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Atualmente...classificacao esta em fase de transformacao!

Em 2012: International Commission on the Taxonomy of Fungi
http://www.fungaltaxonomy.org/



ldentificacao classica dos fungos

» Caracteristicas morfologicas

» Caracteristicas fisiologicas

Utilizacao de chaves de classificacao



|dentificacao polifasica de fungos

* Ecologia (local, solo, temperatura entre outras
informacoes)

» Caracteristicas morfologicas (macro- e micro-)

 Caracteristicas fisiologicas (incluindo
producao de extrolitos)

» Caracteristicas geneticas D

Técnicas de biologia
molecular

* ProteOmica



Species A

Advanced Molecular Tool
DNA-DNA hybridization
(bacteria), Genome
comparison (bacteria &
yeasts)

Molecular Tools (species delineation
region)- sequencing of EF1-a, B-tubulin,
calmodulin, LSU, rpb2, etc. (fungi);
gyrase B, etc. (bacteria)

Molecular Tools (barcode region)- 16S
rDNA, G+C content (bacteria); ITS region
(fungi)

Species delineation

Physiology & Biochemical- optimum pH, NaCl tolerance, Fatty Acid
profile, sugar metabolism tests (bacteria & yeasts), compositional
changes to media (fungi), extrolite profile (fungi), etc.

Morphology- colony, microscopic
characters, gram staining (bacteria), etc.

Increasing taxonomic tools

Figure 2. Different criteria used in species delineation of bacteria, archaea and fungi.

Sharma et al. ‘Species concept’ in microbial taxonomy and systematics. CURRENT SCIENCE:108(10), 2015.



Coleta e isolamento da amostra
fungica

« Material ambiental: ar, agua, alimentos,
terra, superficie entre outros.

* Material clinico: secrecao mucosa,
sangue, pus, urina, fezes, escarro, liquor,
tecido entre outros.



Coleta e isolamento da amostra
fungica




Morfologia
Caracteristicas macroscopicas da colonia
fungica

* Unicelulares — fungos leveduriformes

Ex. Saccharomyces cerevisiae

Pluricelulares — fungos filamentosos (“bolor”)
*Hifa — unidade basica do fungo [ I_
*Micélio — conjunto de hifas 3 s

Ex. Aspergillus fumigatus




LEVEDURAS

Forma, superficie, margem, coloragao, aspecto
(seco, umido), Tamanho — dependem do tempo de
incubacao, meio e temperatura
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FUNGOS FILAMENTOSOS

L

Forma, superficie, margem, coloragao verso e reverso, aspecto (seco, umido),
tamanho — dependem do tempo de incubacao, meio e temperatura



Aula pratical!

Técnica da Colonia Gigante — avaliar
as caracteristica macroscopica das
colonias



Morfologia
Caracteristicas microscopicas dos fungos

LEVEDURAS




LEVEDURAS

Reproducao assexuada — Formacao Blastica

Brotamento / fissao binaria

@Nuclear fission=——m O
Germ tube & 278 > Pseudchyphae

A Yeast

Blastoconidia

Candida



FUNGOS FILAMENTOSOS
Caracteristica microscopica

« Hifa

o _ _ Vegetativo
* Micélio (conjunto de hifa)

Reprodutivo

Hifa nao septada Hife septada

— Septadas x Nao-septadas /Continuas/Cenociticas
— Hialino X Demaceo
— Espessa X Delgada



FUNGOS FILAMENTOSOS
Reproducgao assexuada — Micélio reprodutivo

 Formacao Blastica (Ascomicetos)

Y| [ — eFormacao de Esporangios
A 6 i (Zigomicetos)
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FUNGOS FILAMENTOSOS

Estruturas de reproducao assexuada




Aula pratica!l

e Técnica de Microcultivo em lamina

Fungo
Filamentoso

Levedura




Testes Bioquimicos

e Urease

* Auxanograma — assimilagao de fontes de carbono
e nitrogénio

* Zimograma — fermentagao de agucares

Identificacao classica de fungos

Fungos Filamentosos — aspectos morfoldgicos e alguns testes
bioquimicos

Leveduras — aspectos morfologicos e testes bioquimicos




Por exemplo:

Esquema simplificado para identificacao de alguns géneros de levedurde interesse médico

Tubo Germinativo

I
[ I

Positivo Negativo > Cultivo em lamina
Hifas Somente blastoconidios
Artrosporadas n3o-artrosporadas l

| + blastoconidios Prova da Urease

 Candida atbicans |
o B R

blastoconidios blastoconidios

|

Laranja, Avermelhada, Salm3o Branca Bege _l

Associar 3 pesquisa de capsula

Positiva Negativa

Auxanograma e
Zimograma



Identificacdao das principais leveduras de interesse médico

Cultivo
Levedura Tg em Ur Assimilacao Fermentacao
lamina
Hifa | Ar Sa |Ma|la |[Ce | Tr | Ra | X I |[NOs;| Gl | Sa |Ma | la | Ra | Tr
C. albicans + + - - - + - - + + - - + - + - - V
C. tropicalis - + - - + + - Vv + + + - - + \Y + - - +
C. parapsilosis - + - - - + - Vv + - + - - + - - - - Vv
C. krusei - + - - - - - - = - - - - + - - - - -
C.guilliermondii | - + - - + + - + + + + - - + + - - + Vv
C. glabrata - - - - - - - - + - - - - + - - - - +
C. neoformans - - - + - + - Vv - Vv + + - - - - - - -
Geotrichum - + + - - - - - - - + = - Y - - - - -
Trichosporon - + + |V - - + - Vv Vv - Vv - B - - - - -
Rhodotorula sp - - - + - V - V - + + - - - - = — N N
Saccharomyces | - - - - + + - - Vv + - - - + + + - + \Y

Tg = tubo germinativo, Ar = artrosporo, Ur= urease, Sa = sacarose, Ma=maltose,La = lactose, Ce = celubiose, Tr
= trealose, Ra = rafinose, X = xilose, I = inositol,NO; = nitrato, Gl = glicose, + = pos, - = neg, V= variavel




Identificacao classica de fungos — uso de chaves de
identificacao

tremamente dificeis de serem detectadas

Diferencas morfolégicas ex

icacao

molecular

Identif

y

écies

Muitas esp
possuem
morfologia similar



* Problemas com a identificacao fenotipica:

— Variabilidade de critérios em diferentes
chaves de identificacao

— Alta subjetividade na caracterizagcao de
algumas estruturas/espéecies

— Variacao das caracteristicas fenotipicas

— Necessidade de micologistas com
experiéncia em taxonomia



Metodos moleculares na identificacao de fungos

Caracterizacao molecular:
RAPD, RFLP, AFLP e outros

Identificacao molecular de fungos

J

2 principais procedimentos:

Sequenciamento de DNA

l

\ Genes: DNAr (ITS), TEF-1,

PCR especifico

1 “primer” Calmodulina, Tubulina
1 espécie Identificagcao de qualquer

espécie de fungo




-RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA
-RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism

-AFLP - Amplified fragment length polymorphism (DNA
fingerprint)

-PCR - Polymerase Chain Reaction

Esses metodos visam a obtencao de
Marcadores moleculares do fungo

!

Construcao de mapa genético

Deteccao de variabilidade

Digital Genémica




PCR

 Reacao em cadeia da polimerase

* Consiste em fazer copias “in vitro” de uma
sequéncia de DNA

DNA Superc




PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

DOROVERHDY ! —

| 1 minut 94 °C
|

il

s Ll ¥ Step 2 : annealing
5 €p < annea mg]

45 seconds 54 °C

forward and reverse
5 primers !!!

I ¥ . -
o /l o ___I - | g ML g L 5 Step 3 : extensmnv’

7N B oINS < 7
N ST =N A 7 2 minutes 72 °C
3 - 1N only dNTP's
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(Andy Vierstracte 1999)




Transiluminador

Fragmentos da PCR revelados
pelo brometo de etidio ou
nitrato de prata.

Verification of PCR product on
agarose or separide gel

3kb

1kb

500

L Ll

300 4

ladder PCR fragments

Visualizacao dos produtos de
PCR



RAPD
(DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso)

Consiste na amplificacao de sequéncia de DNA aleatorio

Primer de sequéncia aleatorio — 10 nucleotideos
Método: Extracdo do DNA — PCR - eletroforese

%-e—n—”’m—w

=~ Primer se liga a muitos locais no DNA

Aplicacao do método:
Tipagem de micro-organismos
|dentificacao de espécies



Figura 1. Triagem de oligonucleotideos iniciadores mostran-
do diferentes padrées de amplificagdo.

Como avaliar?
Similaridade das bancas
Construcdo de um dendograma
Uso de programas de computador




PCR-RFLP - restriction fragment length polymorphism

(Polimorfismo de fragmentos de restricao)

gene ~+ Consiste
r—— DNA cromossomico o - e
— amplificagdo de uma regiao de um
gene pela PCR

v
v

— o — Seguida de digestao da sequéncia
Res”'Gado | com enzimas de restricao
§ com endonuclease L L
Ao mais) — Obijetivo: identificagao de
I polimorfismos de tamanho dos
fragmentos.
U « Enzima de restricdo — cada enzima
Separac3o por eletroforese reconhece um sitio especifico

 Fragmentam o DNA em
determinadas sequéncias —
normalmente curtas (4-8 pb).



Deteccao de mutacao no gene de interesse

Analysis of DNA polymorphism (6)

PCR (4)
Restriction fragment length polymorphism (RELP)

A B
.

A Restriction site

Foint mutation b
+ (MM blood group)

PCR product Digestion by Electrophoresis
restriction enzyme




Exemplo: Tipagem molecular de C. neoformans

2,3e4 - VNI
5e6- VNI
PCR: Primer GACA Primer 6-RAPD PLB1-RFLP
B 11
1 2 3 4 5 6
2072 bp ™
1500 bp [ PR = =8
2. 8 B . 3.1 7" b
600 bp
| 600bp
200 bp

200 bp

Fig. 2 - A. PCR fingerprinting with primer (GACA), (Al) and PLBI-RFLP with Aval (All) patterns of C. neoformans.
Lane I* molecular weight marker; 2-5, molecular types VNI, VNIL, VNIIIL, VNIV; 6-9, molecular types VG, VGII, VGIII,
VGIV ~ B. Representative gel of (GACA),-PCR fingerprinting (BI), Primer 6-RAPD (BII) and PLB1-RFLP (BIII) from
clinical isolates of C. neoformans. Lane 1* molecular weight marker: 2-4, clinical isolates 377, 379 and 387 (molecular type
VNI, serotype A): 5-6, clinical isolates 382 and 384 (molecular type VNII, serotype A). ¥ Molecular weight marker (Gibeo
100bp) to the (GACA)4-PCR fingerprinting (Al and BI) and Primer 6-RAPD (BII). Molecular weight marker (Promega
100bp) to the PLBI-RFLP (All and BIII).



« PCR especifico

o Utilizacao da sequéncia do DNA
ribossomal para distincao de especies

» Ribossomos: organelas citoplasmaticas observadas em procariotos e
eucariotos.

* Os ribossomos estao envolvidos com a traducao do mRNA.

* Os genes de rDNA possui muitas copias génicas que estao separadas por
regioes espacadoras conservadas na espécie
- Ha 3 tipos de RNAs:

> 185, 5.8S e 28S
- Regibes transcritas internamente (ITS)
o Regides transcritas externamente (ETS)

Essas regioes espacadoras sao
variaveis e discriminam as espécies



Representacao esquematica do rDNA

18S rDNA or SSU 5.8S rDNA 28S rDNA or LSU
1800 bp 159 bp 3396 bp
SR1R SRER/ITS1 ITS3 LR1/ITS4
>

“— - <«
58S/TS2 LROR  LR16 LR12
IGS I1S1 I1S2 IGS

361 bp 231 bp




3" 5.85» 5’ 28S rDNA (CTSF e CTSR), incluindo a regiao ITS2

Iniciadores Universais — género Candida spp.

Iniciador dianteiro: CTSF 5-TCGCATCGAT GAAGAACGCAGC-3
Iniciador reverso; CTSR 5’-TCTTTTCCTCCGCTTAT TGATATGC-3’

Iniciadores espécie-especifico de Candida spp.

C. albicans 5-ATTGCTTGCGGCGGTAACGTCC-3

C. glabrata 5-TAGGTTTTACCAAC TCGGTGTT-3’

C. parapsilosis S-TCTTTTCCTCCGCTTAT
TGATATGC-3’

C. tropicalis S-ATTTTGCTAGTGGCC-3’

Ishida et al. Characterization of Candida spp. isolated from vaginal fluid:
identification, antifungal susceptibility, and virulence profile. Acta Scientiarum, 35: 1-8, 2013.



Table 1: Identification of yeasts isolated from vaginal fluid by standard mycological
methods and seminested Polymerase Chain Reaction (snPCR), and % agreement
between the yeast identification methods.

Yeasts N° isolates (%) identified by: % agreement
snPCR Standard mycological

f Candida sp. 4 (3.9)* \ 1 (1.0)** 0

Candida albicans 94 (93.1) 86 (85.2) 89.6

Candida parapsilosis 1(1.0) 2 (2.0) 50.0
Candida tropicalis 1(1.0) 2(2.0) 0
Candida krusei 0 (0) 1(1.0) 0
Candida glabrata 0(0) 6 (5.8) 0
Candida lusitaneae 0 (0) 1(1.0) 0
Candida stellatoidea 0 (0) 2 (2.0) 0
non-Candida genus 1(1.0) j 0 (0) 0

*Candida sp. (non-albicans, non-parapsilosis, non-tropicalis and non-glabrata species);
**Candida sp. (non-albicans).

Ishida et al. Characterization of Candida spp. isolated from vaginal fluid:
identification, antifungal susceptibility, and virulence profile. Acta Scientiarum, 35: 1-8, 2013.



Taxonomia de Fungos
Filogenia

I

Sequenciamento do
DNA

|

Determinar sequéncia de nucleotideos do DNA

|

Sequénciamento de rDNA (ITS), TEF-1a, calmodulina e B-tubulina
(genes “keephousing”)




-

Sequenciamento de DNA

Metodo de Sanger

Método de Didesoxinucleotideos ou Terminagao em Cadeia

Products of reaction
Descrito por Sanger et al., 1977 {} E@W@WWWNW@M@%@?
MRS
Mﬂ@smmmmmammé
,ammmremmmmra@mwm




Metodo de Sanger

v" Substrato especial para sintese de DNA

o o v" Sao incorporados na
R i cadeia crescente de DNA
0] (0]
o:,',l_o- o=p—o- <
l
i e S v" Nenhum outro dNTP é
—=p—O0 0=p—0 ke
S ! adicionado
I I
PN [ o, e el
Ny " N/ LIGACAO ODIESTER
(D & o)
Trifosfato de Trifosfato de
desoxirribonucleosideo didesoxirribonucleosideo
(dNTP) (ddNTP)

¥
LIGAGAO FOSFODIESTER Ca Finalizam a sintese de DNA



Reacéo de sequenciamento baseada no Método de Sanger

e Eletroforese
ddCTP ddGTP ddTTP ddATP fragmentos migram de acordo
\\W/ / com seu tamanho
:* »ﬁ (‘ dNTPs
D g ST O corante fluorescente no DNA
molde " (sequéncia gtaser é detectado
| o A 2 coneCIda) Ao

[ﬁ““”““““““} Cada fragmento aparece como

um pico, sendo que a cor do

BEBATAATACTGTGTTGGCGT : il
Fragmento 5, Fasmeno  pico indica a base representada

y Detector

Sequéncia complementar a
sequéncia alvo é lida
diretamente pelo computador

3" GGATAATACTGTGTT GGC GT 5’



Sequéncia de DNA
pico — fragmento de DNA,
cor - nucleotideo

Y, ¥ \.MIWIAUM“J

100 120 130

‘ WH l i P WM ..m

GC GGACT.&GTCCCTTT.&.GTGAGGGTT ATTCTGA GCTTGGCGT.&.&TCATGGTC T A GCTGTTTCCTGTGTG.& AT
130 180 200 220

‘uﬂx\u,um‘mMMMtl\W\mMhMMMWlMN

CCGC TCACA TCCACACA C ACGAGCCGG AAGC A AGCCTGGGGTGCCT TG AGT G G

260 280 290

MMM:NMMNM“.&.NMotw‘mm u‘lw.‘m&b

ACTCACA TGCGTTGCGCTCACTGCCCGCT CC GT CGGG ACCTGT CG GCC GC GC
310 320 330

h



A sequéncia de DNA obtida é comparada
com outras depositadas no GeneBank
(Pubmed - ferramenta BLAST)

Regioes variaveis do DNAr (regiao ITS) ou
outros genes (calmodulina, pB-tubulina,
actina, TEF-1a) podem ser utilizadas para
estabelecer relacoes filogenéticas entre
diferentes grupos fungicos.

e Alinhamento das seqliéncias (ClustalW)

e Construcao de arvore filogenética (MEGA 4.0, PHILIP, ou
PAUP, ARB)



Rodrigues et al. Phylogenetic Analysis Reveals a High Prevalence of Sporothrix brasiliensis
in Feline Sporotrichosis Outbreaks. PLOS Neglected Tropical Diseases, 7: €2281, 2013.
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Recentemente ...

MALDI-TOF ICMS — gera uma “digital” do fungo

 E uma técnica moderna de espectrometria de
massas.

* O que é espectrometria de massas”?

Daltons (Da) = u =
unidade de massa
atbmica

“Balanca molecular”




O que é espectrometria de massas”?

— Técnica analitica em que todos os atomos ou
moléculas de uma amostra sao ionizados (Feixe de
ions ou elétrons) — gera fragmentos - separados de
acordo com suas massas (m/z) - detectados e
quantificados.

— E uma ferramenta analitica utilizada para medir a
massa molecular de uma amostra. Cada molécula
possui um perfil de fragmentacao.



ions vacuum

Feixe de
elétrons

_ - @ _— ions deflected by
\ / magnetic field
ionization \

molecular ion @ .

/

molecular ion

magnet
plus fragments J

O @ .

detector

O campo magnético separa os ions em um padrao chamado espectro de massa.



Toluene C;Hg
MASS SPECTRUM (Electron lonization)

100
’: | CH3
80
Q i
Q
C
8 60"
C
3 -
g Toluene chemical structure

40 molecular mass: 92
2 |
©
2 20

OO T - | l'lli' i' !‘III III T '|' T = |i || T

15 30 45 00 75 90 105

m/z
NIST Chemistry WebBook (http://webbook.nist.gov/chemistry)



MALDI

“matrix-assisted laser desorption/ionization”

lonizacao e Desabsorcao a Laser Assistida
por Matriz

Espectrometria de massa de ionizacao mais
branda, permitindo a analise de biomoléculas
(proteinas, acucares, DNA) e moléculas
organicas grandes

Gera poucos fragmentos — em geral o ion
molecular



0 M sample
i molecule

m Matrix
C Positive ion
A Negative ion

Vacuum atmosphere

| Sample & matrix mixture
immediately prior to
laser irradiation

Sample & matrix mixture
sample plate immediately after
laser irradiation




MALDI - TOF

Drift tube

e

e
-

s

TOF tube




3)

Microorganism identification b ——— - L S L e
on SARAMIS database (4) MALDI-TOF ICMS spectrum
(4)

Espectro de massas = digital do fungo




MAYO CLINIC
Mayo Medical Laboratories

Commercial MALDI TOF Systems
for Microbial Identification

Company

Comments

Bruker Daltonics

and database)

(Hardware, software - MALDI Biotyper,

Cell lysis on target plate or preparatory extraction, as
appropriate

Concentrates on 100 peaks max (exceeding defined
signalinoise ratio)

Launchpad software

)

Shimadzu Axima Assurance and
nosTec GmbH (SARAMIS

Acquired by bioMérieux “VITEK MS”

Cell lysis on target plate (intact cells, including yeasts)

“SuperSpectra” analyzes spectra recognizing species,
genus, and family specific peaks; designed to account for
media effect, age of culture, etc; designed to recognize
mixed cultures

Andromas

Cell lysis on target plate

Conserved species-specific peaks, minimum relative
intensity (ie, above predefined threshold)

Disclaimer — Possible omissions/updates - field rapidly evolving




