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Em 2012: International Commission on the Taxonomy of Fungi
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Identificacao classica dos fungos

Metodos Fenotipicos
* Morfologia:

— Macroscopica (colénia gigante);
— Microscopica:
 Exame direto (KOH ou tinta nanquim);
* Microcultivo em lamina (azul de algodéo/lactofenol).

 Fisiologia:
— Auxanograma (assimilagéo de diferentes fontes de C e N);
— Zimog rama (fermentacao de acucares).

 Marcadores bioquimicos (urease).



“Polifasico”

* Colwell (1970):

— Polyphasic taxonomy;

— Classificacoes baseadas no consenso de
todos os metodos disponivels:
* Fenotipicos;
» Genotipicos (gendmicos);
* ProteGmicos.

(Kampfer and Glaeser, 2012; Vandamme and Peeters, 2014; Fournier et al., 2015)



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)- 165
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 F R

Ex. Aspergillus fumigatus




Coloracao e Consisténcia

LEVEDURAS

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

.'\A '

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



Morfologia
Caracteristicas microscopicas dos fungos




LEVEDURAS

Reproducao assexuada — Formacao Blastica

Brotamento / fissao binaria

@Nuclear fission=——m Q
Q Budding

Blastoconidia

Germ tube 8 > ® > Pseudchyphae

A Yeast

Candia



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
Reproducao assexuada — Micélio reprodutivo

 Formacao Blastica (Ascomicetos)

Conidia
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Testes Bioquimicos

« Urease

* Auxanograma — assimilagdo de fontes de carbono
e nitrogénio

« Zimograma — fermentagao de agucares

Identificacao classica de fungos

Fungos Filamentosos — aspectos morfoldgicos e alguns testes
bioquimicos (Ex. urease)

Leveduras — aspectos morfoldgicos e testes bioquimicos




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



ldentificacao fenotipica
» Desvantagens e dificuldades:

— Variabilidade de critérios em diferentes
chaves de identificacao

— Alta subjetividade na caracterizagcao de
algumas estruturas/especies

— Variacao das caracteristicas fenotipicas

— Necessidade de micologistas com
experiéncia em taxonomia



Meétodos moleculares na identificacao de fungos

Caracterizacao molecular:
RAPD, RFLP, AFLP e outros

Identificacao molecular de fungos

J

2 principais procedimentos:

Sequenciamento de DNA

!

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

PCR especifico

1 “primer” Calmodulina, Tubulina
1 espécie Identificacao 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 métodos visam a obtencao de
Marcadores moleculares do fungo

!

Construcao de mapa genético

Deteccao de variabilidade

Digital Genébmica




RAPD
(DNA Polimorfico 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 amplificagio.

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




RFLP - restriction fragment length polymorphism

(Polimorfismo de fragmentos de restricao)

s DNA Cromossomico - - o
— amplificacdo de uma regiao de um
, gene pela PCR

v

— o — Seguida de digestéao da sequéncia
ReSt“Gado | com enzimas de restricdo
§ com endonuclease o DR
/\/(" ou mais) — Objetivo: identificacido de
I polimorfismos de tamanho dos
fragmentos.
ﬂ « Enzima de restricao — cada enzima
Separado por eletroforese reconhece um sitio especifico

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



Exemplo: Tipagem molecular de C. neoformans

2,3e4-VNI
5e6-VNII
PCR: Primer GACA Primer 6-RAPD PLB1-RFLP
B I I
1 2 3 4 S 6
2072 bp
1500 by [ 2072 bp [

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 PLBI-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 VNIL, serotype A). ¥ Molecular weight marker (Gibco
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).



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




 PCR especifico

- Utilizacao da sequéncia do DNA
ribossomal para distincao de espécies

» Ribossomos: organelas citoplasmaticas observadas em procariotos e
eucariotos.

* Os ribossomos estao envolvidos com a traducido do mRNA.

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

> 18S, 5.8S e 28S
- Regides transcritas internamente (ITS)
- Regibes 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
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361 bp 231 bp




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 C

NA

Metodo de Sanger

Método de Didesoxinucleotideos ou Terminagao em Cadeia

Descrito por Sanger et al., 1977

Template sequence

Products of reaction
. PERCRPPEETCIAVARRL

SQEMHABARRAG

.gmmmggenarmm@é E §

QRANMMYANAG

ARAMMMAN AT G




Metodo de Sanger

v" Substrato especial para sintese de DNA

o o v" Sao incorporados na
R e i cadeia crescente de DNA
(6] (0]
o:,',l_o- o—p—o- <
|
i Pein v" Nenhum outro dNTP é
—p—0 0=p—0 P
5 ! adicionado
! |
P PN e
N " N/ LIGACAO ODIESTER
(&) - (H) o
Trifosfato de Trifosfato de
desoxirribonucleosideo didesoxirribonucleosideo
(dNTP) (ddNTP)

\ 4
LIGAGAO FOSFODIESTER Cﬂ Finalizam a sintese de DNA



Reacéo de sequenciamento baseada no Método de Sanger

‘CCTATTATGACACAACCGCA Eletroforese
ddTP ddP ddTTP ddATP fragmentos migram de acordo
\A\ / com seu tamanho
(- ans 3
O corante fluorescente no DNA
Filamento Primer . 5
SoTda L (seqiéncia aLaser é detectado
conhecida) U
\ s o _. B em Eletroforese

ml TN |m Cada fragmento aparece como

um pico, sendo que a cor do
BEBATAATACTGTGTTGGCGT : b
Fragmento Fragmento  DjCO Indlica a base representada

maior menor

1 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 Do WMy ..m

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

‘uﬂx\u,um‘mMMMtl\W\mumMumMoLMN

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 € comparada
com outras depositadas no GeneBank
(Pubmed - ferramenta BLAST)

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

e Alinhamento das sequiéncias (ClustalW ou MUSCLE)

e Construcao de arvore filogenética (MEG-X, 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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MALDI-TOF ICMS — gera uma “digital” do fungo

 E uma técnica moderna de espectrometria de
massas.

* O que € 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)
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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 biomoleculas
(protelnas acucares, DNA) e moleculas
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
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TOF tube




Add Formic Acid
and Matrix and Dry
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CANDIDA PARAPSILOSIS Many :”ffig\:\\\\ Espectro de massas
!dennﬁeaby mass spectrometry. ///—\ \

R Mayo Clinic Dept.of Laboratory medicine and Fathology, 200 First Street Sw, Rochester My 55905 Framklin k.Cockerill, ».D.,Lab Uirector

(Patel, 2015)

Digital do fungo
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Espectro de massas = digital do fungo




Candida auris:

A drug-resistant germ that
spreads in healthcare facilities

Candida auris (also called C. auris) is a fungus that causes serious infections. Patients with
C. auris infection, their family members and other close contacts, public health officials,
laboratory staff, and healthcare workers can all help stop it from spreading.

Why is Candida auris a problem?

It causes serious infections. C. auris can cause bloodstream infections and even death, particularly in
hospital and nursing home patients with serious medical problems. More than 1 in 3 patients with invasive
C. auris infection (for example, an infection that affects the blood, heart, or brain) die.

It's often resistant to medicines. Antifungal medicines commonly used to treat Candida infections
often don't work for Candida auris. Some C. auris infections have been resistant to all three types of
antifungal medicines.

FaRa It's becoming more common. Although C. auris was just discovered in 2009, it has spread quickly and
“1,,' caused infections in more than a dozen countries.
oy
5 It's difficult to identify. C. auris can be misidentified as other types of fungi unless specialized laboratory
n technology is used. This misidentification might lead to a patient getting the wrong treatment.

It can spread in hospitals and nursing homes. C. auris has caused outbreaks in healthcare facilities and
can spread through contact with affected patients and contaminated surfaces or equipment. Good hand hygiene
and cleaning in healthcare facilities is important because C. auris can live on surfaces for several weeks.

http://www.cdc.gov/



http://www.cdc.gov/fungal/diseases/candidiasis/candida-auris-alert.html

« Recomendacoes do CDC:
— Notificacao
— Diagnostico —
« MALDI-TOF pode diferenciar C.auris

« Métodos moleculares: Sequenciamento da regiao
D1-D2 (ITS) do 28s rDNA

— Controle de Infeccao
— Desinfeccao do ambiente



Reclassification of the Candida haemulonii Complex as Candida
haemulonii (C. haemulonii Group 1), C. duobushaemulonii sp. nov. (C.
haemulonii Group I1), and C. haemulonii var. vulnera var. nov.: Three
Multiresistant Human Pathogenic Yeasts

E. Cendejas-Bueno,® A. Kolecka,” A. Alastruey-lzquierdo,® B. Theelen,® M. Groenewald,” M. Kostrzewa,* M. Cuenca-Estrella,?

A. Gomez-Lopez,® and T. Boekhout™?

Servicio de Micologla, Centro Nacional de Microbiologfa, Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda (Madrid), Spain®; CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre, Yeast and
Basidiomycete Research, Utrecht, The Netherlands®; Bioanalytical Development, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany<; and Department of Internal Medicine and

Infectious Diseases, University Medical Center, Utrecht, The Netherlands®

« Complexo de espéecies Candida haemulonii
— C. haemulonii
— C. pseudohaemulonii
— C. duobushaemulonii

e C. auris



Sequenciamento da regiao D1/D2 (ITS)

CBS 7801 Candida haemulonli
CBS 7802 Candida haemulonii

CL 3458 Candida haemulonii
CL 4640 Candida haemulonii
CL 4641 Candida haemulonii
CL 4642 Candida haemulonii
CL 6800 Candida haemulonii
CL 7793 Candida haemulonii

CBS 108968 Candida haemulonii
CBS 10969 Candida haemulonii
CBS 10970 Candida haemulonii
CBS 10971 Candida haemulonii
CBS 109872 Candida haemulonii
CBS 10873 Candida haemulonii
CBS 5149 (T) Candida haemulonii
CBS 5150 Candida haemulonii
CBS 5468 Candida haemulonii
CBS 6332 Candida haemulonii
CBS 65%0 Candida haemulonii

92 CL 7239 Candida haemulonii
CL 7073 Candida haemulonli
100} CL 7256 Candida haemulonii
CL 7462 Candida haemulonii
100/ CBS 7800 Candida ducbushaemulonii

CBS 7798 (T) Candida duobushaemulbonii
CBS 7799 Candida ducbushasmulbonii
CL 7829p Candida ducbushaemubonii
CL 7820w Candida duobushaemulbonii
CBS 6915 Candwda ducbushaemuboni
CBS 9754 Candida ducbushaemulbonii

|m| KCTC 17807 Candida pseudohasmulonii

CBS 10004 (T) Candida seudohasmulonii
10| KCTC 17810
| keTe 17808 | Candida

FIG 1 Phylogenetic tree of isolates of the C. haemulonii complex obtained by using maximum-likelihood phylogenetic analyses and 2,000 bootstrap simulations
based on ITS sequences.



MALDI-TOF — Espectro de massas

Figure S4. Artificial gel view of MALDI-TOF mass spectra obtained for type strains of the C. haemulonii
complex species.

C. haemulonii CBS 5149 T

C. haemulonii var. vulnera CL-7239 T

C. pseudohaemulonii CBS 10004 T

C. duobushaemulonii CBS 7798 T

C. auris DSMZ 21092 T

! | | |
T v 1 T 1 T 1

4 6 8 10 12 14
miz (10A3)




MALDI-TOF

C. pseudohaemulonii KCTC-17807
_'E C. pseudohaemulonii CBS 10004"
C. pseudohaemulonii JCM 124537
C. duobushaemuloniii CBS 9754
C. duobushaemulonii CBS 7800
C. duobushaemulonii CBS 7799
C. duobushaemulonii CNM-CL-7828W
C. duobushaemulonii CBS 77987
C. duobushaemulonii CNM-CL-7829P
. duobushaemulonii CBS 6915
. auris JCM 154487
. auris KCTC 17810
. auris DSM 210927
. auris KCTC 17809
. haemulonii CBS 5468
. haemulonii CNM-CL-4640
. haemulonii CBS 5150
. haemulonii var. vulnera CNM-CL-7462
. haemulonii var. vuinera CNM-CL-7073
. haemulonii CNM-CL-7793
. haemulonii CBS 51497
haemulonii CBS 10971
haemulonii CNM-CL-3458
haemulonii CBS 7802
haemulonii CBS 10973
haemulonii CBS 10970
haemulonii CNM-CL-6800
haemulonii var. vuinera CNM-CL-72397
haemulonii var. vuinera CNM-CL-7256
haemulonii CNM-CL-4642
. haemulonii CBS 7801
C. haemulonii CBS 6332
C. haemulonii CBS 10972
C. haemulonii CBS 10968
C. haemulonii CBS 10969
C. haemulonii CNM-CL-4641

0000000000000 000000000

1 1 | l | 1 1 1 1 1 C. haemulonii CBS 6590
1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Distance level

FIG 2 Dendrogram clustering the MALDI-TOF MSP obtained from at least 20 mass spectra of strains belonging to the C. haemulonii complex species and related
species. C. auris JCM 15448T and DSM 21092T and C. pseudohaemulonii JCM 12453" were added to make the sampling in MALDI-TOF MS more robust.



