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RESUMEN

Los hongos dermatofitos se caracterizan por invadir los tejidos queratinizados,
pueden llegar a ser patégenos del ser humano y animales, constituyen un
problema de relevancia a nivel mundial y su distribucion depende del area
geogréfica, factores migratorios, ocupacionales, entre otros. En esencia, la
clasificacion de los dermatofitos se ha realizado de una forma micro/macroscopica,
comparar estructuras, conidios, asi como caracteristicas de las colonias. Esta
identificacion es complicada, requiere practica y existen especies con igual o
similar estructura. En la actualidad, su clasificacion se basa en estudios
polifasicos, los cuales incluyen varios tipos de pruebas entre las que destaca la

biologia molecular, la cual ha evolucionado desde la época de los 80’s.

En el presente estudio se tuvo como objetivo analizar las relaciones filogenéticas
entre las especies de los géneros Microsporum y Trichophyton aislados de
muestras clinicas procedentes de Guatemala y Republica Dominicana. Se
caracterizaron las muestras respecto a las variantes epidemiolégicas: sexo, edad,
origen, sitio anatomico, clasificacion micoldgica y hallazgo microscopico y se
utilizaron meétodos fenotipicos: caracterizacion microscopica y macroscopica;
métodos genotipicos: reaccidn en cadena de la polimeraza (PCR) utilizando como
marcador la region ITS1-5.8s-ITS2, secuenciacion de esta region; métodos
bioinformaticos: edicion de electroferogramas (Bioedit ver 7.2.5), comparacién
gendmica con uso del algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) del
NCBI, elaboracion de arboles filogenéticos mediante uso de Jmodeltest (ver 2.1.10
para determinar el mejor modelo evolutivo), MEGA 7.0 en el caso de Maxima
Verosimilitud y Maxima Parsimonia, MrBayes v3.2.6 en el caso de Inferencia
Bayesiana y FigTree ver 1.4.1 para la edicion de los arboles obtenidos. Este
estudio fue de tipo retrospectivo, transversal y descriptivo. Se utiliz6 la totalidad de

las cepas obtenidas.



Se analizaron 61 cepas, 42 procedentes de Guatemala y 19 de Republica
Dominicana, estas fueron identificadas por métodos fenotipicos ademas, se
obtuvo el DNA gendmico de éstos y posteriormente se amplificd con la regién ITS
del rDNA. Las secuencias obtenidas, se compararon con todas las secuencias
depositadas en el GenBank, a través del algoritmo BLASTn. Los alineamientos de
las secuencias se analizaron tomando en cuenta los porcentajes de similitud,
identidad y valores de expectacion. Se identificaron para Guatemala nueve cepas
de N. gypsea, nueve de N. incurvata, 15 de T. interdigitale, dos de M. canis, una
de N. nana, una de T. rubrum, y cinco de T. mentagrophytes cinco cepas. En
cuanto a Republica Dominicana, se identificaron siete cepas de T. rubrum, tres de
M. canis, tres de T. interdigitale, una de T. mentagrophytes, una de M. audouinii,

dos de T. equinum y una de M. ferrugineum.

Se establecid la filogenia de las especies de los géneros Microsporum y
Trichophyton, y se determin6 que, en el caso de Guatemala, el mejor método fue
el de Inferencia Bayesiana; no se logré una buena resolucion del complejo T.
mentagrophytes. Respecto a Republica Dominicana, se obtuvo concordancia de
los tres métodos y no se logro buena resolucion en el caso de M. audounii ni en el
caso del complejo T. mentagrophytes. Asi mismo, no existi0 mayor diferencia
filogenética inter-especie y se observé una agrupacion intra-especie en el caso de
N. incurvata respecto a una cepa Asiatica y una cepa Europea. El presente estudio
es el primero en establecer una clasificacion molecular y filogenia de los hongos
dermatofitos de Guatemala y Republica Dominicana; en él se evidencian algunas
especies no reportadas con anterioridad y se establecen las relaciones
filogenéticas de las mismas. Sin embargo, dada la resolucion de los arboles, se
recomienda utilizar otros marcadores moleculares como proteina ribosomal 60S,
B-tubulina, y el factor de elongacion 1-a (tef-1a), concatenarlos y obtener arboles
mas robustos. Se abre el espacio para otros estudios moleculares comparativos
como: estudios de genomas completos, proteébmica o metabolomica de estos

microorganismos con el fin de profundizar en su estudio.
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l. INTRODUCCION

Los dermatofitos son hongos que invaden y se propagan en la piel
queratinizada de los mamiferos, incluidos los seres humanos y causan a menudo
infecciones contagiosas (Weitzman y Summerbell, 1995). La enfermedad causada
por estos hongos (dermatofitosis) es comun en todo el mundo (Outerbridge, 2006)
y tiene relevancia en el area veterinaria y de salud publica (Weitzman y
Summerbell, 1995; Cafarchia et al., 2009, 2012). La distribucién de estos hongos
varia considerablemente, de acuerdo al area geografica de procedencia y otros
factores epidemiol6gicos como la edad, el sexo o las estaciones (Weitzman y
Summerbell, 1995; Cafarchia et al., 2004, 2006; Lorio et al., 2007; Mirzahoseini et
al., 2009; Bassiri-Jahromi et al., 2009; Rezaei-Matehkolaei et al., 2013).

Los dermatofitos pertenecen a los géneros Microsporum, Trichophyton,
Epidermophyton, Nannizzia, Arthroderma, Paraphyton, Lophophyton vy
Ctenomyces; ellos incluyen cerca de 30 de las 40 especies conocidas como
posibles agentes patdgenos de los seres humanos y otros mamiferos (Kanbe,
2008; De Hoog et al, 2017). Los hongos Trichophyton rubrum, T. tonsurans,
complejo T. mentagrophytes, asi como Microsporum canis, M. gypseum y E.
floccosum son considerados como los principales agentes etiologicos de las
dermatofitosis en los seres humanos (Weitzman y Summerbell, 1995; Das et al.,
2007). Con base en su ecologia, los dermatofitos se han dividido en tres grupos:
antropofilicos, zoofilicos, y geofilicos (Weitzman y Summerbell, 1995; Cafarchia et
al., 2006; Graser et al., 2008).

La identificacion de un dermatofito a nivel de especie es epidemioldgica,
ecoldgica y terapéuticamente significativa (Panasiti et al., 2007). Durante la Ultima
década, se han realizado progresos en la sistematica moderna de los
dermatofitos; sin embargo, aun existen problemas en su caracterizacion, que es
de gran relevancia para el analisis filogenético e identidad taxonémica, asi como

para la practica clinica y epidemiologia (Ameen, 2010; Vena et al., 2012). Durante



las dos ultimas décadas, la secuenciacion del DNA vy la sistematica molecular han
generado nuevos conceptos de especie en dermatofitos. Esto caus6é una
reduccién en el nUmero de taxa reconocidas (Graser et al., 2008) y, por otro lado,
condujo al descubrimiento de algunas especies cripticas nuevas (Choi et al., 2012;
Hubka et al., 2014a, 2014b). En la dltima década, se han realizado estudios de
sistematica moderna, por medio de marcadores moleculares como las regiones
del espaciador interno transcrito 1 (ITS1) y 2(ITS2) del rDNA (Graser et al., 2008).
Estos marcadores han demostrado ser Utiles en resolver las relaciones entre
organismos taxondmicamente relacionados (Carbone et al., 1993; Lobuglio et al.,
1993; Berbee et al., 1995). En el campo de la micologia médica, los marcadores
ITS y el sistema de oligonucleotidos disefiados por Makimura et al. (1998) y White
et al. (1990), han sido ampliamente utilizados en estudios filogenéticos.

En Guatemala y Republica Dominicana no existen estudios moleculares
sobre los hongos dermatofitos, y la informacion a nivel latinoamericano no ha sido
del todo esclarecida, por lo que el presente estudio brinda informacion molecular
sobre estos hongos procedentes de Guatemala y Republica Dominicana, con el fin
de identificarlos, establecer relaciones inter/intra-especies y establecer relaciones
evolutivas por medio del uso del espaciador interno transcrito 1 (ITS1), region 5.8s
y 2(ITS2) del rDNA (Graser et al.,, 2008). Asi mismo, se contemplo el uso de
secuenciacion para dicha regién y un analisis filogénico por medio de los métodos

de Maxima Verosimilitud, Maxima Parsimonia e Inferencia Bayesiana.

Dada la barrera geogréfica, el distinto origen de las poblaciones humanas y
al considerar la posible migracion de los dermatofitos, se pretendié establecer si
existen diferencias o similitudes en su agrupaciéon segun el andlisis filogenético.
Este estudio constituye la base para utilizar herramientas moleculares para
identificar correctamente a las especies de dermatofitos, ya que en Guatemala y
Republica Dominicana la identificacion de estos organismos, solo se lleva a cabo

utilizando los métodos convencionales, asi como andalisis de otras caracteristicas.



.  ANTECEDENTES

A. Aspectos historicos de la dermatomicosis

Las dermatomicosis son conocidas desde la antigtiedad y se definen como
infecciones de origen fungico que afectan el estrato cérneo de la piel y apéndices
tales como ufas, pelo y superficie de las membranas mucosas. Estas ocurren
alrededor del mundo, pero son mas predominantes y endémicas en algunas
regiones. Las infecciones fungicas son consideradas como menos frecuentes
respecto a las bacterias o parasitos. Durante los Ultimos veinte y cinco afios se ha
incrementado su frecuencia debido al aumento de casos VIH, tratamientos de

inmunosupresion, cancer y trasplantes (Arenas, 2011).

Las micosis superficiales fueron descritas por Hipdcrates (460-377 AC), asi
como también describe las lesiones provocadas por Candida albicans
denominandolas “aphtae albae”, fue Galeno (130-200 AC) quien corrobord dicho
hallazgo (Arenas, 2011). Celsus describe la tifia inflamatoria o querion, asi como el
favus. Entre los primeros usos de los términos micoldgicos se encuentra el de la
palabra “tinea” por médicos en la escuela de Galeno, para referirse a lesiones de
piel cabelluda (Arenas, 2011). Durante un viaje de William Dampier a Filipinas,
este describe lesiones caracteristicas provocadas por la tinea imbricata, conocida
por los lugarefios de las islas como “Tokelau”. En 1798 William y Bateman

cambian el término de tifia por “herpes circinado” o tinea corporis (Arenas, 2011).

Los origenes de la micologia médica se remontan a 1835 donde se
obtuvieron grandes logros gracias a los estudios de Agostino Bassi, alumno de
Volta, Scarpa y Lazzaro Spallanzani (fundador de la biologia moderna). Bassi
descubre que la muscardina del gusano de seda era producto del hongo
Beauveria bassiana que, posteriormente, es clasificado como Botrytris bassiana
por Giuseppe Balsamo-Crivelli (Bonifaz, 2012). En 1845 Per Hendrik Malmsten

descubre el género Trichophyton.



En 1850 J.B. Georg W. Fresenius utiliza el término aspergilosis, la cual fue
una de las primeras patologias descritas en seres humanos y animales. En 1827
se sospecha la existencia de un hongo asociado al favus, el cual es estudiado,
descrito y publicado por Johann Lukas Schénelin en 1839, aunque la primera
observacion de este hongo y de la primera dermatofitosis (favus) fue hecha por
Roberth Remark, quien encuentra hifas y artroconidios en las lesiones provocadas
por este hongo (Bonifaz, 2012). En 1840 Remark publica la existencia de un
vegetal en el aire circundante de los pacientes que presentaban favus y
comprueba la naturaleza de la enfermedad provocandose autoinoculacion nhombra
1845 Achorion schoenleinii en honor a su maestro; esta publicacion es
considerada como el primer tratado de micologia (Bonifaz, 2012).

David Gruby fue el primero en descubrir la tifia microsporica y cultivd
Microsporum audouinii por vez primera; este dermatofito fue denominado asi
debido al tamafio de las esporas y en honor a Victor Audouin. Sus
descubrimientos fueron publicados en el libro “Memorie sur une végétation qui
constitue la vraie teigne” (Arenas, 2011). En 1842 Gruby presenta el hongo del
agodoncillo ante la Academie de Sciences de Paris; en 1844, publica un estudio
sobre Trichophyton tonsurans como agente etioldgico de tifias con parasitacion
endothrix (Bonifaz, 2012). A mediados del siglo XIX Malmsten descubre y crea el

género Trichophyton en 1845 (Arenas, 2011).

En 1847 Charles Robin descubre a T. mentagrophytes, publica en 1853 su
libro titulado Histoire Naturelle des végétaux parasites. Robin propone la
clasificacion de Oidium albicans (Arenas, 2011). En 1853 también se descubre
gue las onicomicosis son causadas por dermatofitos; dicho descubrimiento, fue
realizado por Baun y Meissner. En 1870 se asocia a Epidermophyton floccosum
con tinea cruris gracias a los estudios de Ferdinand von Hebra y, en el mismo afio,
William Tilbury Fox identifica la tinea mannum, En 1883 Majocchi describe el

granuloma tricofitico (Arenas, 2011).



Es importante destacar que durante el siglo XIX uno de los micélogos més
destacados es el dermatélogo francés Raymond Jacques Adrien Sabouraud, quien
fue alumno de Emili Roux en el curso de microbiologia del Instituto Pasteur, para
posteriormente convertirse en dermatélogo y estudiante de Emilie Vidal y Ernest
Besnier. Sabouraud publica en 1892 su primer trabajo, titulado: “Etude clinique,
histologique et bacteriologique sur la pluralité des Thrichophytons de I'homme”.
Dos afios mas tarde en 1894 escribe los resultados de sus primeros tres afios de
investigacion en el libro “Les Trichophyties humanies”. Sabouraud clasifica los
agentes etiolégicos de las dermatomicosis en cuatro grupos: Achorion,
Epidermophyton, Trichophyton y Microsporum. En 1890 publica su libro “Les
teines”, el cual es considerado una obra maestra de la literatura médica.
Sabouraud estudia, cultiva (utiliza su propio medio) e identifica muchas especies
de hongos (Bonifaz, 2012).

Posterior a las clasificaciones hechas, en 1934, Emmons propone la
taxonomia actual para los dermatofitos reagrupandolos en tres géneros:
Trichophyton, Epidermophyton y Microsporum. En el siglo XX fueron descubiertas
gran cantidad de especies: T. violaceum, T. verrucosum, M. canis, y M. gypseum
por Bodin. E. floccosum por Sabouraud, T. rubrum por Castellani y Sabouraud
(Bonifaz, 2012).

Raymond Vanbreuseghem, descubre Keratinomyces (Trichophyton) allejoi,
el cual fue aislado del medio ambiente al utilizar la técnica de anzuelo, la cual
consiste en colocar pelo estéril proveniente de caballos para capturar hongos
keratinofilicos; dicha técnica ayudé a investigar sobre el ambiente de los
dermatofitos. En 1954 Connant agrupa varias especies en el género Trichophyton
en base a las similaridades macro y microscopicas (Bonifaz, 2012). Dada la
similitud en la morfologia, en 1958 Lucile George introdujo una técnica que se
basa en requerimientos nutricionales, la cual ayud6 a separar hongos tales como:

T. equinum, T. megninii, T. verrucosum y T. tonsurans (Bonifaz, 2012).



En el siglo XX, Bruno Bloch estudia algunos aspectos inmunoldgicos de las
dermatofitosis humanas y utiliza para ello modelos animales (cerdos de guinea);
también estudia la intradermorreaccion utiliza tricofitina, antigeno obtenido por
medio de filtracion del crecimiento liquido de algunos dermatofitos (Bonifaz, 2012).
En 1961, dados los estudios de Dawson, Gentles y Stockdale se retoma la
importancia al reconocimiento de la forma teleomorfa de los dermatofitos. Es
Stokdale quien descubre que algunos de los dermatofitos que aparentemente no
presentaban una forma teleomorfa podian se inducidos a través del apareamiento
con Arthroderma simi, demostré6 de esta manera que varios dermatofitos podian
tener un ancestro comun (Dawson & Gentles, 1961; Stockdale, 1961). Luego de
establecer las caracteristicas microscopicas y los aspectos de apareamiento se
compilaron manuales de identificacion (Estados Unidos/Inglaterra) por Rebell,
Taplin y Kane (Makimura et al, 1999). Davison et al, comienzan la era de estudios
sobre la biologia molecular de los dermatofitos. Dada la similitud en la
secuenciacion de los fragmentos de restriccion se logra establecer la cercania que
existe entre los dermatofitos intra e inter especies y géneros (Dawson & Gentles,
1961, Stockdale, 1961).

El primer arbol filogenético con base en caracteristicas moleculares se logra
desarrollar gracias a Graser et al., para posteriormente llevar a cabo diversos
estudios moleculares (Summerbell, Haugland, Gupta, 1999; Graser, Kuijpers, El
Fari, Presber, Hoog, 2000; Graser, Hoog, Kuijper, 2000; Probst, Hoog, Graser,
2003). Estos estudios filogenéticos fueron fuertemente influenciados por la
cercania evolutiva de los dermatofitos, la cual es reciente respecto a sus
huéspedes humanos y animales. Dada esa cercania, la gran cantidad de especies
de dermatofitos disminuyd, ya que se encontré que algunos eran demasiado
similares para ser considerados especies distintas (Dawson & Gentles, 1961;
Stockdale, 1961).



B. Generalidades de las dermatofitosis

Las dermatofitosis son un conjunto de patologias producidas por un
conjunto de hongos denominados dermatofitos, los cuales pertenecen a los
géneros Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton en orden de frecuencia
(Sandoval et al., 2012) . Los dermatofitos son hongos que invaden y se propagan
en la piel queratinizada de los mamiferos, incluidos los seres humanos, causan
infecciones contagiosas (Weitzman y Summerbell, 1995). La enfermedad causada
por estos hongos (dermatofitosis) es comun en todo el mundo (Outerbridge, 2006)
y tiene relevancia en el area de salud publica y veterinaria (Weitzman y
Summerbell, 1995; Cafarchia et al., 2009, 2012).

La distribucion de estos hongos varia considerablemente, segun el area
geografica de procedencia y otros factores epidemiologicos como la edad, el sexo
y las estaciones (Weitzman y Summerbell, 1995; Cafarchia et al., 2004, 2006). Los
dermatofitos pertenecen principalmente a los géneros Microsporum, Trichophyton,
Epidermophyton (en su estado anamorfico) y Arthroderma (en su estado
teleomorfico) y ellos incluyen cerca de 30 de las 40 especies conocidas como
posibles agentes patdgenos de los seres humanos y otros mamiferos (Kanbe,
2008). Los hongos Trichophyton rubrum, T. tonsurans, “complejo” T.
mentagrophytes, asi como Microsporum canis, M. gypseum Yy E. floccosum son
considerados como los principales agentes etioldgicos de las dermatofitosis en los
seres humanos (Weitzman y Summerbell, 1995; Das, Goyal, & Bhattacharya,
2007). Con base en su ecologia, los dermatofitos se han dividido en tres grupos:
antropofilicos, zoofilicos y geofilicos (Véase Anexo 1). Los dermatofitos
antropofilicos son principalmente asociados con los humanos, causantes de
micosis como tinea capitis, tinea corporis, tinea pedis, tinea unguium, y rara vez
infectan animales (Weitzman y Summerbell, 1995; Cafarchia et al., 2006; Graser,
Scott & Summerbell, 2008). Las especies zoofilicas son patdgenos comunes de
los animales y ocasionalmente infectan a los humanos, mientras que los

dermatofitos geofilicos estdn asociados principalmente con materiales



gueratinizados (pelo, plumas, ufias y cuernos) presentes en el ambiente y pueden
ser transmitidos a los seres humanos y animales a través del contacto con el suelo
(Weitzman y Summerbell, 1995). Estos hongos tienen la habilidad de degradar la
gueratina del pelo, las ufias y plumas; pueden producir infecciones superficiales
(dermatofitosis) en la piel de huéspedes humanos y pueden penetrar en los tejidos
mas profundos en huéspedes inmunocomprometidos (Squeo, Beer, Silvers,
Weitzman & Grossman, 1998). Las micosis superficiales se encuentran entre las
formas mas frecuentes de infecciones en los humanos. Se estima que afectan un
20-25 % de la poblacion mundial y su incidencia estd en constante incremento
(Das et al., 2007; Havlickova et al., 2008; Vena et al., 2012). La distribucion de las
infecciones dermatofiticas y sus agentes causales varia segun la region geografica
y esta influenciada por varios factores, como el tipo de poblacion, clima, estilo de
vida, migracion, practicas culturales, condiciones socioeconomicas, entre otras
(Schwartz, 2004; Havlickova, Czaika, & Friedrich, 2008; Ameen, 2010).

Particularmente, las onicomicosis pueden representar hasta el 90 % de las
afecciones en ufias de los pies, mientras que las onicomicosis del lecho unguial
son responsables hasta del 50 % de las patologias ungueales (Ghannoum et al.,
2000). Ademas, dentro de las micosis, éstas corresponden al 30 % de los casos
de micosis superficiales (Faergemann y Baran, 2003). La incidencia aumenta con
la edad, alcanza hasta el 60 % de personas mayores de 60 afios (Anane et al.,
2007). Asi mismo, se considera una de las micosis superficiales con mayor
dificultad en el diagnostico y el tratamiento (Mendoza, Palacios, Cardona y
Gomez, 2012).

En los paises industrializados, alrededor de 20 % de la poblacion con edad
>60 afios y 50 % de la poblacion con edad >70 afios tienen una infeccién por
hongos en los pies (Loo, 2007; Graser, Czaika & Ohst, 2012). Para el tratamiento
de la onicomicosis, el sistema de salud de Estados Unidos, asigna $ 43 millones

de ddlares al afio (Elewski, 2000).



C. Dermatofitosis superficiales.

Tabla 1. Dermatofitosis superficiales, generalidades

Patologia

Generalidades

Clinica

Tifia de la cabeza
(Tinea capitis)

Esta patologia es propia de los nifios y se puede
resolver espontaneamente durante la pubertad.
Los agentes etiolégicos pueden variar respecto al
area geografica, pueden ser M. canis, T.
tonsurans y en algunos casos otras especies del
género Trichophyton como T. rubrum vy T.
mentagrophytes. Esta puede ser seca o0
inflamatoria (Querion de Celso). La variedad
seca se manifiesta en forma de pelos
quebradizos, deformes, gruesos, con una vaina
blanquecina. En cuanto a la tinea inflamatoria,
esta es causada principalmente por M. canisy T.
mentagrophytes. Se manifiesta por un plastéon
inflamatorio el cual esta constituido por pustulas y
abscesos mudltiples, puede haber adenopatias
satélites y, en algunos casos, puede presentarse
en forma de granuloma de Majocchi el cual no se
resuelve espontaneamente (Arenas, 2011). En el
caso de adultos la tinea capitis es excepcional y
se ha informado que es causada por T.
tonsurans, M. canis y T. rubrum. En algunos
casos puede haber presencia de alopecia
cicatrizal caracterizada por mucho prurito y
pérdida de cabello. Generalmente se ha
informado que esta es causada por T. tonsurans,
el cual es un agente etiolégico considerado
emergente en Latinoamérica (Benavides y
Villanueva, 2010; Arenas, 2011).

Figura 1. Tinea capitis. Se observa en las imagenes A y B la lesion
caracteristica de esta patologia. Adaptado de: Torres-Guerrero, E.,
Martinez-Herrera, E., Arroyo-Camarena, S., Porras, C., & Arenas, R.
(2015). Kerion Celsi: A report of two cases due to Microsporum gypseum
and Trichophyton tonsurans. Our Dermatology Online/Nasza
Dermatologia Online, 6(4). Faltan paginas

Fuente: Elaboracién propia



Tabla 1. Dermatofitosis superficiales, generalidades (continuacion)

Patologia

Generalidades

10

Clinica

Tifia del cuerpo
(Tinea corpori

Tifia imbricata
(Tokelau)

Tifia de la Ingle
(Tinea cruris)

Se caracteriza por placas redondas las cuales presentan bordes
activos; en general se presenta de forma cronica y puede curar sola.
Existen dos variedades; microsporica, la que origina placas pequefias
(0.5 a 2 cm de diametro) y tricofitica, la que genera placas grandes en
menor nimero. En México se ha observado un predominio de T.
tonsurans y en nifios y en adultos T. rubrum. Existe otra variedad,
denominada dermatosis glitea dermatofitica o epidemofitosis, la cual
se encuentra limitada a la zona del pafial y se origina por E.
floccosum (Arenas, 2011).

Es una micosis superficial cronica la cual tiene por agente etiologico a
Trichophyton concentricum. Esta patologia es endémica del Pacifico e
incluye las islas Solomon donde es conocida como “bakua”. Esta
enfermedad es predominante en individuos que viven en
hacinamiento y puede afectar todo el cuerpo pero generalmente se
presenta en rodillas y abdomen. Las lesiones inician como una placa
anular con o sin eritema (Mason & Marks, 2015). La tinea imbricata
también es conocida como Tokelau y se ha observado también en
Polinesea; sus lesiones presentan forma de encaje o arabesco. Esta
no altera pliegues ni piel cabelluda y afecta de forma infrecuente a las
palmas y plantas (Arenas, 2011).

Esta predomina en hombres adultos generalmente. Puede afectar una
0 ambas regiones inguinales, puede extenderse a periné, la region
pubica, abdomen y en pocos casos a escroto y el pene. Esta se
caracteriza por presentar placas eritemoescamosas de bordes
vesiculosos. Su evolucién puede ser cronica y pruriginosa. Entre los
agentes etiolégicos se ha descrito a E. floccosum, T. rubrum y T.
mentagrophytes (Arenas, 2011)

Figura 2. Tinea corporis. Se observa una lesion a
nivel de pecho en paciente femenina. Adaptado de:
Documento inédito.

Figura 3. Tinea imbricata. Se observa lesion en
forma de encaje patognomoénica del tokealu.
Adaptada de: Bonifaz, A., Archer-Dubon, C., & Sadl,
A, 2004.

Figura 4. Tinea cruris. (Bonifaz 2012).

Fuente Fuente: Elaboracion propia



Tabla 1. Dermatofitosis superficiales, generalidades (continuacion)

Patologia

Generalidades

11

Clinica

Tifla de la barba
(Tinea barbae)

Tifia de las manos
(Tinea mannum)

Tifia de los pies
(Tinea pedis)

Esta tiene como agentes etiologicos a T. rubrum, T. mentagrophytes y en
algunos casos a T. verrucosum, el cual no ha sido reportado aun en
Guatemala (Martinez, Porras, Logeman, y Arenas, 2012). Esta es
exclusiva de varones adultos y se caracteriza por pustulas foliculares
aisladas, de evolucion cronica; la diferencia de esta respecto a tinea
faciei es que no forma placas anulares (Arenas, 2011).

Esta tifia predomina en hombres adultos y con menor frecuencia en
nifios. Esta es ocacionada principalmente por T. rubrum, afecta una o
ambas palmas, es cérnica y entre sus caracteristicas clinicas se
encuentran la anhidrosis, la hiperqueratosis, descamacion y presencia de
placas (Arenas, 2011)

Causada por T. rubrum, T. mentagrophytes var. mentagrophytes o
interdigitale, los hombres son afectados con mayor frecuencia seguidos
por mujeres y nifios. Se pueden observar vesiculas, ampollas o
ulceraciones y costras melecéricas; esta puede extenderse a los bordes
del pie. Generalmente esta se acompafa de olor fétido y prurito,
denominado “pie de atleta’. En algunos casos puede haber una
coloracién verdosa relacionada con Pseudomona spp. (Arenas, 2011).

Figura 5. Tinea barbae. Se observa lesion
caracteristica a nivel de la mejilla izquierda. Adaptado
de: documento inédito. Foto: propia.

Figura 6. Tinea mannum. Se observa lesion
caracteristizada por una placa hipocromica a
nivel de la mano. Adaptada de:
http://www.healthhype.com/tinea-manuum-
hand-fungus-causes-symptoms-pictures-
treatment.html

b

Figura 7 Tinea pedis. Se observa una lesion
caracterizada por descamacion fina a nivel de
la planta del pie derecho. Adaptado de:
Documento inédito.

Fuente Fuente: Elaboracion propia



Tabla 1. Dermatofitosis superficiales, generalidades (continuacion)

Patologia

Generalidades

12

Clinica

Onicomicosis
(Tinea ungueum)

Es la dermatosis mas frecuente en Guatemala (57.85%) respecto
a las otras dermatofitosis (Martinez et al., 2012). Tiene un
predominio en las ufias de los pies, especialmente en los primeros
ortejos. La clasificacion segin Bonifaz (2012) para las
onicomicosis es: 1) subungueales: OSD (Onicomicosis subungueal
distal), OSL  (Onicomicosis subungueal lateral), OSP
(Onicomicosis subungueal proximal), 2) Onicomicosis blanca
superficial, 3) Endonix y 4) ODT (Onicomicosis distréfica total), la
cual es la mas agresiva, afecta a mas del 50% de la ufia, y se
caracteriza por onicolisis, hiperqueratosis y cambio de coloracién.

Figura 8. Presentacion clinica de las onicomicosis. Se
observa A, Onicomicosis distrofica total (ODT); B,
Onicomicosis  Subungueal Distal (OSD) vy C,
Onicomicosis Subungueal Proximal (OSP).

Tabla 2. Dermatofitosis subcutanea, generalidades

Fuente: Fuente: Elaboracion propia

Patologia Generalidades Clinica
Granuloma
tricofitico o de Es una dermatofitosis profunda provocada generalmente por el
Majocchi género Trichophyton y se caracteriza por su inicio a nivel de la

dermis y posteriormente invasion profunda. Esta se presenta en
todas las edades y lugares, es mas frecuente en mujeres asociada
a rasurarse las piernas lo cual provoca la penetracién de las
esporas al foliculo piloso. Entre los factores de riesgo esta la

presencia de tifias previas, especialmente en pacientes con tifia Figura 9. Granuloma tricofitico. Se observa un
cronica en los pies. Los granulomas se presentan a nivel de piel granuloma tricofitico en mejilla derecha de paciente
lampifia en miembros inferiores (60%), superiores (tronco y cara) y pediatrico. Foto: propia.

de manera excepcional en la cabeza (Bonifaz, 2012).

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 2. Dermatofitosis subcuténea, generalidades (continuacion)

Patologia

Generalidades Clinica

Pseudomicetoma

Enfermedad de
Hadida

Esta una dermatofitosis profunda e infrecuente, no forma granos
verdaderos y no es exégena, se encuentra limitada. A nivel de biopsia
se pueden observar hifas sueltas o compactas con fenébmeno de
Splendore-Hoeppli. Tiene como agentes etiolégicos a M. canis, T.
rubrum, M. audouinii y M. ferrugineum (Arenas, 2011).

Figura 10. Pseudomicetoma en gato.
Adaptado de: Pereira A. et al, 2006.
Pseudomicetoma dermatofitico causado por
Microsporum canis en gato da raza
Persa. Acta Scientiae Veterinariae, 34(2),
193-196.

Es un padecimiento excepcional descrito en 1940 por Hadida y
Schousboe; los reportes de casos se han realizado en Africa, en
Argelia, Marruecos y Tunez. Se considera que hay una influencia
genética, probablemente autosémica-recesiva; es mas frecuente en
hombres. Tiene un predominio en pacientes con dafio inmunol6gico
celular, asociado a linffomas y leucémicas. Entre los datos
patognoménicos se observa presencia de adenopatias axilares e
inguinales. Los principales agentes etiolégicos pertenecen al género
Trichophyton: T. violaceum, T. rubrum, T. schoeneinii, T.
mentagropytes y T. verrucosum (Bonifaz, 2012). Figura 11 Enfermedad de Hadida. Se
observan lesiones hiperqueratosicas
caracteristicas de la patologia. Adaptado
de: Bonifaz, A., 2012.

Fuente: Elaboracién propia
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D. Caracteristicas microscoépicas de los hongos dermatofitos

1. Impacto en la caracterizacion de las especies de dermatofitos.

La identificacibn de un dermatofito a nivel de especie es epidemioldgica,
ecologica y terapéuticamente significativa, debido a su ruta de infeccién (por
ejemplo, la infeccion por M. canis se origina a partir de gatos y perros, mientras
gue M. audouinii se transmite entre seres humanos) y diferentes esquemas de
tratamiento (por ejemplo, tinea capitis causada por T. tonsurans requiere un
tratamiento mas corto que la causada por M. canis, porque este Ultimo evade la
exposicion al farmaco mediante la produccién de artroconidios fuera del eje del
pelo (Graser and Scott, 2008). Ademas, existe un perfil variable de sensibilidad
antifungica in vitro de los microconidios y artroconidios de aislados de T. rubrum,
T. tonsurans y T. equinum (Coelho et al., 2008; Bao et al., 2013; Nyilasi et al.,
2014). Durante la ultima década, se han realizado progresos en la sistematica
moderna de los dermatofitos; sin embargo, aun existen problemas en su
caracterizacion, que es relevante para el analisis filogenético e identidad
taxonomica, asi como para la practica clinica y epidemiologia; un ejemplo es la
definicion de las especies que pertenecen al complejo T. mentagrophytes (Kac,
2000). Diferentes conceptos de especie, con base en la caracterizacion fenotipica
(morfologica), datos ecologicos, y bioldégicos se han comparado con la filogenia
(Guarro et al., 1999). Las caracteristicas fenotipicas tradicionales pueden ser no
sélo inestables y/o imprecisas, asi como las caracteristicas genéticas relacionadas
con aspectos fenotipicos pueden ser poco claras (Guarro et al., 1999; Graser and
Scott, 2008; Graser et al., 2006).

E. Género Trichophyton.

El género Trichophyton se caracteriza por estar conformado por hongos
antropofilicos, geofilicos y zoofilicos. Algunas de las especies de este género son
cosmopolitas y otras poseen una distribucion geografica especifica. Existen 22

especies de hongos bajo el género Trichophyton, entre las que se encuentran mas
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comunmente: T. mentagrophytes, T. concentricum, T. rubrum, T. schoenleinii, T.
tonsurans, T. verrucosum y T. violaceum. Estos hongos poseen la capacidad de
invadir tejidos queratinizados de la piel, pelo y ufias.

Este género posee enzimas como: proteasas, elastasas y queratinasas, las
cuales juegan un rol como factores de virulencia. Existen 5 especies asociadas a
T. mentagrophytes (T. nodulare, T. interdigitale, T. quinckeanum, T.
mentagrophytes sensu estricto y T. erinacei), las cuales no pueden ser
identificadas en un solo medio de cultivo (Mihali, Buruiana, Turcus, Covaci, &
Ardelean, 2012).

Las especies del género Trichophyton estan asociadas al teleomorfo
Arthroderma (fase sexual). Se han descrito dos estados sexuales de T.
mentagrophytes: Arthroderma benhamiae y Arthroderma vanbreuseghemii.
Takashio (1972) divide a A. benhamiae, en 2 especies con base en el mating type

(Europea-Americana y Africana).

Las especies del género Trichophyton en general se caracterizan por
presentar abundantes microconidios o microaleuroconidios de 2-4 um, que pueden
variar su forma de esférica, piriforme o clafiforme. En algunos casos presentan
macroconidios en forma de clava o “puro” de hasta 50 pym de largo (Falta

referencia).

1. Complejo Trichophyton rubrum (Castellani) Sabouraud, 1911.

Mediante el uso de técnicas moleculares se determind relacion entre
distintas especies del género Trichophyton, creandose el complejo T. rubrum, en
el cual se encuentran agrupados. T. rubrum sensu estricto, T. megninii, T.
violaceum, T. circonvolutum, T. fischeri, T. fluviomuniense, T. glabrum, T. gourvilii,
kanei, T. kuryangei, T. pedis, T. raubitschekii, T. rodhainii, T. soudanense, y T.
yaoundei (Refai, Heidy, & Mahmoud, 2013).

T. rubrum crece entre 25-28°C, puede presentar formas vellosas y

granulosas. Las cepas vellosas pueden presentan un color rojo vino; no todas las
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cepas llegan a presentar un cambio de color por lo que se requiere medios como
papa-zanahoria +1% de dextrosa. En cuanto a las variedades granulosas, las
colonias tienen un aspecto pulverulento, blanco-amarillo, planas e indistinguibles
de T. mentagrophytes (Hernandez, 2007; Bonifaz, 2012).

T. rubrum posee abundantes hifas delgadas, tabicadas de 2 um de
didmetro, sus conidios presentan una forma piriforme o “en gota” y se disponen de
manera alterna en la hifa. No todas las cepas presentan macroconidios, los cuales
miden entre 15-20 um de largo por 4-6 um de ancho y son mas frecuentes en la
forma granulosa. Para algunos autores existen diversas variedades; la forma
granulosa se divide en: variedad rhodainii y africana; la vellosa o aterciopelada en:
“Y”, flava, “P”, melanoide, hiperpigmentada, incolora y disgonica (de escaso
crecimiento) (Hernandez, 2007; Bonifaz, 2012).

P /W

Figura 12. Trichophyton rubrum. Se observan conidios caracteristicos de T. rubrum. Fotografia:

Porras C.

2. Trichophyton tonsurans (Malmsten, 1845).

La morfologia de la colonia de T. tonsurans es beige o beige-café y puede
ser acuminada, cerebriforme o crateriforme. En el reverso se observa un pigmento

café-oscuro difuso y en algunos casos es ocre (var. sulfureum).

La microscopia muestra hifas delgadas y tabicadas mas gruesas que las de
T. rubrum; una de las caracteristicas de este hongo es la presencia de

clamidosporas terminales o intecalares. Este presenta microconidios piriformes o



17

en lagrima y miden entre 3-6 um de largo, se disponen en forma de “cruces de
Lorena” (un microconido terminal a la fija), son paralelos y no alternos como en el
caso de T. rubrum. Puede poseer macroconidios de 15-20 um de tamafio con tres
a cuatro septos (Bonifaz, 2012).
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Figura 13. Trichophyton tonsurans. Se observan clamidoconidios caracteristicas de T. tonsurans.

Fotografia: Porras C

3. Complejo Trichophyton mentagrophytes (Robin) Blanchard, 1896.

Se han utilizado examines de mating y observaciones microscopicas
respecto a T. mentagrophytes, las cuales han demostrado que es un complejo de
especies, identificandose 3 estados telomorfos Arthroderma vanbreuseghemii,
Arthroderma simii, y Arthroderma benhamiae, en general se considera un grupo
gue es antropofilico y un grupo zoofilico, considerandose a T. interdigitale y T.
mentagrophytes sensu estricto como respresentantes de estos respectivamente
(Makimura, 1998).

Sus colonias pueden ser: asterorides, granulosum, lacticolor y radians,
posee dos variedades T. mentagrophytes y T. interdigitale. La variedad
interdigitale se aisla con mayor frecuencia de tifia de los pies. T. mentagrophytes,
es una especie zoofilica, mientras T. interdigitale es antropofilico. Una de las
caracteristicas bioquimicas que lo distinguen de T. rubrum es la presencia de la

enzima ureasa.

Crecen en promedio a los 12 dias de 25-28°C. En el caso de T. interdigitale
(vellosa) la colonia es algodonosa, no forma pigmentos. En el caso de T.

mentagrophytes (granulosa) la colonia es de aspecto pulverulento o polvoso,
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plana, seca, ilimitada. En cuanto a la microscopia, se puede evidenciar abundante
micelio delgado, en algunas cepas se observa gran cantidad de hifas en espiral 0
zarcillos. En la forma granulosa se observan muchos conidios libres, redondos o
piriformes. Se pueden presentar escasos macroconidios en forma de puros
(Bonifaz, 2012).

Figura 14. Trichophyton mentagrophytes. Se observa hifa en espiral caracteristica de T.
mentagrophytes. Fotografia: Porras C

4. Trichophyton verrucosum (Bodin, 1902).

Este hongo crece entre 10-15 dias a una temperatura de 25-28°C y tiene un
crecimiento optimo a 37°C, la colonia es limitada, vellosa, ligeramente plegada o
con surcos, blanca o blanco-grisacea; existe dos variantes: colonias planas
amarillas y poco vellosas y otras blancas grises no vellosas, variedad ochraceum y
discoides respectivamente. En cuanto a su microscopia es un hongo de hifas
delgadas, deformadas y tabicadas con candelabros, muy similar a T. shoenleinii.
Una de las imagenes caracteristicas es la produccion de clamidoconidios en

cadenas.

Figura 15. Trichophyton verrucosum. Se observan cadenas de clamidoconidios, representativo de

T. verrucosum. Adaptado de: Bonifaz, 2012.
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5. Trichophyton violaceum (Bodin, 1902).

Este crece en un promedio de 20 dias de 25-28°C. Sus colonias son de un
aspecto liso o plegado color violeta oscuro y de aspecto ceroso con pigmento que
no se difunde al medio. Puede ser bastante pleomérfico, cambia a una colonia
blanca o crema. En cuanto a su microscopia es un hongo con abundante micelio
tabicado, distorsionado y con ramificaciones; se puede observar presencia de

abundantes clamidosporas intercalares.

b

Figura 16. Trichophyton violaceum Se observan conidios e hifas irregulares caracteristicos de T.

violaceum. Adaptado de: Bonifaz, 2012.

6. Trichophyton concentrichum (Blanchard, 1895).

Algunas cepas son tiamina dependientes, en México se han aislado cepas
gue no dependen de este factor pero si estimula su crecimiento. T. concentrichum
es una cepa de crecimiento lento, de 20 a 25 dias a 25-28°C. Las colonias son
limitadas, de color blanco-crema, cerebriformes y con aspecto de cera, sin
pigmentos al reverso. En cuanto a su microscopia este posee abundante micelio
tabicado con una gran cantidad de clamidoconidios intercalares y terminales. En
algunas cepas se puede observar la presencia de candelabros favicos. En los
medios de tiamina se pueden encontrar microconidios piriformes de 2 a 4 um de

largo.
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Figura 17. Trichophyton concentricum. Se observa una colonia crateriforme e hifas pectinadas

caracteristicas de T. concentrichum. Adaptado de: Bonifaz, 2012.

F. Género Microsporum.

Este género estd conformado por especies como M. aenigmaticum, M.
audoinii, M. boullardii, M. canis, M. cookei, M. equinum, M. ferrugineum, M. fulvum,
M. gallinae, M. gypseum, M. langeroni, M. nanum, M. persicolor, M. praecox, M.
racemosum, M. ripariae, M. rivalieri y M. vanbreuseghemii, de los cuales se han
aislado en Guatemala y Republica dominicana: M. canis, M. gypseum, M.
audouinii (exclusivamente en Rep. Dom.) y M. nanum (Martinez et al, 2012;
Bonifaz, 2012; Martinez, Ameen, Tejada & Arenas 2014; Gugnani, & Denning,
2016).

Las caracteristicas que distinguen a este género son:. la presencia de
macroconidios loculados, cuya cantidad de l6culos puede variar y depende ello de
la especie; en general, los microconidios poseen un largo de 2-3um (Mihali,

Buruiana, Turcus, Covaci, & Ardelean, 2012).
1. Microsporum canis (Bodin, 1902).

Es el dermatofito que se aisla con mayor frecuencia en la tifia de la piel
cabelluda, su estado teleomorfo es Arthroderma otae. Entre las especies que se

encuentran relacionadas filogenéticamente estdn M. ferrugineum y M. audouinii,



21

pero estas varian en cuanto a su nicho ecoldgico, la primera es antropofilica
mientras la ultima es zoofilica. Estas pueden causar manifestaciones clinicas muy
similares. Una de las formas de diferenciar estas especies es por medio de la
secuenciacion de la region ITS2 (Refai, Heidy, & Mahmoud, 2013).

Las colonias de M. canis se desarrollan entre 6 y 8 dias, a 25-28°C, son de
aspecto velloso, plano, radiales, de color amarillo con micelio blanco. En cuanto a
la microscopia estas posen hifas delgadas, tabicadas y ramificadas con aspecto
“de arbol” y poseen una gran cantidad de macroconidios de 10-50 pum de largo por
10-20 um de ancho. En ocasiones son espiculados o equinulados con Iéculos en
forma de recuadros. Posee pocos microconidios piriformes de 3-5 um de largo en
promedio (Bonifaz, 2012).

Figura 18. Microsporum canis. Se observa colonia y macroconidios con mas de siete |6culos,

caracteristicas de M. canis.

2. Microsporum audouiniii (Gruby 1843).

Este hongo se aisla de manera frecuente en Republica Dominica, se
desarrolla entre 8 y 10 dias, a 25-28°C. La colonia de manera inicial es de aspecto
plano velloso, al inicio es blanca y posteriormente se torna amarillenta y en
ocasiones grisacea, al reverso, posee colores rosa-salmon o rosa-café. En cuanto
a su microscopia este hongo posee hifas pectinadas y tabicadas con poca

cantidad de macroaleurioconidios de alrededor de 30-80 pum de largo por 8-15 pum
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de ancho en forma de huso o de “hojas irregulares de arbol”, que pueden
presentar pequefias espiculas o equinulas. Lo mas caracteristico de este hongo es
lo irregular de los conidios (Bonifaz, 2012).
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Figura 19. Microsporum audouinii. Se observan hifas pectinadas caracteristicas de M. audouinii.
Adaptado de: Bonifaz, A. (2012). Micologia Médica Basica.

3. Microsporum nanum (Fuentes, 1956).

Este hongo se desarrolla aproximadamente a los 10 dias entre 25-28°. En
cuanto al aspecto macroscopico de su colonia ésta es de aspecto pulverulento
fino, al inicio es de color blanco y luego se torna beige; al reverso presenta

pigmento color café ocre y en ocasiones rojo-marron.

En cuanto a su microscopia este hongo posee micelio delgado con una
gran cantidad de macroaleurioconidios de unos 12-20 um de largo por 5-8 um de
ancho en forma de pera o piriformes. Se pueden presentar pequefas espiculas o
equinulas; estas, se caracterizan por la presencia de 2 a 3 loculos con terminacion
redondeada (Bonifaz, 2012).

Figura 20. Microsporum nanum. Se observan macroconidios de 2-3 loculos, caracteristicas de M.

nanum. Adaptado de: Bonifaz, 2012.
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G. Género Epidermophyton.

Existen dos especies incluidas en este género. E. floccosum es un hongo
antropofilico que es responsable de algunas dermatofitosis en los seres humanos
y, de forma rara, en animales. E. stokdaleae es un hongo dermatofito de tipo
geofilico que no ha sido reportado como agente etiolégico de dermatofitosis
(Cabaries, 2000).

1. E. floccosum (Harz, 1870).

Este hongo posee una distribuciébn cosmopolita, en cuanto a la morfologia
de su colonia, la cual se desarrolla entre 10-15 dias a temperatura ambiente; las
colonias pueden ser aterciopeladas de color blanco-beige y en ocasiones pueden
adquirir un aspecto crateriforme o cerebriforme. Al reverso presentan un pigmento

difuso amarrillo-verdoso.

En cuanto a su microscopia, este posee micelio delgado y tabicado, se
presentan macroconidios o macroaleurioconidios en forma de clavas o mazos;
miden aproximadamente entre 20-40 pm de largo por 8-10 um de ancho.
Generalmente, a estos se les denomina macroconidios con forma de mazo,

poseen terminacion redondeada (Bonifaz, 2012).

WA

Figura 21. Epidermophyton floccosum.Se observan macroconidios en forma de mazo de E.
floccosum. Adaptado de: Bonifaz, A. (2012).
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H. Anélisis molecular de los dermatofitos

1. Taxonomia Clésica

A mediados del siglo XIX, Robert Remark observé estructuras peculiares
gue posteriormente fueron asociadas y nombradas como A. schoenleinii
(Schoenlein, 1839).

Posteriormente, con base base en las estructuras miscroscopicas,
presentacion clinica y cultivo, los dermatofitos fueron clasificados por Saboraud
(1910) en cuatro géneros: Achorion, Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton
(Cafarchia, latta, Latrofa, Graser, & Otranto, 2013).

Emmons en 1934 reclasifica a los dermatofitos basado en las estructuras
vegetativas y conidios en tres grupos: Microsporum, Trichophyton vy
Epidermophyton y reduce el nimero de especies validas a 19 (Cafarchia et al.,
2013).

Posteriormente, se unificaron las variedades de T. tonsurans y se reconocio
T. equinum como un agente independiente. Luego al descubrir el estado
teleomorfo se complicé la taxonomia de los dermatofitos. De acuerdo a su estado
teleomorfo, algunas cepas clasificadas como Microsporum fueron clasificadas
dentro de Nannizzia y posteriormente unificadas en Arthroderma donde se

incluyeron a Chrysosporium, Keratinomyces y Trichophyton.

Con base en el mtDNA posteriormente K. ajelloi, Keratinomyces ceretanicus
y Keratinomyces longifusus fueron reconocidos como especies (Cafarchia et al.,
2013).

En 1960y 1962 Ajello y Georg clasificaron a los dermatofitos basados en su
nicho ecolégico como: geofilicos, zoofilicos y antropofilicos. Posteriormente
Graser et al, (1999), comienzan el estudio molecular de los dermatofitos basados
en la region ITS DNA lo cual ayudo a categorizar a los dermatofitos cuyo origen no

era geofilico, como verdaderos (Cafarchia et al., 2013).
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2. Filogenia de los Dermatofitos

La filogenia de los dermatofitos, permanece poco clara, porque sus
miembros estan estrechamente relacionados en su filogenia y taxonomia; sus
caracteristicas fenotipicas son a veces pobres, ya que se ha evidenciado que
muchos aislados a partir de muestras médicas y veterinarias han perdido su
habilidad para reproducirse sexualmente (Takashio et al., 1997). Desde un punto
de vista clinico, para la definicion de las especies o la realizacion de un estudio
epidemioldgico, es importante disponer de un método fiable para la identificacion
de especies de dermatofitos. Durante mucho tiempo, los métodos fenotipicos,
como la morfologia, la fisiologia y la bioquimica fueron la base de la taxonomia e
identificacion de dermatofitos, pero estos consumen mucho tiempo, son inexactos,
y en muchos casos insuficientemente concluyentes para identificar los taxones
menos comunes 0 aislados que representan potencialmente nuevas especies
(Hubka et al., 2014a, 2014b).

Durante las dos ultimas décadas, la secuenciacion del DNA y la sistematica
molecular han generado nuevos conceptos de especie en dermatofitos. Esto
causo una reduccion en el numero de taxa reconocidas (Graser et al., 2008) y, por
otro lado, ha conducido al descubrimiento de algunas especies cripticas nuevas
(Choi et al., 2012; Hubka et al., 2014a, 2014b).

Los estudios de filogenia de los hongos iniciales se basaron en el uso del
contenido G+C de DNA cromosomico (Davidson et al., 1980), homologia de DNA
total (Davidson elt al., 1984), polimorfismo en la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP), analisis de DNA mitocondrial (mtDNA) (de Biéevre et al., 1987);
(Mochizuki et al., 1990); (Kawasaki et al., 1992); (Nishio et al., 1992); (Kawasaki
et al., 1996), amplificacion aleatoria de DNA polimorfico (Liu et al., 1997);
(Mochizuki et al., 1997); (Graser et al., 1998); (Kano et al.,, 1998), y la
determinacién de la secuencia de bases de 18S (Harmsen et al., 1995) o 28S
(Leclerc et al., 1994) del rRNA o DNA ribosomal (rDNA).

Para dermatofitos, sin embargo, las relaciones filogenéticas de las

especies no pueden ser totalmente definidas por estos métodos. No obstante,
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durante la ultima década, se han obtenido avances importantes con la sistematica
moderna, al utilizar marcadores moleculares como: regiones del espaciador
interno transcrito 1 (ITS1) y 2(ITS2) del rDNA (Gréaser et al., 2008).

En micologia médica estos marcadores han demostrado ser utiles para
resolver las relaciones entre organismos taxonémicamente relacionados (Carbone
et al., 1993; Lobuglio et al., 1993; Berbee et al., 1995). ITS1 y el sistema de
oligonucleétidos disefiados por White et al. (1990) y Makimura et al. (1998); han
sido ampliamente utilizados en estudios filogenéticos (Attili et al., 1998; Makimura
et al., 1998; Uijthof et al., 1998; Wedde et al., 1998). Asi mismo, Makimura et al.
(1998, 1999), mostraron que es factible diferenciar con éxito a los miembros del
complejo T. mentagrophytes, a través de sus relaciones filogenéticas, por
comparacion de sus secuencias de las regiones ITS1, ya que son dificiles de

identificar por sus caracteristicas morfologicas.

Por un lado, se determiné la filogenia del grupo de dermatofitos, la cual
incluye a los géneros Trichophyton, Microsporum, y Epidermophyton, y se
reclasificé a T. tonsurans, T. schoenleinii y T. verrucosum, como miembros del
grupo A. vanbreuseghemii-A. simii o el grupo A. benhamiae. Los analisis
filogenéticos y el uso de conceptos de especies filogenéticas con base en las
regiones ITS del rDNA mejoraron la taxonomia; sin embargo, con el fin de obtener
mejores resultados en la identificacion intraespecie, se continud en la busqueda de

otros marcadores moleculares (Graser et al., 2008).

Por otro lado, un segmento del gen que codifica para la pB-tubulina que es
una proteina globular monomérica involucrada en la generacion de
microfilamentos, ha sido utilizada con éxito para la delimitacidén de las especies en
otros grupos de hongos tales como Aspergillus, Penicillium, Scedosporium, y
Phaeoacremonium (Gilgado et al., 2005; Mostert et al., 2005; Serra y Peterson,
2007; Balajee et al., 2009). Este locus incluye algunos intrones, que son buenos
estimadores para distinguir especies estrechamente relacionadas, por lo que
Rezaei-Matehkolaei et al. (2014) utlilizaron este marcador (BT2) para evaluar la

variacion intra e interespecifica en dermatofitos. Realizaron un estudio con 26
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especies, incluidas en los géneros Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton,
las cuales fueron identificadas por medio de los marcadores ITS y BT2. El
dendrograma obtenido con el gen BT2, presenté una topologia casi compatible
con la construida con base en la region ITS y se formaron clados similares; sin

embargo, mostré mejor resolucién el arbol construido con el gen BT2.

Otros marcadores han sido utlizados para clasificar especies
estrechamente relacionadas, como la secuencia nucleotidica del gen del factor de
elongacion 1-a (Tef-1a), que codifica una parte de la maquinaria de traduccién de
proteinas, utilizado por primera vez con el hongo Fusarium (O’Donnell et al.,
1998). Este gen presenta una sola copia y muestra un alto nivel de polimorfismo
entre especies relacionadas, de manera que se considerd6 como otra alternativa
para la identificacion de los dermatofitos (O’Donnell et al., 2000). Mirhendi et al.

(2015) utilizaron el gen Tef-1a para evaluarlo en la identificacion de dermatofitos.

Aunque se encontré una alta consistencia global entre la filogenia obtenida
con el marcador ITS y el Tef-1q, éste ultimo mostré mayor poder de discriminacién
en especies relacionadas, como la A. vanbreuseghemii, T. rubrum, A. benhamiae,
y complejos A. otae. Sin embargo, los autores hacen hincapié que un solo gen no
puede especificar los limites entre las especies de los dermatofitos ya que hay
multiples lineas de evidencia que muestran que con la utilizacion de marcadores
multilocus se puede obtener una evaluacion mas precisa del parentesco entre los

aislados.

2.1lInternal transcribed spacer (ITS).

La secuenciacion del “internal transcribed spacer” (ITS) es usada
comunmente para el analisis filogenético e identificacion de distintas especies de
dermatofitos. Este andlisis puede reconocer la taxonomia de los complejos T.
mentagrophytes, M. canis y T. rubrum, lo cual permite reclasificar las variedades,

asi como encontrar sinénimos (Cafarchia et al., 2013).

Sin embargo, la region ITS presenta altas similitudes (99-100%) entre

especies (T. tonsurans y T. equinum) y dentro de una misma especie (M. canis
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complex). Los polimorfismos que discriminan (es decir codigo de barras) fueron
observados en las regiones ITS1 e ITS2; estos, fueron utilizados para discriminar
a los miembros del complejo M. canis, T. tonsurans y T. equinum. Al determinar el
coédigo de barras dentro de la region ITS1 se obtuvo una diferenciacion de T.
soudanense (poblacién africana de T. rubrum) que previamente habia sido
sinénimo de T. violaceum. Similarmente la amplificacion de ITS seguida por RFLP
(restriction fragment lenght polymorphysm) con enzimas como Mval contribuy6 a la
identificacion de especies cercanas, excepto para especies muy cercanas (T.
equinum, T. tonsurans y M. canis/M. ferruginuem), las cuales fueron diferenciadas

al utilizar otras enzimas de restriccion (Cafarchia et al., 2013).
2.1.1 Filogenia por ITS

Algunos de los datos obtenidos mediante un andlisis filogenético de ITS1
para el complejo M. canis, indican que M. audouinii esta relacionado con M. canis
y M. gallinae mas que con M. gypseum, M. fulvum y M. cookei. Dentro del
complejo de M. canis, se observa que M. canis (zoofilico) y M. audouinii-M.
ferrugineum se encuentran en clados separados, lo cual fue confirmado por
concatenados de ITS-1, ITS-2 y parcialmente chs-1 (quitina sintasa). Se logro
agrupar a M. fulvum y M. gypseum en un grupo monofilético separado de M. canis
y de M. audouinii (Cafarchia et al., 2013).

En cuanto al analisis filogenético del género Trichophyton, se ha logrado
separar T. ajelloi y T. terrestre (geofilicos) de las especies zoofilicas de
Trichophyton; también, se ha logrado separar las especies antropofilicas/zoofilicas
de Trichophyton en dos grupos, T. mentagrophytes/T. tonsurans complex y T.

rubrum complex (Cafarchia et al., 2013).
|. Estudios en Guatemala y Republica Dominicana

En Guatemala, hasta la fecha, no se cuenta con estudios que revelen el
porcentaje real de las dermatofitosis dentro de las micosis, pero existen algunos
estudios que revelan porcentajes parciales sobre algunos aspectos

epidemioldgicos; en el caso de las onicomicosis en nifios y adolescentes existen
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dos estudios realizados, uno por Chang y Logemann (1994) en donde incluyeron
nifos menores de 12 afos con esta enfermedad y se observdé una mayor
prevalencia en hombres respecto a mujeres, en una relacion de 2:1. T. rubrum fue
el agente causal mas frecuente; en otro estudio realizado por Martinez et al.,
(2009) reportan en el periodo de un afio 78 casos positivos, sin prevalencia
marcada de sexo (aproximadamente 1:1); el agente causal méas frecuente también
fue T. rubrum. Asi mismo Martinez et al. (2009) realizaron un estudio con 121
pacientes que presentaban sospecha clinica de tinea capitis, 60 mostraron
resultados positivos con parasitacion pilosa donde el agente causal responsable

de la mayoria de los casos fue M. canis, seguido de T. rubrum y M. gypseum.

En Republica Dominicana, de igual manera, no existen estudios formales de
las dermatofitosis, solo reportes aislados como el de Espinal et al. (2010), quienes
estudiaron 265 muestras positivas para tinea capitis, el sexo masculino presento
un alto predominio y el agente causal responsable de la mayoria de los casos fue
M. canis seguido de M. audouini. En otro estudio realizado por Arenas et al.
(2010), se estudiaron muestras de pacientes con tinea capitis; ellos reportaron un
cambio emergente en lo que respecta a los agentes causales de esta infeccion,
encontraron que T. tonsurans y M. audouini eran los principales responsables, con

predominio en el sexo masculino (71.18% respecto al femenino).

De manera habitual, a nivel mundial, en paises de Centroamérica, la
delimitacién de especies en dermatofitos, en la mayoria de los laboratorios, se
realiza con base en criterios micolégicos o microbioldgicos, que incluye macro y
micromorfologia de la colonia, asi como capacidad de apareamiento y

caracteristicas bioguimicas/fisiolégicas (Rezaei-Matehkolaei et al., 2012).
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Il. JUSTIFICACION

Los hongos dermatofitos estdn asociados a diversas patologias cutaneas.
En cuanto a su diversidad, esta ha sido documentada de forma parcial (Martinez,
et al. 2012). En Guatemala y Republica Dominicana no existen estudios sobre
filogenia molecular de los dermatofitos. La micologia molecular aun es una ciencia
muy nueva y no existen estudios en ambos paises que identifiguen las especies
de dermatofitos para establecer relaciones inter e intra especies por medio de
meétodos moleculares. Se desconoce el grado de endemia (organismos
geogréaficamente delimitados) o especiacién (diversidad y evolucion de los
microorganismos entre distintos puntos geogréficos) entre las especies de los
géneros Microsporum y Trichophyton, tanto en Republica Dominicana como en
Guatemala. El presente estudio sera el primero a nivel Mesoamericano en
establecer una identificacion taxondmica molecular que proporcionara informacion
nueva sobre las caracteristicas moleculares de los hongos dermatofitos para
conocer las relaciones filogenéticas entre cepas nacionales y de Republica
Dominicana, asi como plantear estratégias terapéuticas efectivas, ya que se ha
observado que existe variacion en la respuesta a los distintos antimicoticos

respecto a especies de dermatofitos.



31

V. OBJETIVOS

A. Objetivo General

Analizar las relaciones filogenéticas entre las especies de los géneros
Microsporum y Trichophyton aislados de muestras clinicas procedentes de
Guatemala y Republica Dominicana, entre junio de 2015y julio de 2016

B. Objetivos Especificos

1. Identificar aislados clinicos de los géneros Microsporum y Trichophyton por

métodos fenotipicos (macro y micromorfologia).

2. Establecer las variantes epidemiologicas relacionadas con las muestras
clinicas: sexo, edad, origen, sitio anatomico, clasificacion micolégica y

hallazgo micologico en el KOH.

3. ldentificar aislados clinicos de los géneros Microsporum y Trichophyton por
métodos genotipicos: PCR y secuenciacion del espaciador interno transcrito
-ITS.

4. Establecer la filogenia de las especies de los genéros Microsporum y
Trichophyton a través de los métodos de Maxima Verosimilitud, Maxima
Parsimonia e Inferencia Bayesiana.

5. Determinar si existen diferencias filogenéticas intra/inter-especies entre los

hongos dermatofitos procedentes de Guatemala y Republica Dominicana.

V. HIPOTESIS

Esta seccién no aplica debido a que es un estudio de tipo descriptivo.
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VL. METODOLOGIA

A. Disefio de lainvestigacion

El estudio es de tipo retrospectivo, transversal y descriptivo.

B. Universo

1. Poblacién

Dermatofitos pertenecientes a los géneros Microsporum y Trichophyton de
muestras clinicas provenientes de la Ciudad de Guatemala recolecatadas por la
Universidad Nacional Autonoma de Mexico —UNAM- y el Instituto Dermatologico y
Cirugia de Piel “Prof. Dr. Huberto Diaz Boagert” de Santo Domingo, Republica
Dominicana, aisladas entre junio de 2015 y julio de 2016.

2. Muestra

La muestra estd compuesta por 61 aislados de dermatofitos que
corresponden al total de la poblacién (total de dermatofitos aislados de los géneros
Microsporum y Trichophyton). De estos 61 aislados, 42 corresponden a aislados

de Guatemala y 19 a Republica Dominicana.

2.1 Unidad de analisis

La unidad de analisis la constituyen los hongos dermatofitos (61 aislados

los géneros Microsporum y Trichophyton) de Guatemala y Republica Dominicana.

2.2 Unidad de muestreo

Coleccion de hongos de Guatemala, la cual se encuentra depositada en la
Universidad Nacional Autbnoma de México y el Instituto Dermatolégico y Cirugia

de Piel “Prof. Dr. Huberto Diaz Boagert” en el caso de los hongos de Republica
Dominicana.
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2.3 Criterios de inclusién

a) Aislados de dermatofitos provenientes de dermatofitosis cutaneas
(onicomicosis, tinea faiciei, tinea pedis, tinea mannum, tinea corporis, tinea

capitis y tinea cruris).

b) Hongos dermatofitos que presente estructuras reproductivas (esporas) y

sean reproductivamente viables

2.4 Criterios de exclusién

a) Muestras contaminadas, en las que no es posible su re-aislamiento.
b) Muestras que durante el re-aislamiento presenten micelio estéril.

c) Muestras cuyo registro epidemiologico este incompleto (sexo, edad,
origen, sitio anatomico, clasificacion micolégica y hallazgo micolégico en el
KOH).

d) Electroferogramas distorsionados, no legibles.
e) Secuencias cortas o que no puedan editarse.
2.4.1 Muestreo

Debido a que en el presente estudio se utilizo el total de la poblacién, no fue

necesario realizar un calculo para el muestreo
2.4.2 Variables

2.4.2.1 Variable independiente: Especies de los géneros Microsporum y

Trichophyton

2.4.2.2 Variables dependientes
e Color macroscépico de la colonia
e Aspecto macroscopico de la colonia
e Superficie macroscopica de la colonia

e Bordes de la colonia
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e Tipos de hifas

e Tipos de microconidios

e Tipos de macroconidios

e Tamafo de los microconidios

e Indice Q de los microconidios

e Tamafo de los macroconidios

e Anadlisis filogenético de los ejemplares
C. Recursos

1. Humanos

e Estudiante Investigador: Lic. Carlos Porras
e Asesor de México: PhD. Maria del Rocio Reyes Montes, UNAM

e Asesor de Meéxico: PhD. Erick Obed Martinez, Hospital Regional de Alta
Especialidad de Ixtapaluca (HRAEI)

e Asesor en Guatemala: PhD. Sergio Melgar, Laboratorio de Entomologia Aplicada
y Parasitologia, USAC

e Personal del Laboratorio de Micologia Molecular, UNAM

2. Institucionales

e Laboratorio de Micologia Molecular de la Unidad de Micologpia del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM).

e Instituto Dermatolégico y Cirugia de Piel “Prof. Dr. Huberto Diaz Boagert”,

Santo Domingo, Republica Dominicana.

3. Materiales

3.1 Equipo

e Autoclave
e Balanza



35

Camara digital (SONY Cyber-shot 8.1 mega pixeles, México, MX)
Camara de electroforesis

Camara de Neubauer (BRAND, Wertheim, DE).

Camara fotografica digital

Campana de flujo laminar

Centrifuga

Columna DNeasy mini spin

Columna lila QIAshredder mini spin

Congelador

Equipo FastPrep (MP Biomedicals, Solon, USA)

Estereoscopio

Fotodocumentador GelDoc™XR (BIO-RAD Laboratories, Inc., Hercules,
CA)

Herramienta para andlisis de secuencias BLAST del NCBI (National
Center of Biotechnology Information)

Incubadora

Microscopio (Olympus Ameérica Inc., Melvilla, NY) con micrometro
Pinzas para estereoscopio

Pipetas semi-automaticas

Programa JmodelTest

Programa BioEdit ver 7.2.5

Programa Estadistico SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) version 12.0 (Montgomery, 1991)

Programa FigTree ver 1.4.1.

Programa Mr Bayes ver 3.2.6.

Secuenciador

Termociclador

Tubos para PCR

Vértex (Daigger vortex Genie 2 Scientific Industries. Inc, Bohemia,
Nueva York, USA)

Programa Mega ver 7.0.

3.2 Reactivos

Agar Mycosel

Agar PDA

Agar Sabouraud

Agar Urea de Christensen

Agua Milli Q estéril

Amortiguador AP3/E

Amortiguador AW

Amortiguador de extraccion AP1 del Kit DNeasy Plant Mini (Qiagen)
Amortiguador P2
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Buffer PE

Buffer QG

Cloruro de magnesio (MgCl,)

Colorante Azul de algodon

Colorante Azul de lactofenol

Desoxirribonucleotidos-trifosfato (ANTP)

Extracto de Levadura Peptona Dextrosa

Fago lambda (GIBCO, Brooklyn, US)

Gel de Agarosa

GelRed™ (0.3%) (Biotium Inc., Hayward, US)

ITS-4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)

Kit comercial QUIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)
Kit DNeasy Plant Mini Qiagen (Quiagen GmbH, Hilden, DE)
Region ITS: cebadores ITS 1 (5°- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3)
Solucion tampon TBS

Tag polimerasa

3.3 De Oficina

Computadora
Papel bond
Impresora
Escritorio

Servicio de internet
Escaner

Cinta adhesiva

3.4 Otros

Pinzas

Asas

Portaobjetos

Cubreobjetos

Cuaderno de notas

Lapicero

Lapiz

Marcador de tinta permanente
Papel Mayordomo

Alcohol al 90%

Cajas de Petri de vidrio y plastico
Marcador

Tubos de vidrio
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D. Método

1. Procedimientos
1.1. Recoleccion y anédlisis de datos

La técnica de recoleccion de datos se realizé por observacion, para este caso
se utilizaron fuentes de tipo secundario, ya que se contaba con cepas recolectadas
previamente; de acuerdo a la etapa de la investigacion, se procedié a utilizar el
software especifico.

Previo al analisis de resultados, el control de calidad de los datos ingresados al
libro bithcora se realizO mediante la verificacion en cada cinco ejemplares, del
correlativo conforme a la boleta de resultados, la cual fue llenada el mismo dia para
cada ejemplar. El control de calidad de las bases de datos digitales se realizo
mediante la comparacion del libro bitdcora, semanalmente; asi como cada 10

ejemplares respecto a las mismas.
1.2 Toma de muestray pruebas de laboratorio

Previo al analisis de los cultivos, las muestras tomadas directamente de
pacientes fueron vistas por medio de KOH-DMSO, con sensibilidad de 87,5% vy
especificidad de 80%. Generalmente, el 60% de los aislados crecié en un medio de
cultivo (Mycosel Becton Dikenson)(Gomez et al., 2011). La identificacibn macro y
miscroscopica fue observador dependiente y estd sujeta a errores, por lo que se
utilizé la metodologia propuesta por Frias De Leon et al. (2011). Toda la fase

fenotipica fue realizada en Guatemala.
1.3 Caracterizacion fenotipica

Macromorfologia: La macromorfologia se describié de acuerdo con lo
descrito por Frias De Ledn et al. (2011). Los aislados se sembraron en cajas de
Petri con medio de agar papa dextrosa (APD) (Becton Dickinson, México, MX) y
agar Sabouraud con antibiéticos (Bioxon); se incubaron a 37 °C (28 °C) durante 4-
8 dias y, posteriormente, se observaron las caracteristicas morfolégicas coloniales

de cada cultivo (color y textura de la colonia). Para el registro de los aislados se
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tomaron fotografias con una cadmara digital SONY Cyber-shot 8.1 mega pixeles,
México, MX.

Obtencion de cultivos monosporicos: Para la obtencion de los cultivos
monosporicos se utilizé la metodologia reportada por Frias De Ledn et al. (2011).
A partir del primoaislamiento de los aislados, éstos fueron sembrados en medio
agar Sabouraud (Bioxon) y se incubaron durante 7 dias a 37 °C; en seguida, se
procedio a obtener una suspension de conidios se agregd 1 mL de Tween 0.5 % a
cada tubo de cultivo y se ajusté la cantidad de conidios a una concentracion de 50
a 100 conidios/mL, se utiliz6 una camara de Neubauer, BRAND, Wertheim, DE.
Para obtener el nimero de conidios/mL se utiliz6 la siguiente férmula: A X
10,000/B = N (A= numero de células; B= numero de cuadrados de la camara

contados y N= namero de conidios por ml).

Una vez ajustada la concentracion de conidios, se sembraron 25 pL en una
caja de Petri con medio agar Sabouraud con antibiéticos (Bioxon), el inéculo se
extendio en la placa con una varilla de vidrio, las cajas se incubaron a 37 °C y se
realizaron observaciones a las 24 y 48 horas, con el fin de obtener colonias
separadas, jovenes, sin esporular. De las colonias crecidas se elegié una y se
sembrd en una caja con agar Sabouraud con antibiéticos (Bioxon) y se incubd a
37 °C hasta observar esporulacion abundante. Finalmente, se sembré por
triplicado en tubos con agar Sabouraud con antibidticos (Bioxon) hasta observar
crecimiento, un tubo se conservo a 4 °C, a otro se le adicion6 1 ml de aceite
mineral, y el dltimo tubo se utilizé para hacer una suspensién de conidios; esta
suspension fue repartida en 10 tubos que contenian agua bidestilada estéril para

su preservacion a 4 °C.

Micromorfologia. Las caracteristicas micromorfoldgicas de los dermatofitos
se analizaron mediante la técnica de microcultivo de Ridell (1950), que consiste en
cortar bloques de 1 cm® de medio agar Sabouraud; cada bloque se colocé sobre
un portaobjetos estéril y se inoculd con el aislado correspondiente, en las cuatro
aristas superiores del medio de cultivo. Sobre el bloque se colocé un cubreobjetos

estéril y se incub6 dentro de una caja de Petri a 37 °C durante 4 dias.
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Para evitar la deshidratacion del agar durante la incubacién, se colocé un
algodén humedecido con agua estéril dentro de las cajas de Petri. Posteriormente,
se separé cuidadosamente el cubreobjetos del agar, se depositdé sobre un
portaobjetos con una gota de azul de algodén y se observé al microscopio
(Olympus América Inc., Melvilla, NY), con el fin de analizar las caracteristicas
morfologicas de los conidios. Las caracteristicas microscopicas de los aislados se

registraron con una camara digital.

1.4 Caracterizacién genotipica

Extraccién de DNA gendmico. A partir de cada cultivo monospoérico del
dermatofito sembrado en PDA, se obtuvo una suspension de conidios de la
siguiente manera: se agregé a cada tubo 1 mL de PBST y se resuspendio por
agitacion en vortex (Daigger vortex Genie 2 Scientific Industries. Inc, Bohemia,
Nueva York, USA), posteriormente se sembré en 50 mL de medio liquido Extracto
de Levadura Peptona Dextrosa (ELPD), inmediatamente se incubé a 37 °C en
agitacion durante 2 dias o hasta observar crecimiento micelial. Se cosecho
individualmente la biomasa micelial de cada aislado por filtracion en filtros swinex,
se utilizo papel filtro estéril. Enseguida, se lavé el micelio con agua Milli Q estéril y
se secoO con papel filtro, posteriormente, la extraccion del DNA se llevd a cabo con
el Kit DNeasy Plant Mini Qiagen (Quiagen GmbH, Hilden,DE), de la siguiente
manera: se tomaron 100 mg de masa micelial himeda y se depositd en
microtubos de 1.5 mL con 0.2 g de perlas de vidrio previamente estériles (400 a
455 um de diametro lavadas previamente con acido clorhidrico) y el amortiguador
de extraccion AP1 del Kit DNeasy Plant Mini (Qiagen). Los tubos fueron colocados
en un equipo FastPrep (MP Biomedicals, Solon, USA) y se realizaron pruebas
para definir la velocidad y tiempos 6ptimos de agitacién para obtener la mayor
cantidad de masa fungica rota; el método que se utilizdé para el rompimiento de la

pared del micelio del hongo fue el propuesto por Williams et al. (2001).

El ensayo se inicié en las siguientes condiciones: 6 periodos de 40 s a 6

m/s con 2 min de enfriamiento en hielo entre cada periodo. Se analizaron las
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suspensiones de micelio resultantes bajo el microscopio (Olympus), para
determinar el tiempo y velocidad 6ptima con la que se obtiene el mayor porcentaje
de micelio roto y su contenido liberado dentro de la suspension. Después de que
se rompio el micelio, se adicionaran 4 pL de RNAsa a 100 mg/mL, se agitd
vigorosamente en el vortex y se incub6 la mezcla por 10 min a 65 °C, se mezcl6 2
0 3 veces por inversién. Pasados los 10 min se adicionaron 130 pL del
amortiguador AP2 y se incubd por 5 min en hielo, se centrifugd durante 5 min a
372 g. Se transfiri6 el volumen total del sobrenadante a la columna lila
QIAshredder mini spin sostenida en un tubo colector de 2 mL para centrifugarse a

427 g por un min.

El sobrenadante obtenido en el tubo colector se transfirio a un nuevo tubo,
se le adiciono 1.5 volumenes del amortiguador AP3/E y se mezclo rapidamente
con ayuda de una micropipeta. Se transfirieron 650 puL de la mezcla anterior a la
columna DNeasy mini spin sostenida en un tubo colector de 2 mL y se centrifugo 1
min a 4279, se desechd el sobrenadante obtenido; se repitid este paso hasta
acabar el volumen. Posteriormente, se cambié el tubo colector, y se realizaron dos
lavados con 500uL del amortiguador AW; el primero se centrifugd por 1 min a 427

gy el segundo por 2 min a 4279.

Por ultimo, la columna se colocd en un microtubo nuevo de 1.5mL, a la
membrana se le adicioné 50uL de agua Milli Q, se incubd por 5 min a temperatura
ambiente y se centrifugd por 1 min a 4279 para eluir. La concentracion del DNA se
determind al comprar los DNAs problema con diferentes concentraciones del fago
Lambda (GIBCO, Brooklyn, US) de 10, 20 y 50 ng, por electroforesis en gel de
agarosa al 1.0% tefiido con GelRed™ (0.3%) (Biotium Inc., Hayward, US), se dej6
correr por un tiempo aproximado de 45 min a 100 V y luego se procedid a
observar el gel en un fotodocumentador GelDoc™XR (BIO-RAD Laboratories, Inc.,
Hercules, CA). Posteriormente, el DNA obtenido de cada uno de los aislados se
diluiy6 en agua Milli Q para obtener una concentracion final de 10 ng/yL para su

utilizacion.
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Tabla 3. Oligonucle6tidos utilizados para la identificacion genotipica de
aislados clinicos de dermatofitos

Tamalfio
Nombre . , , del .
Gen del primer Secuencia (5’ - 3’) fragmento Referencia
(pb)
TCCGTAGGTGAACCTGCGG

Internal ITS1-F
transcribed 750 White et al.,
spacer TCCTCCGCTTATTGATATGC 1990

(ITS) ITS4-R

PCR con la region ITS. Se utilizaron los oligonucledtidos ITS1-F y ITS4R
(Tabla 1), En un volumen final de reaccion de 25 pL, se emplearon: 10 ng de DNA
gendémico, 2.0 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs, 1.0 U de Taq polimerasa y 0.5
MM de cada oligonucleoétido; la amplificacion se realizé en un termociclador con el
siguiente programa: un ciclo de amplificacion a 96 °C por 6 min; 35 ciclos a 94 °C
por: 1 min, 56 °C por 1 miny 72°C por 45 sy un ciclo de extension final de 72 °C
por 10 min. Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% tefido con gel red (0.5 pg/100 mL). ElI corrimiento
electroforético se llevo a cabo a 100 V durante 60 min, en amortiguador TBE 0.5x.
El estandar de tamafio molecular que se emple6 fue de 100 pb DNA Ladder. Se
utiliz6 como negativo un blanco de reactivos. Las imagenes de los geles se

capturaron en un Fotodocumentador GelDoc™ XR.

Purificacion de productos de PCR. Se realizdé la purificacion de los
productos de amplificacion por medio del protocolo establecido por el fabricante
del kit comercial QUIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden, DE). Como
se menciona a continuacion, se cortd el fragmento que contiene la banda que se
deseaba purificar, asegurese la eliminacion de los excesos de agarosa y se coloco
en una columna de 1.5 mL, se pes6 el fragmento, se aseguré de no exceder los
400mg por tubo y se agrego6 tres volumenes de Buffer QG por un volumen de gel.

Se incub6 a 50 °C por 10 min o hasta que se observo la disolucion del gel.
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Posteriormente se coloc6 la columna en un tubo de coleccién de 2 mL. Se agreg6
800 pL de la muestra en el tubo de coleccién y se centrifugd a 427g por 1 min; si
se obtienen volumenes mayores, se vuelve a agregar el mismo volumen y se
centrifuga nuevamente por 1 min, se descarta el liquido del tubo y se vuelve a
colocar en el mismo tubo de coleccion. Para lavar, se agregé 750 uL de Buffer PE
a la columna y se centrifugé durante 1 min. Se descarté el liquido del tubo de
coleccion y se centrifugé 1 min adicional, se coloco la columna en un tubo limpio
de 1.5 mL. Finalmente, se eluy6 el DNA con 50 mL de agua Mili Q y se centrifug6

por 1 min.

Secuenciacién de los fragmentos amplificados. Una vez purificados los
fragmentos de los 61 aislados de dermatofitos, se secuenciaron en ambos
sentidos (Macrogen Inc. Seoul, KOREA). El electroferograma de las secuencias
obtenidas se edito con el programa BioEdit ver 7.2.5 (Hall, 1999).

1.5 Andlisis estadistico y bioinformatico

Andlisis de las secuencias. Se compararon las secuencias obtenidas de
los tres genes con todas las secuencias de nucledtidos pertenecientes a hongos
depositadas en el GenBank, a través del algoritmo BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997). Los alineamientos de las
secuencias de los genes ITS (ITS1-5.8S-ITS2), fueron analizados y se tomaron en
cuenta los porcentajes de similitud, identidad y valores; ello permitié corroborar la

homologia entre las secuencias obtenidas.

Identificacién molecular de las especies de los géneros Microsporum y
Trichophyton. Para el analisis filogenético, se elegieron secuencias de cada una
de las especies de los géneros Microsporum y Trichophyton, con el fin de ubicar
los aislados estudiados de diferente origen geografico. El analisis filogenético se
efectu6 mediante los méetodos de Maxima Verosimilitud, Maxima Parsimonia e
Inferencia Bayesiana. El modelo de evolucién fue determinado por medio de
Jmodel test (ver 2.1.10). Para la obtencion del dendrograma por el método de

Méaxima Verosimilitud se utiliz6 el programa MEGA 7.0 (Kumar, Stecher & Tamura,
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2016), mientras que para el obtenido por el método de Inferencia Bayesiana, se
utilizé el programa Mr Bayes ver 3.2.2. (Huelsenbeck y Ronquist, 2001) con
500,000 generaciones. El dendrograma obtenido por Méxima Verosimilitud y
Maxima Parsimonia fue validado por el método de bootstrap con 1000 repeticiones
(Soltis y Soltis, 2003), mientras que el obtenido por Inferencia Bayesiana, fue
validado al utilizar los valores de probabilidad posterior (Huelsenbeck y Rannala,
2003). Los dendrogramas se editaron por medio del programa FigTree ver 1.4.1
(URL10).
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VIl.  RESULTADOS

De las 61 cepas estudiadas, 42 pertenecen a Guatemala; de ellas, el 71%
pertenecen al género masculino. El grupo etario predominante fueron adultos
mayores de 50 afios (29%). Las muestras fueron obtenidas de ufias en su mayoria
(36%), con un tiempo de evolucion mayor de 1 afio (36%). El hallazgo

microscépico mas frecuente fueron filamentos (81%).

Tabla 4. Caracterizacion epidemiol6gica de los ejemplares de Guatemala

Variables epidemiolégicas Frecuencia Porcentaje (%)

Sexo

Masculino 30 71
Femenino 12 29
Grupo etario 0
1-10 afios 11 26
10-20 afios 0 0
20-30 afios 5 12
30-40 afios 5 12
40-50 afos 9 21
mayor de 50 afios 12 29
Sitio anatémico

Ufas 15 36
Rostro 7 17
Extremidades inferiores 7 17
Piel cabelluda 5 12
Extremidades superiores 4 10
Ingle 2

Abdomen 2

Tiempo de evolucién

0- 1 mes 8 19
1-3 meses 10 24
3-6 meses 6 14
6 meses 1 afio 3 7
mas de 1 afio 15 36
Hallazgo microscopico

Filamentos 34 81
Invasion endothrix 5 12
Dermatofitomas 3 7
Total 42 100

Elaboracion: propia
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Se analizaron 19 cepas procedentes de muestras clinicas de Santo
Domingo, Republica Dominicana. Las cuales en su mayoria pertenecian al género
masculino (63%), con un grupo etario mayoritario entre 30 y 40 afios (32%),
tomadas de extermidades inferiores (32%), un tiempo de evoluciéon mas frecuente

entre 0-1 mes (74%), con un hallazgo de filamentos (84%).

Tabla 5. Caracterizacion epidemioldgica de los ejemplares de Republica

Dominicana

Variables epidemiolégicas Frecuencia Porcentaje (%)

Sexo
Masculino 12 63
Femenino 7 37

Grupo etario

1-10 afios 4 21
10-20 afios 1 5
20-30 afios 2 11
30-40 afios 6 32
40-50 afos 2 11
mayor de 50 afios 4 21
Sitio anatémico

Extremidades inferiores 6 32
Ufas 5 26
Piel cabelluda 3 16
Espalda 2 11
Rostro 2 11
Ingle 1 5
Tiempo de evolucién

0- 1 mes 14 74
1-3 meses

3-6 meses

Hallazgo microscépico

Filamentos 16 84
Invasion endothrix 3 16
Total 19 100

Elaboracion: propia
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Caracterizacion genotipica

Las concentraciones de DNA se obtuvieron mediante espectrofotometria,
obteniendo valores con un intervalo de 45.78-5078.08 ng/pL, los valores de la
relacién 260/280 estuvieron en un intervalo de A=1.69-2.13, lo que indica que las
purezas de los DNA se aproximan a los valores Optimos reportados (1.8-2.0). La
cuantificacion de DNA por electroforesis se realizO comparando diferentes
concentraciones de fago A, como se muestra en la figura 22. La concentracion de

todos los DNAs se ajust6 a 50 ng/uL.

Fago A: (10ng/uL)
Fago A: (30ng/uL)
Fago A: (50ng/uL)

GO02
G04
GO07
GO08
G09
G10
Gl1
G12
G13
G15
G16
G17
G18
G19
G22
G24

Figura 22. Cuantificacién de DNA de los aislados de dermatofitos, por electroforesis en gel,de

agarosa al 1%, tefiido con GelRed™

de fago A

(Biotium, USA), comparando con diferentes concentraciones

Después de que las secuencias fueron editadas, éstas se compararon con las
secuencias de nucledétidos pertenecientes a hongos depositadas en el GenBank. Los
alineamientos de las secuencias de los genes ITS se analizaron tomando en cuenta
los porcentajes de similitud, identidad y valores de expectacion, con el fin de
corroborar la correcta amplificacion de los aislados con ambos genes. Las
secuencias de la region ITS presentaron un porcentaje de similitud en un rango de
98-100%, con un porcentaje de identidad entre 99-100%. (Tablas 6y 7).
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Las especies obtenidas por medio de cracteristicas morfolégicas fueron
comparadas con las especies obtenidas posterior a la secuenciacion y compracion de
la region ITS1-5.8S-ITS2 con la base del GenBank por medio del algoritmo Blastn del
NCBI (National Center for Biotechnology Information). En las tablas 6 y 7 se muestra la

informacion correspondiente a las cepas guatemaltecas y dominicanas.

Tabla 6. Identificacion morfoldégicay molecular de los ejemplares estudiados,
de Guatemala

ITS1-5.8-1TS2
Cepa Criterio morfoldgico % Id* Criterio Molecular
G02 Microsporum gypseum 99 Nannizzia gypsea
GO03 Microsporum gypseum 100 Nannizzia incurvata
G04 Microsporum gypseum 100 Nannizzia incurvata
GO07 Trichophyton mentagrophytes 100 Trichophyton interdigitale
G08 Trichophyton rubrum 100 Trichophyton interdigitale
G09 Trichophyton mentagrophytes 100 Trichophyton interdigitale
G10 Microsporum gypseum 100 Nannizzia incurvata
G11 Microsporum gypseum 100 Nannizzia gypsea
G12 Microsporum canis 100 Nannizzia incurvata
G13 Microsporum gypseum 99 Nannizzia gypsea
G15 Microsporum gypseum 99 Nannizzia gypsea
G16 Trichophyton mentagrophytes 100 Trichophyton interdigitale
G17 Microsporum gypseum 100 Nannizzia gypsea
G18 Trichophyton mentagrophytes 100 Trichophyton interdigitale
G19 Microsporum nanum 99 Nannizzia nana
G22 Trichophyton mentagrophytes 100 Trichophyton interdigitale
G24 Microsporum gypseum 100 Nannizzia incurvata
G25 Trichophyton rubrum 99 Trichophyton rubrum
G26 Microsporum gypseum 99 Nannizzia incurvata
G28 Microsporum gypseum 100 Nannizzia incurvata
G29 Trichophyton rubrum 100 Trichophyton interdigitale
G30 Trichophyton mentagrophytes 100 Trichophyton interdigitale
G31 Microsporum gypseum 99 Nannizzia gypsea
G33 Microsporum gypseum 99 Nannizzia incurvata

G36 Trichophyton mentagrophytes 100 Trichophyton interdigitale
G40 Trichophyton mentagrophytes 100 Trichophyton interdigitale

%id: hace referencia al % de identidad molecular segun el algoritmo BLASTn (NCBI)

Elaboracion: propia
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Tabla 6 (continuacién). Identificacion morfolégica y molecular de los
ejemplares estudiados de Guatemala

ITS1-5.8-1TS2
Cepa Criterio morfologico % Id* Criterio Molecular
G41 Trichophyton mentagrophytes 99 Trichophyton interdigitale

G42
G43
G47
G49
G51
G57
G58
G59
G62
G63
G64
G65
G68
G71
G73

Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton tonsurans
Microsporum gypseum
Microsporum gypseum
Trichophyton tonsurans
Trichophyton tonsurans
Trichophyton rubrum
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton mentagrophytes
Microsporum canis
Microsporum gypseum
Microsporum gypseum
Microsporum gypseum
Trichophyton mentagrophytes

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton mentagrophytes
Nannizzia incurvata
Nannizzia incurvata
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton interdigitale
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton interdigitale
Trichophyton interdigitale
Microsporum canis

Nannizzia incurvata
Nannizzia incurvata
Nannizzia gypsea
Trichophyton interdigitale

%id: hace referencia al % de identidad molecular segun el algoritmo BLASTn (NCBI)

Tabla 7. Identificacion morfoldgica y molecular de los ejemplares estudiados
de Republica Dominicana

Cepa Criterio morfologico

ITS1-5.8-ITS2

% Id*

Criterio Molecular

D01
D02
D03
D04
D05
D06
D10
D11
D12
D13
D14
D15
D17
D18
D19
D23
D26
D28
D30

Trichophyton rubrum
Microsporum canis
Microsporum canis
Trichophyton sp
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Microsporum audouinii
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Microsporum canis
Trichophyton mentagrophytes
Microsporum canis

100
100
100

99
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

99

99
100

Trichophyton rubrum
Microsporum canis
Microsporum canis
Trichophyton interdigitale
Trichophyton interdigitale
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Trichophyton rubrum
Microsporum audouinii
Trichophyton equinum
Trichophyton rubrum
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Maxima verosimilitud con la regién ITS de aislados procedentes de
Republica Dominicana. El arbol construido a través del método de Maxima
Verosimilitud, para determinar la posicion filogenética de los aislados de
dermatofitos, formé dos grupos. El grupo | con tres subgrupos; el subgrupo la
incluyé cuatro cepas (D28, D06, D05 y D04) que se asociaron con la secuencia
de referencia de T. interdigitale (LT906383.1), también incluyé a la cepa de
referencia de T. mentagrophytes (MF926358.1); el subgrupo Ib incluyé tres cepas
(D15, D18 y D19) que se asociaron con la cepa de referencia de T. equinum
(KR232951.1) y el subgrupo Ic que incluyo6 siete cepas (D01, D10, D11, D12, D13,
D17 y D23) que se asociaron con la cepa de referencia de T. rubrum
(KU729093.1), este grupo tuvo un valor de bootstrap de 96%. El grupo Il formo
dos subgrupos. El subgrupo lla sdlo incluy6 la cepa D14, que se asocié con la
cepa de referencia de M. audouinii (MF926388.1). El subgrupo Ilb se formd con
cuatro cepas (D02, D03, D26y D30) que se asociaron con la cepa de referencia de
M. canis (GU291265.1) y también incluyé a la cepa de referencia de M.
ferrugineum (MF926389.1), este grupo presentd un bootstrap de 99% (figura 23).

Méaxima verosimilitud con la regién ITS de aislados procedentes de
Guatemala. El arbol construido a través del método de Maxima Verosimilitud, para
determinar la posicion filogenética de los aislados de dermatofitos, formé tres
grupos. El grupo | se formo con tres subgrupos. El subgrupo la incluy6é doce cepas
(G65, G68, G49, G47, G28, G26, G24, G12, G4, G3, G10 y G33) que se asociaron
con las cepas de referencia Nannizzia incurvata (NF415404.1) y N. incurvata
(MH378242). El subgrupo Ib incluyo siete cepas (G2, G11, G13, G15, G17, G31,
71) que se asociaron con la cepa de referencia de N. gypsea (KT155845.1). El
subgrupo Ic incluyé sélo una cepa (G19) que se asocio con la cepa de referencia
de N. nana (MF926383.1). Este grupo tuvo como soporte un bootstrap de 94%. El
grupo Il se formé con dos subgrupos. El sugbgrupo lla formado por una cepa
(G25) que se asocié con la cepa de referencia de T. rubrum (KU29093.1). El
subgrupo llb formado por 20 cepas (G07, G08, G09, G16, G18, G22, G29, G30,
G36, G40, G41, G42, G43, G51, G57, G58, G59, G62, G63, G73) que se

asociaron con la cepa de referencia de T. interdigitale (NR144900.1) y con la cepa
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de referencia de T. mentagrophytes (KT155741.1). Este grupo presentdé un
bootstrap de 79%. El grupo Il sélo incluyé una cepa (G64) que se asocié con la
cepa de referencia de M. canis (GU291265.1). Este grupo presentd un bootstrap
de 99% (Figura 24).

Maxima verosimilitud con la regién ITS de aislados procedentes de
Guatemala y Republica Dominicana (unificado). El arbol construido a través del
método de Maxima Verosimilitud, para determinar la posicion filogenética de los
aislados de dermatofitos, formd tres grupos. El grupo | con dos subgrupos; el
subgrupo la incluyé 27 cepas (G62, G63, G59, G58, G57, G51, G43, G42, G41,
G40, D28, D19, D18, D15, D06, D05, D04, G36, G30, G29, G22, G18, G16, G09,
G08, GO7 y G73) que se asociaron con la secuencia de referencia de T.
mentagrophytes (KT155741.1), T. interdigitale (NR144900.1) y T. equinum
(KR232951.1); el subgrupo Ib incluyd ocho cepas (G25, D01, D10, D11, D12, D13,
D17 y D23) que se asociaron con la cepa de referencia de Trichophyton rubrum
(KU729093.1), este grupo tuvo un bootstrap de 67%. El grupo Il formd tres
subgrupos. El subgrupo lla soélo incluy6 la cepa G19, que se asoci6 con la cepa de
referencia de N. nana (MF926383.1); el subgrupo Ilb se conformd con la siete
cepas (G02, G31, G71, G17, G15, G13 y G11) que se asociaron con la cepa de
referencia de N. gypsea (KT155845.1); el subgrupo lic incluy6é doce cepas (G10,
G33, G24, G28, G47, G65, GO03, G12, G26, G49, G04 y G68) que se asociaron
con N. incurvata (MF415404.1) y N. incurvata (MH37842.1), este grupo presento
un bootstrap de 93%. El grupo lll esta conformado por seis cepas (G64, D30, D26,
D14, D03, D02) que se asociaron con las cepas de referencia M. ferrugineum
(MF926389.1), M. audouinii (MF926388.1) y M. canis (GU291265.1), este grupo

presento un valor de boostrap de 98% (Figura 25).

En la figura 23, 24 y 25 (paginas 56 a 58) se observa la historia evolutiva
de los ejemplares de Republica Dominicana y Guatemala al utilizar las secuencias
de la region ITS, la cual fue inferida por el método de maxima verosimilitud con el
Modelo General de Tiempo Reversible (GTR) (el cual permite 6 tasas diferentes

de susticiones reversibles y permite diferencias en las frecuencias de las bases)
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con una distribucibn gama segun el programa Jmodel Test (ver 2.1.10). Los
ejemplares fueron agrupados en base al test de boostrap (1,000 repeticiones),
cuyos valores se muestran en las ramas. El arbol fue construido a escala basado
en el niumero de sustituciones por sitio. El andlisis evolutivo fue realizado en
MEGA 7.0 (Kumar, Stecher & Tamura, 2016).

Inferencia Bayesiana con la region ITS de aislados procedentes de
Republica Dominicana. El arbol construido a través del método de Inferencia
Bayesiana, para determinar la posicion filogenética de los aislados de
dermatofitos, formé dos grupos. El grupo | se formé con dos subgrupos. El
subgrupo la incluy6 una cepa (D14), que se asoci6 con la cepa de referencia de
M. audouini (MF926388.1); el subgrupo Ib incluy6 cuatro cepas (D02, D03, D26 y
D30), que se asociaron con la cepa de referencia de M. canis (GU291265.1),
también incluyod la cepa de referencia de M. ferrgineum (MF926389.1), este grupo
mostro una probabilidad posterior de 1. El grupo Il se formo con tres subgrupos. El
subgrupo lla incluy6 siete cepas (D01, D10, D11, D12, D13, D17 y D23) que se
asociaron con la cepa de referencia de T. rubrum (KU729093.1); el subgrupo Ilb
se formo6 con cuatro cepas (D28, D06, DO5 y D04) que se asociaron con la cepa
de referencia de T. interdigitale (LT906383.1), también incluyé a la cepa de
referencia de T. mentagrophytes (MF926358.1), el subgrupo lic se formé con tres
cepas (D15, D18 y D19) que se asociaron con la cepa de referencia de T. equinum
(KR232951.1). Este grupo mostré una probabilidad posterior de 0.9993 (Figura
26).

Inferencia Bayesiana con la region ITS de aislados procedentes de
Guatemala. El arbol construido a través del método de Inferencia Bayesiana, para
determinar la posicion filogenética de los aislados de dermatofitos, formd tres
grupos. El grupo | se formé con dos subgrupos. El subgrupo la incluy6 siete cepas
(G2, G11, G13, G15, G17, G31, G71) que se asociaron con las cepas de
referencia de Nannizzia gypsea (KT155845) y N. incurvata (MH378242); el
subgrupo Ib incluy6 20 cepas (G07, G08, G09, G16, G18, G22, G29, G30, G36,
G40, G41, G42, G43, G51, G57, G58, G59, G62, G63, G73) que se asociaron con
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la cepa de referencia de T. interdigitale (NR144900.1) y la cepa de referencia de T.
mentagrophytes (KT155741.1); el subgrupo Ic incluyé una cepa (G25) que se
asocio con la cepa de referencia de T. rubrum (KU729093.1), este grupo presento
una probabilidad posterior de 0.9874. El grupo Il incluyé dos subgrupos. El
sugbgrupo lla formado por doce cepas (G3, G4, G12, G24, G26, G28, G47, G49,
G65. G68, G10, G33) que se asociaron con la cepa de referencia de N. incurvata
(MH378242 y MF926383); el subgrupo llb incluyé una cepa (G19) que se asocié
con la cepa de referencia de N. nana (MF926383.1), este grupo mostré una
probabilidad posterior de 0.994. El grupo Il sélo incluy6é una cepa (G64) que se
asocio con la cepa de referencia de M. canis (GU291265.1), este grupo mostrd
una probabilidad posterior de 0.9574 (Figura 27).

Inferencia Bayesiana con la region ITS de aislados procedentes de
Guatemala y Republica Dominicana (unificado). El arbol construido a traves del
método de Inferencia Bayesiana, para determinar la posicion filogenética de los
aislados de dermatofitos, formé tres grupos. El grupo | se form6 con tres
subgrupos. El subgrupo la incluyé cuatro cepas (D15, D18, D19 y G41) que se
asociaron con la cepa de referencia T. equinum (KR232951.1); el subgrupo Ib
incluy6 23 cepas (G07, G08, G09, G16, G18, G22, G29, G30 G36, D04, D05, D06,
D28, G40, G42, G43, G51, G57, G58, G59, G62, G63 y G73) que se asociaron
con las cepas T. interdigitale (NR144900.1) y la cepa de referencia de T.
mentagrophytes (KT155741.1); el subgrupo Ic se conforma por ocho cepas (G25,
D01, D10, D11, D12, D13, D17 y D23) que se asociaron con la cepa de referencia
T. rubrum (KU729093.1), el grupo mostro una probabilidad posterior de 1. El grupo
Il incluyé cuatro subgrupos. El subgrupo Ila se conforma por diez cepas (G033,
G04, G12, G24, G28, G46, G49, G65 y G68) las cuales se asociaron a la cepa de
referencia N. incurvata (NF415404.1); el subgrupo llb incluye a la cepa G19, que
se asocia a la cepa de referencia de N. nana (MF926383.1); el subgrupo lic
incluye dos cepas (G10 y G33), asociadas a la cepa de referencia N. incurvata
(MH378242), el grupo lld incluyo siete cepas (G31, G71, G17, G15, G13, G11 y
G2) que se asociaron con la cepa de referencia de N. gypsea (KT155845.1), este

grupo mostré una posibilidad posterior de 0.9085. El grupo Il esta conformado por
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seis cepas (D14, D02, D03, D26, D30 y D64), asociadas a las cepas de referencia
M. audouini (MF926388.1), M. canis (GU291265.1) y M. ferrugineum
(MF926389.1), con una probabilidad posterior de 1 (Figura 28).

Respecto a la figuras 26, 27 y 28 (paginas 59 a 61) se puede observar la
historia evolutiva obtenida al utilizar el método de Inferencia Bayesiana de acuerdo
al Modelo General de Tiempo Reversible (GTR) (el cual permite 6 tasas diferentes
de sustiticiones reversibles y permite diferencias en las frecuencias de las bases)
con una distribucibn gama segun el programa Jmodel Test (ver 2.1.10). Los
arboles filogenéticos fueron obtenidos por medio del programa MrBayes v3.2.6
con 500,000 generaciones de MCMC (Markov Chain Monte Carlo) (Huelsenbeck y
Ronquist, 2001).

Méaxima Parsimonia con la region ITS de aislados procedentes de
Republica Dominicana. El arbol construido a través del método de Maxima
Parsimonia, para determinar la posicion filogenética de los aislados de
dermatofitos, formé dos grupos. El grupo | se formé con tres subgrupos. El
subgrupo la incluy6 cuatro cepas (D05, D28, D06 y D04) que se asociaron con las
cepas de referencia T. interdigitale (LT906383.1) y T. mentagrophytes
(MF926358.1); el subgrupo Ib incluy6é tres cepas (D15, D18 y D19) que se
asociaron con la cepa de referencia de T. equinum (KR232951.1); el subgrupo Ic
incluyo siete cepas (D01, D12, D17, D11, D13, D10 y D23) que se asociaron con
la cepa de referencia de T. rubrum (KU729093.1), este grupo tuvo como soporte
un bootstrap de 99%. EIl grupo Il se formd con dos subgrupos. El subgrupo lla
formado por una cepa (D14) que se asocié con la cepa de referencia de M.
audouinii (MF926388.1); el subgrupo Ilb formado por cinco cepas (D14, D26, D30,
D02 y D03) que se asociaron con las cepas de referencia de M. ferrugineum
(MF926389) MF926389.1) y M. canis (GU291265.1). Este grupo presenté un
bootstrap de 100% (Figura 29).

Méaxima Parsimonia con la regién ITS de aislados procedentes de
Guatemala. El arbol construido a través del método de Maxima Parsimonia, para

determinar la posicion filogenética de los aislados de dermatofitos, formé tres
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grupos. El grupo | se formé con tres subgrupos. El subgrupo la incluy6é 20 cepas
(G7, G63, G59, G58, G51, G42, G40, G30, G8, G73, G62, G57, G43, G41, G36,
G29, G22, G18, G16, G9) que se asociaron con las cepas de referencia T.
mentagrophytes (KT155741.1) y T. interdigiale (NR144900.1); el subgrupo Ib se
formé por una cepa (G25) que se asoci6 con la cepa de referencia de
Trichophyton rubrum (KU729093.1); el subgrupo Ic incluyé una cepa (G64) que se
asocio con la cepa de referencia de Microsporum canis (GU291265.1), este grupo
tuvo como soporte un bootstrap de 55%. El grupo Il se formé con dos subgrupos.
El sugbgrupo lla formado por siete cepas (G31, G71, G17, G15, G13, G11, G2)
gue se asociaron con la cepa de referencia de N. gypsea (KT155845.1); el
subgrupo lIb formado por doce cepas (G10, G33, G12, G26, G49, G68, G4, G24,
G28, G47, G3, G65) que se asociaron con las cepas de referencia de N. incurvata
(MH378242.1) y N. incurvata (MF415404.1), este grupo presento un bootstrap de
93%. El grupo Il se formo6 por un aislado (G19) que se asocié a Nannizzia nana
(MF926383.1), con un boostrap de 97% (Figura 30).

Méaxima Parsimonia con la region ITS de aislados procedentes de
Guatemala y Republica Dominicana (unificado). El arbol construido a traves del
método de Maxima Parsimonia, para determinar la posicion filogenética de los
aislados de dermatofitos, formé tres grupos. El grupo | se formé con dos
subgrupos. El subgrupo la incluy6 27 cepas (G7, G63, G59, G58, G51, G42, G40,
G30, G8, G73, G62, G57, G43, G41, G36, G29, G22, G18, G16, G9, D28, D18,
D15, D06, D04, D19 y D05) que se asociaron con las cepas de referencia T.
mentagrophytes (KT155741.1), T. interdigitale (NR144900.1) y T. equinum
(KR232951.1); el subgrupo Ib se formé por ocho cepas (D01, D10, D12, D17, G25,
D11, D13 y D23) que se asociaron con la cepa de referencia de T. rubrum
(KU729093.1). El grupo Il se formé con tres subgrupos. El subgrupo lla formado
por una cepa (G19) que se asocié con la cepa de referencia de N. nana
(MF926383.1); el subgrupo llb formado por siete cepas (G31, G71, G17, G16,
G13, G11 y G02) que se asociaron con la cepa de referencia de Nannizzia gypsea
(KT155845.1), el subgrupo lic formado por doce cepas (G10, G33, G24, G28,
G47, G65, G03, G12, G26, G49, G04 y G68) que se asociaron con N. incurvata
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(MF415404.1) y N. incurvata (MH37842.1), este grupo presentd un bootstrap de
93%. El grupo Il se formd por una cepa (G19) que se asocié a la cepa de
referencia de N. nana (MF926383.1), con un boostrap de 99% (Figura 30).

Para las figuras 29, 30 y 31 (pagina 62 a 64) se puede observar la historia
evolutiva inferida por el método de Maxima Parsimonia. Los ejemplares fueron
agrupados en base al test de boostrap (1,000 repeticiones), cuyos valores se
muestran en las ramas. El arbol se obtuvo por medio del algoritmo SPR (Subtree
pruning regrafting). El analisis evolutivo fue realizado en MEGA 7.0 (Kumar et al,
2016).
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Figura 28. Arbol filogenético Unificado, Inferencia Bayesiana
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Método: Maxima Parsimonia
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VIIl. DISCUSION

Los hongos dermatofitos han modificado su epidemiologia en los ultimos
100 afios debido a condiciones relacionadas con variables geogréficas,
socioeconémicas y migracionales, Zhan & Lui (2016) refieren que hace 100 afios
los dermatofitos mas frecuentes eran, E. floccosum, M. audouinii y T. schoenleinii
pero que han quedado limitados a paises en vias de desarrollo; los mas
frecuentes en esta época a nivel global son: T. rubrum, T. inderdigitale, T.
tonsurans y M. canis. Generalmente, su clasificacion se ha realizado por medio de
métodos fisioldgicos (bioquimicos) y fenotipicos, tanto a nivel microscopico como
macroscopico (colonias) Graser et al (2008). A pesar de los avances en el campo
de la biologia molecular, ain se desconoce la epidemiologia molecular de estos
microorganismos en paises en vias de desarrollo. Cabe mencionar que estos
microorganismos producen un gasto anual de $ 500,000,000 en antifingicos a
nivel mundial (Graser, Scott & Summerbell, 2008) desconociéndose cual es el

costo de los mismos en latinoamérica.

De la recoleccion de dermatofitos se obtuvieron 42 cepas guatemaltecas
del Departamento de Micologia Molecular (UNAM) entre 2015 a 2016, las cuales
presentaron caracteristicas epidemiolégicas relacionadas con datos previamente
reportados por Martinez et al (2012), los cuales encontraron que en la consulta
dermatolégica de Guatemala las onimicosis son las dermatofitosis mas frecuentes.
En cuanto a las cepas procedentes del Instituto Dermatolégico y Cirugia de Piel
“Prof. Dr. Huberto Diaz Boagert” se pudo corroborar que al igual que las
guatemaltecas, presentaron mayor frecuencia en hombres; las muestras en
general fueron procedentes de ufias y extremidades inferiores, lo cual correlaciona
en cuanto a la epidemiologia global descrita por Seebacher & Bouchara (2008), en
la que se ha observado que la dermatofitosis mas comunes se observan a nivel de

miembros inferiores, presentandose como una onicomicosis o tinea pedis.
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Existen distintos hallazgos microscopicos en las dermatofitosis (filamentos,
esporas, levaduras, dermatofitomas), los filamentos fueron la forma microscopica
con mayor frecuencia para Guatemala y Republica Dominicana. En Guatemala se
reportd la presencia de dermatofitomas (n=3), hallazgo descrito Robert y Evans
(1998) y estudiado en Guatemala por Martinez y col (2010a, 2010b) que segun los
autores esta relacionado con una baja respuesta de estos microorganismos a los

antimicoticos convencionales.

Las formas anamorfas de los dermatofitos fueron agrupadas dentro de los
géneros Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton y su forma teleomorfa
dentro del género Arthroderma. Actualmente la clasificacion de los dermatofitos se
aborda segun la nueva clasificacion propuesta por De Hoog et al (2017) en la cual
se dividen en los géneros Trichophyton, Epidermophyton, Nannizzia, Microsporum,
Lophophyton, Arthroderma, Paraphyton y Ctenomyces. Tal clasificacion se obtuvo
al concatenar las secuencias obtenidas por diversos marcadores, con lo que se
logré6 separar varias especies donde antes solo se consideraba una misma
especie. Los dermatofitos en general han mostrado ser un grupo homogéneo con
una divergencia reciente, en la actualidad el uso del espaciador interno transcrito
(ITS1-5.8S-ITS2) del rARN se ha considerado un buen marcador para diferenciar
especies (Ziotkowska et al, 2015) cuya caracteristica es la alta variabilidad entre
las mismas, propuesto por Graser (1999) y Makimura (1999), utilizado en el

presente estudio para identificacion y analisis filogenético.

Los dermatofitos al inicio fueron identificados por medio de sus
caracteristicas micro-morfoldgicas distintivas lograndose determinar para el caso
de Guatemala (Tabla No. 1) la presencia de 18 cepas de Microsporum gypseum,
14 de Trichophyton mentagrophytes, cuatro de Trichophyton rubrum, tres de
Trichophyton tonsurans, dos de Microsporum canis y una de Microsporum nanum;
posterior a extraccion de DNA, amplificacion y secuenciacion se obtuvieron
electroferogramas, los cuales fueron editados (Bioedit ver 7.2.5), para luego ser
comparados con secuencias patrén depositados en el GenBank al utilizar para

dicho fin el algoritmo BLASTn del NCBI, lograndose identificar en el caso de
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Guatemala las especies de Nannizzia gypsea (siete cepas), Nannizzia incurvata
(once cepas), Trichophyton interdigitale (15 cepas), Microsporum canis (una cepa),
Nannizzia nana (una cepa), Trichophyton rubrum (una cepa) y Trichophyton
mentagrophytes (cinco cepas); se pudo establecer que 12 cepas descritas
inicialmente como T. mentagrophytes y (tres) cepas descritas como T. rubrum
fueron identificadas por medio del algoritmo BLASTNn como T. interdigitale. En
general existe incongruencia entre los métodos fenotipicos y genotipicos a nivel de
los dermatofitos lo cual es mencionado en otros estudios (Carfarchia et al, 2013;
de Hoog et al, 2017; Garcia et al, 2016).

En el caso de las cepas identificadas inicialmente como pertenecientes al
complejo T. mentagrophytes es importante reconocer la presencia de cuatro
especies muy relacionadas entre si a nivel fenotipico: T. mentagrophytes, T.
interdigitale, T. erinacei y T. simii (Gracer, 1999) las cuales, debido al
pleomorfismo fungico, pueden llegar a ser indistinguibles e incluso, tal y como lo
menciona Sun et al (2010) se puede complicar su diferenciacion a nivel genotipico
y separacion filogenética. Normand et al (2018) hacen mencion que por medio del
marcador ITS (amplificacion de ITS1-5.8S.ITS2) no se puede diferenciar
adecuadamente T. mentagrophytes de T. interdigitale, T. equinum de T. tonsurans
o T. rubrum, T. violaceum y T. soudanense, requiriéndose otros marcadores
moleculares como B tubulina o factor de elongacion 1-a (tef-1a). De igual manera
dado el pleomorfismo fungico, es probable que T. rubrum haya sido identificado de
forma erronea debido a la escasa presencia de conidios por parte de los
ejemplares o la presencia de micelio estéril, el fendmeno de infertilidad fungica

gue se caracteriza por la ausencia de estructuras reproductivas (Arenas, R., 2011)

La taxonomia de los hongos dermatofitos ha sido revisada por medio de un
analisis filogenético multilocus, realizado por De Hoog et al (2017), en el cual
especies como M. gypseum, hongo de origen geofilico fue incluido dentro del
género Nannizzia con el nombre de Nannizzia gypsea y a nivel de cultivo es
indistinguible de Nannizzia incurvata, la cual fue descrita por Stockdale (1962); de

las 18 cepas guatemaltecas identificadas al inicio por medio de caracteristicas
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microscoépicas y morfologia de las colonias, por medio del algoritmo BLASTN, siete
cepas fueron identificadas como Nannizzia gypsea y once como N. incurvata, dato
gue correlaciona con las observaciones hechas por Dolenc & Gaspari¢ (2017),
donde se hace mencion que las especies N. incurvata y N. gypsea estan
subestimadas, por lo que se requiere estudio de tipo molecular para su
caracterizacion adecuada. Se encontré una cepa identificada como Microsporum
nannum la cual fue reclasificada por De Hoog et al (2017) dentro del género
Nannizzia como Nannizzia nana. Respecto al género Microsporum se pudo
corroborar que la cepa identificada como M. canis concordaba con la identificacion
dada por el algoritmo BLASTnN. El presente estudio corrobora por primera vez en
Guatemala, a nivel molecular, la presencia de las especies mencionadas
anteriormente; asi mismo, por primera vez, se reporta en el pais N. incurvata, N.

gypseay T. interdigitale.

En el caso de Republica Dominicana por medio de micromorfologia, se
determind 11 cepas de Trichophyton rubrum, tres de Microsporum canis, tres de
Trichophyton mentagrophytes, una de Microsporum audouinii y una de
Trichophyton spp. (él cual no fue posible identificar microscopicamente debido a la
ausencia de estructuras reproductivas) (Tabla No. 7), este ultimo fue clasificado
como T. interdigitale de forma posterior al utilizar el algoritmo BLASTn. El complejo
T. mentagrophytes al igual que lo encontrado para Guatemala, fue reclasificado
como T. interdigitale (dos T. mentagrophytes); asi mismo se observa que algunas
cepas fueron reclasificadas como T. equinum (dos T. rubrum, una T.
mentagrophytes) al utilizar el algoritmo BLASTn. Estos datos concuerdan con los
datos Guatemaltecos, donde por medio de micromorfologia y la macromorfologia
no se puede deducir claramente la presencia de algunas especies (Sun et al,
2010), por lo que se subestima su frecuencia a nivel epidemioldgico. En el caso
del género Microsporum se obtuvo tres especies: M. canis, M. ferrugineum y M.
audouinii; esta Ultima es una especie endémica de Republica Dominicana a nivel
latinoaméricano (Sanchez, et al., 2010), es importante sefialar que la comparacion
epidemioldgica se complica ya que no existen estudios epidemioldgicos previos

para este pais respecto a todas las dermatofitosis, a excepcion del caso de Tinea
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capitis. Se evidencid a nivel del analisis del algoritmo BLASTnN la presencia de M.
ferrugineum y T. equinum, lo cual constituye el primer reporte molecular de estas

especies en Republica Dominicana.

Desde el punto de vista filogenético se ha definido el concepto de especie
en funcién de su cercania, es importante sefialar que se describi6 el género
Trichophyton como parafilético, separado por Microsporum y Epidermophyton
(Chen, et al., 2011). La base de datos relacionada con el marcador ITS (ITS1-
5.8S-ITS2) es amplia y posee distintas secuencias para la comparacion con los
datos obtenidos. (Garcia et al, 2016).

Existen tres meétodos utilizados en general respecto a la sistematica y
filogenética, a) La Cladistica (principio de Maxima Parsimonia), b) Maxima
Verosimilitud y c) Inferencia Bayesiana. Estos, se seleccionan en funcion de las
preferencias, y poseen la finalidad de mostrar la historia evolutiva del grupo
taxonomico en estudio, En algunos casos, como lo menciona Pefia (2011), se
prefiere utilizar los tres métodos para darle robustez a la hipoétesis filogenética en
dado caso exista concordancia entre las topologias de los mismos (Martin et al,
2002).

En el presente estudio filogenético se evalud la topologia porterior a utilizar
los tres métodos, se defini6 como grupo externo (outgroup) Aspergillus terreus,
seleccionado en base al estudio de Capella, Kauff & Gabaldon (2013), quienes
evidencian que a nivel de la historia evolutiva de Arthrodermatacea esta especie

ocupa un lugar mas cercano al ancestro comun.

Respecto a Republica Dominicana (ver figuras 23, 26 y 29) se determind
gue existe concordancia respecto a un ancestro comun que separa a los géneros
Trichophyton (especies antropofilicas) y Microsporum (especies zoofilicas en el
caso de M. canis y antropofilicas en el caso de M. audouinii). Para Maxima
Verosimilitud se obtuvo un boostrat (1,000 repeticiones) de 96 (para el grupo de
Trichophyton spp) y de 99 para el grupo de Microsporum spp); para inferencia

Bayesiana se obtuvieron valores de probabilidad posterior de 0.98 (para
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Microsporum spp.) y 0.99 (para Trichophyton spp). Para Maxima Parsimonia se
determind un boostrap (1,000 repetitciones) de 99 (Trichophyton spp.) y de 100
(Microsporum spp.); respecto a la forma en que se bifurcan estas dos ramas existe
concordancia entre los tres métodos, por lo que el andlisis es robusto. Estos datos
correlacionan con los obtenidos por Garcia et al (2016) respecto a la distribucion
flogenética de hongos originarios de Sao Pablo, Brazil. Estos investigadores
obtuvieron una historia evolutiva similar al utilizar la ITS1-5.8S-ITS2 y el dominio D
(D1/D2) por medio del método de Maxima Verosimilitud y evidenciaron un origen
comun para las especies del genero Trichophyton spp. y Microsporum spp.
Carfarchia et al (2013) hacen mencion que estos dos géneros estan relacionados
entre si ya que surgieron debido a la adaptacion del hospedero por lo que el
origen de los hongos antropofilicos (contenidos en el género Trichophyton) esta
estrechamente relacionado a las especies zoofilicas de Microsporum, lo cual
ubicaria a estas especies de forma mas cercana al ancestro comun (como se
puede observar en los arboles obtenidos por Inferencia Bayesiana y Maxima

Verosimilitud).

En las figuras 23, 26 y 29 se puede observar que se separan el complejo
Trichophyton mentagrophytes del complejo Trichophyton rubrum, ambos con un
ancestro comun, similar como al estudio realizado por Garcia et al (2016) en el
gue se observa la misma separacion. Es importante también resaltar como lo
menciona Carfarchia et al (2013) que existe un alto grado de colinearidad entre los
dermatofitos; asi mismo, hace mencién que en el caso de Trichophyton
interdigitale es complicado separarlo de T. mentagrophytes, asi como es
complicado dilucidar las dos variaciones de T. interdigitale: T. interdigitale de
origen zoofilico y T interidigitale de origen antropofilico, lo cual se logra segun
Beguin et al (2012) por medio de concatenar genes como ITS, actina y B-tubulina.
Segun Kawasaki (2011) es importante considerar el origen de las especies, las
cuales en este estudio fueron de procedencia humana, respecto a los métodos
utilizados; en el caso de la Inferencia Bayesiana se observé una mejor resolucion

para este complejo, ya que separd la cepa patron MF926358.1 de T.
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mentagrophytes y LT906383.1 de T. interdigitale con un factor de probabilidad
posterior > 0.80 (Figura 26).

Respecto al complejo M. canis se puede observar que los tres métodos
coinciden en que existe una clara separacion de la cepa D14 de Republica
Dominicana identificada por medio del algoritmo BLASTn como M. audouinii de M.
canis /M. ferrugineum, los cuales no pueden ser separados. Cafarchia et al (2009)
menciona esta cercania filogenética de M. audouinii (antropofilico) respecto a M.
canis (zoofilico). Respecto a M. ferrugineum al utilizar ITS1 no se puede separar
de M. canis independiente del método. Kazubiak et al (2004) utilizaron un conjunto
de microsatélites para poder delimitar M. canis, M. audouinii y M. ferrugineum,
dicho autor menciona que respecto a la historia evolutiva, M. canis es originario de
Africa y que, posterior a la domesticacion de los gatos en dicha area, este pudo
haberse adaptado a un nuevo hospedero. En cuanto a M. ferrugineum este se
originé en Asia y respecto a M. audouinii es confuso dilucidar su origen, aunque
comparten un ancestro en comun tal y como se pudo determinar por medio del
analisis realizado por este autor y el andlisis del presente estudio. El arbol
filogenético en el caso de Republica Dominicana es robusto dado que los tres

métodos utilizados presentan una topologia similar.

En el caso de las cepas guatemaltecas es importante que aunque existe
concordancia con su agrupacion respecto a las cepas de referencia, la historia
evolutiva es diferente. En el caso de Maxima Parsimonia esta coloca a M. canis en
relacion con los complejos T. rubrum /T. mentagrophytes; Carfarchia et al (2013)
menciona que existe una gran distancia evolutiva entre M. canis y T. rubrum dada
por la baja colinealidad y un alto nUmero de inversiones. A su vez, al tomar en
cuenta la nueva clasificacion propuesta por Graser et al (2016) basada en ITS,
porcién parcial LSU, la proteina ribosomal 60S, B-tubulina, y el factor tres de
traslacion y elongacién, el arbol obtenido en el presente estudio con mayor
afinidad a lo antes mencionado son los de Maxima Verosimilitud e Inferencia
Bayesiana, los cuales colocan a M. canis como un ancestro tanto del genero

Nannizzia como de Trichophyton, lo cual a su vez correlaciona con el estudio de
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Garcia et al (2016) quienes encontraron que M. canis es mas cercano al ancestro

qgue da origen a los géneros Trichophyton y Nannizzia.

Respecto al género Nannizzia se logré establecer la presencia de N.
incurvata, N. gypsea y N. nanna, se probaron dos cepas de referencia respecto a
N. incurvata, MF415404.1 y MH378242.1 de origen Asidtico y Europeo
respectivamente, las cuales dieron como resultado dos grupos distintos al utilizar
los tres métodos; las de origen europeo fueron mas antiguas respecto al ancestro
comun para dicho grupo, esta agrupacion revela un probable subgrupo dentro de
la misma especie, lo cual deberia ser corroborado desde un punto de vista
multigénico (Graser et al, 2016). En el estudio de Kawasaki et al (1990) se hace
mencion que N. gypsea es mas antigua en evolucion que N. incurvata, por lo que
el método que mejor resolucion mostré para Nannizzia fue el de Maxima
Verosimilitud. Se logro6 identificar la presencia de N. nanna, tanto desde un punto
de vista microscopico como molecular. Este es el primer estudio molecular en
Guatemala que utiliza cepas de este género, asi mismo logra una clara separacion

entre las mismas a nivel filogenético.

Respecto a las cepas del genero Trichophyton de Guatemala, al igual que
las cepas de Republica Dominicana, no fue posible obtener una buena resolucion
respecto a T. mentagrophytes complex el cual deberia de ser estudiado desde un
punto de vista multigénico (Beguin et al, 2012); en general, el mejor método
comparado con la filogenia actual de Graser et al (2016) que a su vez describe la
historia evolutiva de las cepas Guatemaltecas es el de Maxima Verosimilitud, lo
cual puede deberse a la falta de especies que aclaren la historia evolutiva de las

cepas guatemaltecas.

Es importante considerar que existe una clara separacién geografica de
Guatemala respecto a Republica Dominicana dada por un gran cuerpo de agua
salada (Mar Caribe), separadas sus capitales por aproximadamente 2,155
kilbmetros; dada esta diferencia y ausencia de datos epidemiolégicos en
Republica Dominicana, respecto a los dermatofitos y dermatofitosis, se planted

establecer las relaciones intra e interespecificas entre los dermatofitos de ambas
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regiones para evidenciar si existian agrupaciones distintas debidas a cambios
notables a nivel de la regién ITS1-5.8D-ITS2 por lo que se realizd6 un andlisis

filogenético conjunto.

Respecto al arbol filogenético unificado se evidencié que tanto Maxima
Verosimilitud como Maxima Parsimonia colocan al género Nannizzia mas cercano
al ancestro comun de los dermatofitos, el cual a su vez da origen a Microsporum y
Trichophyton; la evolucién en este caso se puede explicar de mejor manera por
Inferencia Bayesiana, por medio de la cual se logré obtener un arbol parecido al
propuesto por Gracer et al (2016) como modelo evolutivo y al obtenido por Garcia
et al (2016).

Respecto a las relaciones dentro del género Trichophyton para los
ejemplares Guatemaltecos y Dominicanos en conjunto, se observo la falta de
resolucién en el caso del complejo T. mentagrophytes al utilizar los métodos de
Méaxima Verosimilitud y Maxima Parsimonia, pero al comparar estos arboles con el
obtenido por inferencia Bayesiana respecto a este grupo, se observé una buena
resolucién para T. equinum, con un valor de probabilidad posterior en este grupo
mayor de 0.99 a excepcion de la cepa guatemalteca G41, que segun el algoritmo
BLASTnN y el analisis de los arboles guatemaltecos pertenece a T. interdigitale; se
observo las mismas relaciones filogenéticas previamente mencionadas para el
género Trichophyton las cuales concuerdan con lo mencionado en la literatura
(Carfarchia et al, 2013).

En el caso del género Nannizzia, conformado por cepas Guatemaltecas se
puede observar que se separan en dos grupos en base a su origen geografico
(Nannizzia incurvata de Asia y de Europa), al igual que lo observado en los
arboles de Guatemala, lo cual no ha sido descrito en la literatura, que en el
presente estudio es robusto debido a que se obtuvieron las mismas agrupaciones
en los tres arboles de Guatemala por los tres métodos. También se pudo
corroborar nuevamente en los tres arboles unificados, por lo que se puede decir
gue esta hipétesis posee robustez (Pefia, 2011), lo cual podria ser confirmado por

un analisis posterior de tipo multigénico (De Hoog et al, 2017).
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Respecto al género Microsporum, se puede observar que no existe una
buena resolucion de M, canis, M. ferrugineum y M. audouinii al utilizar Maxima
Verosimilitud y Méxima Parsimonia, lo cual coincide con lo mencionado por
Carfarchia et al (2013) quienes mencionan que existe poca distancia filogenética
entre M. canis y M. audouinii. Segun Carfarchia et al (2009) se puede lograr una
buena resolucién al concatenar ITS-1, ITS-2 y chs-1, obteniéndose un mejor
resultado al igual que el estudio realizado por Kaszubiak et al (2004), quienes
obtuvieron una buena separacion al analizar 13 marcadores microsatelites y
regiones no microsatelites. Respecto al analisis se puede observar una mejor
resolucion por Inferencia Bayesiana (Figura 6) en donde se separan M. audouinii
del resto y M. ferrugineum con un bajo factor de probabilidad posterior (0.54), lo
cual no es significativo ya que no agrupa a las cepas identificadas como esta
especie al utilizar el algoritmo BLASTnN, por lo que se requiere concatenar mas
genes para lograr una mejor resolucion. En el caso del género Microsporum solo
el método de inferencia Bayesiana logra establecer a nivel de evolucion la lejania
de este grupo y su cercania al ancestro comun tal y como lo menciona Carfarchia
et al (2013), de Hoog et al (2016) y Garcia et al (2016).

Basado en los analisis de los arboles filogenéticos y en las comparaciones
con la taxonomia actual y orden evolutivo (de Hoog et al 2016; Garcia et al 2016),
se determind que el método mas util en cuanto a filogenia de dermatofitos para las
cepas Guatemaltecas fue Inferencia Bayesiana; no hubo dificultad al momento de
escoger un grupo respecto a las cepas de Republica Dominicana. Dada la baja
resolucién en los género Microsporum y Trichophyton, es importante realizar
estudios multigénicos para delimitar las especies, sin dejar a un lado las
comparaciones de genomas completos, los cuales tienen aplicaciones clinicas,
bioquimicas y filogenéticas. Tal y como lo menciona Carfarchia et al (2013) la
protedmica y metaboldmica pueden ayudarnos a comprender las relaciones entre
especies/genotipos de dermatofitos y su hospedero a nivel molecular y bioquimico.
En general, se logré corroborar la especie y las relaciones filogenéticas de los
ejemplares identificados por medio del algoritmo BLASTn, se obtuvo una historia

evolutiva cuyo origen esta cercano a las cepas de origen geofilico-zoofilico que



75

posteriormente se adaptaron a hospederos humanos, se evidencio subgrupos
respecto a la especie N. incurvata; sin embargo, no existieron subgrupos respecto
a T. interidigitale, el cual a nivel filogenético contenia tanto cepas guatemaltecas
como dominicanas, por lo que no existe diferencia inter-especie a nivel

filogenético.
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IX. CONCLUSIONES

. De las 42 cepas se identificaron, por métodos fenotipicos, 26 cepas del
género Microsporum y 16 del género Trichophyton.

. Se logro6 establecer que, la mayoria de las muestras guatemaltecas habian
sido aisladas de hombres, con un grupo etario frecuente de 1-10 afios, en
ufias con un tiempo clinico de evolucion mas frecuente mayor a 1 afio y con
un hallazgo microscopico de filamentos. En Republica Dominicana también
fueron aisladas de hombres, con un grupo etario mas frecuente entre 30-40
afios, ubicadas las lesiones en extremidades inferiores y ufias, con un

tiempo clinico de evolucion de 0-1 mes y con hallazgo de filamentos.

. Respecto a Guatemala se identificaron por medio de la regién ITS1-5.8S-
ITS2, siete cepas de N. gypsea. 11 de N. incurvata, 15 de T. interdigitale,
una de M. canis, una de N. nana, una de T. rubrum, y cinco de T.
mentagrophytes; en cuanto a Republica Dominicana, siete cepas de T.
rubrum, tres de M. canis, tres de T. interdigitale, una de T. mentagrophytes,

una de M. audouinii, dos de T. equinum y una de M. ferrugineum.

. Respecto a Guatemala se logré determinar que el mejor método en cuanto
a hipotesis evolutiva y resolucién fue el de Inferencia Bayesiana aunque no
se logr6 una buena resolucion del complejo de T. mentagrophytes.
Respecto a Republica Dominicana se obtuvd concordancia con los métodos
de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana pero no se logré buena

resolucién en el caso de M. audounii ni en el complejo T. mentagrophytes.

. No se observaron diferencias filogenéticas inter-especie en cuanto a la
agrupacion de las cepas de Guatemala y Republica Dominicana ni en
conjunto, observandose una agrupacion intra-especie en el caso de N.

incurvata.
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X. RECOMENDACIONES

. Caracterizar las cepas estudiadas por medio de concatenar diferentes
marcadores, como: proteina ribosomal 60S, B-tubulina, y factor 3 de

traslacion y elongacion.

. Realizar estudios comparativos de genomas completos con las cepas

estudiadas para profundizar en el conocimiento de las mismas.

. Estudiar con mayor profundidad las cepas pertenecientes a N. incurvata por
medio de otros marcadores moleculares para corroborar la subdivision
hallada con ITS1-5.8S-ITS2.

. Caracterizar las cepas estudiadas en funcion de sus proteinas

(proteémoica) y de sus metabolitos (metabolomica).

. Aumentar la cantidad de especies y de cepas para mejorar la agrupacion y

la resolucion de los arboles filogenéticos
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Xll.  ANEXOS

Anexo 1. Clasificacién taxonémica de los dermatofitos

| Faseteleomirfica | Fose anamrfica _

Phylum Ascomycota

Clase Euascomycetes Hyphomycetidiae
Orden Onygenales Hyphomycetes
Familia Arthrodermataceae Hyphomycetaceae
Género Arthroderma Trichophyton
Género Arthroderma Microsporum
Género No reportado Epidermophyton

Adaptado de: Bonifaz, A. (2012). Micologia Médica Basica. Tercera edicion. McGraw Hill, México
DF. Cortesia de: Garcia-Vargas A, Guadalajara, México.



Anexo 2. Caracterizacion macroscopicay molecular de los ejemplares

analizados
Cepa G2 N. gypsea

A. Secuencia obtenida

COOTATCGCCGGCCACACGCCCATTCTTGTCTATTTACCCAGTTGCCTCGRCGRGLLGLG 6l

CACTCATGCCGCACCTCGAGGAGCCATCCGAARACAATCAACTCCCTRGATCGCGCCCGE 128

COGAGGAGTGATTAAAATCCATGAATACTGTTCCATCTGAGCGTTAGCAAGTAAAATCAG 186

TTAAMACTTTCAACAACGGRATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCRAAATGE 248

GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGE 388

CCTCTGGTATTCCGGRGEGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGET 368

TGTGTGATGGACGACCGTCCCGCCCTCCCTACTCCAGLGGAGGGGGACGLGCCCGAAAAG 428

CAGTGGCCAGGCCGCGATTCCGGETCLTREGEGAATGLGCAACAAACCAACGCCTCTAGG 488

ACCGGCCGGTTTTCTGGCCTAGTTTTAGTTAGGGATGAACTTCCCTATCTAACTC 535

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa G3 N. incurvata
A. Secuencia obtenida

AAGGCGCGCCGLGLACGCCATGTCCGLGAGCTGTGCCGCCGGCCACACGCCCATTCTTGT

CTACCCACCCRGTTECCTCRGC GGG CACGCACCCAUCAGAGGAGTGATTAGAACCCATG

AATACTGTTCCGTCTGAGCGTTAGCAAGTGAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCT

CTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGLAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAR

TTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGLGLLLIATG

CCTGTTCGAGCGTCAT T TCAAC CCCTCAAGCGCGGCTTATATGATGEACGACCGTCCCCG

TCCTCCCTGATCTCCAGGGAGGGGGACGCGLCCGAAAAGCAGTGGLCAGGLCGLGATTCL

GGCTCCTGGGCEAATGGGCAACARACCAACGLCTCTAGGACCGGLCCGRCTCTCTGRLCTA

GTTTCCGTTAGGGATTAGTTTCTCTACATCTAGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGGATACT

COCTGAACTTAAGCATATC 559

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

<1%]

128

188

248

388

368

428

438

548
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Cepa G4 N. incurvata
A. Secuencia obtenida

GGACGCCATGTCCGLRAGCTATGCCACCGGCCACACGCCCATTCTTGTCTACCCACCLGR

TTGECCTCGECGGLCCGEGREGCCCGLCAGAGGAGTGATTAGAACCCATGAATACTGTTCCG

TCTGAGCGTTAGCAAGTGAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGE

ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCA

TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTRATATTCCGGGAGEGCATGCCTGTTCGAGCG

TCATTTCAACCCCTCAAGCGLCGGCTTGTGTGATGGACGACCGTCCCCGTCCTCCCTGATC

TCCAGGGAGGGGGACGLGLCCGAAMAGCAGTGGLCAGGCCGLGATTCCGGCTCCTGAGLG

AATGLGCAACAAACCAACGCCTCTAGRACCALRCCGGCTCTCTGRCCTAGTTTCCGTTAGG

GATTAGTTTCTCTACATCTAGGTTGACCTCGLATCAGGTAGGGATACCCGLTGAACTTAA

GCATAT 546

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

158

248

Bga

368

428
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548
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Cepa G7 T. interdigitale
A. Secuencia Obtenida

CAAACGTCCGTCAGGLLTGAGCAGATGTGCGCCGGCCGTACCGCCCCATTCTTIGTCTACA &8

TTACTCGGTTGCCTCGGCGGGCCGCGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGGCGAGCCTCTCTT 128

TAGTGGCTAAACGCTGGACCGLGCCCGLCGLAGGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAGAA 188

GAGCTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTC 248

TTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT 3688

TCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGEATGE 368

CTGTTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGETTGTGTGATGLACGACCGTCCGREG 428

CCCCCGTCTTTGGGEETGLGEEACGLLGCCCGAAAAGCAGTOLCCAGGCCGCLATTCLGEE 480

TTCCTAGGCGAATGGGCAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCGGLCGLCCTGGLCTCAAAL 539

B. Colonia obtenida

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa G8 T. interdigitale
A. Secuencia obtenida

GATCATTAGCGCGCAGGRCCGRAGGCTRGCCCCCCACGATAGGGRCCAAACGTCCGTCAGGG

GTGAGCAGATGTGCGCCGGCCGTACCGCCCCATTCTTGTCTACATTACTCGGTTGCCTCG

GLEGGCCECGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGGCGAGCCTCTCTTTAGTGGCTAAACGLTG

GACCGCGCCCGLCGGAGGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAGAAGAGCTGTCAGTCTRAG

COTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA

TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCATGAATCATCGAA

TCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTARCATTCCGAGLGACATGCCTGTTCGAGCGTCATT

TCAGCCCCTCAAGCCCAGCTTGTGTRATGRACGACCGTCCGGLGCCCCCGTCTTTRRGEGG

TGCGGEACGCGLCCGAALAGCAGTGRCCARGCCGLGATTCCGGCTTCCTAGGCGAATGGG

CAACAAACCAGCGLCTCCAGGACCGGLCGCCCTGRCCTCAAAATCTGTTTTATACTTATC

AGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGA 635

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

30

368

428

438

548
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Cepa GO T. interdigitale
A. Secuencia obtenida

CACGATAGGGCCAAACGTCCGTCAGGGGTGAGCAGATGTGLGCCGGCCGTACCGCCCCAT 6B

TCTTGTCTACATTACTCGGTTGCCTCGGCGAGCCGLACTCTCCCAGRAGAGCCGTTCGGE 128

GAGCCTCTCTTTAGTGGCTAAACGCTGGACCGCGLCCAGCCARAGGACAGACGCAAALLAAL 188

TTCTTTCAGAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAALALATCAGTTAARACTTTCAA 248

CAACGGATCTCTTGETTCCRGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG 308

AATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCC 368

GEGGLGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGGACG 428

ACCATCCORCGCCCCCGTCTTTGEEGATGLAGRACGCGCCCGAAAAGCAGTGRCCAGRLC 488

GCGATTCCOGCTTCCTAGGCGAATGRGCAACAAACCAGCGCCTCCAGRACCGGCCGCCCT 548

GGCCTCAAAATC 552

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



103

Cepa G10 N. incurvata
A. Secuencia obtenida

GCAGGCCGTTEAAGGCGLGCCGLGLACCCCAGGTCCGLCATACAGTRCCGLCGGLCACALC &8

GCCCATTCTTGTCTACT TACCCAGTTGECTCGGLGELECTCGLGCCCGLCAGAGGAGTGA 128

TTAAAATCCATGAATACTGTTCCATCTGAGCATTAGCAAGTAAAATCAGTTAARACTTTC 188

AACAACGGATCTCTTGATTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATG 248

TEAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGLTATT 388

CORGGEEECATGCCTETTCRAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCGCGGCTTGTGTGATGRA 368

CGACCATCCCCACCCTCCCCGAGETCCCGAGEAGRGGRACGCACCCLAAAAGCASTGGCCA 420

GLCCGCGATTCCGGETCCTRLGLGAATGLLCAACAAACCAGCGCCTCTAGGACCGLLCGL 488

CTCTCTGGCCTAGTTTCCGTCAGAGATGTATTTCTC 516

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa G11 N. gypsea

A. Secuencia obtenida

CEGTET O CGRGCCACACGCCCATTCTTGTCTAT TTACCCAGT TRCECTCGGLGGLECGEG

CACTCGTGECCGCGCCTCRAGGAGCCGTCCGLEEACAAT CAACTCCCTGEATCGLGLCCGL

COGAGGAGTGATTAAAATCCATGAATACTGTTCCGTCTGAGCGTTAGCAAGTAAAATCAG

TTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCCGGLATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGE

GATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCCOGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGLGE

CCTCTGETATTCCGGEEEECATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGRET

TETGTGATGGACGACCGTCCCGCCCTCCCTACTCCAGLRGRAGGGGELEACGCGCCCGAALAG

CAGTGLCCAGGCCLCGATTCCGLCTCCTRLGCGAAT GLGCAACAAACCAACGCCTCTAGG

ACCGGCCGGTTTTCTGGCCTAGTTTTAGT TAGGGATGAACTT 522

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

515]
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248

388

368

428

488

104



105

Cepa G12 N. incurvata

A. Secuencia obtenida

TGAAGGCGCGCCGLAGACGCCATATCCGCGAGCTATGCCACCGGLCACACGCCCATTCTT

GTCTACCCACCCOGTTGCCTCGREGGECCGCGEACCCGLCAGAGGAGTGATTAGAACCCA 128

TGAATACTGTTCCGTCTGAGCGTTAGCAAGTGARATCAGTTAARACTTTCAACAACGGAT 188

CTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCLATAAGTAATGTGAATTGCAG 248

AATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGORGLGGEA 3088

TGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCGCGGCTTGTGTGATGRACGACCGTCCE 368

COGTCCTCCCTGATCTCCAGGLRAGGGLEACGCGCCCGAAAAGCAGTGECCAGGCCGLGATT 428

CCGGCTCCTGOGCGAATGGECAACAAACCAACGCCTCTAGGACCGGCCGGCTCTCTGREC 488

TAGTTTCCGTTAGGGATTAGTTTCTCTACATCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA 548

CCCGCTGAAC 558

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa G13 N. gypsea

A. Secuencia obtenida

COGATGCGTCCGAEAEGLGLTATCGCCGGCCACACGCCCATTCTTGTCTATTTACCCAGTT

GCCTCGGCGLRGCCGLGCACTCGTACCALGCCTCRAGGAGCCGTCCGGEEACAATCAALCTC

CCTGRATCGCGCCCACCALAGGAGTGATTAAAATCCATGAATACTGTTCCGTCTRAGCGT

TAGCAAGTAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAA

GAACGCASCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCARAATTCCGTGAATCATCGAATCTT

TEAACGCACATTGCGCCCTCTGETATTCCOGLGLGEATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAA

CCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGEACGACCGTCCCGCCCTCCCTACTCCAGGGGAGGG

GRACGCGCCCOAAAAGCAGTGGCCAGGCCACRATTCCGGCTCCTGEGLGAATGGGCAACA

AACCAACGCCTCTAGGACCLGLCGATTTTCTGLCCTAGTTTTAGT TAGGGATGAACTTCC

CT 542

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

o1}

128

158

248

Bga

368

428

488

548

106



Cepa G15 N. gypsea
A. Secuencia obtenida

CCGGATGLCGTCCOGLALLGLEGGTGTCGLCGGLCACACGCCCATTCTTGTCTATTTACCCA

GTTGCCTCGGCGGGCCGLGCACTCGTGCCGCGCCTCGAGGAGCCGTCCGGGGACAATCAA

CTCCCTGGATCGCGLCCACCOGAGGAGTGATTAAAATCCATGAATACTGTTCCGTCTGAG

COTTAGCAAGTAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGAT

GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCCGTGAATCATCGAAT

CTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGGLGLEATGCCTGTTCGAGCGTCATTT

CAACCCCTCAAGCCCOGLTTGTGTGATGEACGACCGTCCCGUCCTCCCTACTCCAGRGRA

GGGGEACGCGCCCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGLGAATGGGTA,

ACAANCCAACGCCTCTAGGACCGGCCGGTTTTCTGGCCTAGTTTTAGT TAGGGATGAACT

TCCCTA 546

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

&8
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Cepa G16 T. interdigitale
A. Secuencia obtenida

GGCCAAACGTCCATCAGGGAGTGAGCAGATGETGCGCCGGLCATACCGCCCCATTCTTGTCT

ACATTACTCGGTTGCCTCAGLAGACCGLGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGGCGAGCCTCT

CTTTAGTGGCTAAACGCTGRACCGCGCCCGCCARAGGACAGACGCARAALAAAATTCTTTCA

GAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGAT

CTCTTGGTTCCGGLATCGATGAAGAACGCAGCGALAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG

AATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTARCGCCCCCTAGCATTCCGGEGGGCA

TGCCTETTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCAGCTTAGTGTGATGGACGACCGTCLG

GCGCCCCCATCTTTGOGEATRLGGEACGLGLCCLAAAAGCAGTGGCCAGGCCGLGATTLL

GGCTTCCTAGGCGAATGRGCAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCGGLCGCCCTAGCCTCAA

AATCTGTTTTATACTTATC 559

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

158

248

388

368

428

4388

548
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Cepa G17 N. gypsea

A. Secuencia obtenida

TGCATCCGGGEECALTATCGLCALCCACACGLCCATTCTTGTCTATTTACCCAGTTGCCT

COGLGGELCCLCGCACTCLTGLCGLGLCTCGAGGAGCCGTCCGLGGACAATCAACTCLLTG

GATCGCGCCCGCCGLAGGAGTGATTAAAATCCATGAATACTGTTCCGTCTGAGCGTTAGT

AAGTAAAATCAGT TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCCGGLATCGATGAAGAAL

GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAA

CGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGLGGGEEATGCCTGTTCRAGCGTCATTTCAACCCC

TCAAGCCCGGCTTGTGTGATGGACGACCGTCCCGUCCTCCCTACTCCAGGGLAGGGGLAL

GCGCCCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGCGATTCCGGLTCCTGLGLGAATGGGLAACAAACT

AACGCCTCTAGGACCGGCCGGTTTTCTGGCCTAGTTTTAGT TAGGGATGAACTTCCCTAL

Afd 542

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25 °C, 8 dias

6e
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Cepa G18 T. mentagrophytes

A. Secuencia obtenida

GTGAGCAGATGTGCGCCGGCCGTACCGCCCCATTCTTGTCTACATTACTCGGTTGCCTCG

GCGGGCCGCGCTCTCCCAGGAGAGCCATTCAGLGAGCCTCTCTTTAGTGGCTAAACGCTG

GACCGLGCCCGLCGGAGGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAGAAGAGCTGTCAGTCTGAG

COTTAGCAAGCAAAAATCAGTTARAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGA

TEAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCCGTGAATCATCGAL

TCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGEATGCCTGTTCGAGCGTCATT

TCAGCCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGGACGACCGTCCGGLGLCCCCGTCTTTAAGGG

TGCGLEACGLGLCCGAAAAGCAGTGGCCAGGLCGLGATTCCGGCTTCCTAGGCGAATGGE

CAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCALGCCGCCCTRRCCTCAAMATCTGTTTTATAC 535

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

&8

128

188

248

Jea

368

428

438

110
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Cepa G19 M. nannum

A. Secuencia obtenida

GCCCGCCGRAGGAACGATCAAAACACGCGAACACCGTCCAGTCTGAGCGTAAAGCGAAGT &8

GAAAAAATCAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG 128

CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAAC 188

GCACATTGCGCCCTCTGETATTCCGGEGEECATGCCTATTCGAGCGTCATTTCAACCCCT 248

CAAGCCCGLETTETETGATGEACGACCGTCCGLECTCTCCCCGETCCCOGGLEAGAGLEGE 368

GACGCGCCCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGCGCTTCCGGCTCCTGLGGCGAATGGGCAACAL 368

ACCAGCGCCCCTAGGACCGGCCGGCCCTTCTGGCCCAGTTTCCAGTCAAGGACTTACGGLC 428

GCCTTGCGAC 438

B. Cultivo

Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa G22 T. interdigitale

A. Secuencia obtenida

ACGTCCGTCAGGGLTGAGCAGATGTRCGCCGGCCAGTACCACCCCATTCTTGTCTACATTA

CTCGGTTGCCTCRGLGGEECGLGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGGLGAGCCTCTCTTTAG

TGECTAAACGCTGLACCACGCCCGLCALAGGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAGAAGAG

CTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG

GTTCCGGCATCRATGAAGAACGCAGCGALAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCC

GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGRCATTCCGRGGGLCATGLCTG

TTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGLETTGTGTGATGGACGACCGTCCGGLGLCC

CCGTCTTTGGEEETGCGEEACGCGCCCEAAAAGCAGTGGCCAGGCCGCGATTCCGRLETTC

CTAGGCGAATGGLCAACARACCAGCGLCTCCAGRACCGGCCALCCTGRCCTCAARAATCTG

TTTTATACTTATCAGGTTGACCTCGGATCAG 571

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

1s@

248

e

368

428

458

548
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Cepa G24 N. incurvata

A. Secuencia obtenida

CLGACGCCATGTCCLCEAGCTATRCCGCCGGCCACACGCCCATTCTTGTCTACCCACCCG

GTTGCCTCGGLGGECCGLGCGCCCGUCAGAGGAGTGATTAGAACCCATGAATACTGTTCC

GTCTGAGCGTTAGCAAGTGAAATCAGT TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGG

CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGLGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATC

ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTRGTATTCCGGGEGEGECEATGCCTGTTCRAGC

GTCATTTCAACCCCTCAAGCGCGGCTTGTGTGATGGACGACCGTCCCCGTCCTCCCTGAT

CTCCAGGGEAGGLLEACGCGCCCEAAAAGCAGT GRCCAGGLCGLGATTCCGGETCCTAGGL

GAATGGGCAACAAACCAACGCCTCTAGGACCGGCCGGLTCTCTGGCCTAGTTTCCGTTAG

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

1]

128

188

248

B4

E121]

428

488
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Cepa G25 T. interditale

A. Secuencia obtenida

CCCGCCOGAGGACAGACACCAAGAAALMANTTTTCTGAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTTA 6B

GCAAGCACAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGA 128

ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTG 188

AACGCACATTGCGCCCTCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACC 248

CCTCAARCCCGACTTGTATGATGRACGACCGTCCAGCCCCTCCCTTCGRAGRCGEGACGE 380

GCCCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGCGATTCCGGCTTCCTAGGCGAATGGGCAGCCAATTC 268

AGCGCCCTCAGGACCGGCCGCCCTGGCCCCAATCTTTATATATATATATA 418

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa G26 N. incurvata

A. Secuencia obtenida

TTGAAGGCGCGLCGLGLACGCCATGTCCGLGAGCTGTGCCGLCGGLCACACGCCCATTCT

TGTCTACCCACCCGETTRCCTCGGLGGGCCGLGLGLCCALCAGAGGAGTGATTAGAACCC

ATGAATACTGTTCCATCTRAGCGTTAGCAAGTGAAATCAGTTAARACTTTCAACAACGGEA

TCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARAATGLGATAAGTAATGTGAATTGCA

GAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGGGGEE

ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGLCGCAGCTTGTATGATGEACGACCGTCL

CCGTCCTCCCTGATCTCCAGGGAGGGGLACGCGCCCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGLGAT

TCCGGCTCCTGLGCGAATGLGLAACAAACCAACGCCTCTAGGACCGGCCGGLETCTACTGG

CCTAGTTTCCGTTAGGGATTAGTTTCTCTACATCTAGGT TGACCTCGGAT CAGGTAGGGA,

TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA 565

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

158

248

388

368

428

488

548
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Cepa G28 N. incurvata

A. Secuencia obtenida

GATCATTAACGCGCAGGCCATTRAAGGCGCGCCGLARACGCCATGTCCGCGAGCTATGLC

GCCOGCCACACGCCCATTCTTGTCTACCCACCCAATTGLCTCARLGEGCCGLGLGLCCGL

CAGAGGAGTGATTAGAACCCATGAATACTGTTCCATCTGAGCGTTAGCAAGTGAAATCAG

TTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCRATGAAGAACGCAGCGAAATGC

GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGC

CCTCTGGTATTCCGAGLGGCATGCCTAGTTCRAGCATCATTTCAACCCCTCAAGCGLGGLT

TETGTGATGLACGACCGTCCCCGTCCTCCCTGATCTCCAGGLAGGGGRACGLGLCCGAAA

AGCAGTGGCCAGGCCACGATTCCRGETCCTGGECAAATRARGCAACALAACCAACGCCTCTA

GEACCGGCCAGCTCTCTGRCCTAGTTTCCGTTAGGGATTAGTTTCTCTACATCTAGGTTG

ACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAT 584

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

38e

368

428

438

548
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Cepa G29 T. interdigitale
A. Secuencia obtenida

COTCAGGGLTGAGCAGATGTGCGLCGLCCGTACCGCCCCATTCTTGTCTACATTACTCGE

TTGCCTCRGCGEECCACGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGRCGAGCCTCTCTTTAGTGGET

AMACGCTGGACCGCGCCCGCCARAGGACAGACGLAAAAAMATTCTTTCAGAAGAGCTGTC

AGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGRATCTCTTGGTTCC

GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGLGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA

TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTRGCATTCCGGGGEGCATGCCTGTTCGA

GCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGETTGTGTGATGRACGACCGTCCGGLGCCCCLGTC

TTTGRGGETGCEEEACGCGCCCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGCGATTCCGGCTTCLTAGG

CRAATGLGCAACAAACCAGCGCCTCCAGRACCOGCCACCCTARCCTCALALATCTGTTTTA

TACTTATCAGGTTGACCTCGGA 562

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

12@

188

248

388

368

428

438

548
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Cepa G30 T. interdigitale
A. Secuencia obtenida

ACGATAGGGCCAAACGTCCATCAGGLGTGAGCAGATGTGCGCCGGCCGTACCGCCCCATT

CTTGTCTACATTACTCGGTTGCCTCOGEGLGLCGCGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGEEG

AGCCTCTCTTTAGTGGCTAAACGCTGRACCGCGCCCGLCGRAGGACAGACGCAALAAAAT

TCTTTCAGAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGT TAALACTTTCAAC

AACGGATCTCTTGATTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARATGCGATAAGTAATGTGA

ATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCG

GGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGETTGTGTGATGRACGA

COGTCCGGCGCCCCCGTCTTTGEEEATECGELACGCGCCCGAMAAGCAGTGGCCAGGLCG

COATTCCGGCTTCCTAGGCGAATGGGCAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCGGLCCGLLCTA

GCCTCAALATCTGTTTTATACTTATCAGGTTGACCTCGGATCA 583

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

3Jee

368

428

480

548
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Cepa G31 N. gypsea

A. Secuencia obtenida

GCGGTGTCGCCGGCCACACGCCCATTCTTGTCTATTTACCCAGT TGLCTCGGLGGGLCGT

GCACTCGTGCCGCGCCTCRAGGAGCCAGTCCGGLGACAATCAACTCCCTGRATCGLGLCCG

CCGGAGLAGTGATTAAAATCCATGAATACTGTTCCGTCTEAGCGTTAGCAAGTAAAATCA

GTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCCGGLATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG

CEATAAGTAATGTGAAT TECARAAT TCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGLG

CCCTCTGETAT TCCGLGEGECATGCCTATTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGE

TTGTGTGATGGACGACCATCCCGUCCTCCCTACTCCAGGLGAGGGLRGACGCGCCCGAAAA

GCAGTGGCCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGLGAATGLGGLAACAAACCAACGCCTCTAG

GACCGGCCGGTTTTCTGGCCTAGT 584

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

515]

128

188

248

388

368

428

488
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Cepa G33 N. incurvata
A. Secuencia obtenida

COGACCCCAGGTCCGCCATRCAGTRCCGCCOLCCACACGCCCATTCCTTGTYTACTTALCC

CAGTTGCCTCGGCGAECCTCRCGCCCACCAGAGGAGTGATTARAATCCATGAATACTGTT

COGTCTGAGCGTTAGCAAGTAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCC

GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAA

TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCOLLGEGEATGCCTGTTCGA

GCGTCATTTCAACCCCTCAAGCGCGGCTTGTGTGATGRACGACCGTCCCCGLCCTCCLCG

GCTCCCGGEEAGGGELEGACGLGCCCGAAAAGCAGTGLLCCAGLCCGLGATTCCGGLCTCCTGE

GCGAATGGGCAACAAACCAGCGCCTCTAGRACCGGLCGGCTCTCTGGCCTAGTTTCLGTC

AGAGATGTATTTCTCTGCAATTTAGGTTGACCTCGRATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAC

T 541

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

158

248

L0

368

428

488

548
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Cepa G36 T. interdigitale
A. Secuencia obtenida

ACGTCCGTCAGGGGTGAGCAGATGTGCGCCGGCCGTACCGCCCCATTCTTGTCTACATTA,

CTCGGTTECCTCRGCAGGCCACACTCTCCCAGLGAGAGCCATTCAGLGAGCCTCTCTTTAG

TGGCTAAACGCTGGACCGLGLCCGLCGGAGGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAGAAGAG

CTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGT TAAMACTTTCAACAACGRATCTCTTG

GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCC

GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTAGCATTCCGGGGGGEATGICTG

TTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGGACGACCGTCCGGIGLCT

CCGTCTTTGLGEETELGLGACGLACCCGAAAAGCAGTGGLCCAGGCCGLRATTCCGGLETTC

1]

128

158

248

Jea

368

428

438

CTAGGCGAATGLGCAACAAACCAGCGLCTCCAGGACCGLGLCGLCCTRRCCTCAAAATCT 539

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

121



Cepa G40 T. interdigitale

A. Secuencia obtenida

GAGCAGAATGTGCGCCGLRCCATACCACCCCATTCTTGTCTACATTACTCGGTTGLCTCGG

COGGCCGCGCTCTCCCAGRAGAGCCGTTCOAGLRAGCCTCTCTTTAGTGGCTAAACGLTGG

ACCGLGCCCGLCALAGGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAGAAGAGCTGTCAGTCTGAGC

GTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGAT

GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAAT

CTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGRCATTCCGORGALGCATGCCTAGTTCGAGCGTCATTT

CAGCCCCTCAAGCCCRGCTTGTATGATGRACGACCGTCCGGCACCCCCATCTTTGREAGT

GCOGLACGCGLCCGAAAAGCAGTGGLCAGGCCALGATTCCAGETTCCTAGGCGAATGGEGL

AACAAACCAGCGCCTCCAGGACCAGCCACCCTORACCTCAAAATCTGTTTTATACTTATCA

GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGG 563

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

3jee

368

428

488

548
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Cepa G41 T. interdigitale

A. Secuencia obtenida

ACGTCCGTCAGGRGTGAGCAGATGTGCGCCGGCCGTACCGCCCCATTCTTGTCTACATTA

CTCGETTGRCCTCAGLGGGCCAEGETCTCCCAGGAGAGCCGTTCAGLGAGCCTCTCTTTAG

TGGCTAAACGCTRRACCGLGCCCGLCARAGGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAGAAGAG

CTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGRATCTCTTG

GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGLGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCC

GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGRCATTCCGGLGGGLATGLCTG

TTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGRACGACCGTCCGREGLCC

CCGTCTTTGLGEATGCGEEACGCGCCCGARAAAGCAGTGGCCNGRCCGCGATTCCGGETTT

CTAGGCGAATGGGCAAACAAAACCAAGCGCCTCCAGRACCAGLCGLCCTGRCCTTCARAA

TCTGT 545

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

158

248

Bga

368

428

488

548

123



124

Cepa G42 T. mentagrophytes
A. Secuencia obtenida

CATTACTCGGTTGCCTCGLEGEEECEEGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGGLGAGCCTCTC &8

TTTAGTGGCTAAACGCTGGACCGCGCCCGLCGGAGGACAGACGCAALAAAMATTCTTTCAG 128

AAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATC 188

TCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA 248

ATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGEAT 88

GCCTGTTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGGACGACCGTCCGG 268

CGCCCCCGTCTTTGREGATGLGEEACGCGLCCEAALAGCAGTGLCCAGGLCGLGATTLCG 428

GCTTCCTAGGCGAATGGGCAACAAACCAGCGC 452

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa G43 T. mentagrophytes

A. Secuencia obtenida

TCCGTCAGGGETGAGCAGAT AT GCGCCGGCCATACCGCCCCATTCTTGTCTACATTACTC

GETTECCTCRGCAEECCAECGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCAGLGAGCCTCTCTTTAGTGG

CTAAACGCTGGACCACGCCCACCOGAGGACAGACGCAAAALAATTCTTTCAGAAGAGCTG

TCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGT TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGETT

CCGGCATCRAT GAAGAACGCAGCGAAAT GCGATAAGT AATGTGAAT TGCAGAATTCCGTG

AATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGEATGCCTGTTC

GAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCAGCTTGRTGTGATGRACGACCGTCCGGCGCCLCCA

TCTTTGLEEETGCGEEACGLGLCCEAAAAGCAGTGLCCAGGCCGLGATTCCGGETTCCTA

128

188

248

e

368

428

4808

GLCGAATGLELCAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCGGCCGCCCTRRECTCAAMATCTGT 5238

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

125



Cepa G47 Nannizzia incurvata

A. Secuencia obtenida

CATGTCCGCGAGCTETGCCGCCGLCCACACGCCCATTCTTGTCTACCCACCCGGTTGECT

CEGCEGLCCACACACCCRCCAGAGGAGTGAT TAGAACCCATGAATACTGTTCCGTCTGAG

COTTAGCAAGTGAAATCAGTTAARACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGAT

GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAAT

CTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGLTATTCCGGEEELEATGCCTGTTCGAGCGTCATTT

CAA T A G GCGECTTETETEAT GEACGACCGTCCCCGTCCTCCCTGATCTCCAGG

GAGGLEGLACGCGLCCRAAAAGCAGTGGCCAGLLCGCGATTCCGGCTCCTGRGCGAATGGG

CAACAAACCAACGCCTCTAGGAC LG CGLCTCTCTRRCCTAGT TTCCGTTAGGGATTAG

TTTCTCTACAT 491

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

515]

128

188

248

388

368

428

488
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Cepa G49 Nannizzia incurvata

A. Secuencia obtenida

GTCCGCGAGCTGTGCCGCCGGCCACACGCCCATTCTTGTCTACCCACCCGGTTGLCTCGG

CEGGCCECGCGCCCOLCAGAGGAGTGATTAGAACCCATGAATACTGTTCCGTCTGAGEGT

TAGCAAGTGAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAA

GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTT

TEAACGCACATTGCGCCCTCTGATATTCCGGGGGECATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAL

CCCCTCAAGCGCGGCTTETETEATGEACGACCGTCCCCGTCCTCCCTGATCTCCAGGGAG

GGEEEACGCGLCCEAARAGCAGTGLCCAGLLCACGATTCCAGCTCCTGRGCGAATGEGECAA

CAAACCAACGCCTCTAGGACCGLCCGECTCTCTGRCCTAGTTTCCGTTAGGGATTAGTTT

CTCTAC 436

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

o15]

128

188

248

388

368

428

488
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Cepa G51 T. mentagrophytes
A. Secuencia obtenida

ACGTCCATCAGGGGTGAGCAGATGTGCGCCGGCCATACCGCCCCATTCTTGTCTACATTA

CTCGGTTGCCTCGGCGGEGLCGCACTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGRCGAGCCTCTCTTTAG

TEECTAAACGCTAEACCGLGCCCGLCGRAGGACAGACGCAAALAAAATTCTTTCAGAAGAG

CTGTCAGTCTGAGCGT TAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTG

GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCL

GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTRGCATTCCGGGGARGCATGLCTG

TTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGCTTGTATGATGGACGACCGTCCGGLGLCT

CCATCTTTGEGEATGCAEEACGLGLCCGAAAAGCAGTGGCCAGGLCGLGATTCCGGLTTC

CTAGGCGAATGEGCAACAMACCAGCGCCTCCAGGACCOGLCGCCCTGLCCTCAAMATCTG

TTTTATACTTATCAGG 556

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

138

248

see

368

428

488

548

128



Cepa G57 T. mentagrophytes
A. Secuencia obtenida

COTCCGTCAGGLETGAGCAGATGTECGCCGLCCATACCGLCCCATTCTTGTCTACATTALC

TCGGTTGCCTCGGCGGECCGCGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGGCGAGCCTCTCTTTAGT

GGCTAAACGCTGRACCGLGCCCGLCGGAGGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAGAAGAGT

TETCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAAT CAGT TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGE

TTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCCG

TEAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGEATGCCTGT

TCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGGACGACCGTCCGGLGLCCC

CaTCTTTGRGGETGLAGLACGCGLCCHAAAAGCAGTGECCAGLGCCGCGATTCCGGEETTCL

TAGGCGAATGGGCAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCGGCCGCCCTGGCCTCAAMATCTGT

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

&8

128

188

248

Jea

368

428

438

548
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Cepa G58 T. interdigitale
A. Secuencia obtenida

GCCAAACGTCCGTCAGRGGTGAGCAGATGTGLGCCGRCCGTACCGCCCCATTCTTGTCTA &8

CATTACTCGATTGCCTCGGCGGGCCGEGCTCTCCCAGGAGAGCCAGTTCAGLGAGCCTCTC 128

TTTAGTGGCTAAACGCTGRACCGLGCCCGCCARAGGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAG 180

AAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTARAACTTTCAACAACGRATC 248

TCTTGETTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA 388

ATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGLGLGEAT 368

GCCTGTTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGETTGTATGATGRACGACCGTCCGE 428

CGCCCCCGTCTTTGROAGETRCGREACGCGCCCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGLGATTCCG 488

GCTTCCTAGGLGAATGEGCAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCGGCCGCCCTGRECTCAAL 548

ATCTGTTTTATACTTATCAGGTTGACCTCGGATCA 575

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



131

Cepa G59 T. mentagrophytes
A. Secuencia obtenida

CCGCTCTCCCAGGAGAGCCOTTCOLCGAGCCTCTCTTTAGTGGCTARACGCTGRACCGE 68

GCCCGCCGRAGGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAGAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTAG 128

CAAGCAAAAATCAGTTAARACTTTCAACAACGRATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGA 188

ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTG 248

AACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGEGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAGCC 388

CCTCAAGCCCGEETTETETGATGEACGACCGTCCGGCGCCCCCOTCTTTGEEEETGEGEE 368

ACGCOECCCGAAAAGCAGTEGECCAGGCCGCRATTCCAEETTCCTAGGCGAATGEGCAACAA 428

ACCAGCGCCTCCAGGACCGGCCGCCCTGGCCTCAAMATCTGT 462

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa G62 T. interdigitale

A. Secuencia obtenida

GTCAGLGGGTGAGCAGATGTGCGCCGGCCGTACCGCCCCATTCTTGTCTACATTACTCGGT

TGCCTCGRGCGEGCCACACTCTCCCAGGAGAGCCATTCAGCRAGCCTCTCTTTAGTGGETA

AACGCTERACCGLGLCCALCAGARGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAGAAGAGCTGTCA

GTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGLATCTCTTGGTTCLG

GCATCRATGAAGAACGCAGCGALATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAAT

CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGRCATTCCGOGGGRCATGCCTATTCGAG

COTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCORETTATGTGATGRACGACCATCCGGCGLCCCCGTCT

TTEGELGTECGEEACGCGCCCAAAMAGCAGTARLCAGGCCACRATTCCGRCTTCCTAGGL

GAATGGGCAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCAGLCACCCTORGCCTCAARATCTGTTTTAT

ACTTATCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 594

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

Jge

368

428

A58

548
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Cepa G63 T. interdigitale
A. Secuencia obtenida

COTCCGTCAGGLLTGAGCAGATGTGCGCCGLCCGTACCGCCCCATTCTTGTCTACATTAC &8

TCGETTGCCTCGGCGEECCGCGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGGCGAGCCTCTCTTTAGT 128

GGCTAAACGCTGRACCGLGCCCGLCGRAGGACAGACGCAAAAAAATTCTTTCAGAAGAGC 188

TGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG 248

TTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCG 2088

TEAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGEATGCCTGT 268

TCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGGACGACCGTCCGGCGCCCC 428

CGQTCTTTGRGGETGLGG 437

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa G64 M. canis
A. Secuencia obtenida

GCCTCCCGGAEAGGT TGCGGLLGLLGAGGGGTGCCTCCGGCCGCACGCCCATTCTTGTCT

ACTGACCCGETTGECCTCEECAERCCACELCTARCTATECTACAGCGLRCCATTCGREEAGEA

CLCCTRAGGLLEACTCTTGTTTCCTAGGCCACGCCCCGLLEAGCGLTCGCCGLAGGATTA

CTCTGLEAAAACACACTCTTGAAAGAACATACCGTCTGAGCGAGCAACGCAAATCAGTTAN

AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA,

AGTAATGTGAATTGCAGAATTCCATGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCC

TGEGECATTCCGGGEEECATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGETTGTG

TEATGGACGACCGTCCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGLT TAGGGGGET GLEAGGEAG

GGGGACGCGCCCGAAAAGCAGTGETCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGLGAATGGGACA

TACCACCGCCTCCAGRACCGRCCAGCAGLRCTARGCCTAACGCA 582

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

&8

128

188

248

388

368

428

488

548
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Cepa G65 N. incurvata
A. Secuencia obtenida

AAGGATCATTAACGCGCAGGCCATTGAAGGCGCGLCACGRACGCCATGTCCGCGAGCTGT

GCCGLCRGCCACACGCCCATTCTTGTCTACCCACCCGATTGLCTCGGLGRACCGLGLGEC

CGCCAGAGGAGTGATTAGAACCCATGAATACTGTTCCGTCTGAGCGTTAGCAAGTGAAAT

CAGTTAARACTTTCAACAACGRATCTCTTGGTTCCGGCATCGATRAAGAACGCAGCGALA

TGCGATAAGT AATGTGAATTRCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG

COCCCTCTRGTATTCCGGGAAAECATGCCTATTCGAGCATCATTTCAACCCCTCAAGCGEG

GCTTGTGTGATGEACGACCGTCCCCGTCCTCCCTGATCTCCARGLAGGGGLRACGCGLLLG

AAAAGCAGTGRCCAGGCCGLGATTCCGGCTCCTAGGCEAATGGGCAACARACCAACGLCT

CTAGGACCAGCCGACTCTCTGRCCTAGTTTCCGTTAGGRGATTAGTTTCTCTACATCTAGG

TTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCACTGAACTTAAGCATATC 585

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

249

380

368

428

488

548
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Cepa G68 N. incurvata
A. Secuencia obtenida

GCGGAAGGATCATTAACGCGCAGGCCGT TGAAGGCGLGLCGLGLACGLCATGTCCGLGAG

CTET GG CGGCCACACGCCCATTCTTATCTACCCACCCAATTELCTCAGLGGGECGLG

CGCCCGLCAGAGGAGTGATTAGAACCCATGAATACTGTTCCGTCTGAGCGTTAGCAAGTG

AAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCCGGUATCGATGAAGAACGCAGT

GAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCALC

ATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAG

CGCGECTTETGTGATGEACGACCGTCCCCGTCCTCCCTGATCTCCAGGLRAGLGGGEALGTG

CCCGAAAAGCAGTGLECCAGGCCGCGATTCCGEETCCTRRGLGAAT GLGCAACAAACCAAC

GCCTCTAGGACCGGCCGGCTCTCTGGCCTAGTTTCCGT TAGGGATTAGTTTCTCTACATC

TAGGTTGACCTCGGATCA 558

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

&8

128

188

248

388

368

428

480

548
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Cepa G71 N. gypsea
A. Secuencia obtenida

GAAGGATCATTAACGCGCAGGCCGTAGACGGCCCGTCCCCGGATGLGTCCGGGLGLGETG

TCGCCGGCCACACGCCCATTCTTGTCTATTTACCCAGT TGLCTCGGLGLGLCGLGLACTC

GTGCCACGCCTCRAGLAGCCATCCGGGEACAATCAACTCCCTGEATCGLGCCCGLCGRAG

GAGTGATTAAAATCCATGAATACTGTTCCGTCTGAGCGT TAGCAAGTAAAATCAGT TAAL

ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAL

GTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCT

GETATTCCGGGGEGEGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGETTGTGT

GATGGACGACCGTCCCGCCCTCCCTACTCCAGGGGAGGGGLACGLGLCCGAAMAGTAGTG

GCCAGGCCGCGATTCCGGCTCCTGGGLGAATGLGGCAACAAACCAACGCCTCTAGGACCGG

CCGGTTTTCTGGCCTAGTTTTAGTTAGGGATG 572

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

515]

128

188

248

388

368

428

488

548
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Cepa G73 T. interdigitale

A. Secuencia obtenida

GGCCAAACGTCCGTCAGGGGTGAGCAGATGTGCGCCGGCCGTACCGCCCCATTCTTGTCT

ACATTACTCGGTTGCCTCGGLGGGCCGCGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGGCGAGCCTCT

CTTTAGTGGECTAAACGCTGEACCGCGCCCOGLCORAGGACAGACGCALAALALAATTCTTTCA

GAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGAT

CTCTTGLTTCCGGCATCRAT GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG

AATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGEGEGEGETA

TGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGGACGACCGTCCG

GCGCCCCCATCTTTAAGEETECAAGACGLACCCGAAAAGCAGTEGECCAGGCCGLRATTCL

GGCTTCCTAGGCGAATGGGCAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCGGCCGCCCTGGLCTCAA

AATCTG 546

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

<1%]

128

188

248

388

368

428

488

548
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Cepa D1T. rubrum

A. Secuencia obtenida

GCCTCRGCGGECCGCGCTCCCCCTRECAGGGAGAGLCGTCCGGLGLGLCCCTTCTGRGEAG

CCTCEAGCCOEACCGOGCCCRLCOLEAGGACAGACACCAAGAAAAAATTCTCTGAAGAGCT

GTCAGTCTRAGCGTTTAGCAAGCACAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGAET

TCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGT

GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGLCATTCCGLLLLLEATGLCTGTT

CEAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGETTGTGTGATGRACGACCGTCCGGLCCCTCC

CTTCGEGEELCAGGACGLACCCGAAAAGCAGTOGCCAGGCCGLRATTCCGGCTTCCTAGGL

GAATGGGCAGCCAATTCAGCGCCCTCAGGACCGLLCGCCCTGLCCCCAATCTTTATATAT

ATATATA A87

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

18@

248

Jea

368

428

488
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Cepa D2 M. canis

A. Secuencia obtenida

CLGLCCTCCCOLEEAGET TRCLGLLELGELEGALGLLLETGCCTCCGLGCCGCACGCCCATTCTTG &8

TCTACTGACCCGGTTGCCTCGGLGGLCCGLGCCTGCTGTGCTACAGCGGCCGTTCGGGGG 128

GGACGCCTGAGGGGGACTCTTGTTTCCTAGGCCACGCCCCGGGCAGCGCTCGCCGLAGGSA 188

TTACTCTGGAAAACACACTCTTGAAAGAACATACCGTCTGAGCGAGCAACGCALAATCAGT 248

TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGETTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG 388

ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC 268

CCCTRGCATTCCGGEEEEEATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGLTT 428

GTGTGATGGACGACCGTCCC 448

B. Cultivo

P

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



141

Cepa D3 M. canis

A. Secuencia obtenida

CLGLCCTCCCOLEEAGET TELGEEELGELEEAGLLETGCCTCCGGCCGCACGCCCATTCTTG &8

TCTACTGACCCGGTTGCCTCGGLGGGCCGCGCCTACTAGTGCTACAGCGGCCGTTCGGGGG 128

GGACGCCTGAGGGGGACTCTTGTTTCCTAGGCCACGCCCCGGGCAGCGCTCGCCGLAGGA 188

TTACTCTGGAAAACACACTCTTGAAAGAACATACCGTCTGAGCGAGCAACGCAAATCAGT 248

TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG 2088

ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC 368

CCCTGGCATTCCGEEEEECATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGLTT 428

GTGTGATGGACGACCGTCCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGLTTAGLGGEGETRGEAG 479

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa D4 T. interdigitale
A. Secuencia obtenida

COTCCOTCAGGGLTEAGCAGATGTGCGCCGLGCCGTACCGUCCCATTCTTGTCTACATTAC

TCGETTECCTCGGCGEGCCGCGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGGLGAGCCTCTCTTTAGT

GECTAAACGCTEEACCGLGLCCGLCGGAGGACAGACGLAAAAAAATTCTTTCAGAAGAGC

TGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAATATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG

TTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCG

TEAATCATCGAATCTTTRAACGCACATTGCGCCCCCTRREATTCCGGLGLGEATGLCTGT

TCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGETTATGTGATGRACGACCGTCCGGLGLCCC

CQTCTTTGRGLATGCALELACGCGCCCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGCGATTCCGGLTTLL

TAGGCGAATGLGCAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCGLLCGLCCTRRECTCAAAATCTGT

TTTATACTTATCAGGTTGACC 561

B. Cultivo

Cultivo PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

Jea

368

428

480

548
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Cepa D5 T. interdigitale
A. Secuencia obtenida

COTCCGTCAGGGETEAGCAGATGTECGCCAGCCATACCGCCCCATTCTTGTCTACATTALC

TCGEGTTGCCTCGGCGGECCGLGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGGCGAGCCTCTCTTTAGT

GECTAAACGCTGRACCGCGCCCALCAEAGRACAGACGCAALAAAATTCTTTCAGAAGAGC

TETCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGT TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG

TTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCCG

TEAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGGIATGLCTG

TTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCARCTTATGTGATGRACGACCGTCCGREGCCC

CCGTCTTTELEEETECAEEACGCGCCCEAAAAGCAGTGECCAGGCCGCGATTCCGGETTC

CTAGGCGAATGLEECAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCALGLCGCCCTRRCCTCAAAATCTG

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

o15]

128

188

248

388

368

428

488

548
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Cepa D6 T. mentagrophytes
A. Secuencia obtenida

GAGCCGTTCGGCEAGCCTCTCTTTAGTGRCTAAACGCTGRACCGCGCCCGCCGRAGRACA 68

GACGCAAAAAAATTCTTTCAGAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGT 128

TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG 188

ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC 248

CCCTGGCATTCCGGEEEECATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGETT Zae

GTGTGATGGACGACCLTCCGLRLGLCCCCGTCTTTGGGEEETGLGGEACGCLGCCCGAAAAGC 360

AGTGGCCAGGCCGCGATTCCGGCTTCCTAGGCGAATGGGCAACAAACCAGCGCCTCCAGG 428

ACCGGCCGCCCTGGCCTCAAAATC AA4

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa D10 T. rubrum
A. Secuencia obtenida

CRACGTTCCATCAGGRGTRAGCAGACGTGCGCCAGCCGTACGCCCCCATTCTTGTCTACC

TCACCCGGTTGCCTCGRGCGGGRCCGCGCTCCCCCTACCAGRRAGAGCCGTCCGGRLGGGLECC

CTTCTGGEAGCCTCGAGCCGRACCALGCCCGLCAGARRACAGACACCAAGAAAAAATTCT

CTGAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTTAGCAAGCACAATCAGTTAAAACTTTCAACAALCGG

ATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGLAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGL

AGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTRGCATTCLGGGGLGG

CATGCCTGTTCGAGCATCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGCTTATGTGATGRACGACCGTC

CGGCCCCTCCCTTCGAARACGEGACGLGCCCAAAAGCAGTRGCCAGGCCGIGATTCCGG

CTTCCTAGGLGAATGRGCAGCCAATTCAGCGCCCTCAGGACCAGCCGCCCTRRCCCCAAT

CTTTATATATAT 552

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

Jge

368

428

488

548
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Cepa D11 T. rubrum
A. Secuencia obtenida

GTTCCATCAGGGGTGAGCAGACGTGLGCCGGCCGTACGCCCCCATTCTTGTCTACCTCAC

CCGGTTGCCTCGGLGEECCGEGCTCCCCCTARLCAGGGAGAGCCGTCCGGLGLGLCCCTTC

TGGGAGCCTCGAGCCGRACCARLGLCLGLCGGAGGACAGACACCAAGAAAALAATTCTCTGA

AGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTTAGCAAGCACAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCT

CTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGLGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA

TTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTRGCATTCCGGRGGAEATG

CCTOTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGLACGACCGTCCGRL

CCCTCCCTTCGGGAGCAGEGEACGLGLCCGAAAAGCAGTGECCAGGCCGLCGATTCCGRLTTC

CTAGGCGAATGGGCAGCCAATTCAGCGCCCTCAGGACCARCCALCCTGGCCCCAATCTTT

ATATAT 546

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

Jge

368

428

480

548
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Cepa D12 T. rubrum
A. Secuencia obtenida

CRACGTTCCATCAGGGLTRAGCAGACGTGCGCCGLCCGTACGCCCCCATTCTTGTLCTALL

TCACCCGGTTGCCTCGGCGALCCGLGETCCCCCTGLCAGGGAGAGCCGTCCGRLGLELECE

CTTCTGRRAGCCTCGAGCCARACCALGLLCGLLGGAGGACAGACACCAAGAALARATTCT

CTEAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTTAGCAAGCACAATCAGTTAAAACTTTCAACAALCGG

ATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGL

AGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGRCATTCCGRGGGE

CATGCCTGTTCRAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGCTTGTATGATGGACGACCGTC

COGCCCCTCCCTTCRGEAELALEACGEGCCCGAAAAGCAGTGLRCCAGGCCGLGATTCLGG

CTTCCTAGGCGAATGLGCAGCCAATTCAGCGCCCTCAGRACCGRCCGLCCTARCCCCAAT

CTTTATATATATATAT 556

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

3ae

368

428

488

548
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Cepa D13 T. rubrum
A. Secuencia obtenida

GACGTTCCATCAGGLLTGAGCAGACGTGCGLCGGCCATACGCCCCCATTCTTGTCTACCT

CACCCOGTTGCCTCGLEGGGECAEGLTCCCCCTRLCAGGLRAGAGCCGTCCGGEGLGLELCLL

TTCTGREAGCCTCGAGCCGLACCGLGCCCGLCGLAGLACAGACACCAAGAAAAAATTCTC

TEAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTTAGCAAGCACAATCAGTTARAACTTTCAACAACGRA

TCTCTTGATTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA

GAATTCCATGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGCATTCCGGGGGGEE

ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCORETTGTGTGATGGACGACCGTCL

GGCCCCTCCCTTCOEAGGLGAEACGLGLLCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGCGATTCCGGE

TTCCTAGGCGAATGLGCAGCCAATTCAGCGCCCTCAGGACCGGCCGCCCTGGECCCAATC

TTTATATATATATATA 556

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

g8

368

428

A58

548
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Cepa D14 M. audouinii

A. Secuencia obtenida

CGGECCTCCCGOGEAGETTAGLGAECGGCGAGLLGTGCCTCCOLLCGCACGCCCATTCTTG

TCTACTGACCCGGTTGCCTCGGEGGGECGCGECTGETGTGCTACAGCGGECGTTCRGGAGG

GLACGCCTGAGGGGLACTTTTGTTTCCTAGGCCACGCCCCGLGCAGCGLTCGLCGRAGRA

TTACTCTGGAAAACACACTCTTGAAAGAACATACCGTCTRAGCGAGCAACGCALATCAGT

TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGETTCCAGLATCGATGAAGAACGCAGCGARATGLG

ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGLGLC

CCCTGGCATTCCGGRAGEGCATGLCTAGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGRETT

GTGTEATGGACGACCGTCCCCCCCAATAACCACCCACCGLTTAGGGGAGTGGGARGRAGG

GEGACGLGCCCGAAAAGCAGTGLETCAGGCCALGATTCCAGLTCCTGRRLGAATGGGACAT

ACCACCGCCTCTAGRACCGGLCAGTAGGCTGRCCTAACGCACCATGTA 588

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

ee

368

428

488

548
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Cepa D15 T. equinum

A. Secuencia obtenida

TEAGCAGATGTGCGCCGGCCATACCGCCCCATTCTTGTCTACCTTACTCGGTTGCCTCGG

COGLCCGEGCTCTCCCAGGAGAGCCGTTCGGLGAGCCTCTCTTTATAGCGGCTCAACGLET

GEACCGCGCCCACCARAGGACAGACGCAAAAAAAAATTCTTTCAGAAGAGCTGTCAGTCT

GAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGT TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCAT

COATGAAGAACGCAGCGAAAT GLGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCCGTGAATCATC

GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGAGEATGCCTGTTCGAGCGTC

ATTTCAGCCCCTCAAGCCCGRCTTGTATEATGGACGACCATCCGGLGCCCCCGTCTLTGE

GGGTGCGGEACGCGCCCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGCGATTCCGGCTTTCTAGGCGAAT

GGGCAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCGGCCGCCCTGGUCTCAAMATCT 529

B. Cultivo

S

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

1]

128

la@

248

J8a

368

428

480
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Cepa D17 T. rubrum
A. Secuencia obtenida

ATCAGRGGTRAGCAGACGTRCGCCGRECATACGCCCCCATTCTTGTCTACCTCACCCGGT

TGCCTCGECAARGCCGCGCTCCCCCTGLCAGGGAGAGCCATCCGGLAGGLCCCTTCTGREA

GCCTCEAGCCAGACCACGLCCGLCGRAGGACAGACACCAAGAAAAAATTCTCTGAAGAGC

TGETCAGTCTGAGCGTTTAGCAAGCACAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG

TTCCGRCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGAATTCCG

TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGRCATTCCGGGEEECATGCCTGT

TCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGEACGACCGTCCGGLCCLTC

CCTTCORGEACAGGACGCACCCRAAMAGCAGTGRCCAGGCCGCGATTCCGGCTTCCTAGG

COAATGLGCAGCCAATTCAGCGCCCTCAGGACCGGRLCGCCCTRGCCCCAATCTTTATATA

T 541

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

12e

180

248

388

368

428

438

548
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Cepa D18 T. equinum

A. Secuencia obtenida

GTGAGCAGATGTGCGCCGGCCGTACCGCCCCATTCTTGTCTACCTTACTCGGTTGCCTCG

GCGGGCCGCGCTCTCCCAGGAGAGCCATTCGGLGAGCCTCTCTTTATAGCGGCTCAACGT

TGEACCGUGLCCOCCAGAGGACAGACGCAAAAAAAAATTCTTTCAGAAGAGCTGTCAGTC

TGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGT TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGLA,

TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCAT

CEAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTOLCATTCCGGEEEEEATGCCTGTTCGAGCGT

CATTTCAGCCCCTCAAGCCCGGCTTOTGTGATGRACGACCATCCGGCGLCCCCATCTCTG

GGGLTGCGLEACGCGCCCGAAAAGCAGTGGCCAGGCCGCGATTCCGGCTTTCTAGGCGAL

TGGEGECAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCGGCCGCCCTGGCCTCAMMATCTGT 532

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

515]

128

188

248

388

368

428

488

152
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Cepa D19 T. equinum
A. Secuencia obtenida

ALACGTCCATCAGGGGTGAGCAGATGTGCGCCALLCATACCGCCCCATTCTTGTCTACCT &8

TACTCGGTTGCCTCGGCGGECCGCACTCTCCCAGGAGAGCCAGTTCGRCGAGCCTCTCTTT 128

ATAGCGGCTCAACGCTGRACCALGLCCALCORAGGACAGACGCAAAAAAAMATTCTTTCA 188

GAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGAT 248

CTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG 268

AATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTRGLATTCLGGGGLGCA 360

TECCTGTTCGAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGRETTATAGTGATGGACGACCGTCCG 428

GCGCCCCCATCTCTGEEAETGLGGEACGLGCCCEAAAAGCAGTGLCCAGGCCGLGATTCC 488

GGCTTTCTAGGCGAATGGGCAACALAACCAGCGCCTCCAGGACCAGGLCGCCCTGGCCTCAA 548

AATCTGT 547

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias



Cepa D23 T. rubrum
A. Secuencia obtenida

CRACGTTCCATCAGGGGTGAGCAGACGTGCGCCGGCCGTACGCCCCCATTCTTGTCTACC

TCACCCGLTTGCCTCGGLGEGCCGCGCTCCCCCTGLCAGLGAGAGLCCGTCCGRLGGGLLCT

CTTCTGGEAGCCTCRAGCCGGACCGLGLCCGLCAGAGGACAGACACCAAGARAAALATTCT

CTGAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTTAGCAAGCACAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGG

ATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGL

AGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGCATTCCGLGGGG

CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCOLCTTGTGTGATGGACGACCGTC

CLGCCCCTCCCTTCGRGLGLLGEEACGCGCCCGAAAAGCAGTGECCAGGLCGCGATTLCGE

CTTCCTAGGCGAATGGGCAGCCAATTCAGCGLCCTCAGLACCGGLCGLCCTGRECCCAAT

CTTTATATATATATATAT 558

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

158

248

see

368

428

488

548
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Cepa D26 M. ferrugineum

A. Secuencia obtenida

COGLCCTCCCOEEETAGGT TELGEEELEEEEAGLEETGCCTCCGGLCGCACGCCCATTCTT

GTCTACTGACCCGGTTGCCTCGGLGGGCCGCGCCTGCTGTGCTACAGLGGLCGTTCGGGG

GGEGACGCCTGAGLGLGACTCTTGTTTCCTAGGCCACGLCCCGAGECAGCACTCGLLGRAGE

ATTACTCTGGAAAACACACTCT TGAAAGAACATACCGTCTGAGCGAGCAACGCAAATCAG

TTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCCGGLATCGATGAAGAACGCAGLGAAATGE

GATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGLGE

CCCCTGGCATTC 372

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

188

248

388

368

155



Cepa D28 T. interdigitale
A. Secuencia obtenida

CCACGATAGGGCCAAACGTCCGTCAGGGOTGAGCAGATGTGLGCCAGCCGTACCGLCCCA

TTCTTGTCTACATTACTCGGTTGCCTCGLLGGLEECGCGLETCTCCCAGGAGAGCLGTTCGG

CGAGCCTCTCTTTAGTGGCTAAACGCTGLACCGCGLCCGLCAGAGRACAGACGCARAALAL

ATTCTTTCAGAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTTAGCAAGCAAAAATCAGTTAAAACTTTCA

ACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT

GAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTRAACGCACATTGCGCCCCCTRGEATTC

CGEGLRGGCATGCCTGTTCRAGCGTCATTTCAGCCCCTCAAGCCCGRETTGTGTGATGGAC

GACCGTCCGGCGLCCCCGTCTTTGRRGGETGCGEEACGCGCCCRAAAAGCAGTGRCCAGGL

CGCGATTCCGGCTTCCTAGGCGAATGGGCAACAAACCAGCGCCTCCAGGACCGGLLGLCC

TGLCCTTCAAAATCTGTTTTATACTTATCAGGTTGACCTCGG 582

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias

128

158

248

see

368

428

458

548

156
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Cepa D30 M. canis
A. Secuencia obtenida

COGLCCTCCCGEEAGET TRCALEGECGGECEAGGLEETRCCTCCORCCGCACGCCCATTCTTG &8

TCTACTGACCCGETTRCCTCGGLGEGCCGLGCCTGCTGTGCTACAGCGGCCGTTCGEGGG 128

GGACGCCTRAGERGRACTCTTGTTTCCTAGGCCACGCCCCARGRCAGCACTCLRCCORAGGA 188

TTACTCTGGAAAACACACTCTTGAAAGAACATACCGTCTGAGCGAGCAACGCAAATCAGT 248

TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGLETTCCGLGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGEG 388

ATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGLGEC 368

COCTGECATTCCGERAELCATGCCTATTCGAGCATCATTTCAACCCCTCAAGCCCGRCTT 428

GTETGEATGLEACGACCGTCCCCCCTCCCCAGTAACCACCCACCGLTTAGGGLGLTGEG 477

B. Cultivo

Cultivo Agar PDA, 25°C, 8 dias
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