores também elevados.  

Do grupo Candidozyma sp. tivemos variações nos resultados de CEBs. O único isolado 

classificado como Candidozyma sp. (1) foi o UFMG-CM-Y7469, que apresentou uma adesão 

intermediária, com 107 leveduras aderidas e 82% das CEBs colonizadas. Enquanto, o isolado 

UFMG-CM-Y7127, classificado como Candidozyma sp. (2), foi um dos que apresentaram os 

menores índices de adesão, com 102 leveduras aderidas por 50 CEBs e apenas 68% das CEBs 

colonizadas. O isolado UFMG-CM-Y6408, classificado como Candidozyma sp. (3), apresentou 

uma adesão moderada, com 115 leveduras aderidas e 77% das CEBs colonizadas.  

Já os isolados classificados como Candidozyma sp. (4) apresentaram grande variação 

nos índices de adesão. Sendo UFMG-CM-Y6066 e UFMG-CM-Y7529 os isolados com maior 

capacidade de leveduras aderidas dentro deste grupo, sendo 141 células aderidas e 76% de 

adesão, 122 leveduras aderidas e 94% de adesão, respectivamente. Enquanto, UFMG-CM-

Y7530 com 107 leveduras aderidas e 82% de adesão, sendo o isolado desta espécie com menor 

capacidade de adesão.  
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O isolado UFMG-CM-Y7575, classificado como Candidozyma sp. (5), apresentou um 

dos menores índices de adesão geral, com 107 leveduras aderidas e 82% das CEBs colonizadas. 

Já as demais espécies, como o isolado UFMG-CM-Y4460, classificado como Candidozyma 

duobushaemuli, apresentou uma adesão intermediária, com 115 leveduras aderidas e 77% das 

CEBs colonizadas. E o isolado UFMG-CM-Y5595, classificado como Candidozyma heveicola, 

teve o pior desempenho entre todos os isolados analisados, com 102 leveduras aderidas e apenas 

68% das CEBs colonizadas. 

 

6.4.3 Ensaio de formação de Biofilme in vitro 

 

Para o ensaio de formação de biofilme foram utilizados os mesmos isolados do 

experimento de adesão celular citado acima (Figura 6). Os valores de absorbância medidos 

estão diretamente relacionados à quantidade de biomassa formada, onde maiores valores 

refletem uma matriz de biofilme mais densa. Pode-se observar, após o teste, que todos os 

isolados testados foram capazes de produzir biofilme após 48 h de incubação a 37 °C. O 

controle Candida albicans (SC5314) teve absorbância média de 0.334 (Figura 6). 

O grupo Candidozyma haemuli composto por UFMG-CM-Y7534 e UFMG-CM-Y7573 

apresentou valores de absorbância próximos à média do controle SC5314, sendo, 0.310 e 0.212, 

respectivamente. Ambos os isolados produziram biofilmes, mas com menor densidade em 

comparação ao controle. O grupo Candidozyma sp. composto pelas espécies agrupadas em 

1,2,3,4 e 5, foi o grupo mais diversificado em termos de valores de absorbância.  Os isolados 

do grupo Candidozyma sp. (4), como UFMG-CM-Y6065 e UFMG-CM-Y6066, apresentaram 

médias similares ao controle, com valores de absorbância de 0.393 e 0.301, respectivamente. 

Enquanto, UFMG-CM-Y7528 e UFMG-CM-Y7531, destacaram-se com médias inferiores, 

sugerindo menor capacidade de formação de biofilme, 0.302 e 0.288.  

Os isolado UFMG-CM-Y7469 Candidozyma sp. (1) e UFMG-CM-Y7469 

Candidozyma sp. (2) apresentaram valores intermediários de absorbância, sugerindo formação 

de biofilmes menos robustos do que o isolado controle, sendo, os valores de absorbância de 

0.189 e 0.324, respectivamente. 

O isolado representante do grupo Candidozyma duobushaemuli UFMG-CM-Y4460 

apresentou valor de absorbância superior ao controle SC5314, indicando uma capacidade de 

formação de biofilme moderada, mas significativa em comparação ao controle, com valor de 

absorbância 0.410. Enquanto o isolado UFMG-CM-Y5595 representante do grupo 

Candidozyma heveicola, apresentou média menor (0.219) de absorbância que Candida 
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albicans. No entanto, este isolado teve a maior barra de erro. Isso indica que houve grande 

variabilidade entre as réplicas do ensaio, sugerindo que a capacidade de formação de biofilme 

deste isolado pode ser inconsistente ou sensível a fatores experimentais. 

Apesar das variações observadas entre os grupos e o controle, a análise estatística pelo 

teste t indicou que não houve diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 

analisados (p > 0,05). Isso pode estar relacionado à similaridade dos valores médios entre os 

isolados (Figura 6).  

Além disso, realizou-se microscopia eletrônica de varredura dos biofilmes formados 

pelos isolados Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-Y6065 e Candida albicans SC5314. Após a 

análise da MEV observou -se que o biofilme formado por Candidozyma UFMG-CM-Y6065 

apresentou uma estrutura tridimensional mais profunda, com a presença de inúmeros 

blastoconídeos agrupados, porém não foi possível observar a presença de hifas ou pseudo-hifas. 

Enquanto o biofilme formado pela Candida albicans SC5314 se caracteriza por uma 

organização mais linear, porém com a presença de inúmeras hifas, algumas pseudo-hifas e 

poucos blastoconídeos. No entanto, com a metodologia utilizada no presente trabalho, para a 

MEV, não foi possível observar a presença da matriz do biofilme em ambas as leveduras 

estudadas (Figura 7). 

 

6.5 Caracterização fisiológica e avaliação de fenótipos  

 

6.5.1 Assimilação de diferentes fontes de carbono e nitrogênio em meio sólido  

 

 A avaliação da assimilação de diferentes fontes de carbono e nitrogênio incluiu espécies 

previamente descritas e utilizadas no trabalho (Candidozyma haemuli, C. duobushaemuli e C. 

heveicola) e novas linhagens do gênero Candidozyma (sp. 1 a sp. 5). Para simplificação, foi 

selecionado um representante de cada espécie na Tabela 11, já que isolados da mesma espécie 

apresentaram resultados idênticos. 

 A Tabela 11 destaca diferenças no perfil de assimilação de carbono entre as espécies. 

C. haemuli e C. duobushaemuli apresentaram assimilação fraca (w) de trealose, enquanto C. 

heveicola e Candidozyma sp. (1 a 5) mostraram assimilação positiva (+). Todas as linhagens 

testadas assimilaram etanol e L-sorbose, variando entre fraco (w) e positivo (+). Nenhuma 

espécie assimilou D-xilose, L-arabinose, eritritol, glicerol, ribitol, DL-lactato, succinato, citrato 

de sódio, hexadecano, glucosamina, xilitol ou amido solúvel; apenas uma assimilação fraca foi 

observada em relação ao amido solúvel. 
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 Quanto à tolerância a cicloheximida (0,01%), Candidozyma sp. (1, 2, 3 e 5) (UFMG-

CM-Y7575, UFMG-CM-Y7469, UFMG-CM-Y7127, UFMG-CM-Y6408) assimilaram 

positivamente. C. haemuli (UFMG-CM-Y4375) e Candidozyma sp. 4 (UFMG-CM-Y6066) 

apresentaram assimilação fraca. E C. duobushaemuli (UFMG-CM-Y4453) e C. heveicola 

(UFMG-CM-Y1478) não assimilaram. A presença de 10% de NaCl foi assimilada por C. 

haemuli (UFMG-CM-Y4375), C. duobushaemuli (UFMG-CM-Y4453), C. heveicola (UFMG-

CM-Y1478), Candidozyma sp. 4 (UFMG-CM-Y6066) e Candidozyma sp. 1 (UFMG-CM-

Y7469), enquanto Candidozyma sp. 5 (UFMG-CM-Y7575) demonstrou assimilação fraca. 

Candidozyma sp. 2 e 3 (UFMG-CM-Y7127 e UFMG-CM-Y6408) não assimilaram. 
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Tabela 10- Adesão de leveduras do complexo haemuli-auris em células epiteliais bucais (CEB). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

Figura 5- Micrografia de células epiteliais bucais (CEB) com leveduras do complexo haemuli-auris aderidas 

(setas vermelhas). 

Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

 

 

 

 

Espécie Isolado 

Total de leveduras aderidas em 

50 CEB 

Porcentagem de CEB com 

leveduras 

Candidozyma haemuli  Y7534 135 85% 

Candidozyma haemuli  Y7573 140 88% 

Candidozyma sp. (1) Y7469 107 82% 

Candidozyma sp. (2) Y7127 102 68% 

Candidozyma sp. (3) Y6408 115 77% 

Candidozyma sp. (4) Y6065 139 80% 

Candidozyma sp. (4)  Y6066 141 76% 

Candidozyma sp. (4) Y7528 117 79% 

Candidozyma sp. (4) Y7529 122 94% 

Candidozyma sp. (4) Y7530 107 82% 

Candidozyma sp. (4) Y7531 117 79% 

Candidozyma sp. (5) Y7575 107 82% 

Candidozyma 

duobushaemuli  
Y4460 115 77% 

Candidozyma heveicola  Y5595 102 68% 

Candida albicans SC5314 198 84% 

       

 Y7534 Y6408 Y6066 Y4460 Y5595  
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Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

As barras representam a média de formação de biofilme. As linhas de erro correspondem 

ao desvio padrão (± DP) da média. E os valores de p (acima das barras) mostram a significância 

estatística das diferenças em comparação com o isolado de Candida albicans SC5314. 

Figura 6- Gráfico da absorbância de biomassa dos isolados do complexo 

auris-haemuli para a análise da formação de biofilme. 
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Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

Figura 7- Formação qualitativa de biofilmes visualizados em microscopia de varredura 

(MEV). 

(A) Biofilme de Candida albicans SC5314, apresentando estrutura superficial. 

(B) Biofilme de Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-Y6065 
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Tabela 11- Assimilação de diferentes fontes de carbono e nitrogênio no clado haemuli-auris. 

 

Candidozy

ma haemuli 

Candidozyma 

duobushaemuli 

Candidozym

a heveicola Candidozyma sp. 

Meio sólidos 
UFMG-

CM-Y4375 

UFMG-CM-

Y4453 

UFMG-CM-

Y1478 

UFMG

-CM-

Y6065 

UFMG

-CM-

Y7575 

UFMG

-CM-

Y7469 

UFMG

-CM-

Y7127 

UFMG

-CM-

Y6408 

Glicose + + + + + + + + 

Galactose + + + + + + + + 

L-sorbose + w w + + + + + 

Maltose + + + + + + + + 

Sacarose + + + + + + + + 

Celobiose + w w + + + + + 

Trealose w w w + - + + + 

Lactose w - - w - - - - 

Melibiose - w - - w - - - 

Rafinose + + + - + - + + 

Melizitose w w w + - + + + 

Inulina - - - - - - - - 

Amido solúvel w + w w w - - + 

D-xilose w w w - + + + + 

L-arabinose - - - w - + + - 

D-arabinose - w - - - - - - 

D-ribose + w w - w - - - 

L-raminose w + - + - - + - 

Etanol + + + w + + w w 

Glicerol - - - w - + + + 

Eritritol - - - - + - - - 

Ribitol (adonitol) + w + - + - + + 

Galactitol 

(dulcitol) 
+ + + + + - + + 

D-manitol + + + + + - + + 

D-glucitol 

(sorbitol) 
+ - - + + + + + 

Salicina - - - - - + - - 

DL-Lactato + w w - + - w w 

Succinato w + w - + + + + 

Citrato de Sódio - - - w - - w w 

M-inositol - - - - - - + - 

Metanol - - - - - - - - 

Hexadecano - w w + - - w w 

Glucosamina w w w - w + + - 

Xilitol w w w w - - + + 
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Acetona - - - - - - - - 

Etilacetato - + + - + - - - 

Isopropanol - - - w + - - - 

Gluconato - + + - + - - - 

N-

acetilglucosamina 
+ + + + + + + + 

Nitrato - - - - - - - - 

Nitrito - - - - - - - - 

Lisina + + + + + - + + 

YNB s/ aa + + + + + + + + 

10% NaCl + + + + + w + w 

Ácido acético - - - - - - - - 

50% Glicose - w - - w w - - 

Carbonato w - - - + + - - 

0,01%Ciclohexemi

da 
w + - w - + + + 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 
 

O experimento foi realizado com todas as amostras, no entanto, como as espécies 

apresentaram comportamentos idênticos, foi selecionado um representante de cada para 

inclusão. 

 

6.5.2 Diferenciação morfológica de novas espécies do gênero Candidozyma em CHROMagar 

 

Após o cultivo dos isolados no meio CHROMagar Candida, observou-se que as colônias 

apresentaram coloração lilás-rosa claro, semelhante à observada para Candidozyma auris 

(Figura 8-1). Entre os isolados testados, os de Candidozyma duobushaemuli (UFMG-CM-

Y4453), Candidozyma heveicola (UFMG-CM-Y-1478), Candidozyma sp. (2) (UFMG-CM-

7127) e Candidozyma sp. (3) (UFMG-CM-Y6408) (representados na Figura 8 pelos números 

3, 4, 6 e 7) exibiram uma tonalidade ligeiramente mais escura, em comparação aos isolados de 

Candidozyma haemuli (UFMG-CM-Y7574), Candidozyma sp. (1) (UFMG-CM-Y7469) e 

Candidozyma sp. (4) (UFMG-CM-Y6066) (Figura 8-2, 5 e 8). O experimento foi conduzido 

com todas as amostras, mas devido à similaridade nos comportamentos das espécies, foi 

selecionado um representante de cada grupo para inclusão na imagem. 
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Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

 

6.6 Análise filogenética 

Com os genomas completos, as espécies foram inseridas dentro do gênero 

Candidozyma. Desse modo, uma árvore filogenômica de máxima verossimilhança (ML) foi 

reconstruída com base nos 2.226 ortólogos de cópia única identificados pelo BUSCO versão 

5.5.0 (Manni et al., 2020) que estavam presentes em todos os membros com genomas completos 

disponíveis. Metschnikowia australis foi usada como grupo externo. Inferimos uma filogenia 

ML usando iq-tree versão 2.0.7 (Minh et al., 2020), com 1000 réplicas bootstrap ultrarrápidas, 

um esquema de particionamento e modelos de substituição.  

 As novas espécies foram filogeneticamente próximas, sendo próximas de C. Ruelliae 

(Figura 9). Os valores de identidade média de nucleotídeos (ANI) foram calculados usando 

orthoANI (Ortho Average Nucleotide Identity) (Lee et al., 2016). Os valores de OrthoANI 

acima de 95% geralmente indicam que os isolados pertencem à mesma espécie ou são espécies 

altamente relacionadas. No gráfico, os isolados Candidozyma sp. Y6065, Candidozyma sp. 

Y7127 e Candidozyma sp. Y6408 exibem valores elevados de OrthoANI entre si, com destaque 

para 99,02% entre Y7127 e Y6408, sugerindo que são isolados muito próximos geneticamente. 

Já o valor de OrthoANI entre Candidozyma sp. Y6065 e os outros dois isolados (Y7127 e 

Y6408) foi menor, 79,52% e 79,37%, respectivamente (Figura 10).  

 

Figura 8- Foto das colônias dos isolados do Complexo haemuli-auris crescidas em meio 

CHROmagar a 37°C por 72 horas. 1) Candidozyma auris (COL01A). 2) Candidozyma haemuli 

(UFMG-CM-Y7574). 3) Candidozyma duobushaemuli (UFMG-CM-Y4453). 4) Candidozyma 

heveicola (UFMG-CM-Y-1478). 5) Candidozyma sp. (UFMG-CM-Y7469). 6) Candidozyma 

sp. (UFMG-CM-7127). 7) Candidozyma sp. (UFMG-CM-Y6408). 8) Candidozyma sp. 

(UFMG-CM-Y6066). 
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Figura 9- Árvore filogenômica dos isolados do gênero Candidozyma sp. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

A árvore filogenética foi construída com base em dados de genes ortólogos de cópia 

única, identificados por meio da ferramenta BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy 

Orthologs). Foi utilizada uma análise bootstrap com 1000 repetições para avaliar a robustez dos 

agrupamentos filogenéticos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

 

O heatmap exibe os valores de identidade nucleotídica média (OrthoANI) entre os 

genomas analisados, indicando graus de similaridade genômica. Valores acima de 95% 

(representados em vermelho) sugerem que os isolados pertencem à mesma espécie ou espécies 

Figura 10- Heatmap de valores de OrthoANI (Ortho Average Nucleotide 

Identity). 
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intimamente relacionadas, enquanto valores entre 75% e 95% (tons de laranja e amarelo) 

indicam proximidade genômica entre espécies ou linhagens relacionadas. Valores inferiores a 

75% (em verde) apontam para relações mais distantes, caracterizando diferenças interespécies.  

 

6.7 Análise de genes de resistência 

 

Foram investigadas sequências de genes previamente descritos na espécie Candidozyma 

sp. UFMG-CM-Y7469 (1), UFMG-CM-Y7127 (2), UFMG-CM-Y6408 (3) e UFMG-CM-

Y6065 (4), com base em análises BLASTp e BLASTx realizadas com as seguintes espécies, C. 

Auris, C. Haemuli, C. Albicans, C. Tropicalis e Nakaseomyces glabratus. Foram selecionadas as 

sequências de genes que apresentaram uma similaridade superior a 70%.  

O gráfico apresentado ilustra a pontuação percentual (score %) de genes associados a 

fatores de virulência, resistência a antifúngicos e funções específicas em diferentes espécies de 

leveduras do grupo Candidozyma sp. (1), (2), (3) e (4) (UFMG-CM-Y7469, UFMG-CM-Y7127, 

UFMG-CMY6408 e Y6065) (Figura 11). Os genes avaliados incluem ALSs, CDR1, CDR2, 

EFG1, ERG11, LIP5, MDR1, SAPs, SNQ2, TAC1 e UPC2 (Tabela 12). O gene ERG11 está 

consistentemente presente em todas as espécies, destacando sua importância central na 

biossíntese de ergosterol. Por outro lado, o gene TAC1 e ALSs não aparece nas espécies UFMG-

CM-Y7127 e UFMG-CM-Y6498. Já os genes CDR1, ER11 e UPC2 aparecem com score de mais 

de 75% em todas as espécies analisadas.  

Os genes CDR2, MDR1 e SNQ2, relacionados às bombas de efluxo, estão presentes em 

todas as espécies analisadas, com um score de 75%. O gene EFG1, que codifica um fator de 

transcrição essencial para o controle da morfogênese, apresenta um score superior a 75% nas 

espécies UFMG-CM-Y7127, UFMG-CM-Y6408 e UFMG-CM-Y6065, enquanto a espécie 

UFMG-CM-Y7469 exibe um score igual ou inferior a 75%. A família de genes SAPs, responsável 

por codificar proteases aspárticas secretadas, está presente em todas as espécies avaliadas, com 

um score de 70%. 

 

Figura 11- Heatmap com pontuação percentual (score %) de genes associados a fatores de 

virulência, resistência a antifúngicos e funções específicas em quatro espécies de leveduras 

(Y7469, Y7127, Y6408 e Y6065) 
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Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

 

Tabela 12- Descrição dos genes analisados no estudo, incluindo suas respectivas funções. Os genes estão 

relacionados a fatores de virulência, resistência a antifúngicos e funções específicas em leveduras. 

Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

6.7.1 Análise de similaridade ERG11 entre as novas espécies  

 

Todas as espécies analisadas demonstraram alta similaridade com o gene ERG11 de 

Candidozyma vulturna (txid2093215), uma espécie já isolada de flores e de infecções humanas 

(Du et al., 2023; de Macedo et al., 2024). Os isolados apresentaram os seguintes percentuais de 

identidade: UFMG-CM-Y6065 com 93,8%, UFMG-CM-Y7469 com 92,6%, UFMG-CM-Y7127 

com 94,8% e UFMG-CM-Y6408 com 94,8%.  

Curiosamente, as espécies UFMG-CM-Y7127, UFMG-CM-Y6408 e UFMG-CM-Y7469 

apresentam regiões conservadas nas posições 185 e 244, com os aminoácidos lisina (K) e Alanina 

(A), respectivamente (Figura 12). Embora as leveduras UFMG-CM-Y7127 e UFMG-CM-Y6408 

tenham sido isoladas na mesma região, porém de substratos diferentes, possuem sequências 100% 

similares neste gene. 

 

 

 

Gene Função 

ERG11 Codifica a enzima 14α-desmetilase, alvo de antifúngicos azólicos como o fluconazol. 

ALSs Codifica proteínas da família de aglutinina; envolvidas na adesão celular. 

SAPs Codifica aspartil proteases secretadas; associadas à virulência e invasão de tecidos. 

CDRs Codifica transportadores de efluxo ABC, conferindo resistência a medicamentos. 

MDR1 Codifica uma bomba de efluxo MFS, associada à resistência antifúngica. 

EFG1 Um regulador transcricional essencial para a transição de levedura para hifa e virulência. 

TAC1 Um regulador transcricional que controla a superexpressão dos genes CDR1 e CDR2. 

SNQ2 Transportador de efluxo ABC; pode conferir resistência a compostos tóxicos. 

UPC2 Um regulador transcricional envolvido na biossíntese de esteróis e na resistência antifúngica. 
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 Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

 

O alinhamento foi realizado pelo software Clustal no Jalview. As cores indicam 

diferentes níveis de conservação e mudanças nas sequências: Vermelho/laranja/roxo - Regiões 

altamente conservadas com poucas variações. Azul/verde - Regiões menos conservadas com 

maior variação. Marcadores destacam regiões dentro dos quadrados pretos, indicando áreas 

extremamente conservadas entre as três espécies novas analisadas. 

A análise filogenética do gene ERG11 revelou padrões distintos de similaridade entre os 

isolados de leveduras estudados, indicando possíveis implicações ecológicas e clínicas. Observa-

se que os isolados UFMG-CM-Y7469, UFMG-CM-Y6408 e UFMG-CM-Y7127 apresentaram 

alta similaridade com o gene ERG11 de Candidozyma vulturna, sugerindo uma proximidade 

filogenética e, possivelmente, funcional com esta espécie. O gene ERG11 do isolado UFMG-

CM-Y6065 apresentou uma relação filogenética estreita com os genes de Candida albicans, 

Candida tropicalis, Candidozyma haemuli e Candidozyma auris (Figura 13).  

 

 

 

 

 

Figura 12- Análise de alinhamento de sequências ERG11 realizado por Clustal no Jalview. 
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Figura 13- Árvore filogenética do gene ERG11, incluindo os ortólogos de diferentes isolados de Candidozyma e 

Candida. 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2025) 

 

6.7.2 Análise de genes de resistência na espécie UFMG-CM-Y6065 

 

O genoma anotado de Candidozyma sp. UFMG-CM-Y6065 contém uma única cópia do 

gene ERG11 e do fator de transcrição UPC2, responsável por regular a biossíntese de ergosterol 

(Figura 14). Além disso, foram identificados genes de proteínas de efluxo MDR1, SNQ2 e CDRs 

pertencentes à classe dos transportadores ABC (cassete de ligação de ATP) e da superfamília dos 

transportadores facilitadores principais (MFS), ambos associados à resistência fúngica em 

patógenos (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

 

 

Representação da presença (em azul) de genes associados à resistência antifúngica em 

diferentes espécies do gênero Candidozyma.  

Figura 14- Presença de genes de resistência em Candidozyma sp. 

UFMG-CM-Y6065. 
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6.7.3 Análise da Proteína ERG11 

 

Para compreender o mecanismo de resistência aos azóis, investigou-se a presença de 

mutações pontuais no gene ERG11 da espécie Candidozyma sp. UFMG-CM-Y6065, previamente 

descritas em outras espécies, para fins comparativos. No entanto, não foram encontradas 

mutações semelhantes às já relatadas nas espécies analisadas neste trabalho, como C. haemuli, C. 

vulturna, C. auris, C. albicans, C. tropicalis e Nakaseomyces glabratus. Por outro lado, foram 

identificadas substituições em regiões conservadas na espécie Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-

Y6065. 

Entre essas substituições, destaca-se a troca por ácido glutâmico (E) na posição 218, sendo 

que, em Candidozyma auris, ocorre lisina (K), em Nakaseomyces glabratus, tirosina (T), e, nas 

demais espécies analisadas, glutamina (Q). Nas posições 224 e 225, observou-se a presença de 

alanina (A) e asparagina (N) em UFMG-CM-Y6065, enquanto nas espécies comparadas, a 

posição 224 apresenta ácido glutâmico (E). Já na posição 225, C. auris, C. haemuli e C. tropicalis 

apresentam glutamina (Q), enquanto C. vulturna e C. albicans possuem lisina (K), e N. glabratus, 

arginina (R). 

Nas posições 241 e 242, a espécie UFMG-CM-Y6065 apresenta serina (S) e alanina (A), 

respectivamente. Em contrapartida, nas espécies do clado CAH (C. haemuli, C. vulturna e C. 

auris), a posição 241 é ocupada por alanina (A), enquanto na posição 242 observa-se alanina (A) 

em C. haemuli e ácido glutâmico (E) em C. auris, C. vulturna, C. albicans e C. tropicalis. Na 

posição 364, identificou-se metionina (M) em UFMG-CM-Y6065, enquanto C. albicans 

apresenta serina (S) e as demais espécies, valina (V). Por fim, na posição 493, as espécies do 

clado CAH apresentam isoleucina (I), enquanto UFMG-CM-Y6065 exibe uma substituição por 

valina (V) (Figura 15). 
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Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

 

Ao analisar a estrutura tridimensional da proteína codificada pelo gene ERG11 da 

levedura UFMG-CM-Y6065, é possível explorar de forma mais detalhada o impacto potencial 

das diferenças na sequência de aminoácidos sobre a função, estabilidade e interações moleculares. 

Os resultados desta análise mostraram que, apesar das diferenças observadas na sequência de 

aminoácidos, a conformação geral da proteína ERG11 foi mantida em relação às proteínas de 

espécies relacionadas (Figura 16) e (Figura 17). 

 

Figura 15- Alinhamentos múltiplos de sequências de aminoácidos (aa) do gene ERG11 usando Jalview de isolados 

clínicos de Candidozyma haemuli, Candidozyma vulturna, Candidozyma auris, Candida albicans, Candida 

tropicalis e Nakaseomyces glabratus em comparação com a cepa ambiental Candidozyma sp. UFMG-CM-Y6065. 

Figura 16- Estrutura tridimensional predita para a proteína ERG11 utilizando ColabFold 

(AlphaFold). Representação tridimensional da proteína ERG11, destacando as características 

estruturais preditas, como hélices α (em vermelho) E folhas β (em amarelo). 
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Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

 

A análise foi realizada com o ColabFold, baseado no modelo AlphaFold, 

proporcionando uma visualização detalhada da arquitetura da proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

 

No entanto, até o momento, as proteínas das demais espécies analisadas, como, C. 

haemuli e C. vulturna ainda não estão depositadas neste banco de dados. 

 

Figura 17- Proteínas de C. tropicalis, C. albicans e C. auris depositadas no UniProt. As proteínas 

relacionadas à espécie Candidozyma sp. UFMG-CM-Y6065 foram obtidas a partir do banco de 

dados UniProt para fins de comparação. 
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Com base na análise estrutural tridimensional, o sítio ativo da proteína ERG11 foi avaliado 

utilizando o software I-TASSER. O valor de C-score = 0.11, obtido para a previsão do sítio ativo 

da proteína ERG11 em comparação à sequência de referência no UniProt (A6ZSR0), representa 

um nível moderado de confiança na modelagem estrutural realizada pelo I-TASSER. O C-score 

reflete a confiança do modelo gerado pelo algoritmo de predição, baseado em alinhamentos de 

sequência e compatibilidade estrutural. O valor de 0.11, embora baixo em comparação a um C-

score ideal (próximo a 1), ainda indica que a estrutura modelada é plausível, principalmente em 

regiões altamente conservadas, como o sítio ativo.  

Este resultado pode estar relacionado às variações nas sequências primárias da proteína 

ERG11 entre a espécie analisada e a referência no UniProt. Diferenças nas sequências de 

aminoácidos fora do sítio ativo podem alterar a conformação global da proteína, influenciando na 

modelagem. No entanto, a conservação funcional do sítio ativo sugere que pressões seletivas 

preservaram a funcionalidade catalítica essencial, apesar das variações nas outras regiões (Figura 

18). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

 

 C-score de 0.11, associado à similaridade estrutural com a sequência de referência 

(UniProt A6ZSR0), reflete uma confiança moderada na previsão.  

Figura 18- Estrutura tridimensional da proteína ERG11 gerada pelo I-TASSER. 

A estrutura apresenta o sítio ativo destacado em verde, modelado com base na 

sequência de aminoácidos da ERG11 do isolado em estudo UFMG-CM-Y6065. 



    85  

 

 

6.7.4 Análise de proteica MDR1 

 

Um aspecto de grande relevância identificado neste estudo foi o mecanismo de efluxo 

mediado pela proteína MDR1 presente no genoma da espécie em análise. Essa proteína 

apresentou 81,4% de similaridade com a MDR1 de C. albicans. Para a análise estrutural 

detalhada, utilizou-se o software UCSF Chimera, uma ferramenta amplamente empregada para 

visualização e comparação de estruturas moleculares. Além disso, utilizou-se o software I-

TASSER para realizar a predição estrutural da sequência proteica analisada no Chimera (Fig. 19 

– B). Neste caso, foi obtido um RMSD de 0.755, indicando uma alta similaridade estrutural entre 

as proteínas MDR1 da espécie UFMG-CM-Y6065 e de C. albicans, o que sugere conservação 

funcional entre espécies diferentes (Fig. 19 – A).  

Complementando a análise estrutural, foi construída uma árvore filogenética baseada no 

alinhamento das sequências de aminoácidos do gene MDR1, utilizando o software Clustal. Os 

resultados mostraram que a proteína da espécie UFMG-CM-Y6065 é filogeneticamente próxima 

da MDR1 de C. albicans e C. tropicalis. (Fig. 19 – C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal (2025). 

 

Figura 19- Representação detalhada das análises estruturais e filogenômicas do gene MDR1. 

(A) Sobreposição das estruturas proteicas MDR1 de Candidozyma UFMG-CM-Y6065 (em azul) e Candida albicans (em 

dourado). (B) Estrutura tridimensional predita da proteína MDR1 gerada pelo software I-TASSER com base na 

sequência de Candidozyma UFMG-CM-Y6065. (C) Árvore filogenômica dos genes MDR1 das espécies C. albicans, C. 

tropicalis, UFMG-CM-Y6065, C. auris, C. haemuli, C. duobushaemuli e C. pseudohaemuli. 
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6.7.5 Sintenia – C. auris e UFMG-CM-Y6065 

 

 Para revelar a base genética das diferenças biológicas entre C. auris e a espécie nova 

Candidozyma sp. UFMG-CM-Y6065, mapas de ligação genética foram gerados. A sintenia é a 

ordem preservada de genes em cromossomos de espécies relacionadas que resulta da 

descendência de um ancestral comum (Fan et al., 2021). A análise de sintenia entre o genoma de 

C. auris (representado em verde, com sete cromossomas) e o da nova espécie de levedura UFMG-

CM-Y6065 (representada em laranja) revelou padrões distintos de conservação genômica (Figura 

20). 

 Pode-se observar regiões altamente sintênicas entre os dois genomas analisados, 

evidenciadas pelas faixas contínuas conectando os cromossomos ou scaffolds correspondentes. 

No gráfico, as conexões azuis, verdes e vermelhas indicam áreas de conservação genômica, onde 

grandes blocos de genes mantêm a ordem e orientação em ambas as espécies (Figura 20).  

Quebras de sintenia, observadas como faixas descontínuas ou ausentes, indicam a 

ocorrência de eventos de rearranjo genômico, como translocações e inversões, que provavelmente 

aconteceram durante o processo de especiação. Esses rearranjos podem ter levado à reorganização 

dos segmentos de DNA entre diferentes regiões do genoma, alterando a ordem dos genes e, 

consequentemente, suas funções.  

Além disso, há áreas no genoma onde as ribbons (faixas representando os segmentos de 

DNA) cruzam entre diferentes scaffolds ou cromossomos, o que sugere que rearranjos mais 

amplos, envolvendo a troca de material genético entre diferentes cromossomos ou regiões 

genômicas, também ocorreram durante a evolução das espécies. Pode-se observar, no presente 

trabalho, uma divergência genômica entre as duas espécies analisadas, evidenciada pelos 

rearranjos estruturais e alterações na organização dos blocos sintênicos. 

Os primeiros blocos da espécie UFMG-CM-Y6065 estão alinhados com os últimos blocos 

de Candidozyma auris, sendo indicativo de um rearranjo genômico, como uma translocação, onde 

partes do genoma foram deslocadas de um local para outro, possivelmente trocando sua posição 

entre diferentes cromossomos ou regiões, como resultado de eventos evolutivos. Esses rearranjos 

podem explicar diferenças no comportamento, na adaptação ou na evolução das linhagens, além 

de fornecer insights sobre os mecanismos de reestruturação genômica que as tornam mais 

distintas. 

 

Figura 20- Representação gráfica da sintenia genômica entre os genomas de Candidozyma auris (em verde) e 
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Candidozyma sp. UFMG-CM-Y6065 (em laranja). 

 

Fonte: Arquivo pessoal (2025) 

 

Cada bloco retangular representa um cromossomo ou scaffold genômico. As faixas 

conectando os blocos indicam regiões sintênicas, correspondendo a genes ou blocos de genes 

conservados entre os genomas. A densidade e continuidade das faixas sugerem alta conservação 

genômica em determinadas regiões, enquanto cruzamentos ou dispersões refletem rearranjos 

estruturais, como inversões, translocações ou duplicações.  

 

7. DISCUSSÃO 

 

7.1 Identificação de fatores de virulência em isolados ambientais 

 

No presente estudo, foram identificados 25 isolados a nível de espécie, provenientes de 

diferentes nichos ecológicos e biomas brasileiros. Entre eles, foram identificadas nove amostras 

de Candidozyma haemuli, sendo uma isolada de amostra hospitalar; dez isolados ambientais de 

Candidozyma spp. Sendo destas cinco; quatro isolados de Candidozyma duobushaemuli; e dois 

isolados de Candidozyma heveicola. Todos os isolados foram identificados por meio do 

sequenciamento da região D1/D2 do gene 26S do RNA ribossomal (Kurtzman e  Robnett, 

1998). 

O clado Candizoyma auris-haemuli (CAH) contém espécies clinicamente relevantes 

multirresistentes, como, C. auris, C. haemuli e C. duobushaemuli, mas também espécies 

isoladas de ambientes naturais, como, C. heveicola (Liu et al. 2024). Informações sobre os 

atributos associados a resistência e virulência ainda são escassos, principalmente de isolados 

ambientais. Diante disso, torna-se evidente a importância de estudar e analisar o impacto de 

isolados ambientais em diferentes habitats e climas, bem como a capacidade desses nichos 

ecológicos modularem respostas ao desenvolvimento de resistência e virulência. 

Candidozyma auris é uma espécie amplamente descrita por sua capacidade de crescer 
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em altas temperaturas, essa habilidade tem sido associada a fatores ambientais, como mudanças 

climáticas, que pode criar condições favoráveis para a emergência e disseminação de espécies 

termotolerantes (Casadevall et al., 2019). O crescimento em altas temperaturas é um indicativo 

de adaptação do microrganismo, permitindo-lhe superar a barreira da temperatura corporal e 

causar infecção em mamíferos (Zajc et al., 2019). No presente estudo, observamos que todos 

os isolados estudados cresceram a 37 °C em 48 horas. Mostrando, dessa maneira, que as 

leveduras utilizadas no presente estudo, provenientes de diferentes locais do Brasil, mostraram 

capacidade de adaptação a variadas temperaturas.  

Além disso, é importante destacar que um grupo de isolados Candidozyma sp. (4) 

cresceu também a 42 °C, evidenciando características específicas da espécie C. auris 

(Casadevall et al., 2019). Interessantemente, os isolados pertencentes a espécie Candidozyma 

sp. (4) foram obtidos de amostras de flores de Ipomoea sp. do estado de Tocantins (TO), sob o 

domínio do clima tropical semiúmido, o que pode ter contribuído para a adaptação térmica 

destas leveduras. As temperaturas médias anuais no estado variam entre 23 °C e 33 °C, com 

períodos mais quentes frequentemente atingindo extremos térmicos acima de 40 °C. O que pode 

ter favorecido a adaptação térmica dessas leveduras, permitindo que tolerem temperaturas 

elevadas, como observado.  

Após a emergência de Candidozyma auris, o complexo C. haemuli-auris tem atraído a 

atenção de pesquisadores em todo o mundo devido à sua resistência intrínseca a diferentes 

classes de antifúngicos (Gómez-Gaviria, 2023; Françoise et al., 2023). No entanto, ainda há 

uma escassez de estudos sobre isolados ambientais desse complexo. 

 Portanto, no presente trabalho, avaliamos sensibilidade dos isolados a diversos 

antifúngicos clínicos, bem como ao agroquímico epoxiconazol. Podemos perceber que no grupo 

Candidozyma haemuli, a maioria dos isolados mostrou-se sensível aos fármacos estudados. No 

entanto, 4 dos isolados estudados (UFMG-CM-Y7572, UFMG-CM-Y7573, UFMG-CM-

Y7574 e UFMG-CM-Y7534) apresentaram uma dependência da dose e/ou resistência para o 

fluconazol e itraconazol. 

 Interessantemente, estes mesmos isolados apresentaram resultados que seriam de dose-

dependência para o epoxiconazol, se fosse considerado os valores de CIM como os de 

fluconazol (CLSI, M27A 2008). Epoxiconazol é um fungicida agrícola que se liga ao sítio ativo 

da enzima CYP51, bloqueando sua função e, consequentemente, interferindo na formação de 

ergosterol essa ação é semelhante à dos antifúngicos clínicos da mesma classe (Huang et al., 

2020). Já foram relatados em outros estudos cepas de Cryptococcus apresentando maior 

tolerância a essas drogas tiabendazol, procloraz e metaxil, possivelmente devido a uma 
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resistência cruzada com antifúngicos clínicos (Bastos et al., 2018). 

Os isolados de Candidozyma duobushaemuli estudados apresentaram dose dependência 

para fluconazol, com apenas um isolado mostrando sensibilidade a este antifúngico. Para os 

demais fármacos, todas as linhagens de foram sensíveis. Um isolado de Candidozyma heveicola 

(UFMG-CM-Y5595) apresentou dose dependência tanto para fluconazol quanto para 

epoxiconazol (considerando os valores de CIM para o fluconazol, segundo CLSI M27A 2008) 

foi sensível aos demais antifúngicos. Este isolado foi obtido do nectário de Tabebuia sp. 

localizado na Pampulha, Belo Horizonte. Leveduras oportunistas isoladas de ambientes naturais 

têm demonstrado resistência crescente a agentes antifúngicos, como fluconazol e anfotericina 

B (Brandão et al., 2010; Caicedo-Bejarano et al., 2023). Essa resistência tem sido associada a 

diversos mecanismos, incluindo a presença de bombas de efluxo, alterações nos locais-alvo dos 

medicamentos e a exposição recorrente a antifúngicos no ambiente, que contribuem para a 

seleção e adaptação dessas linhagens (Akinbobola et al., 2023; Bastos et al., 2021). 

Entre esses isolados do grupo Candidozyma sp. (4), as cepas UFMG-CM-Y6065, 

UFMG-CM-Y6066, UFMG-CM-Y7528, UFMG-CM-Y7529, UFMG-CM-Y7530 e UFMG-

CM-Y7531 foram identificadas como pertencentes à mesma espécie com base no 

sequenciamento das regiões ITS (Internal Transcribed Spacer) e D1/D2 do gene rRNA.  

Além disso, essas cepas foram consideradas espécies novas quando comparadas com as 

linhagens tipo de leveduras já descritas, devido a uma divergência de sequências superior a 2-

3% nas regiões genéticas analisadas. Esse grupo apresentou resistência a fluconazol e 

itraconazol e dose dependência para anfotericina B. Em função desses resultados, foi realizado 

um teste de suscetibilidade para a classe das equinocandinas, e todos os isolados foram 

sensíveis.  

A resistência aos azóis tem sido frequentemente descrita e analisada também em 

espécies do gênero Candidozyma, como em C. auris e C. haemuli (Silva et al., 2020). No 

entanto, a resistência às equinocandinas foi observada em alguns isolados de C. auris (MIC ≥ 

4 mg/L) (Chowdhary et al., 2018; Kordalewska et al., 2018). Em contrapartida, até o momento, 

não há relatos de resistência à classe das equinocandinas em C. haemuli.  

Aqui, fornecem-se evidências primárias sobre a importância de compreender os 

mecanismos pelos quais leveduras ambientais se adaptam e desenvolvem resistência a 

diferentes fármacos, bem como o crescimento e o desenvolvimento em altas temperaturas. As 

demais cepas do gênero Candidozyma sp. mostraram ser distintas entre si e apresentaram 

sensibilidade aos fármacos testados. 

Para avaliar os possíveis mecanismos de resistência do grupo Candidozyma sp. (4), que 
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foram menos sensíveis ao fluconazol, especificamente o isolado UFMG-CM-Y6066, foi 

realizado o experimento de bomba de efluxo. As bombas de efluxo são proteínas localizadas na 

membrana plasmática que, quando superexpressas, podem expulsar fármacos para fora da 

célula, reduzindo a concentração intracelular e constituindo um dos principais mecanismos de 

resistência aos azóis (Fátima et al., 2023). Os resultados mostraram que o isolado UFMG-CM-

Y6066 apresentou um efluxo de rodamina 6G significativamente maior quando comparado ao 

controle de C. albicans (Gráfico 1).  

Silva et al. (2020) também observaram o mesmo em isolados de C. haemuli, indicando, 

assim, que essa resistência pode ser observada de forma constitutiva, uma vez que o tratamento 

com fluconazol não modulou a resposta. Portanto, nosso isolado também pode estar 

apresentando uma resistência constitutiva ao fluconazol. A espécie UFMG-CM-Y6066 pode 

ser naturalmente resistente a certos antifúngicos porque possui uma bomba de efluxo ativa que 

expulsa o fármaco antes que ele possa agir de forma eficaz, sem precisar ser exposta ao agente 

repetidamente para desenvolver essa resistência. 

No presente trabalho, estudamos diversos fatores de virulência entre eles adesão celular, 

filamentação e formação de biofilme (Cavalheiro e Teixeira, 2018; Leslie et al., 2011; 

Czechowicz et al., 2022). O papel da adesão fúngicas na infecção e colonização do hospedeiro 

foi estabelecido por vários pesquisadores (Kumari et al., 2021; Blango et al., 2019) sendo um 

fator primordial para a adesão a células hospedeiras e formação de biofilmes em superfícies 

abióticas e bióticas. 

 Uma vez que, a adesão de leveduras oportunistas ao tecido hospedeiro é a etapa 

primária da infecção e é crucial para a persistência do patógeno. Para avaliar se os isolados 

estudados no presente trabalho apresentavam a capacidade de aderir a células epiteliais bucais, 

realizamos o teste de adesão. Embora nenhuma cepa tenha apresentado uma adesão superior à 

de Candida albicans (SC5314), os isolados testados mostraram capacidade de aderência, com 

destaque para o isolado Candidozyma sp. UFMG-CM-Y7529. 

 Além disso, no presente trabalho verificou-se se os isolados utilizados eram capazes de 

formar hifas e pseudo-hifas em meio de cultura específico, para conseguir aderir melhor as 

células e superfícies. No entanto, nenhum dos isolados apresentou essas características, tanto 

em nível macroscópico quanto microscópico, no meio de cultura utilizado. Contudo, existem 

outros meios de cultura nos quais esse fator pode ser evidenciado. Portanto, não podemos 

afirmar neste estudo que essas leveduras não apresentam filamentação em outros ambientes. 

Diante desse contexto, os biofilmes são considerados fatores importantes de virulência, 

pois formam comunidades complexas que envolvem diferentes espécies, permitindo-lhes 
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sobreviver a condições adversas e a vários tipos de estresse, como térmico, químico e osmótico. 

Essa capacidade facilita a colonização dos tecidos dos hospedeiros (Satala et al., 2022).  

Nos testes de formação de biofilme in vitro, as leveduras estudadas apresentaram 

capacidade de formação de biofilme similar em comparação com a linhagem de referência C. 

albicans SC5314 (Figura 5). Essa formação pode estar relacionada à presença de adesinas e 

enzimas celulares, como ALSs e SAPs, presentes nessas espécies, que favorecem a formação de 

biofilme (Deng et al., 2021). É importante destacar que isolados ambientais também podem 

estar frequentemente associados a biofilmes no ambiente, demonstrando essa habilidade (Nunes 

et al., 2013). 

Com o intuito de se observar a morfologia do biofilme formado foi estudada, em 

microscopia de varredura, o biofilme do isolado Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-Y6065. No 

biofilme deste isolado não foi observada a presença de hifas ou pseudo-hifas. No entanto, pode-

se observar que o biofilme estudado apresentou conformação tridimensional, com relevos 

acentuados e significativa adesão entre as células formando agregados. 

 Em contraste, para a cepa controle C. albicans (SC5314), foi observada a presença de 

hifas e pseudo-hifas, além de um biofilme mais linear, sem apresentar profundidade. Dessa 

forma, podemos perceber que o isolado estudado apresenta alta capacidade agregativa, o que 

pode conferir vantagens as células, incluindo morfologias de colônia, habilidades de formação 

de biofilme, suscetibilidades a antifúngicos, suscetibilidades a células imunes e virulência, 

conforme descrito anteriormente em estudos com Candidozyma auris (Bing et al., 2024). 

Espécies do clado Candidozyma são consideradas raras causadoras de infecções, porém 

apresentam um perfil de multirresistência preocupante, o que destaca a importância de estudos 

mais aprofundados sobre seu potencial patogênico (Coles et al., 2020; Chengjun et al., 2023).  

Com os dados apresentados no presente trabalho, é possível inferir que os isolados se adaptam 

ao ambiente, e essa adaptação pode promover a seleção de cepas resistentes ou virulentas. Dessa 

forma, o presente trabalho vem colaborar com estudos dentro do contexto de "One Health", que 

envolvam a vigilância integrada nos âmbitos ambiental, animal e humano, visando o combate 

a microrganismos resistentes e o monitoramento da evolução de cepas ambientais. 

 

7.2 Identificação de novas espécies do clado haemuli-auris - isolados ambientais 

 

As cinco novas espécies do gênero Candidozyma, encontradas no presente estudo, foram 

isoladas de flores, plantas, madeira em decomposição e solo. Assim, compreender os ambientes 

em que habitam, bem como identificar a presença de fatores de virulência e resistência, é 
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essencial para entender o nicho ecológico desses possíveis patógenos oportunistas e como essas 

leveduras podem evoluir para se tornarem patogênicas. Para isso, foram realizados testes 

experimentais de virulência, resistência e análises bioinformáticas do genoma de 4 espécies do 

grupo Candidozyma sp. (1) UFMG-CM-Y7469, Candidozyma sp. (2) UFMG-CM-Y7127, 

Candidozyma sp. (3) UFMG-CM-Y6408 e Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-Y6065 com o 

objetivo de avaliar se essas cepas ambientais possuem potencial para se tornarem oportunistas 

no futuro. 

Os novos isolados apresentaram características semelhantes às espécies já descritas, 

especialmente no meio de cultura de diagnóstico CHROmagar Candida. As colônias exibiram 

uma coloração rosa-lilás claro e eram cremosas, características previamente descritas para 

isolados de Candidozyma auris neste meio de cultura. No entanto, fica evidente a importância 

do uso de técnicas de biologia molecular para uma identificaçao mais precisa das espécie deste 

gênero, considerando que os isolados características fenotípicas semelhantes. Como já 

mostrado por outros pesquisadores, a espécie C. auris é identificada, frequentemente, como C. 

haemuli, o que ressalta a importância do uso de técnicas de sequenciamento molecular para 

uma identificação precisa (Kathuria et al., 2015; Zhu et al., 2024). No presente trabalho, 

mostramos que as novas espécies, aqui descritas podem ser também erroneamente identificadas 

como C. haemuli ou C. auris. 

Na assimilação de diferentes fontes de carbono e nitrogênio, as espécies mostraram 

tolerância de 10% NaCl, evidenciando halotolerância, assim como as espécies previamente 

descritas C. auris, C. haemuli e C. duobushaemuli (Satoh et al., 2009; Uden e Kolip, 1962; 

Cend.-Bueno et al., 2012). Além disso, todos os isolados estudados deste gênero assimilaram 

glicose, galactose, L-sorbose, maltose, sacarose, celobiose, trealose, N-acetilglucosamina, 

etanol e YNB sem aminoácido. No entanto, algumas características são únicas de cada espécie. 

A espécie Candidozyma sp. (1) UFMG-CM-Y7469 se destaca por assimilar salicinina, uma 

fonte de carboidrato que não é assimilada pelas demais espécies analisadas. Além disso, essa 

espécie não assimila dulcitol, D-manitol e lisina, ao contrário das demais, que demonstram 

capacidade de utilizá-los. 

A espécie Candidozyma sp. (2) UFMG-CM-Y7127 apresenta características 

específicas, como a capacidade de crescer em meio contendo M-inositol e de tolerar 0,01% de 

cicloheximida. Por sua vez, a espécie Candidozyma sp. (3) UFMG-CM-Y6408 se diferencia 

por assimilar amido e xilitol, características ausentes nas demais espécies analisadas neste 

estudo. Já Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-Y6065 destaca-se pela capacidade de assimilar 

hexadecano e pela ausência de assimilação de D-xilose, succinato e glucosamina. Essas 
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características são fundamentais para a diferenciação dessas espécies dentro do gênero 

Candidozyma. Essas diferenças podem estar relacionadas ao nicho ecológico, de onde foram 

isoladas, ou pode refletir uma característica intrínseca desses novos isolados. 

Os agrupamentos no heatmap de OrthoANI, do presente estudo, corroboram também 

com os dados apresentados na árvore filogenética. Os valores elevados de similaridade 

genômica (99,02%) entre Candidozyma sp. (2) UFMG-CM-Y7127 e Candidozyma sp. (3) 

UFMG-CM-Y6408 reforçam a proximidade filogenética desses isolados, possivelmente são as 

mesmas espécies. Essa maior similaridade observada entre os isolados Candidozyma sp. 

(superiores a 95%) mostram que estes formam um grupo coeso dentro do clado, refletindo uma 

relação intraespecífica, distinta de outras espécies próximas no mesmo ramo filogenético. Já as 

espécies Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-Y6065 e Candidozyma sp. (1) UFMG-CM-Y7127 

apresentam valores intermediários (75%-95%) indicam relações de espécies próximas que estão 

representadas por ramos adjacentes na árvore. Os isolados compartilham ramos próximos na 

árvore, estes possuem um grau elevado de similaridade em suas sequências genômicas, 

indicando uma relação evolutiva estreita.  

Na árvore filogenética descrita no presente trabalho, os isolados de Candidozyma sp. se 

agrupam de forma consistente em um clado próximo a C. haemuli e C. pseudohaemuli, 

sugerindo que as espécies do presente trabalho compartilham um ancestral comum recente com 

as espécies citadas. Essa proximidade filogenética aponta para uma possível relação de espécies 

ou integrantes de um mesmo grupo funcional, com potenciais similaridades ecológicas ou 

adaptativas. Esses dados filogenéticos indicam uma forte correlação entre os isolados e C. 

haemuli, mas com divergências suficientes para justificar sua classificação como espécies 

distintas. No heatmap de OrthoANI, os valores moderados de similaridade genômica entre os 

isolados Candidozyma sp. e Candidozyma haemuli (variando de 77% a 78%) reforçam essa 

relação de proximidade. Esses valores indicam que, embora compartilhem regiões genômicas 

conservadas, há diferenças significativas no conteúdo genético que sustentam a classificação 

de Candidozyma haemuli como uma espécie distinta.  

Diante desse cenário, foi avaliado presença de genes de virulência e resistência nos 

isolados Candidozyma sp. (1) UFMG-CM-Y7469, Candidozyma sp. (2) UFMG-CM-Y7127, 

Candidozyma sp. (3) UFMG-CM-Y6408 e Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-Y6065 para 

determinar a ocorrência de mutações nesses isolados e identificar genes de resistência e 

virulência em leveduras oportunistas. Embora esses genes resistência e virulência tenham sido 

encontrados, como ERG11, MDR1, CDRs, SAPs, ALSs, SNQ2, EFG1 e TAC1, são necessários 

estudos adicionais para compreender como essas leveduras expressam esses genes e qual é o 
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impacto das substituições de aminoácidos identificadas no gene ERG11. As mutações 

encontradas ainda não estão descritas na literatura, e por si só, não justificam a resistência aos 

azóis testados neste trabalho.  

 As análises realizadas indicaram que os isolados UFMG-CM-Y6408 e UFMG-CM-

Y7127 não apresentaram similaridade com os genes ALSs e TAC1, tanto no banco de dados 

criado a partir de diferentes genes de espécies fúngicas oportunistas quanto no banco Resfungi. 

Os genes ALSs (Agglutinin-Like Sequences) são uma família de adesinas importantes para a 

adesão às células do hospedeiro e formação de biofilmes, enquanto o gene TAC1 

(Transcriptional Activator of CDR Genes) é um regulador de transcrição associado à resistência 

a antifúngicos azólicos, desempenhando um papel crucial na patogenicidade de espécies como 

Candida albicans (Mahdizade et al. 2024). 

Embora as análises não tenham identificado sequências similares a esses genes, a 

ausência de evidências não implica necessariamente que os genes ALSs e TAC1 estejam 

completamente ausentes no genoma de UFMG-CM-Y6408 e UFMG-CM-Y7127. É possível 

que a espécie destes isolados possuam variantes de sequência significativamente divergentes. 

Interessantemente, UFMG-CM-Y6408 e UFMG-CM-Y7127 compartilham uma alta 

similaridade genômica e foram isoladas do mesmo local, reforçando a hipótese de que fatores 

ecológicos podem desempenhar um papel na modulação diferencial desses genes (Sánchez-

Rangel et al., 2018; Wang et al., 2018). 

 O nicho ecológico, ao influenciar pressões seletivas específicas, pode moldar a 

evolução genômica e resultar na perda ou modificação funcional de genes não essenciais em 

determinadas condições ambientais (Sánchez-Rangel et al., 2018). Estudos futuros são 

necessários para explorar essa hipótese por meio de experimentos funcionais, como inserção 

desses genes e comparações detalhadas dos padrões de expressão gênica em diferentes 

condições ambientais. Assim, a ausência de similaridade observada não deve ser interpretada 

como definitiva, mas como um ponto de partida para investigações futuras sobre a diversidade 

genômica e adaptabilidade dos isolados UFMG-CM-Y6408 e UFMG-CM-Y7127 ao seu 

ambiente natural. 

Os resultados obtidos mostraram que, embora a maioria dos genes investigados 

estivesse presente nas espécies analisadas, as espécies Candidozyma sp. (1) UFMG-CM-

Y7469, Candidozyma sp. (2) UFMG-CM-Y7127 e Candidozyma sp. (3) UFMG-CM-Y6408 

não apresentaram resistência aos fármacos testados nem desempenho significativo nos 

experimentos de adesão, filamentação ou formação de biofilmes, realizados no presente 

trabalho.  
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Esses achados sugerem que, apesar da presença de genes potencialmente relacionados 

a resistência e virulência, a expressão ou funcionalidade desses genes pode ser modulada por 

fatores contextuais ou regulatórios específicos, o que limita a manifestação fenotípica das 

características associadas à patogenicidade. Essa observação levanta questões sobre o potencial 

dessas espécies para se tornarem oportunistas e adquirirem características patogênicas ao longo 

do tempo (Padder et al., 2021). 

O gene ERG11 das espécies Candidozyma sp. (1) UFMG-CM-Y7469, Candidozyma sp. 

(2) UFMG-CM-Y7127 e Candidozyma sp. (3) UFMG-CM-Y6408 apresentam alta similaridade 

com o gene ERG11 de Candidozyma vulturna, espécie reconhecida por sua relevância médica 

e capacidade de causar infecções oportunistas, especialmente em pacientes 

imunocomprometidos. É importante salientar que os isolados foram obtidos de substratos 

diferentes, sendo, UFMG-CM-Y7127 de solo na região de Itacoatira, Amazonas; UFMG-CM-

Y6408 também de Itacoatiara, AM, porém proveniente de madeira em decomposição; e 

UFMG-CM-Y7469 de Faramea anisocalyx na FLONA de Caxiuanã, Pará. 

Desse modo, estudos futuros são necessários para explorar se essas espécies possuem a 

capacidade de se adaptar às condições do hospedeiro humano por meio de experimentos de 

infecção em modelos murinos, avaliando sua sobrevivência, colonização e interação com o 

sistema imunológico. Além disso, torna-se primordial investigar se a exposição contínua ao 

fluconazol ou outros antifúngicos poderia induzir resistência adaptativa nessas espécies, como 

já observado em outros patógenos fúngicos oportunistas. 

Por outro lado, a espécie Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-Y6065 destacou-se não 

apenas por seu perfil de resistência a múltiplos fármacos e crescimento a 42 °C, mas também 

por apresentar modificações em aminoácidos no gene ERG11, que codifica a enzima alvo dos 

antifúngicos azólicos. Essas modificações, ainda não descritas na literatura, representam uma 

área promissora para investigações futuras, a fim de avaliar se essas alterações impactam na 

resistência a azóis e anfotericina B. Esse achado é importante, considerando que, mutações em 

ERG11, estão frequentemente associadas à resistência antifúngica em espécies patogênicas 

(Flowers et al., 2014; Ming-Jie et al., 2013).  

Além disso, essas mutações podem ter sido impulsionadas por pressão seletiva 

ambiental, que são selecionadas positivamente e transmitidas para as próximas gerações.  

Variações na conformação global da proteína podem afetar a dinâmica da interação com 

inibidores, como os azóis, alterando a eficácia terapêutica. No entanto, é necessário estudos 

adicionais, como modelagem refinada e validação experimental, poderiam confirmar se essas 

alterações conformacionais têm implicações clínicas diretas, como maior tolerância aos 
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antifúngicos. 

Além disso, foi observado que o gene MDR1, envolvido no transporte de efluxo de 

drogas, apresentou forte relação com o alto efluxo de Rodamina 6G, indicando que a resistência 

pode ser expressa de forma constitutiva no isolado UFMG-CM-Y6065 da espécie Candidozyma 

sp. (4). Interessantemente, a resposta de efluxo não foi modulada pelo tratamento com 

fluconazol, sugerindo uma regulação basal independente de estímulos farmacológicos. 

Adicionalmente, análises filogenéticas do gene MDR1 revelaram uma proximidade inesperada 

com genes homólogos de Candida albicans e Candida tropicalis, em vez de espécies do gênero 

Candidozyma. Essa descoberta sugere uma possível transferência horizontal de genes ou uma 

divergência funcional adaptativa no gene MDR1 em UFMG-CM-Y6065, que poderia contribuir 

para seu perfil de resistência único. A estrutura da proteína MDR1 foi construída em 3D (Figura 

11 – B) no I-tasser, utilizando o software Chimera, que calcula a distância média entre os 

átomos correspondentes nas duas estruturas, considerando todas as moléculas, a sobreposição 

com o molde de Candida albicans indicou um RMSD (Root Mean Square Deviation) de 0.755, 

o que sugere uma alta similaridade estrutural (Figura 11 - A) entre as duas proteínas. 

Devido à proximidade observada entre as espécies UFMG-CM-Y6065 da espécie 

Candidozyma sp. (4). com a espécie C. auris, foi realizado a sintenia entre os dois genomas. A 

sintenia é fundamental na biologia evolutiva, pois sugere que esses genes são conservados ao 

longo do tempo, refletindo relações filogenéticas e preservação funcional em isolados da 

mesma espécie ou espécie diferentes pertencentes ao mesmo gênero (Guénola Drillon et al., 

2020). 

 Diante disso, os resultados de sintenia entre Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-Y6065 e 

C. auris revelam a presença de regiões genômicas organizadas de maneira semelhante, 

refletindo uma conservação significativa ao longo da evolução. Desse modo, blocos 

conservados sugerem uma relação evolutiva próxima, refletindo uma herança genômica 

compartilhada, possivelmente oriunda de um ancestral comum. A identificação de sintenia entre 

esses dois organismos sugere a preservação de conjuntos de genes que podem estar associados 

a funções essenciais para a sobrevivência e adaptação (Guerrero et al., 2005; Liu et al., 2018). 

Essa conservação sugere que essas regiões genômicas contêm genes fundamentais para 

processos biológicos importantes, como metabolismo, genes estruturais, genes de virulência e 

resposta a estresses ambientais. As regiões não sintênicas, por outro lado, provavelmente 

sofreram maior nível de mudanças genéticas ao longo do tempo, resultando em diferenças 

funcionais entre as espécies, o que é esperado devido à diversidade genética entre elas. Além 

disso, a ausência de sintenia pode indicar processos como duplicação gênica, mutações 
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específicas ou eventos de rearranjo genômico, que contribuíram para a diversificação genética 

e funcional entre as espécies. Isso pode levar a uma maior variabilidade funcional e novas 

estratégias adaptativas. 

Diante desse contexto, é esperado que haja regiões não sintênicas, considerando que se 

trata de uma espécie nova dentro do gênero Candidozyma, diferenciando-se de Candidozyma 

auris. Essa diferença reflete a evolução adaptativa e a diversidade genômica característica de 

espécies novas. Pode-se observar também na Figura 19, áreas com muitos ribbons densos 

indicam blocos sintênicos altamente conservados, o que é esperado para espécies dentro do 

gênero Candidozyma, como no caso de uma nova espécie em comparação com Candidozyma 

auris. Essas regiões conservadas destacam a diversidade genômica e os rearranjos estruturais 

que marcam a diferenciação adaptativa dessas linhagens. Para análises mais detalhadas, seria 

necessário o sequenciamento de outro isolado da espécie Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-

Y6065 para ajudar a rastrear eventos de rearranjo genômico. 

 

7.3 Descrição de Candidozyma cisalpinoae sp. nov. - Candidozyma sp. (4) UFMG-CM-

Y6065 

A. P. O. Tironi, K. O. Barros, L. F. A. Santana, T. M. Batista, A. R. O. Santos, G. R. Ávila, 

D. L. Souza - G. R. Franco, S. Johann, Lachance & Rosa sp. nov. 

 

Candidozyma cisalpinoae (ci.sal.pi´no.a.e. N. L. gen. n. cisalpinoae de Cisalpino, em 

homenagem à Profa. Patrícia Silva Cisalpino, em reconhecimento às suas contribuições ao 

estudo de fungos patogênicos no Brasil). 

As células são ovoides a elipsoidais (3–5 × 2–3,3 μm) e se reproduzem por brotamento 

multilateral (Fig. 3B). Colônias em ágar YM após 72 h a 25 °C são esbranquiçadas, lisas, 

brilhantes, macias e têm uma margem inteira. Pseudo-hifas e hifas verdadeiras não são 

formadas em ágar Spider ou ágar de fubá após 15 dias de incubação. Ascósporos não são 

observados em ágar de fubá, GY, acetato, YM ou extrato de malte após 12 semanas de 

incubação a 18 °C ou 25 °C.  

Gotículas lipídicas estão presentes após 7 dias em ágar de acetato. Em CHROMagar 

Candida™, as colônias são creme claro a lilás. Em extrato de levedura (0,5%) - caldo de glicose 

(2%), o sedimento se forma após 1 mês, com uma película e um anel. O brotamento é monopolar 

e a conjugação está ausente. A fermentação da glicose é positiva, com fermentação tardia da 

maltose. Assimilação de compostos de carbono: Positivo para glicose, galactose, maltose, 

sacarose, trealose, D-manitol, D-glucitol, glicerol, celobiose, melezitose, L-sorbose e L-
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ramnose.  

Crescimento fraco ocorre com citrato, L-arabinose, etanol, xilitol, lactose e carbonato. 

Negativo para inulina, rafinose, melibiose, D-xilose, D-arabinose, D-ribose, metanol, eritritol, 

ribitol, M-inositol, DL-lactato, amido solúvel, salicina, D-gluconato, D-glucosamina, 

hexadecano, acetato de etila, isopropanol, acetona e ácido acético. Assimilação de compostos 

de nitrogênio: Negativo para nitrato e nitrito. Positivo para lisina. O crescimento ocorre em 

meio livre de aminoácidos. O crescimento em ágar YM com 10% de NaCl e em 50% de extrato 

de glicose-levedura (0,5%) é negativo. Compostos semelhantes ao amido não são produzidos. 

O crescimento é fracamente positivo com 100 µg de cicloheximida ml−1. As reações de azul 

de diazônio B e urease são negativas. 

 A temperatura máxima para crescimento é de 42 °C. Foram observadas MICs elevadas 

para fluconazol e anfotericina B, distribuídas de acordo com a diluição em microcaldo CLSI. 

Cepa tipo: UFMG-CM-Y6065, isolada de flores de Ipomoea coletadas no cerrado de Mirante 

do Espírito Santo, Jalapão, Tocantins, Brasil. A cepa está depositada na Coleção de 

Microrganismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, 

Minas Gerais, Brasil. Número de acesso: SUB14487691. Dados do genoma completo: 

PRJNA1180885. 

 

8. CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste estudo indicam que o complexo Candidozyma auris-haemuli 

apresenta uma diversidade significativa de isolados, muitos dos quais possuem resistência a 

antifúngicos e fatores de virulência que podem contribuir para sua potencial patogenicidade. O 

crescimento em temperaturas elevadas, a formação de biofilmes e a capacidade de aderência 

sugerem que esses isolados podem, sob condições específicas, evoluir para patógenos 

oportunistas. Dentre os antifúngicos testados, as equinocandinas foram os mais eficazes, 

enquanto fluconazol foi o antifúngico com menor eficácia e maior porcentagem de resistência 

entre os isolados. Os dados apresentados de bomba de efluxo também fornecem evidências 

significativas do efluxo de drogas na mediação da resistência ao azóis. A detecção de resistência 

cruzada entre antifúngicos clínicos e ambientais destaca a importância de monitorar leveduras 

ambientais para antecipar a evolução de patógenos resistentes. 

Adicionalmente, a identificação de novos isolados do gênero Candidozyma em 

ambientes naturais brasileiros reforça a necessidade de mais pesquisas sobre a ecologia e os 

fatores de virulência dessas leveduras. A capacidade de adaptação a ambientes extremos, como 
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aqueles com alta temperatura e baixa disponibilidade de nutrientes, pode favorecer a evolução 

de cepas que eventualmente colonizem novos hospedeiros, incluindo humanos. Esses achados 

sugerem que a interação entre fatores ambientais e a pressão seletiva imposta por antifúngicos 

pode ser um motor importante na emergência de novos patógenos. 

A análise filogenômica realizada no presente estudo forneceram informações sobre a 

diversidade genética e a evolução de novas espécies do complexo Candidozyma auris-haemuli. 

A identificação de ortólogos de cópia única e a análise filogenômica permitiram compreender 

as relações evolutivas entre os isolados, destacando a presença de linhagens com potencial 

patogénico e adaptativo em diferentes nichos ecológicos. Além disso, a detecção de genes 

relacionados à resistência antifúngica e fatores de virulência sugere que, esses isolados estão 

em constante evolução, sob pressão seletiva imposta tanto por fatores ambientais quanto por 

tratamentos clínicos, podem sofrer mutações. Esses achados ressaltam a importância de 

monitorar a diversidade genética e as interações ambientais para prever e gerenciar a 

emergência de patógenos resistentes, contribuindo para uma abordagem mais precisa no manejo 

de infecções fúngicas. 

Portanto, este estudo destaca a importância de uma abordagem integrada para monitorar 

a resistência antifúngica e a evolução de patógenos em diferentes ecossistemas. A vigilância 

ativa em ambientes naturais, animais e humanos é essencial para antecipar e mitigar o 

surgimento de novos patógenos resistentes. A continuidade das pesquisas sobre a 

biodiversidade e os mecanismos de resistência do complexo Candidozyma auris-haemuli pode 

fornecer informações valiosas para o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle e 

tratamento de infecções fúngicas. 
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