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INTRODUCCION

La identificacién definitiva convencional de levaduras, basada en las caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas
y bioquimicas de las mismas, fue considerada por mucho tiempo la técnica de referencia para identificacién
de levaduras. Sin embargo, con el auge de las técnicas moleculares y la utilizacién de estas técnicas en la
identificacidn vy clasificacidn de levaduras, se demostrd que la identificacion convencional no era suficiente
para la correcta diferenciacion de especies. Ademas, se describieron un gran nimero de nuevas especies que
no era diferenciables por sus caracteristicas fenotipicas de otras especies cercanas filogenéticamente. Hoy en
dia la técnica de referencia para la identificacién de levaduras se basa en la secuenciacién del ADN ribosomal,
y, en algunos casos, en otros genes; sin embargo, éstas técnicas moleculares son costosas, requieren tiempo
y personal especializado, por lo que en general estan restringidas a laboratorios de referencia.

La técnica de MALDI-TOF MS revoluciond la identificacién de los microorganismos ya que permite la
identificaciéon de una amplia variedad de géneros y especies de forma muy rdpida, sencilla, con muy buena
especificidad y es aplicable en los laboratorios clinicos. Esta técnica demostrd ser util en la identificacion
precisa de un gran numero de levaduras; inclusive es capaz de diferenciar algunos grupos de especies
relacionadas que no pueden ser diferenciadas por sus caracteristicas fenotipicas. Sin embargo, esta técnica
también tiene sus limitaciones, las cuales que deben ser tenidas en cuenta a la hora de informar un resultado.
De aqui surge la necesidad de determinar la eficiencia de la técnica en la identificacion de distintos
microorganismo con el fin de disefiar recomendaciones que permitan a los laboratorios clinicos dar informes
precisos y confiables.

Consideraciones sobre la nomenclatura y taxonomia de las levaduras:

Debido a la utilizacion de las técnicas de biologia molecular en los ultimos afios ha sido posible establecer de
manera mas certera las relaciones evolutivas de las levaduras. Esto ha llevado tanto a la reclasificacidon de una
amplia variedad de especies en base a sus relacione filogenéticas asi como a la descripcidn de un amplio
nimero de nuevas especies cripticas, que antes nos podian diferenciarse de otras por sus caracteristicas
fenotipicas. En 2011 se consensuo cambiar el cédigo internacional de nomenclatura binomial (estado sexual
con un nombre y estado asexual con otro) utilizada para los hongos, a una nomenclatura uninomial, donde se
acepta un solo nombre, sin importar el estado sexual en el que se encuentre. [1]

Dentro de las levaduras de la divisién Ascomycota, el género Candida involucra un gran nimero de especies
de importancia clinica y es el género de levaduras aislado con mayor frecuencia en infecciones fungicas
humanas. Sin embargo, debemos tener en cuenta que éste género ha sufrido grandes cambios en su
nomenclatura y taxonomia. Esto se debe a que el género Candida fue creado como un género que involucraba
especies de levaduras anamorficas o asexuales con caracteres fenotipicos que no permitian clasificarlas en
otros géneros. Luego, con la utilizacion de las técnicas de biologia molecular, fue posible conocer las relaciones
filogenéticas de estas especies y clasificarlas en nuevos géneros o en géneros ya descriptos. Por lo expuesto,
en esta guia observaremos que una amplia variedad de especies, que antes eran clasificadas como
pertenecientes al género Candida, ahora pertenecen a otros géneros como: Clavispora, Cyberlindnera,
Debaryomyces, Diutina, Kodamaea, Kluyveromices, Meyerozyma, Pichia, Starmerella, Wickerhamiella,
Wickerhamomyces, Yamadazyma, entre otros.

De igual manera, las levaduras de la division Basidiomycota, sufrieron un gran ndmero de cambios
taxondmicos y de nomenclaturas en los Ultimos afios. Aqui nombraremos solamente las de mayor relevancia
en clinica humana:

. La especie formal Cryptococcus gattii fue re-clasificada en cinco especies que sélo pueden ser
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diferenciadas por técnicas de biologia molecular: Cryptococcus gattii sensu stricto, Cryptococcus deuterogattii,
Cryptococcus bacillisporus, Cryptococcus tetragattiiy Cryptococcus decagattii. Por otro lado, la especie formal
Cryptococcus neoformans fue re-clasificada en dos especies que sélo pueden ser diferenciadas por técnicas de
biologia molecular: Cryptococcus neoformans (antes C. neoformans var. grubii) y Cryptococcus deneoformans
(antes C. neoformans var. neoformans). Ademas, debemos considerar la existencia de hibridos C. neoformans
x C. deneoformans, asi como la existencia de hibridos C. deneoformans x C. gattii, C. neoformans x C. gattii y
C. neoformans x C. deuterogattii. [2]

. La clase Tremellomycetes sufrié una profunda revisidn, la que incluyé cambios en los géneros formales
Cryptococcus y Trichosporon. Las especies de importancia clinica dentro del antiguo género Cryptococcus
fueron clasificadas en los géneros Cryptococcus, Cutaneotrichosporon, Filobasidium, Naganishia, Papiliotrema
y Vanrija. Las especies de importancia clinica dentro del antiguo género Trichosporon fueron clasificadas en
los géneros Apiotrichum, Cutaneotrichosporon y Trichosporon. [3]

. La subdivisidon Pucciniomycotina también tuvo una profunda revisién, con cambios en el género formal
Rhodotorula. Las especies de importancia clinica dentro de este género fueron clasificadas en los géneros
Cystobasidium y Rhodotorula. [4]

En esta guia utilizaremos la nueva nomenclatura de las levaduras y entre paréntesis la nomenclatura
antigua. También utilizaremos el término “Complejo” o “Complejo de especies” para referirnos a grupos de
especies cripticas o hermanas que fueron descriptas como tales debido a su alta cercania filogenética y que
no pueden diferenciarse por los métodos fenotipicos convencionales.
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JUSTIFICACION

La red nacional de espectrometria de masa (RENAEM) se cred con el propdsito de compartir experiencias,
formar grupos de trabajo colaborativos y transferir actualizaciones desarrolladas por los laboratorios de
referencia nacionales para generar homogeneidad y excelencia en diagndsticos oportunos y confiables, y asi
mejorar la eficiencia y efectividad del sistema de salud. En este marco, el Departamento Micologia del ANLIS-
INEI “Dr. Carlos G. Malbran” ha desarrollado y validado, junto con otros laboratorios participantes de la
RENAEM, una base de datos complementaria al sistema MALDI Biotyper, llamada LevDMic, con cepas
regionales de levaduras de importancia clinica. Esta base complementaria permitié una mejora en los valores
de “score” obtenidos en la identificacidn de levaduras posibilitando asi la identificacion de un mayor nimero
de aislados asi como la identificacién de especies con poca o ninguna representacién en las bases de datos del
proveedor. [5] Esta base, la cual ya se encuentra en su segunda version, es de acceso gratuito y fue transferida
a varios laboratorios del pais asi como a laboratorios de referencia de otros paises de Latinoamérica con el
objetivo de socializar los conocimientos y las mejoras alcanzadas en nuestro laboratorio. Este manual pretende
ser una ayuda en la interpretacion de los resultados obtenidos por el equipo MALDI Biotyper de Bruker
Daltonics para consultar de forma sencilla y rapida los alcances de la técnica en la identificacion de levaduras
de interés médico.
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El objetivo de este manual es presentar la base de datos LevDMic version 2, su validacién y proporcionar
informacidn sobre la interpretacion de los resultados obtenidos en la identificacién de especies de levaduras
utilizando el equipo MALDI Biotyper de Bruker Daltonics. Las recomendaciones de este documento estan
basadas en la experiencia del Departamento Micologia del ANLIS-INEI “Dr. Carlos G. Malbran” en la utilizacién
de este equipo para la identificacion de levaduras de origen clinico y usando la base de datos extendida (la del
proveedor MBT 8468 y la realizada “in-house” LevDMic versidn 2). En algunos casos, donde nuestra evidencia
es escasa 0 ninguna, se incluyd informacion obtenida de busquedas bibliograficas.

Se presentan aqui también el listado de cepas incluidas en la base LevDMic version 2 (Tabla 1y 2) y los
resultados de validacion de la base extendida (Tabla 3 y 4). En esta nueva versién, hemos estudiado la
identificacidn de las especies de los complejos Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii utilizando la
base LevDMic version 2. Los resultados se presentan en el Tabla 5 y se discuten en la seccidon correspondiente
a recomendaciones para la identificacién de los complejos.

Finalmente, presentamos las recomendaciones de como informar y en qué casos confirmar por el método de
referencia los resultados de identificacién obtenidos por la técnica MALDI-TOF (Anexos 6y 7).

Se incluye dentro de las recomendaciones y de forma resumida el método de referencia para la identificacion
cada grupo taxondémico. En general se utiliza la secuenciacion de la regién ITS1-5S5-ITS2 (regiones ITS) del ADN
ribosomal; cuando estas regiones ITS no son lo suficientemente informativas para diferenciar entre especies
cercanas se recurre a la secuenciacion de otras regiones; como por ejemplo: el dominio D1/D2 del 26s o la
region IGS1 del ADN ribosomal, o secuencias parciales de los genes ACT1, TEF1a, RPB1, RPB2, entre otros. Para
los complejos Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii la identificacion de referencia se realiza
utilizando la técnica de PCR-RFLP del gen URAS vy la técnica de tipificacidon por secuenciacion de multilocus
(MLST) cuando fuese necesario.
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METODOLOGIA

La identificacidon de levaduras puede realizarse a partir de un cultivo fresco y puro en placas con medio de
cultivo como Sabouraud (SDA), YM o CHROMagar Candida plus. El cultivo se realiza a temperaturas entre 30y
37 °C durante un periodo de 24 a 72 h.

Previo a la identificacion, es necesario realizar una extraccién proteica que puede realizarse in-situ con acido
férmico al 100% o al 70%, o en tubo con alcohol etilico-acido férmico-acetonitrilo. La extraccidn in-situ suele
ser suficiente para levaduras de origen clinico y este tipo de extraccidon es de preferencia debido a su rapidez
(2-5 min). En algunos casos puede ser necesaria una extraccion en tubo; la cual requiere mas trabajo y tiempo
(40-50 min). La base de datos LevDMic fue validada utilizando la extraccion in-situ con acido féormico al 100 %.

PREPARACION DE MATERIALES Y REACTIVOS

Preparacion de palillos de madera

Los palillos se esterilizan dentro de tubos de vidrio en autoclave a 121 2C durante 15 min.
Limpieza de la placa de MALDI-TOF

Muy importante: trabajar en cabina de extraccidén de gases con guantes de nitrilo. El acido trifluoroacético es
muy Corrosivo.

Transferir la placa de acero para MALDI-TOF a una placa de Petri de vidrio.

Cubrir la superficie de la placa de acero con etanol 70% y dejar 5 min.

Remover la placa de acero y enjuagarla con abundante agua desionizada.

Limpiar la placa de acero con una servilleta embebida en etanol 70%.

Enjuaguar la placa de acero con agua desionizada nuevamente y secar con una servilleta

Cubrir la superficie de la placa de acero con 100 ul de acido trifluoroacético 80% y limpiar con una servilleta.

Enjuaguar la placa de acero con agua desionizada nuevamente y secar con una servilleta.

© N o Uk~ W N e

Dejar secar la placa de acero completamente durante 15 min a temperatura ambiente antes de usar.

Preparacion de solvente organico

Muy importante: trabajar en cabina de extraccién de gases y con guantes de nitrilo. El acetonitrilo es
altamente inflamable y el acido trifluoroacético es muy corrosivo. Todos los productos utilizados son de
calidad HPLC.

La preparacién del solvente organico se debe realizar en el momento previo a su utilizacién. En un tubo tipo
Eppendorf de 1,5 — 2,0 ml, agregar respetando el siguiente orden:



) Ministerio de Salud

INEI v m ANLIS

P Instituto Nacional de T s A A

¥ Enfermedades Infecciosas 2 @y MALBRAN
“Dr. Carlos G. Malbran" p

<>y Argentina
Para 300 pl (Para | Para 75 pul (Para el
la matriz) BTS)
Agua 142,5 pl 35,6 pl
Acido trifluoroacético 7,5 pl 1,9 ul
Acetonitrilo* 150 pl 37,5 ul

* Mantener tapado el acetonitrilo el mayor tiempo posible ya que es altamente volatil y su evaporacién puede
perjudicar la concentracion del solvente.

Preparacion de BTS (reconstituciéon y almacenamiento)
Bacterial Test Standard (BTS) marca BRUKER, Producto nro. 255343.

1. Agregar al BTS 50 pl de solvente orgdnico preparado en el momento.

2. Disolver mediante pipeteo suave 20 veces, evitando generar burbujas.

3. Dejar reposar a temperatura ambiente por 5 min.

4. Resuspender nuevamente mediante pipeteo suave 20 veces.

5. Alicuotar 5 ul por tubo, en tubos de 200 ul 0 1,5 mL. Guardar a -18 2C hasta 5 meses. Una vez descongelado,
descartar.

6. Rotular la caja en donde se almacenan los tubos con nimero de lote del BTS y fecha de reconstitucion.

Preparacion de matriz (reconstitucion y almacenamiento)
HCCA (Matrix) marca BRUKER, Producto nro. 255344.

1. Agregar a la matriz 250 ul de solvente organico preparado en el momento.
2. Agitar con vortex durante 1 min, hasta no observar cristales.

3. Rotular el tubo con la fecha de reconstitucion.

4. Conservar al abrigo de la luz a temperatura ambiente.

5. Agitar con vdrtex antes de usar.

NOTA: Si se observa formacion de cristales, agregar 30 ul de acetonitrilo calidad HPLC y agitar con vortex.
Preparar nueva matriz si los cristales no se disuelven 6 centrifugar a 13.000 — 15.000 rpm durante 2 min y usar
el sobrenadante.

EXTRACCION DE PROTEINAS Y SIEMBRA DE LAS MUESTRAS

La extraccidon de proteinas puede hacerse mediante extraccidn directa en placa o por extraccidn en tubo, en
cabina de seguridad bioldgica tipo 2.
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Registrar en la fecha y la posiciéon de cada muestra en la placa en un formulario destinado para ello. Es
conveniente registrar el operario, el nimero de la placa, nombre del archivo generado durante la corrida, lote
de BTS y el lote de la matriz utilizado.

Procedimiento de extraccion directa en placa:

Tomar con un palillo de madera una minima cantidad de cultivo de medio Sabouraud, YM o CHROM y
colocar una lamina de la muestra en dos posiciones sobre la placa de MALDI-TOF.

Sobre el cultivo, colocar 1pl de acido férmico 100%, sin tocar con la punta de la pipeta, y dejar secar a
temperatura ambiente. Si se toca el cultivo con la punta de la pipeta, cambiar.

Luego colocar 1ul de matriz (ver preparacidon de matriz), sin tocar con la punta de la pipeta., y dejar
secar a temperatura ambiente. Si se toca el cultivo con la punta de la pipeta, cambiar.

Procedimiento de extraccion en tubo:

Tomar con un palillo de madera una minima cantidad de la colonia del medio de cultivo utilizado y
realizar una suspension en un tubo tipo Eppendorf de 1,5 a 2 ml con 300 ul agua calidad HPLC. Agitar
con vortex vigorosamente.

Agregar 900 pul de etanol puro calidad HPLC. Agitar con vortex vigorosamente.

Centrifugar a maxima velocidad (13.000-15.000rpm) durante 2 min.

Eliminar el sobrenadante.

Centrifugar a maxima velocidad (13.000-15.000rpm) durante 2 min.

Remover el exceso de etanol con pipeta.

Dejar evaporar el etanol restante a temperatura ambiente (no deben quedar residuos de etanol).
Agregar 50 ul de acido férmico 70% calidad HPLC.

Agitar con vdrtex vigorosamente y dejar reposar durante 5 min.

Agregar 50 ul de acetonitrilo calidad HPLC. Agitar con vértex vigorosamente.

Centrifugar a maxima velocidad (13.000-15.000rpm) durante 2 min.

Tomar 1 ul de sobrenante y sembrar en la placa de MALDI-TOF. Evitar tocar el pellet con el tip.

Dejar secar a temperatura ambiente

Colocar 1pl de matriz y dejar secar a temperatura ambiente.

SIEMBRA DE BTS

En la placa de acero se debe incluir BTS para calibrar el equipo. Para ello, descongelar uno de los tubos
con 5 pl de BTS fraccionado y colocar 1 pl en cada posicidn (generalmente 3-5 posiciones).

Dejar secar a temperatura ambiente.

Colocar 1pl de matriz y dejar secar a temperatura ambiente.

LECTURA DE LA PLACA DE MALDI-TOF

N

Introducir la placa en el equipo y realizar la calibracidn siguiendo las indicaciones del proveedor.
Realizar la lectura de las muestras siguiendo las indicaciones del proveedor

Si no se obtiene un espectro o se obtienen resultados con valores de score <1.700, repetir la lectura de
esos pocillos. Si en la repeticidn nuevamente no se obtiene un espectro o se obtienen resultados con
valores de score <1.700, realizar un subcultivo y repetir la identificacidn. En este Ultimo caso considerar
gue puede ser necesario realizar una extraccion proteica en tubo.

Realizar el analisis de los resultados obtenido
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CONTROL DE CALIDAD

Deben realizarse controles negativos en cada corrida de identificacién para asegurar que tanto la matriz, el
acido férmico y la placa no se encuentren contaminados. Estos controles deben realizarse en lugares
diferentes de la placa en las distintas corridas para asegurar el correcto lavado de las mismas.
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Consideraciones generales en la identificacion de levaduras por MALDI-TOF

Score: segun la recomendacién del fabricante es necesario obtener un score > 2.000 para una buena
identificacion a nivel de especie de levaduras. Sin embargo, la utilizacién de un score de 1.700 es
ampliamente aceptada y permite obtener un mayor niumero de identificaciones sin un cambio significativo
de la especificidad. [5,6]

TOP 10 (lista de los 10 mejores scores): se debe observar siempre el Top 10. Si se observa mas de una especie
en el TOP 10 con un score 2 1.700 y esas especies estan relacionadas filogenéticamente podria indicar que
el MALDI-TOF no puede diferenciar correctamente estas especies. Si se observa mas de una especie en el
TOP 10 con un score 2 1.700 y esas especies no estan relacionadas, puede deberse a que el cultivo no se
encuentre puro. En ese caso se debe chequear la pureza del cultivo y repetir la identificacion. También puede
sospecharse que la placa utilizada no fue correctamente lavada y estd contaminada.

Confirmacion de la identificacion: cuando se identifica una especie rara o infrecuente y no se posea
suficiente informacién sobre la capacidad del MALDI-TOF para identificarla correctamente, se debe
confirmar la identificacién por el método de referencia. En los casos en que el MALDI-TOF no pueda
diferenciar correctamente especies relacionadas también debemos confirmar la especie por secuenciacion
del ADN; generalmente, se realiza la secuenciacidn de la regién ITS1-5.8s-1TS2 del ADN ribosomal. Esta regién
no siempre es suficiente para diferenciar entre especies cercanas genéticamente y puede ser necesario
secuenciar el dominio D1/D2 del 26s, la region IGS1, o también genes codificadores de proteinas como por
ejemplo ACT1, TEF1, RIBO, entre otros. Para los complejos Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii la
identificacion de referencia se realiza utilizando la técnica de PCR-RFLP del gen URA5 y la técnica de
tipificacion por secuenciacion de multilocus (MLST) cuando fuese necesario.

Caracteristicas morfologicas: la identificacion definitiva de levaduras debe incluir la visualizacion de las
caracteristicas morfoldgicas del cultivo, macro- y micro-morfologia, las cuales deben ser concordantes con
el resultado obtenido por la técnica MALDI-TOF.
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RESULTADOS

Levaduras de la division Ascomycota

Se identificaron por los métodos de referencia un total de 543 aislados, pertenecientes a 53 especies de
levaduras. Del total, 526 aislados (96,9 %) fueron correctamente identificados a nivel de especies por MALDI-
TOF MS utilizando la base de datos extendida (LevDMic v2 + BDAL 8468) teniendo en cuenta no sélo el primer
mejor score sino también el TOP10 de mejores scores. La diferenciacién entre especies cercanas
genéticamente relacionadas fue buena para el complejo Candida albicans/Candida dubliniensis, el complejo
Candida glabrata y el complejo Candida parapsilosis. La diferenciacién entre especies relacionadas no fue
buena para el complejo Debaryomyces hansenii (Candida famata), el complejo Diutina rugosa (Candida
rugosa), el complejo Kazachstania telluris, y entre las especies Meyerozyma caribbica (Candida fermentati)
y Meyerozyma carpophila (Candida carpophila) dentro del complejo Meyerozyma guilliermondii (Candida
guilliermondii). Dentro del complejo Candida haemulonii no fueron correctamente diferenciadas C.
haemulonii and C. haemulonii var vulnera. Tres aislados (0,5%) fueron identificados erréneamente, 1 aislado
de Candida vulturna fue identificado como Candida pseudohaemulonii y 2 aislados de Zygosaccharomyces
parabailii fueron identificados como Zygosaccharomyces bailii. Un total de 14 aislados (2,6 %) no fueron
identificados por MALDI-TOF MS, entre estos, 8 eran especies no representadas en las bases de datos y los
6 restantes pertenecian a las siguientes especies presentes en las bases de datos: Candida metapsilosis,
Magnusiomyces clavatus, Pichia cactophila, Pichia kluyvery y Wickerhamomyces onychis.

Levaduras de la division Basidiomycota:

Un total de 197 aislados pertenecientes a 25 especies y a los complejos de especies Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii fueron identificados por el método de referencia. De éstos, 176 aislados
(89,3 %) fueron identificados correctamente por MALDI-TOF MS. Nueve aislados (4,6 %) fueron identificados
erréneamente, 4 aislados de Cutaneotrichosporon dermatis fueron identificados como Cutaneotrichosporon
mucoides, 4 aislados de Papiliotrema terrestre fueron identificados como Papiliotrema flavescens, y 1 aislado
de Naganishia albidosimilis fue identificado como Naganishia diffluens. Un total de 12 aislados (6,1 %)
pertenecientes a 5 especies no fueron identificados por MALDI-TOF MS, 1 era una especies no representadas
en las bases de datos, los restantes 11 aislados pertenecian a las siguientes especies presentes en las bases
de datos: Cutaneotrichosporon jirovecii, Moesziomyces aphidis, Moesziomyces hubeiensis y Sterigmatomyces
elviae.

Diferenciacion de las especies dentro de los Complejos C. neoformans/C. gattii

La diferenciacién entre el complejo C. neoformans y el complejo C. gattii fue buena. Sin embargo, dentro del
complejo C. gattii no se obtuvo una buena diferenciacidn entre las distintas especies incluidas en el estudio.
Dentro del complejo C. neoformans se obtuvo una buena diferenciacién entre C. neoformans y C.
deneoformans o hibridos, pero la especie C. deneoformans no pudo ser correctamente diferenciada de los
hibridos.

A continuacién se presentan la base de datos LevDMic versidn 2 (Tabla 1y 2) y los resultados de validacidon
con la base de datos extendida (MBT 8468 + LevDMic v2) en las Tablas 3 y 4. También se presenta de forma
separada el analisis de la performance de la base LevDMic v2 en la diferenciacién de las especies dentro de
los Complejos Cryptococcus neoformansy Cryptococcus gattii (Tabla 5).
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Tabla 1. Listado por especie de levaduras de la division Ascomycota en la
base LevDMic versién 2

Especies

No. Total de cepas (No. cepas de referencia)

Candida albicans

10 (1)

Candida blankii®

Candida bracarensis

Candida dubliniensis

Candida duobushaemulonii

Candida ethanolica °

Candida glabrata

—~|k (N[N~

[N

Candida haemulonii ®

w|lun
—
E2Ee

Candida haemulonii var. vulnera

Candida intermedia

Candida metapsilosis b

Candida nivariensis

Candida orthopsilosis b

AlwU|r|F~

Candida parapsilosis

[any
N
e

Candida pseudohaemulonii ©

Candida tropicalis

o
—| =
[N
—

Candida viswanathii

Clavispora lusitaniae (Candida lusitaniae)

Cyberlindnera fabianii

Cyberlindnera jadinii (Candida utilis) ©

Debaryomyces fabryi

Debaryomyces hansenii (Candida famata)

Debaryomyces nepalensis

Debaryomyces tyrocola °

Diutina rugosa (Candida rugosa)

Diutina neorugosa (Candida neorugosa) b

Kazaschstania bovina °

Kazaschstania heterogenica °

Kazaschstania slooffiae °

Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr)

—|Rr|Rr|r[N|R|Rr|[RP|lV|R[N|[R|O|~

I
=

Kodamaea ohmeri

Lodderomyces elongisporus °

Magnusiomyces capitatus (Geotrichum capitatum) b

N|IFR|N

Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii)

11 (1)

Meyerozyma caribbica (Candida fermentati)

Meyerozyma carpophila (Candida carpophila) ©

Ogataea polymorpha

Pichia kudriavzevii (Candida krusei)

—~|R|r|un

w
=

Pichia cactophila (Candida inconspicua) b

Pichia manshurica

Pichia membranifaciens (Candida valida) ©

Pichia norvegensis (Candida norvegensis) °

b
Saccharomyces cerevisiae

N LY

w
=

Starmerella sorbosivorans (Candida sorbosivorans) ©

Wickerhamiella pararugosa (Candida pararugosa) ©

Wickerhamomyces anomalus (Candida pelliculosa)

Wickerhamomyces myanmarensis (Pichia myanmarensis) °

Yarrowia lipolytica (Candida lipolytica)

RlR|O|R|R

Zygosaccharomyces rouxii

1

Total

142 (9)

“ especies nuevas agregadas en la base LevDMic versién 2
b . .
cepas nuevas agregadas en la base LevDMic version 2
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Tabla 2. Listado por especies de levaduras divisidén Basidiomycota en la
base LevDMic version 2

Especies No. Total de cepas (No.
cepas de referencia)

Apiotrichum domesticum (Trichosporon domesticum) © 1
Bulleromyces albus 1
Cryptococcus gattii species complex (Species Cryptococcus gattii) b 6(1)
Cryptococcus gattii species complex (Species Cryptococcus deuterogattii) b 6(1)
Cryptococcus gattii species complex (Species Cryptococcus bacillisporus) b 2
Cryptococcus gattii species complex (Species Cryptococcus tetragattii) 1(1)
Cryptococcus gattii species complex (Species Cryptococcus decagattii) ° 2
Cryptococcus neoformans species complex (Specie Cryptococcus neoformans) 12 (2)
Cryptococcus neoformans species complex (Specie Cryptococcus 6(1)
deneoformans) b

Cryptococcus neoformans species complex (Hybrid VNIII) b 2(1)
Cryptococcus neoformans species complex (Hybrid VNII-VNIV) ° 5
Cutaneotrichosporon curvatum (Trichosporon curvatum) © 1
Cystobasidium minumtum (Rhodotorula minuta) ° 1
Cystobasidium slooffiae (Rhodotorula slooffiae) ° 1
Filobasidium uniguttulatus (Cryptococcus uniguttulatus) © 1
Malassezia furfur ® 1
Malassezia pachydermatis ° 1
Malassezia sympodialis © 1
Moesziomyces aphidis (Pseudozyma aphidis) 1
Moesziomyces hubeiensis (Pseudozyma hubeiensis) 1
Naganishia albida (Cryptococcus albidus) ° 1
Naganishia diffluens (Cryptococcus diffluens) © 1
Papilliotrema laurentii (Cryptococcus laurentii) 1(1)
Sterigmatomyces elviae ° 1
Trichosporon asahii b 14
Trichosporon coremiiforme ° 1
Trichosporon faecale ° 1
Trichosporon inkin ° 3
Rhodotorula mucilaginosa b 4

Total 80 (8)

“nuevas especies o hibridos agregados en la base LevDMic versién 2
b . .z
nuevas cepas agregadas en la base LevDMic version 2
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Tabla 3. Resultados de identificacion utilizando la base de datos extendida de levaduras de la

division Ascomycota

Especies Nro de ID Correcta | ID Incorrecta No ID Comentarios
cepas

Blastobotrys chiropterorum 1 0 0 1 No se encuentra en la base de datos

Candida albicans 34 34 0 0 Buena diferenciacién de C. dubliniensis,
pero mala diferenciacion de C. africana

Candida auris 4 4 0 0 Buena diferenciacidn de especies
relacionadas

Candida blankii 1 1 0 0

Candida bracarensis 9 9 0 0 Buena diferenciacion de C. glabrata y C.
nivariensis

Candida dubliniensis 22 22 0 0 Buena diferenciacidn de Candida albicans

Candida duobushaemulonii 10 10 0 0 Buena diferenciacion de C. haemuloniiy C.
auris, pero mala diferenciacion de C.
vulturna

Candida glabrata 23 23 0 0 Buena diferenciacion de C. bracarensis 'y C.
nivariensis

Candida haemulonii / var 32 32 0 0 Buena diferenciacién de C.

vulnera duobushaemuloniiy C. auris, pero mala
diferenciacion de C. haemulonii var
vulnera

Candida intermedia 6 6 0 0

Candida melibiosica 1 0 0 1 No se encuentra en la base de datos

Candida metapsilosis 19 17 0 2 Buena diferenciacién de C. parapsilosis y
C. orthopsilosis

Candida nivariensis 10 10 0 0 Buena diferenciacion de C. bracarensis 'y C.
glabrata

Candida orthopsilosis 21 21 0 0 Buena diferenciacion de C. parapsilosis y
C. metapsilosis

Candida palmioleophila 1 1 0 0

Candida parapsilosis 43 43 0 0 Buena diferenciacidn de C. orthopsilosis y
C. metapsilosis

Candida sojae 2 2 0 0

Candida tropicalis 21 21 0 0

Candida vulturna 1 0 1 0 Mala diferenciacién de C.
pseudohaemuloniiy C. duobushaemulonii.
C. vulturna no se encuentra en la base de
datos

Candida viswanathii 1 1 0 0

Clavispora lusitaniae 36 36 0 0

(Candida lusitaniae)

Cyberlindnera fabianii 13 13 0 0

Cyberlindnera jadinii (Candida 2 2 0 0

utilis)

Cyberlindnera rhodanensis 3 0 0 3 No se encuentra en la base de datos

Debaryomyces hansenii 8 8 0 0 Mala diferenciacidon de Debaryomyces

(Candida famata) fabryiy Debaryomyces tyrocola

Debaryomyces nepalensis 1 1 0 0

Diutina catenulata (Candida 2 2 0 0

catenulata)

Diutina rugosa (Candida 4 4 0 0 Mala diferenciacién de Diutina neorugosa

rugosa)
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Especies Nro de ID Correcta | ID Incorrecta No ID Comentarios
cepas

Geotrichum candidum 3 3 0 0 2 cepas fueron identificadas como
Geotrichum silvicola, esta especie es
actualmente considerada sinénimo de
Geotrichum candidum

Kazachstania bovina 2 2 0 0 Mala diferenciacion de las especies dentro
del Kazachstania telluris group.

Kluyveromyces lactis (Candida 1 1 0 0

sphaerica)

Kluyveromyces marxianus 21 21 0 0

(Candida kefyr)

Kodamaea ohmeri 7 7 0 0

Lodderomyces elongisporus 10 10 0 0

Magnusiomyces capitatus 9 9 0 0

(Geotrichum capitatum)

Magnusiomyces clavatus 3 2 0 1 Identificacién intermedia

(saprochaete clavata)

Meyerozyma caribbica 10 10 0 0 Mala diferenciacion de Meyerozyma

(Candida fermentati) carpophila

Meyerozyma guilliermondii 29 29 0 0 Buena diferenciacidon de M. caribbica y M.

(Candida guillermondii) carpophila

Pichia cactophila (Candida 12 11 0 1

inconspicua)

Pichia kluyveri 1 0 0 1 Mala identificacion

Pichia kudriavzevii 26 26 0 0

Pichia manshurica 2 2 0 0

Pichia norvegensis (Candida 7 7 0 0

norvegensis)

Saccharomyces cerevisiae 14 14 0 0

Trichomonascus ciferrii 2 0 0 2 No se encuentra en la base de datos

complex

Wickerhamiella pararugosa 6 6 0 0

(Candida pararugosa)

Wickerhamomyces anomalus 22 22 0 0

(Candida pelliculosa)

Wickerhamomyces 2 2 0 0

myanmarensis

Wickerhamomyces onychis 1 0 0 1 No estd en las bases de datos

Yarrowia lipolytica (Candida 18 18 0 0

lipolytica)

Zygoascus hellenicus 1 0 0 1 No se encuentra en la base de datos

Zygosaccharomyces bailii 1 1 0 0

Zygosaccharomyces parabailii 2 0 2 0 Mala diferenciacion de Z. bailii

Total 543 526 3 14

ID: Identificacion
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Tabla 4. Resultados de identificacidn utilizando la base de datos extendida de levaduras de
la division Basidiomycota

Especies Nro de ID ID No ID Comentarios
cepas Correcta Incorrecta

Apiotrichum montevideense 5 5 0 0 Mala diferenciacion de

(Trichosporon montevideense) Apiotrichum domesticum

Apiotrichum mycotoxinivorans 1 1 0 0

(Trichosporon mycotoxinivorans)

Bulleromyces albus 1 1

Cryptococcus gattii species complex 10 10 Buena diferenciacidon de
Cryptococcus neoformans
species complex

Cryptococcus neoformans species 95 95 0 0 Buena diferenciacion de

complex Cryptococcus gattii species
complex.

Cutaneotrichosporon dermatis 4 0 4 0 Identificadas como C. mucoides

(Trichosporon dermatis) ATCC204094; esta cepa fue re-
categorizada como C. dermatis

Cutaneotrichosporon jirovecii 1 0 0 1 Mala identificacion

(Trichosporon jirovecii)

Cystobasidium minutum (Rhodotorula 1 1 0 0

minuta)

Filobasidium magnum (Cryptococcus 2 2 0 0

magnus)

Hannaella luteola 2 2 0 0

Hanseniaspora opuntiae 1 1 0 0

Malassezia pachydermatis 1 1 0 0

Moesziomyces aphidis (Pseudozyma 6 4 0 2 Identificacién intermedia

aphidis)

Moesziomyces hubeiensis 4 2 0 2 Identificacién intermedia

(Pseudozyma hubeiensis)

Naganishia albidosimilis (Cryptococcus 1 0 1 0 Mala diferenciacion de N.

albidosimilis) diffluens

Naganishia diffluens (Cryptococcus 3 3 0 0

diffluens)

Naganishia globosa (Cryptococcus 1 1 0 0

saitoi)

Papiliotrema laurentii (Cryptococcus 1 1 0 0

laurentii)

Papiliotrema terrestri (Cryptococcus 4 0 4 0 Identificadas como P. flavescens

terrestri) CBS8645; esta cepa fue re-
categorizada como P. terrestri

Rhodotorula mucilaginosa 11 11 0 0

Sporobolomycs shibatanus 1 0 0 1 No se encuentra en la base de

(Sporidiobolus pararoseus) datos

Sterigmatomyces elviae 7 1 0 6 Mala identificacion

Trichosporon asahii 29 29 0 0

Trichosporon faecale 1 1 0 0

Trichosporon inkin 4 4 0 0

Total 197 176 9 12

ID: Identificacion

an



ANLIS

Ministerio de Salud
Argentina

==

P/ [nstituto Nacional de
Pl Enfermedades Infecciosas
“Dr. Carlos G. Malbran”

MALBRAN

Tabla 5. Resultados de identificacidn de los complejos Cryptococcus gattii y Cryptococcus
neoformans utilizando la base de datos LevDMic version 2

Especies Nro de ID ID No Comentarios
cepas Correcta Incorrecta ID

Complejo Cryptococcus gattii

Cryptococcus gattii 6 6 0 0 Mala diferenciacién de otras especies en el
complejo C. gattii

Cryptococcus deuterogattii 3 3 0 0 Mala diferenciacién de otras especies en el
complejo C. gattii

Cryptococcus bacillisporus 1 1 0 0 Mala diferenciacién de otras especies en el
complejo C. gattii

Complejo Cryptococcus neoformans

Cryptococcus deneoformans 5 3 2 0 Buena diferenciacién de C. neoformans pero mala
diferenciacién de C. neoformans hibridos

Cryptococcus neoformans 77 77 0 0 Buena diferenciacién de C. deneoformans e
hibridos

Cryptococcus neoformans hibrido VNIII 3 0 3 0 Buena diferenciacién de C. neoformans pero mala
diferenciacién de C. deneoformansy C.
neoformans hibrido VNII/VNIV.

Cryptococcus neoformans hibrido 10 4 6 0 Buena diferenciacién de C. neoformans pero mala

VNII/VNIV

diferenciacién de C. deneoformansy C.
neoformans hibrido VNIII

21
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RECOMENDACIONES PARA LA IDENTIFICACION DE LEVADURAS
1. DIVISION ASCOMYCOTA

Blastobotrys

Especies: Las infecciones por este género son muy raras. Se han reportado casos de infeccion en humanos
asociada a las siguientes especies: Blastobotrys chiropterorum, Blastobotrys adeninivorans, Blastobotrys
raffinosifermentans y Blastobotrys proliferans. Todas las especies son capaces de crecer a 37 °C.

Identificacion por MALDI-TOF: no estan en las bases de datos.

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal. La
secuenciacion de ambas regiones provee una mejor resolucién entre especies.

Referencias: [7-9], este estudio
Candida
. Complejo Candida albicans
Especies: Candida albicans, Candida dubliniensis, ¢ Candida africana?*

Identificacion por MALDI-TOF: identifica y diferencia correctamente C. albicans y C. dubliniensis
Numero de espectros en las bases de datos:

Candida albicans MBT 8468: 31, LevDMic v2: 11

Candida dubliniensis MBT 8468: 16, LevDMic v2: 5

Candida africana MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

*Nota: En este manual no consideraremos a C. africana como una especies separada de C. albicans. La categoria de
C. africana como una especie separada de C. albicans estda muy discutida en la comunidad cientifica, siendo
considerada como una variedad de C. albicans, la cual es capaz de producir tubo germinativo pero no
clamidoconidias. Su diferenciacion se realiza mediante PCR del gen HWP1 [10]. La secuenciacion de las regiones ITS
y del D1/D2 del ADN ribosomal no son suficientes para su diferenciacion. La técnica de MALDI-TOF tampoco permite
distinguirlas.

Referencias: [5,11-14], este estudio

. Candida auris

Identificacion por MALDI-TOF: identifica correctamente la especie. Debido a su importancia clinica y
epidemioldgica, es recomendable confirmar la identificacién por el método de referencia.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 9, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

alel
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Nota: Esta especie estd relacionada filogenéticamente a las especies del Complejo Candida haemulonii. Los
métodos fenotipicos convencionales no permiten diferenciar C. auris de estas especies con confianza.[15]

Referencias: [16,17], este estudio

i Candida blankii

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse por el método de referencia.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 4, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [5], este estudio

i Candida ethanolica:

Identificacion por MALDI-TOF: no hay evidencia. La identificacion debe confirmarse con la técnica de
referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: este estudio

. Complejo Candida glabrata

Especies: Candida glabrata, Candida nivariensis, Candida bracarensis

Identificacion por MALDI-TOF: identifica y diferencia correctamente las especies C. glabrata, C. nivariensis,
C. bracarensis.

Numero de espectros en las bases de datos:

Candida bracarensis MBT 8468: 2, LevDMic v2: 2

Candida glabrata MBT 8468: 14, LevDMic v2: 5

Candida nivariensis MBT 8468: 6, LevDMic v2: 3

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [5,18-21], este estudio

. Complejo Candida haemulonii

Especies del complejo: Candida haemulonii, Candida haemulonii var vulnera, Candida duobushaemulonii,
Candida pseudohaemulonii, Candida vulturna

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie C. haemulonii pero no diferencia C. haemulonii de C.
haemulonii var vulnera. C. vulturna no se encuentra en las bases de datos y no hay evidencia suficiente de
si la técnica es capaz de diferenciar correctamente entre las especies del complejo. Candida vulturna ha
sido identificada erroneamente como C. duobushaemulonii y C. pseudohamulonii; por lo tanto, la

2
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identificacidon de C. duobushaemulonii no es confiable. La identificaciéon de cualquiera de las especies del
complejo debe ser confirmada por el método de referencia debido a la importancia clinica y epidemiolégica
de este complejo de especies.

Numero de espectros en las bases de datos:

Candida duobushaemulonii MBT 8468: 8, LevDMic v2: 2

Candida haemulonii MBT 8468: 8, LevDMic v2: 3

Candida haemulonii var vulnera MBT 8468: 4, LevDMic v2: 1

Candida pseudohaemulonii MBT 8468: 3, LevDMic v2: 1

Candida vulturna MBT 8468: 0, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal. Puede ser necesaria ademas
la secuenciacién del dominio D1/D2 del ADN ribosomal.

Referencias: [5,15,16,22], este estudio

i Candida intermedia

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion. La especie relacionada Candida
pseudointermedia no se encuentra en las bases de datos.

Numero de espectros en las bases de datos:

Candida intermedia MBT 8468: 8, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal. La secuenciacion del dominio
D1/D2 no permite separarla correctamente de C. pseudointermedia.

Referencias: [23], este estudio

d Candida melibiosica

Identificacion por MALDI-TOF: no esta en las base de datos.

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [24], este estudio

i Candida palmioleophila

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacidn. Las especies relacionadas Candida
manassasensis y Candida fluviatilis no se encuentran en las bases de datos.

Numero de espectros en las bases de datos:

Candida palmioleophila MBT 8468: 4, LevDMic v2: 0

Método de referencia: la secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del ADN ribosomal no permiten
diferenciarla con certeza de Candida manassasensis y Candida fluviatilis. La secuenciacion de EF-1a, RPB1

o RPB2 permite una mejor separaciéon de estas especies.

Referencias: [25—-27], este estudio
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. Complejo Candida parapsilosis

Especies: Candida parapsilosis, Candida orthopsilosis, Candida metapsilosis

Identificacion por MALDI-TOF: identifica y diferencia correctamente las especies C. parapsilosis, C.
orthopsilosis y C. metapsilosis.

Numero de espectros en las bases de datos:

Candida metapsilosis MBT 8468: 7, LevDMic v2: 5

Candida orthopsilosis MBT 8468: 8, LevDMic v2: 4

Candida parapsilosis MBT 8468: 18, LevDMic v2: 12

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal. La secuenciacion del dominio
D1/D2 del ADN ribosomal no es suficiente para diferenciar las especies dentro del complejo.

Referencias: [5,28], este estudio

. Candida sojae

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 3, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [29], este estudio

i Candida tropicalis

Identificacion por MALDI-TOF: identifica correctamente la especie.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 18, LevDMic v2: 8

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [5], este estudio

i Candida viswanathii

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 3, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [30]

. Candida zeylanoides

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
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confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 10, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [29]
Clavispora
. Clavispora lusitaniae (Candida lusitaniae)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica correctamente la especie.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 19, LevDMic v2: 9

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [5,31,32], este estudio

Cyberlindnera
. Cyberlindnera fabianii
Identificacion por MALDI-TOF: identifica correctamente la especie. No hay informacién sobre la
diferenciacion de especies cercanas. Las especies relacionadas no han sido reportadas en infecciones
humanas. Se recomienda la confirmacidn de la identificacién por la técnica de referencia por secuenciacién.
Numero de espectros en las bases de datos:
Cyberlindnera fabianii MBT 8468: 8, LevDMic v2: 1
Cyberlindnera mississippiensis MBT 8468: 5, LevDMic v2: 0
No hay espectros de otras especies cercanas en las bases de datos.
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del ADN ribosomal. La secuenciacién del
dominio D1/D2 del 26s no es suficientemente informativa para distinguirla correctamente de otras especies
cercanas filogenéticamente, como Cyberlindnera mississippiensis y Cyberlindnera amylophila.
Referencias: [33—36], este estudio
. Cyberlindnera jadinii (Candida utilis)
Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 11, LevDMic v2: 2
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [36—38], este estudio

. Cyberlindnera rhodanensis
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Identificacion por MALDI-TOF: no esta en las base de datos.

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal. La
secuenciacion de ambas regiones provee una mejor resolucion entre especies cercanas, como
Cyberlindnera veronae.

Referencias: este estudio
Debaryomyces
. Complejo Debaryomyces hansenii (Candida famata)

Especies: Debaryomyces hansenii (Candida famata), Debaryomyces fabryi, Debaryomyces subglobosus
(Candida flareri), Debaryomyces maquariensis, Debaryomyces prosopidis, Debaryomyces maramus,
Debaryomyces nepalensis, Debaryomyces vietnamensis, Debaryomyces courdetii, Debaryomyces
vindobonensis y Debaryomyces tyrocola.

Identificacion por MALDI-TOF: identifica a nivel de Complejo D. hansenii pero no diferencia con certeza D.
hansenii, D. tyrocola y D. fabryi. No hay espectros de referencia de todas las especies en las bases de datos
y tampoco hay suficiente evidencia sobre su identificacién. La identificacion de las especies debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos:

Debaryomyces fabryi MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1

Debaryomyces hansenii MBT 8468: 3, LevDMic v2: 5

Debaryomyces nepalensis MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1

Debaryomyces tyrocola MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1

No hay espectros de otras especies cercanas en las bases de datos.

Método de referencia: la secuenciacion de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal no provee
una clara diferenciacion de algunas de las especies. En esos casos, se recomienda realizarse también la
secuenciacion del gen ACT1.
Nota: algunas especies no desarrollan a 37 °C.
Referencia: [5,39,40], este estudio

Diutina
. Diutina catenulata (Candida catenulata)
Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 5, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [29], este estudio
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. Complejo Diutina rugosa (Candida rugosa)
Especies: Diutina rugosa, Diutina neorugosa, Diutina pseudorugosa, Diutina mesorugosa*

Identificacion por MALDI-TOF: identifica el complejo Diutina rugosa pero hay poca evidencia. No diferencia
correctamente D. rugosa de D. neorugosa. No hay espectros de las especies relacionadas D. pseudorugosa
y D. mesorugosa en las bases de datos. La identificacion debe confirmarse con la técnica de referencia por
secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos:

Diutina rugosa MBT 8468: 5, LevDMic v2: 1

Diutina neorugosa MBT 8468: 0, LevDMic v2: 2

No hay espectros de otras especies cercanas en las bases de datos.

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

*Nota: la categoria de D. mesorugosa como una especie separada de D. rugosa es discutida por algunos
autores

Referencias: [41,42], este estudio
Hanseniaspora
. Hanseniaspora opuntiae

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia de la especie y de especies
relacionadas. La identificacidn debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos:

Hanseniaspora opuntiae MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0

Especies relacionadas que tienen espectro en las bases:
Hanseniaspora lachancei MBT 8468: 1, LevDMic v2: 0
Hanseniaspora uvarum MBT 8468: 8, LevDMic v2: 0

No hay espectros de otras especies cercanas en las bases de datos.

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 y ACT1.

Referencia: [29], este estudio
Geotrichum

. Geotrichum candidum (Galactomyces candidus, Galactomyces geotrichum, Geotrichum silvicola)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. Ha sido identificada como
Geotrichum silvicola pero G. silvicola no es una especies separada de G. candidum ya que ha sido
reclasificada como sindnimo de G. candidum. La identificacién debe confirmarse con la técnica de
referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos:
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Geotrichum sp. MBT 8468: 1, LevDMic v2: 0
Geotrichum candidum MBT 8468: 5, LevDMic v2: 0
Geotrichum silvicola MBT 8468: 4, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [32,37,43], este estudio

Kazachstania
. Complejo Kazachstania telluris
Especies: Kazachstania telluris, Kazachstania bovina (Candida bovina), Kazachstania pintolopesii (Candida
pintolopesii), Kazachstania slooffiae (Candida slooffiae) y Kazachstania heterogenica. Si bien no era
considerado un posible patégeno humano, se han descriptos algunos casos recientemente. Todas las
especies son capaces de crecer a 37 °C.
Identificacion por MALDI-TOF: identifica correctamente el complejo pero no diferencia correctamente las
especies dentro del complejo. La identificacion debe confirmarse con la técnica de referencia por
secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos:
Kazachstania bovina MBT 8468: 1, LevDMic v2: 1
Kazachstania heterogenica MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1
Kazachstania pintolopesii MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0
Kazachstania slooffiae MBT 8468: 1, LevDMic v2: 1
Kazachstania telluris MBT 8468: 4, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [44—47], este estudio
Kluyveromyces

. Kluyveromyces marxianus (Candida kefyr)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica correctamente la especie.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 13, LevDMic v2: 4

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [5,29,32], este estudio

. Kluyveromyces lactis (Candida sphaerica)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe

confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 9, LevDMic v2: 0
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Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencias: [32,38,48], este estudio

Kodamaea
. Kodamaea ohmeri (Candida guilliermondii var membranifaciens)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica correctamente la especie.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 7, LevDMic v2: 2

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias:[29,38,49], este estudio
Lodderomyces
. Lodderomyces elongisporus
Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 4, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [29,32,50,51], este estudio
Magnusiomyces
. Magnusiomyces capitatus (Geotrichum capitatum, Blastoschizomyces capitatus)
Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 13, LevDMic v2: 2
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencias: [29,32,52,53], este estudio
. Magnusiomyces clavatus (Saprochaete clavata)
Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 4, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [52-54], este estudio
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Metschnikowia
. Metschnikowia pulcherrima (Candida pulcherrima)
Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 4, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencias: [29,55]

Meyerozyma
. Complejo Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii)

Especies: Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii), Meyerozyma caribbica (Candida
fermentati), Meyerozyma carpophila (Candida carpophila)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica y diferencia correctamente M. guilliermondii de M. caribbica 'y M.
carpophila pero no diferencia M. caribbica de M. carpophila. La identificacién de estas dos especies debe
confirmarse por la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos:

Meyerozyma guilliermondii MBT 8468: 14, LevDMic v2: 11

Meyerozyma caribbica MBT 8468: 0, LevDMic v2: 5

Meyerozyma carpophila MBT 8468: 2, LevDMic v2: 1

Método de referencia: la secuenciacion de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal identifica y
diferencia correctamente M. guilliermondii de M. caribbica y M. carpophila pero no provee una clara
diferenciaciéon entre M. caribbica de M. carpophila. Para ello, se recomienda realizar ademas la

secuenciacion del gen ACT1.

Referencia: [5,40], este estudio
Ogataea
. Ogataea polymorpha
Identificacion por MALDI-TOF: No hay evidencia. La identificacion debe confirmarse con la técnica de
referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 1, LevDMic v2: 1
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: este estudio
Pichia
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. Pichia cactophila (Candida inconspicua)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica correctamente la especie. No hay evidencia de la especie cercana.
Sin embargo, esta especie no ha sido reportada en infecciones humanas.

Numero de espectros en las bases de datos:

Pichia cactophila MBT 8468: 3, LevDMic v2: 2

Pichia pseudocactophila MBT 8468: 1, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia:[29,38], este estudio

. Pichia fermentans (Candida lambica)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 10, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: [29,32,37]

. Pichia kluyveri

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. En nuestro estudio no
pudimos identificar un aislado de esta especie aunque se encuentra en la base de datos. La identificacion
debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 1, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: [29], este estudio

. Pichia kudriavzevii (Candida krusei)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica correctamente la especie.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 17, LevDMic v2: 5

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [5], este estudio

. Pichia manshurica

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe

confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 1, LevDMic v2: 1
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Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal. La secuenciacion del dominio
D1/D2 del 26s puede no proveer una clara diferenciacion de especies cercanas.

Referencia: [29,32], este estudio

. Pichia membranifaciens (Candida valida)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 8, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal. La secuenciacion del dominio
D1/D2 del 26s puede no proveer una clara diferenciacion de especies cercanas.

Referencias: [29,32]
. Pichia norvegensis (Candida norvegensis)
Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 8, LevDMic v2: 1
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: [32,37], este estudio
Saccharomyces

. Saccharomyces cerevisiae

Identificacion por MALDI-TOF: identifica correctamente la especie.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 13, LevDMic v2: 3

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS o D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: [5,29,32,48], este estudio
Starmerella
. Starmerella magnoliae (Candida magnoliae)
Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse por la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: [29]
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. Starmerella sorbosivorans (Candida sorbosivorans)

Identificacion por MALDI-TOF: No hay evidencia. La identificacién debe confirmarse por la técnica de
referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS 0 D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencias: -.
Trichomonascus
. Complejo Trichomonascus ciferrii (Candida ciferrii, Stephanoascus ciferrii)
Especies: Trichomonascus ciferrii, Trichomonascus allociferrii, Candida mucifera*
Identificacion por MALDI-TOF: Hay muy poca evidencia a nivel de complejo y a nivel de especie. En nuestro
estudio no logramos la identificacidon de 2 aislados perteneciente a este complejo a pesar de estar en la
base de datos del proveedor. La identificacién debe confirmarse con la técnica de referencia por
secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos:
Trichomonascus allociferrii MBT 8468: 1, LevDMic v2: 0
Trichomonascus ciferrii MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

*NOTA: Candida mucifera ha sido clasificada como sinénimo de T. ciferrii

Referencias: [29,37], este estudio
Wickerhamiella
. Wickerhamiella pararugosa (Candida pararugosa)
Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 9, LevDMic v2: 1
Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal.
Referencia: [29,32,38], este estudio
Wickerhamomyces

. Wickerhamomyces anomalus (Candida pelliculosa, Pichia anomala)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie correctamente.

21



} Ministerio de Salud
j Argentina

INEI . m ANLIS

P Instituto Nacional de T s 1

¥ Enfermedades Infecciosas 2 @y MALBRAN
“Dr. Carlos G. Malbran"

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 7, LevDMic v2: 6

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal.

Referencia: [5], este estudio

. Wickerhamomyces myanmarensis (Pichia myanmarensis)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal.

Referencia: este estudio

. Wickerhamomyces onychis (Pichia onychis)

Identificacion por MALDI-TOF: no esta en las bases de datos. La identificacion debe realizarse por la técnica
de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: este estudio
Yarrowia
. Yarrowia lipolytica (Candida lipolytica)

Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie correctamente.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 10, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal.

Referencia: [5,56], este estudio
Zygosaccharomyces
. Complejo Zygosaccharomyces bailii

Identificacion por MALDI-TOF: aislados de Zygosaccharomyces. parabailii han sido erréneamente
identificados como Zygosaccharomyces bailii . No hay espectros de referencia en las bases de datos todas
las especies del complejo. La identificacion debe confirmarse con la técnica de referencia por
secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos:

Zygosaccharomyces bailii: MBT 8468: 3 LevDMic v2: 0

Zygosaccharomyces parabailii: MBT 8468: 0 LevDMic v2: 0
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Zygosaccharomcyes pseudobailii: MBT 8468: 0 LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: [57], este estudio

. Zygosaccharomyces rouxii

Identificacion por MALDI-TOF: no hay evidencia. La identificacion debe confirmarse con la técnica de
referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 5, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia:

2.  DIVISION BASIDIOMYCOTA

Apiotrichum
. Apiotrichum domesticum (Trichosporon domesticum)
Identificacion por MALDI-TOF: No diferencia correctamente la especie de Apiotrichum montevideense. La
identificacidon debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1
Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 e IGS1 del ADN ribosomal.
Referencia: este estudio
. Apiotrichum montevideense (Trichosporon montevideense)
Identificacion por MALDI-TOF: No diferencia la especie correctamente de Apiotrichum domesticum. La
identificacidon debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 1, LevDMic v2: 0
Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 e IGS1 del ADN ribosomal.
Referencia: [58-60], este estudio
° Apiotrichum mycotoxinivorans (Trichosporon mycotoxinivorans)
Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe

confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0
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Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 e IGS1 del ADN ribosomal.

Nota: Se han reportado infecciones por esta especie en muestras pulmonares de pacientes con Fibrosis
quistica.

Referencia: [59], este estudio
Bulleromyces
. Bulleromyces albus

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: este estudio
Cryptococcus
° Complejo Cryptococcus gattii

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica el complejo pero no puede diferenciar correctamente a nivel de
especie. La identificacion a nivel de especie debe confirmarse con la técnica de referencia. Aunque la
técnica de MALDI-TOF ha demostrado potencial para diferenciar las especies, las bases de datos deben ser
mejoradas. Si bien el primer mejor score suele ser concordante con la especie, dentro del TOP 10
encontramos otras especies, haciendo que la identificacién a nivel de especie no sea confiable. La base de
datos de proveedor no tiene en cuenta la nueva nomenclatura por lo que no se tiene la informacion a que
especie pertenece cada espectro de referencia.

Numero de espectros en las bases de datos:

Complejo Cryptococcus gattii MBT 8468: 18, LevDMic v2: 17
Cryptococcus gattii sensu stricto LevDMic v2: 6
Cryptococcus deuterogatti LevDMic v2: 6

Cryptococcus bacillisporus LevDMic v2: 2

Cryptococcus tetragattii LevDMicv2: 1

Cryptococcus decagattii LevDMic v2: 2

Método de referencia: PCR-RFLP del gen URAS5, AFLP, fingerprinting M13 y la técnica de MLST.
Referencias: [2], este estudio

. Complejo Cryptococcus neoformans

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica el complejo, diferencia correctamente Cryptococcus neoformans

de Cryptococcus deneoformans y los hibridos C. neoformans x C. deneoformans. Sin embargo, no puede
diferenciar correctamente entre Cryptococcus deneoformans y los hibridos C. neoformans x C.

27



INEI ANLIS .
P Instituto Nacional de :m@ﬁm MALBRAN 78\ MlnlStel’l? de Salud
¥ Enfermedades Infecciosas = Argentlna

“Dr. Carlos G. Malbrén" «r

deneoformans. En ese caso, la identificacion a nivel de especie/hibrido debe confirmarse con el método de
referencia. La base de datos de proveedor tiene en cuenta la nueva nomenclatura pero no posee
informacidn sobre hibridos.

Numero de espectros en las bases de datos:

Complejo Cryptococcus neoformans MBT 8468: 23, LevDMic v2: 25

Cryptococcus neoformans sensu stricto MBT 8468: 15, LevDMic v2: 12

Cryptococcus deneoformans MBT 8468: 8, LevDMic v2: 6

Hibrido Cryptococcus neoformans x Cryptococcus deneformans VNIII LevDMic v2: 2
Hibrido Cryptococcus neoformans x Cryptococcus deneformans VNII-VNIV LevDMic v2: 5

Método de referencia: PCR-RFLP del gen URAS5, AFLP, fingerprinting M13 y la técnica de MLST.

Referencias: [2], este estudio
Cutaneotrichosporon

. Cutaneotrichosporon curvatum (Cryptococcus curvatus)

Identificacion por MALDI-TOF: hay muy poca evidencia. La identificacion debe confirmarse con la técnica de

referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 2, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 e IGS1 del ADN ribosomal.

Referencia: [3,29]

. Cutaneotrichosporon debeurmannianum (Trichosporon debeurmannianum)

Identificacion por MALDI-TOF: Hay poca evidencia. En nuestro estudio no logramos la identificacion de un
aislado perteneciente a esta especie a pesar de estar en la base de datos del proveedor. La identificacion
debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 e IGS1 del ADN ribosomal.

Referencia: [60], este estudio

. Cutaneotrichosporon dermatis (Trichosporon dermatis)

Identificacion por MALDI-TOF: No esta en las bases de datos. Identifica erréneamente la especie como
Cutaneotrichosporon mucoides (Trichosporon mucoides). La identificacion debe confirmarse con la técnica
de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 0

Nota: La cepa Cutaneotrichosporon mucoides ATCC204094 de la base MBT 8468 ha sido reclasificada como

Cutaneotrichosporon dermatis

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 e IGS1 del ADN ribosomal.
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Referencia: [53,58-60], este estudio

. Cutaneotrichosporon jirovecii (Trichosporon jirovecii)

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. En nuestro estudio no
logramos la identificacidn de un aislado perteneciente a esta especie a pesar de estar en la base de datos
del proveedor. La identificacién debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacién.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 3, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 e IGS1 del ADN ribosomal.

Referencia: [37,58,59], este estudio

. Cutaneotrichosporon mucoides (Trichosporon mucoides)

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica erroneamente la especie, no la diferencia correctamente de
Cutaneotrichosporon dermatis (Trichosporon dermatis). La identificacion debe confirmarse con la técnica
de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0

Nota: La cepa Cutaneotrichosporon mucoides ATCC204094 de la base MBT 8468 ha sido reclasificada como
Cutaneotrichosporon dermatis

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 e IGS1 del ADN ribosomal.

Referencia: [53,58-60], este estudio
Cystobasidium
. Cystobasidium minutum (Rhodotorula minuta)
Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 3, LevDMic v2: 1
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: este estudio
. Cystobasidium slooffiae (Rhodotorula slooffiae)
Identificacion por MALDI-TOF: No hay evidencia. La identificacion debe confirmarse con la técnica de
referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia:
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. Filobasidium magnum (Cryptococcus magnus)
Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 3, LevDMic v2: 0
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: este estudio
. Filobasidium uniguttulatum (Cryptococcus uniguttulatus)
Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 6, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: [5,29]
Hannaella
. Hannaella luteola (Cryptococcus luteolus)
Identificacion por MALDI-TOF: identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 1, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: este estudio
Malassezia

El género Malassezia comprende actualmente 15 especies diferentes, 14 de las cuales son estrictamente
dependientes de acidos grasos de cadenas largas, los cuales deben ser adicionados a los medios de cultivo.
M. pachydermatis es la Unica capaz de desarrollar en medios sin acidos grasos de cadena larga. Las distintas
especies no pueden ser diferenciadas por los métodos fenotipicos convencionales.

Las bases de datos MBT y LevDMic poseen un nimero limitado de especies de este género. Algunos autores
han creado y validado bases de datos “in-house” con un mayor numero de espectros de especies,
demostrando que la técnica MALDI-TOF MS permite la correcta identificacion de estas especies. [61—-64]

Especies incluidas en las bases de datos del proveedor (MBT) y LevDMic:

. Malassezia furfur
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Identificacion por MALDI-TOF: No hay evidencia. La identificacion debe confirmarse con la técnica de
referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 9, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: sin dato

. Malassezia pachydermatis

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 8, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: [29,32,48,65], este estudio

. Malassezia sympodialis

Identificacion por MALDI-TOF: No hay evidencia. La identificacion debe confirmarse con la técnica de
referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: sin datos
Moesziomyces
Las especies de este género, perteneciente a los Ustilaginales, son reconocidas como patdgenos de plantas.
Sin embargo, en los ultimos afos se ha descriptos infecciones en humanos causadas por algunas de las
especies de este género. [66—69]
Las bases de datos MBT y LevDMic poseen un nimero limitado de especies de este género.
. Moesziomyces aphidis (Pseudozyma aphidis)
Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 1, LevDMic v2: 1
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: [69], este estudio

. Moesziomyces hubeiensis (Pseudozyma hubeiensis)

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
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Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: este estudio
Naganishia
La mayoria de las especies aqui incluidas no son capaces de desarrollar o desarrollan pobremente a 37°Cy
35 °C. Sin embargo, estas especies han sido asociadas a infecciones en humanos [66,70,71]. Las bases de
datos son muy limitadas en la cantidad de especies y espectros de referencias que posee de éste género.
Sin embargo, algunos estudios muestran que la inclusién de espectros de referencias permite la correcta
identificacidon de sus especies. [72]
. Naganishia aldeliensis (Cryptococcus adeliensis)
Identificacion por MALDI-TOF: No hay evidencia. No esta en las bases de datos. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 0
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: sin dato
. Naganishia albida (Cryptococcus albidus)
Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 1, LevDMic v2: 1
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: [55], este estudio
. Naganishia albidosimilis (Cryptococcus albidosimilis)
Identificacion por MALDI-TOF: No diferencia correctamente entre N. albidosimilis y N. diffluens. La
identificacidon debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: este estudio

. Naganishia diffluens (Cryptococcus diffluens)

Identificacion por MALDI-TOF: No diferencia correctamente entre N. albidosimilis y N. diffluens. La
identificacidon debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
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Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 3, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: [29,37], este estudio

. Naganishia globosa (Cryptococcus saitoi)

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 3, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: [38], este estudio

. Naganishia liquefaciens (Cryptococcus liquefaciens)

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 1, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: [29]

. Naganishia uzbekistanensis (Cryptococcus uzbekistanensis)

Identificacion por MALDI-TOF: No hay evidencia. La identificacion debe confirmarse con la técnica de
referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: sin dato

Papiliotrema
. Papiliotrema flavescens (Cryptococcus flavescens)
Identificacion por MALDI-TOF: No hay evidencia. La base MBT posee un espectro de referencia de la cepa
P. flavescens CBS8645, sin embargo, esta cepa posee una clasificacién incierta. La identificacién debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: sin datos
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. Papiliotrema laurentii (Cryptococcus laurentii)
Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 5, LevDMic v2: 1
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: este estudio
. Papiliotrema terrestri (Cryptococcus terrestris)
Identificacion por MALDI-TOF: Aislados de P. terrestri han sido identificados erréneamente como P.
flavescens CBS8645; sin embargo, esta cepa posee una clasificacion incierta. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 0
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: este estudio
Rhodotorula

. Rhodotorula mucilaginosa

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie correctamente.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 11, LevDMic v2: 4

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: [5], este estudio
Sporobolomyces
. Sporobolomyces roseus
Identificacion por MALDI-TOF: No hay evidencia. La identificacion debe confirmarse con la técnica de
referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 1, LevDMic v2: 0
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: sin dato

. Sporobolomyces salmonicolor (Sporidiobolus salmonicolor)

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
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Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: [55]

. Sporobolomyces shibatanus (Sporidiobolus pararoseus)

Identificacion por MALDI-TOF: no se encuentra en las bases de datos.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: este estudio
Sterigmatomyces
. Sterigmatomyces elviae
Identificacion por MALDI-TOF: en nuestro estudio la mayoria de los aislados de esta especie no fueron
identificados a pesar de poseer un espectro de referencia en la base de datos LevDMic. La identificacion
debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 1
Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.
Referencia: este estudio
Trichosporon

. Trichosporon asahii

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie correctamente.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 11, LevDMic v2: 14

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS, D1/D2 y IGS1.

Referencia: [5], este estudio

. Trichosporon asteroides

Identificacion por MALDI-TOF: no esta en las bases de datos. Ha sido erroneamente identificado como
Trichosporon japonicum.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 0, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 y IGS1.

Referencia: [53]
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. Trichosporon coremiiforme

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 2, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 y IGS1.

Referencia: [53,58-60]

. Trichosporon faecale

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero hay poca evidencia. La identificacion debe
confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 1, LevDMic v2: 1

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 y IGS1.

Referencia: [53,58,59], este estudio

. Trichosporon inkin

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero no la diferencia correctamente de T. ovoides. La
identificacidon debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 8, LevDMic v2: 3

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 y IGS1.

Referencia: [53,58,59], este estudio

. Trichosporon japonicum

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero no la diferencia correctamente de T. asteroides.
La identificacidn debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 1, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 y IGS1.

Referencia: [53,59]

. Trichosporon ovoides

Identificacion por MALDI-TOF: Identifica la especie pero no la diferencia correctamente de T. inkin. La
identificacidon debe confirmarse con la técnica de referencia por secuenciacion.

Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 4, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacion de las regiones ITS, D1/D2 y IGS1.
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Referencia: [53,58,59]
Vanrija
. Vanrija humicola (Cryptococcus humicola)
Identificacion por MALDI-TOF: No hay evidencia. La identificacion debe confirmarse con la técnica de
referencia por secuenciacion.
Numero de espectros en las bases de datos: MBT 8468: 2, LevDMic v2: 0

Método de referencia: secuenciacién de las regiones ITS y D1/D2 del 26s del ADN ribosomal.

Referencia: sin datos

A7



INEI ANLIS _—

Instituto Nacional de MALBRAN v ! Mlmsten? de Salud

Enfermedades Infecciosas ) Argentlna

“Dr. Carlos G. Malbran” - «wr
CONCLUSIONES

Este trabajo proporciona una guia para los laboratorios clinicos en la correcta identificacién de levaduras
por MALDI-TOF MS. A diferencia de la primera versidn LevDMic, donde se incluyé mayoritariamente
espectros de referencia de especies de levaduras frecuentes en clinica humana, la version 2 de la base de
datos LevDMic incluye un gran nimero de espectros de referencia de especies raras o infrecuentes. Esto
resulta relevante puesto que el nimero de especies de levaduras capaces de producir micosis se ha
incrementado en los Ultimos anos, y algunas especies presentan valores de sensibilidad reducida a los
antifungicos de uso frecuente, por lo que la rapida y certera identificacién es importante para la elecciéon
de una terapia adecuada y oportuna.

Utilizando la base extendida LevDMic v2 se identificaron correctamente las especies dentro de los
complejos mas comunmente aislados en clinica humana; sin embargo, no se pudieron identificar
correctamente algunas de las especies de los complejos de especies poco frecuentes. Las identificaciones
incorrectas fueron pocas y se debieron a que los espectros de referencia incluidos en la base BDAL
provienen de cepas con una clasificacién taxondmica incierta o debido a una mala diferenciacién entre los
espectros de especies cercanas genéticamente. Estos resultados demuestran la importancia de incluir en
la base de datos sdlo cepas correctamente identificadas por métodos de referencia. La mayoria de los
aislados no identificados pertenecian a especies raras o infrecuentes poco o no representadas en las bases
de datos. La inclusion futura de espectros de referencias de cepas pertenecientes a estas especies
probablemente mejoraria su identificacién.

En esta versidon también se valido la base de datos LevDMic v2 en la identificacion a nivel de especie de C.
neoformans y su diferenciacion de C. deneoformans e hibridos. Esta validacion fue realizada con aislados
pertenecientes a nuestro pais, las cuales pueden diferir de los circulantes en otros paises.

El conocimiento de las fortalezas y las debilidades de la técnica permite brindar resultados confiables. En
este sentido, incluimos aqui recomendaciones para cada grupo taxondmico de levaduras de importancia
clinica (ver Anexo 1y 2).
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ANEXO 1 Recomendaciones para la identificacion de levaduras de la division

Ascomycota

Nro de espectros de

Género/Complejo Especie referencia en las Informar preliminar Informe definitivo
bases
. BDAL . .
LevDMic MBT8468 Macro y micromorfologia
Candida
Candida africana 0 2 Candida albicans -
Complejo C. albicans Candida albicans 11 31 Candida albicans -
Candida dubliniensis 5 16 Candida dubliniensis -
. . . . Secuenciacién de las regiones ITS 6
Candida auris 0 9 Candida auris D1/D2 del ADN ribosomal
. " . . Secuenciacién de las regiones ITS 6
Candida blankii 1 4 Candida blanki D1/D2 del ADN ribosomal
Candida bracarensis 2 Candida bracarensis -
Complejo C. glabrata Candida glabrata 14 Candida glabrata -
Candida nivariensis 3 6 Candida nivariensis -
. . . Secuenciacién de las regiones ITS 6
Candida ethanolica 1 0 Candida sp. D1/D2 del ADN ribosomal
. " . " Secuenciacién de las regiones ITS y
Candida duobushaemulonii 2 8 Complejo C. haemulonii D1/D2 del ADN ribosomal
. " . " Secuenciacién de las regiones ITS y
Candida haemulonii 3 8 Candida haemulonii D1/D2 del ADN ribosomal
Complejo C. haemulonii - — — -
Candida haemulonii var 1 4 Candida haemulonii Secuenciacién de las regiones ITS y
vulnera D1/D2 del ADN ribosomal
. " . " Secuenciacién de las regiones ITS y
Candida pseudohaemulonii 1 3 Complejo C. haemulonii D1/D2 del ADN ribosomal
Candida intermedia 1 8 Candida intermedia Secuenciacién de las regiones ITS
Secuenciacién de las regiones,
Candida palmioleophila 0 4 Candida palmioleophila D1/D2 del ADN ribosomal y EF-1a,
RPB1 o RPB2
Candida metapsilosis 5 7 Candida metapsilosis -
Complejo C. parapsilosis | Candida orthopsilosis 8 Candida orthopsilosis -
Candida parapsilosis 12 18 Candida parapsilosis -
. . . . Secuenciacién de las regiones ITS 6
Candida sojae 0 3 Candida sojae D1/D2 del ADN ribosomal
Candida tropicalis 8 18 Candida tropicalis -
. . . . . " Secuenciacién de las regiones ITS 6
Candida viswanathii 1 3 Candida viswanathii D1/D2 del ADN ribosomal
. . . . Secuenciacién de las regiones ITS 6
Candida zeylanoides 0 10 Candida zeylanoides D1/D2 del ADN ribosomal
. Clavispora lusitaniae Clavispora lusitaniae
Cl 9 19 -
avispora (Candida lusitaniae) (Candida lusitaniae)
. . Lo . L Secuenciacidn de las regiones ITS y
Cyberlindnera Cyberlindnera fabianii 1 8 Cyberlindnera fabianii D1/D2 del ADN ribosomal
. e . Secuenciacidn de las regiones ITS y
Cyberlindnera mississippiensis | O 5 Cyberlindnera sp. D1/D2 del ADN ribosomal
Cyberlindnera jadinii (Candida ) 1 Cyberlindnera jadinii Secuenciacién de las regiones ITS y
utilis) (Candida utilis) D1/D2 del ADN ribosomal
Debaryomyces
Debaryomyces fabryi 1 0 Complejo D. hansenii Secuenciacion de las regiones ITS,
yomy 4 plejo & D1/D2 del ADN ribosomal y ACT1
Debaryomyces hansenii . " Secuenciacién de las regiones ITS,
5 3 C lejo D. h
. . (Candida famata) omplejo ansent D1/D2 del ADN ribosomal y ACT1
Complejo D. hansenii — -
Debaryomyces nepalensis 1 0 Complejo D. hansenii Secuenciacion de las regiones ITS,
yomyces nep plejo & D1/D2 del ADN ribosomal y ACT1
. . Secuenciacién de las regiones ITS,
Debaryomyces tyrocola 1 0 Complejo D. hansenii D1/D2 del ADN ribosomal y ACT1
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Nro de espectros de

Género/Complejo Especie referencia en las Informar preliminar Informe definitivo
bases
Diuting Diutina catenulata (Candida 0 5 Diutina catenulata (Candida | Secuenciacion de las regiones ITS 6
catenulata) catenulata) D1/D2 del ADN ribosomal
Diutina rugosa (Candida 1 5 Compleio D. rugosa Secuenciacién de las regiones ITS 6
. rugosa) plejo &. rug D1/D2 del ADN ribosomal
Complejo D. rugosa - -
Diutina neorugosa 2 0 Complejo D. rugosa Secuenciacion de las regiones ITS 6
g plejo &. rug D1/D2 del ADN ribosomal
Hanseniaspora Hanseniaspora opuntiae 0 2 Hanseniaspora opuntiae Secuenciacion de las regiones ITS,
P poraop pora op D1/D2 del ADN ribosomal y ACT1
Hanseniaspora lachancei 0 1 Hanseniaspora s Secuenciacion de las regiones ITS,
P pora sp. D1/D2 del ADN ribosomal y ACT1
Hanseniaspora uvarum 0 8 Hanseniaspora s Secuenciacion de las regiones ITS,
P pora sp. D1/D2 del ADN ribosomal y ACT1
. . . . . Secuenciacién de las regiones ITS y
Geotrichum Geotrichum candidum 0 5 Geotrichum candidum D1/D2 del ADN ribosomal
Geotrichum silvicola 0 4 Geotrichum s Secuenciacion de las regiones TSy
p- D1/D2 del ADN ribosomal
Geotrichum s 0 1 Geotrichum s Secuenciacién de las regiones ITS y
p: p- D1/D2 del ADN ribosomal
Kazachstania
Kazachstania bovina 1 1 Complejo K. telluris Secuenciacion de las regiones ITS 6
plejo k. D1/D2 del ADN ribosomal
Kazachstania heterogénica 1 0 Complejo K. telluris Secuenciacion de las regiones ITS 6
g piejo £. D1/D2 del ADN ribosomal
. . L " . . Secuenciacion de las regiones ITS 6
Complejo K. telluris Kazachstania pintolopesii 0 2 Complejo K. telluris D1/D2 del ADN ribosomal
. . . . Secuenciacién de las regiones ITS 6
Kazachstania slooffiae 1 1 Complejo K. telluris D1/D2 del ADN ribosomal
. . . . Secuenciacién de las regiones ITS 6
Kazachstania telluris 0 4 Complejo K. telluris D1/D2 del ADN ribosomal
Kluyveromyces marxianus Kluyveromyces marxianus
Ki 4 13 -
uyveromyces (Candida kefyr) (Candida kefyr)
Kluyveromyces lactis 0 9 Kluyveromyces lactis Secuenciacién de las regiones ITS 6
(Candida sphaerica) (Candida sphaerica) D1/D2 del ADN ribosomal
Kodamaea ohmeri (Candida Kodamaea ohmeri (Candida
Kodamaea guilliermondii var. 2 7 guilliermondii var. -
membranifaciens) membranifaciens)
. . Secuenciacién de las regiones ITS 6
Lodderomyces Lodderomyces elongisporus 1 4 Lodderomyces elongisporus D1/D2 del ADN ribosomal
. Magnusiomyces capitatus Magnusiomyces capitatus Secuenciacién de las regiones ITS y
M 2 13
agnusiomyces (Geotrichum capitatum) (Geotrichum capitatum) D1/D2 del ADN ribosomal
Magnusiomyces clavatus 0 4 Magnusiomyces clavatus Secuenciacién de las regiones ITS y
(saprochaete clavata) (saprochaete clavata) D1/D2 del ADN ribosomal
Metschnikowia Metschnikowia pulcherrima 0 4 Metschnikowia pulcherrima | Secuenciacion de las regiones ITS y
(Candida pulcherrrima) (Candida pulcherrrima) D1/D2 del ADN ribosomal
Meyerozyma
Meyerozyma caribbica . - " Secuenciacién de las regiones ITS,
5 0 C lejo M. guill. d
(Candida fermentati) omplejo M. guitiiermonali D1/D2 del ADN ribosomal y ACT1
Complejo M. Meyerozyma carpophila . - " Secuenciacién de las regiones ITS,
1 2 C lejo M. guill. d
guilliermondii (Candida carpophila) omplejo M. guitiiermonall D1/D2 del ADN ribosomal y ACT1
Meyerozyma guilliermondii 1 14 Meyerozyma guilliermondii )
(Candida guillermondii) (Candida guillermondii)
Secuenciacién de las regiones ITS y
Ogataea Ogataea polymorpha 1 1 Ogataea sp. D1/D2 del ADN ribosomal
pichia Pichia cactophila (Candida 5 3 Pichia cactophila (Candida i
inconspicua) inconspicua)
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Género/Complejo Especie referencia en las Informar preliminar Informe definitivo
bases
Pichia fermentans (Candida 0 10 Pichia fermentans (Candida | Secuenciacion de las regiones ITS 6
lambica) lambica) D1/D2 del ADN ribosomal
. . . . Secuenciacién de las regiones ITS y
Pichia kluyveri 0 1 Pichia kluyveri D1/D2 del ADN ribosomal
Pichia kudriavzevii (Candida 5 17 Pichia kudriavzevii (Candida i
krusei) krusei)
Pichia manshurica 1 1 Pichia manshurica Secuenciacién de las regiones ITS
Pichia membranifaciens Pichia membranifaciens o .
1 8 S del ITS
(Candida valida) (Candida valida) ecuenciacion de fas reglones
Pichia norvegensis (Candida 1 3 Pichia norvegensis (Candida | Secuenciacion de las regiones ITS 6
norvegensis) norvegensis) D1/D2 del ADN ribosomal
. . . Secuenciacién de las regiones ITS 6
Pichia pseudocactophila 0 1 Pichia sp. D1/D2 del ADN ribosomal
Saccharomyces Saccharomyces cerevisiae 3 13 Saccharomyces cerevisiae -
Starmerella magnoliae Secuenciacién de las regiones ITS 6
St 1l 0 2 St Ila sp.
armerelia (Candida magnoliae) armeretia sp D1/D2 del ADN ribosomal
Starmerella sorbosivorans 0 1 Starmerella s Secuenciacién de las regiones ITS 6
(Candida sorbosivorans) p- D1/D2 del ADN ribosomal
Trichomonascus
Trichomonascus allociferrii 0 1 Complejo T. ciferrii Secuenciacion de las regiones ITS y
. o piejo 1. D1/D2 del ADN ribosomal
Complejo T. ciferrii S —cionde - s
. S . I ecuenciacion de las regiones ITS y
Trichomonascus ciferrii 0 2 Complejo T. ciferrii D1/D2 del ADN ribosomal
Wickerhamiella W/cke'rhamlella pararugosa 1 9 W/cke'rhamlella pararugosa Secuenciacién de las regiones ITS
(Candida pararugosa) (Candida pararugosa)
Wickerhamomvces Wickerhamomyces anomalus 6 7 Wickerhamomyces anomalus | -
y (Candida pelliculosa) (Candida pelliculosa)
W/ckerhamomyces 1 0 W/ckerhamomyces Secuenciacién de las regiones ITS
myanmarensis myanmarensis
Yarrowia ){arrowla lipolytica (Candida 1 10 ){arrowla lipolytica (Candida | -
lipolytica) lipolytica)
Zygosaccharomyces
. i . . e Secuenciacidn de las regiones ITS y
Complejo Z. bailii Zygosaccharomyces bailii 0 3 Complejo Z. bailii D1/D2 del ADN ribosomal
Zygosaccharomyces rouxii 1 5 Zygosaccharomyces s Secuenciacion de las regiones TSy
ve ¥ va y p- D1/D2 del ADN ribosomal
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Nro de espectros de

Género Especie/Complejo referencia en las Informe preliminar Informe definitivo
bases
. BDAL . .
LevDMic MBT8468 Macro y micromorfologia
Apiotrichum domesticum
Apiotrichum domesticum 1 0 (Trichosporon domesticum) / Secuenciacién de las regiones
(Trichosporon domesticum) Apiotrichum montevideense ITS,D1/D2 y IGS1 del ADN ribosomal
Apiotrichum (Trichosporon montevideense)
Apiotrichum domesticum
Apiotrichum montevideense 0 1 (Trichosporon domesticum) / Secuenciacién de las regiones
(Trichosporon montevideense) Apiotrichum montevideense ITS,D1/D2 y IGS1 del ADN ribosomal
(Trichosporon montevideense)
Apiotrichum
mycotoxinivorans 0 ) Apiotrichum mycotoxinivorans Secuenciacién de las regiones
(Trichosporon (Trichosporon mycotoxinivorans) ITS,D1/D2 y IGS1 del ADN ribosomal
mycotoxinivorans)
Secuenciacidn de las regiones ITS y
Bull b 1 0 Bull b
Bulleromyces ulleromyces albus ulleromyces albus D1/D2 del ADN ribosomal
Cryptococcus Complejo Cryptococcus gattii 17 18 Complejo Cryptococcus gattii -
Cryptococcus gattii 6 sin dato | Complejo Cryptococcus gattii PCR_R:'{;::;:E::VL;&QS(KA'\LA;; flocus
. . . . PCR-RFLP del gen URAS5 / Multilocus
Cryptococcus deuterogattii 6 sin dato | Complejo Cryptococcus gattii sequence typing (MLST)
PCR-RFLP del gen URAS / Multil
Cryptococcus bacillisporus 2 sin dato | Complejo Cryptococcus gattii sequ:ncg::yping (I</ILS#) flocus
Cryptococcus tetragattii 1 sin dato | Complejo Cryptococcus gattii PCR-RFLP del gen URAS / Multilocus
P g piejo LIyp g sequence typing (MLST)
PCR-RFLP del gen URAS5 / Multil
Cryptococcus decagattii 2 sin dato | Complejo Cryptococcus gattii sequ:ncg::yping (I</ILS#) flocus
Complejo Cryptococcus 25 23 Complejo Cryptococcus )
neoformans neoformans
Cryptococcus neoformans 12 15 Cryptococcus neoformans -
C lejo Crypt
Cryptococcus deneoformans 6 8 omplejo Lryptococeus PCR-RFLP del gen URA5
neoformans
Hibrido Cryptococcus Compleio Crvptococcus
neoformans x Cryptococcus 2 sin dato piejo LIyp PCR-RFLP del gen URA5
neoformans
deneformans VNIl
Hibrido Cryptococcus Compleio Crvptococcus
neoformans x Cryptococcus 5 sin dato neofzrriwansyp PCR-RFLP del gen URA5
deneformans VNII-VNIV
Cutaneotrichosporon . L .
curvatum (Cryptococcus 1 ) Cutaneotrichosporon curvatum Secuenciacién de las regiones
. yp (Cryptococcus curvatus) ITS,D1/D2 y IGS1 del ADN ribosomal
Cutaneotrichosporon | curvatus)
Cutaneotrichosporon
debeurmannianum 0 ) Cutaneotrichosporon s Secuenciacién de las regiones
(Trichosporon P p- ITS,D1/D2 y IGS1 del ADN ribosomal
debeurmannianum)
Cutaneotrichosporon jirovecii 0 3 Cutaneotrichosporon jirovecii Secuenciacién de las regiones
(Trichosporon jirovecii) (Trichosporon jirovecii) ITS,D1/D2 y IGS1 del ADN ribosomal
Cutaneotrichosporon (Cuta;: eotrichosporondml)m/oides Secuenciacién de las regiones
; ; Trichosporon mucoides,
mucoides (Trichosporon 0 2 >
mucoides) Cutaneotrichosporon dermatis ITS,D1/D2 y IGS1 del ADN ribosomal
(Trichosporon dermatis)
Cystobasidium minutum 1 3 Cystobasidium minutum Secuenciacidn de las regiones ITS y
Cystobasidium (Rhodotorula minuta) (Rhodotorula minuta) D1/D2 del ADN ribosomal
Cystobasidium slooffiae . Secuenciacidn de las regiones ITS y
0 1 Cystobasid .
(Rhodotorula slooffiae) ystobasiaium sp D1/D2 del ADN ribosomal
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Especie/Complejo

Nro de espectros de
referencia en las

bases

Informe preliminar

Informe definitivo

Filobasidium magnum

Filobasidium magnum

Secuenciacidn de las regiones ITS y

0 3 .
Filobasidium (Cryptococcus magnus) (Cryptococcus magnus) D1/D2 del ADN ribosomal
Filobasidium uniguttulatum 1 6 Filobasidium uniguttulatum Secuenciacidn de las regiones ITS y
(Cryptococcus uniguttulatus) (Cryptococcus uniguttulatus) D1/D2 del ADN ribosomal
Secuenciacidn de las regiones ITS y
Hannaella luteola 0 1 .
Hannaella Hannaella luteola D1/D2 del ADN ribosomal
. . Secuenciacidn de las regiones ITS y
Malassezia Malassezia furfur ! 9 Malassezia sp. D1/D2 del ADN ribosomal
. . Secuenciacidn de las regiones ITS y
Malassezia pachydermatis 1 8 .
pacty Malassezia pachydermatis D1/D2 del ADN ribosomal
. o . Secuenciacidn de las regiones ITS y
Malassezia sympodialis 1 0 Malassezia sp. D1/D2 del ADN ribosomal
Moesziomyces aphidis 1 1 Moesziomyces aphidis Secuenciacidn de las regiones ITS y
Moesziomyces (Pseudozyma aphidis) (Pseudozyma aphidis) D1/D2 del ADN ribosomal
Moesziomyces hubeiensis 1 0 Moesziomyces hubeiensis Secuenciacidn de las regiones ITS y
(Pseudozyma hubeiensis) (Pseudozyma hubeiensis) D1/D2 del ADN ribosomal
Naganishia albida 1 1 Naganishia albida (Cryptococcus Secuenciacién de las regiones ITS y
Naganishia (Cryptococcus albidus) albidus) D1/D2 del ADN ribosomal
Naganishia albidosimilis 0 ) N. diffluens (C. diffluens)/N. Secuenciacidn de las regiones ITS y
(Cryptococcus albidosimilis) albidosimilis (C. albidosimilis) D1/D2 del ADN ribosomal
Naganishia diffluens 1 3 N. diffluens (C. diffluens)/N. Secuenciacidn de las regiones ITS y
(Cryptococcus diffluens) albidosimilis (C. albidosimilis) D1/D2 del ADN ribosomal
Naganishia globosa 0 3 Naganishia globosa (Cryptococcus | Secuenciacion de las regiones ITS y
(Cryptococcus saitoi) saitoi) D1/D2 del ADN ribosomal
I\(I:aga:/shla llq7>efac1en-s 0 1 Naganishia liquefaciens Secugr;;s;lgnlcieDI;s !“sglonesllTS y
(Cryptococcus liquefaciens) (Cryptococeus liquefaciens) e ribosoma
?gga::c’;ZZSZbekmanensm 0 ) Secuenciacidn de las regiones ITS y
VP . . i D1/D2 del ADN ribosomal
uzbekistanensis) Naganishia sp.
Papiliotrema flavescens . Secuenciacién de las regiones ITS y
Papiliotrema (Cryptococcus flavescens) 0 2 Papiliotrema sp. D1/D2 del ADN ribosomal
Papiliotrema laurentii 1 5 Papiliotrema laurentii Secuenciacién de las regiones ITS y
(Cryptococcus laurentii) (Cryptococcus laurentii) D1/D2 del ADN ribosomal
Rhodotorula Rhodotorula mucilaginosa 4 11 Rhodotorula mucilaginosa -
Sporobolomyces roseus 0 1 Secuenciacién de las reglones ITSy
Sporobolomyces Sporobolomyces sp. D1/D2 del ADN ribosomal
Sporobolomyces salmonicolor 0 ) Sporobolomyces salmonicolor Secuenciacién de las regiones ITS y
(Sporidiobolus salmonicolor) (Sporidiobolus salmonicolor) D1/D2 del ADN ribosomal
. Sterigmatomyces elvige 1 0 . . Secuenciacién de las reglones ITSy
Sterigmatomyces Sterigmatomyces elviae D1/D2 del ADN ribosomal
Secuenciacién de las regiones 1GS1
Trichosporon asahii 14 11 del ADN ribosomal para
Trichosporon Trichosporon asahii genotipificacion
Secuenciacién de las regiones
Trich I 1 1
richosporon faecale Trichosporon faecale ITS,D1/D2 y IGS1 del ADN ribosomal
. s Trichosporon ovoides/ Secuenciacién de las regiones
Trich ki 3 8
fichiosporon inkin Trichosporon inkin ITS,D1/D2 y IGS1 del ADN ribosomal
. . . Trichosporon japonicum/ Secuenciacién de las regiones
Trichosporon japonicum 0 ! Trichosporon asteroides ITS,D1/D2 y IGS1 del ADN ribosomal
. . Trichosporon ovoides/ Secuenciacién de las regiones
Trichosporon ovoides 0 4 Trichosporon inkin ITS,D1/D2 y IGS1 del ADN ribosomal
S iacién de | i ITS
Vanrija humicola 0 2 Vanrija sp. ecuenciacion de fas reglones >y

Vanrija

D1/D2 del ADN ribosomal

co



