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Resumen

Los hongos filamentosos han desarrollado estrategias adaptativas para colonizar
diferentes ambientes mediante factores de virulencia. Los cuales les permiten
causar infecciones en seres humanos. Las infecciones pueden ser causadas en
personas sanas (queratitis, onicomicosis). Sin embargo, cada vez se describen mas
infecciones graves en pacientes inmunodeprimidos. Aunado a esto la resistencia a
antifingicos es cada vez mas comun en hongos. El objetivo de este trabajo fue
aislar, identificar cuatro aislados oculares del género Fusarium sp, asi como
determinar su resistencia a tres antifingicos usados en humanos. Las muestras
fueron obtenidas de ulceras corneales humanas y cultivadas en agar Dextrosa
Sabouraud (SDA), Se identificaron mediante morfologia, métodos moleculares,
amplificando (PCR) el fragmento intergénico ITS, la subunidad mayor ribosomal y
el factor de alargamiento de polimerasa e .inferencia filogenética de maxima
verosimilitud. Por ultimo, se caracteriz6 -la resistencia de los hongos a tres
antifangicos en diferentes tiempo y concentraciones. Los resultados mostraron que
los aislados pertenecen al género Neocosmospora. El cual es muy cercano
filogenéticamente a Fusarium con caracteristicas fenotipicas muy similares.
También demostramos que tres de los cuatro aislados son una nueva especie y que
todos los aislado muestran mayor resistencia al Itraconazol y mayor susceptibilidad
a la anfotericina. Es necesario realizar mas estudios sobre infecciones micéticas
para comprender la biologia de los hongos patégenos, realizar su correcta
identificacion y caracterizar su susceptibilidad a antifingicos usados en la terapia

en humanos.

Palabras clave: Patégenos flungicos oculares, identificacién fingica, resistencia a

antifungicos.



Abstract

Filamentous fungi have developed adaptive strategies to colonize different
environments through virulence factors. Which allow them to cause infections in
humans. Infections can be caused in healthy people (keratitis, onychomycosis).
However, more and more serious infections are being described in
immunosuppressed patients. In addition to this, antifungal resistance is increasingly
common in fungi. The objective of this work was to isolate, identify four ocular
isolates of the genus Fusarium sp, as well as determine their resistance to three
antifungals used in humans. The samples were obtained from human corneal ulcers
and cultured on Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Seron using morphology,
molecular methods, amplifying (PCR) the intergenic ITS fragment, the major
ribosomal subunit and the polymerase elongation factor and maximum phylogenetic
inference. verisimilitude. Finally, the resistance of the fungi to three antifungals was
characterized at different times and concentrations. The results show that they
belong to the genus Neocosmospora. Which is phylogenetically very close to
Fusarium with very similar phenotypic characteristics. We also show that three of the
four isolates are a new species and that all isolates show greater resistance to
Itraconazole and greater susceptibility to amphotericin. Further studies on fungal
infections are necessary to understand the biology of pathogenic fungi, make their
correct identification and characterize their susceptibility to antifungals used in

human therapy.

Key words: Ocular fungal pathogens, fungal identification, antifungal resistance.
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1 Introduccioén

Los hongos tienen un papel importante en la ecologia del planeta, en la vida de los
seres humanos, asi como en su hébitat natural. Tienen un papel fundamental en los
procesos ecoldgicos, como simbiontes, parasitos o descomponedores de materia
organica e inorganica. Pero también, pueden ser patdégenos de plantas generando
pérdidas millonarias en los cultivos, o causar infecciones superficiales (queratitis),
asi como, profundas en humanos, las cuales pueden ser invasivas y letales. En el
humano principalmente producen enfermedades como la candidiasis y la tifia de los

pies (Kniemeyer, 2011).

Los hongos son eucariontes, entre sus caracteristicas fundamentales cuentan con
una pared celular compuesta principalmente de quitina (al menos en alguna etapa
de su ciclo vital), su nutricién es por absorcion (quimioorganotrofos) de materia
organica muerta (saprobios), .0 de materia organica viva (como simbiontes o
parasitos), tienen talo o micelio y no presentan clorofila. El talo esta constituido por
hifas (hifomicetos u hongos filamentosos) o por estructuras unicelulares (hongos
levaduriformes o blastomicetos); estas Ultimas se producen por gemacion. Estos
microorganismos presentan hifas de sustrato e hifas aéreas, con esporangios;
dichas hifas pueden ser hialinas (hialofimomicetos) o pigmentadas (feohifomicetos).
En general presentan ciclos de vida complejos y su crecimiento puede ser sésil

(adherido al sustrato) o plancténico (libre en el medio) (Arenas, 2008).



Su taxonomia es compleja, en épocas pasadas se agrupaban taxonémicamente por
sus caracteristicas morfolégicas y sus estructuras de reproduccion. Hoy en dia, para
la taxonomia se utilizan métodos moleculares y bioquimicos (Seyedmousavi et al.

2014).

La familia Nectriaceae en la que se incluyen Fusarium y Neocosmospora es
cosmopolita pues, se observan en distintos sitios como el suelo, el agua, el aire, el
material vegetal vivo o muerto, los alimentos y muchos mas sustratos. Algunas
especies son de gran importancia pues son productores de micotoxinas el cual
afecta la salud humana y animales, tal es el caso de los géneros Fusarium y

Neocosmospora (Grafenhan et al.2011, Lombard et-al. 2015).

Los integrantes de estos géneros poseen caracteres morfolégicas macro vy
microscopicos similares. En la actualidad estan relacionados con infecciones
oportunistas superficiales y sistémicas en personas inmunocompetentes, en donde
se han reportado casos de onicomicosis, queratitis y fusariosis invasiva. Sin
embargo, existen diferencias en el tratamiento que debe de ser usado en seres
humanos de acuerdo a cada uno de estos géneros (Diepeningen et. al 2014). De tal
modo que es-importante el estudio de estas especies, si correcta categorizacion y
la resistencia de los antifiingicos, pues en la actualidad existe una problemética

causada por estos hongos.



2 Antecedentes

2.1 Los hongos como patégenos.

En la actualidad existe una mayor informacion sobre los hongos como patégenos,
creando un mejor conocimiento acerca de estos. (Guarro, 2012). Los avances en la
tecnologia y en las terapias médicas han permitido extender la vida de los pacientes
en hospitales (Tang et al., 2015). Estos avances desafortunadamente también han
promovido el establecimiento de una gran variedad de enfermedades cronicas como
las micosis y otros padecimientos en pacientes inmunocomprometidos,

hospitalizados y severamente enfermos (Kohler et al. 2015).

En individuos sanos el sistema inmune es capaz de mantener en equilibrio o
prevenir la infeccion causada por hongos. (Shobana et al., 2014). Algunos de estos
microorganismos son parte de la microbiota humana, son comensales de plantas y
de animales o intervienen en la ecologia de los suelos; sin embargo, este equilibrio
es delicado y si se rompe, puede derivar en patologias complejas (Tang et al. 2015).
Las patologias causadas por hongos, sobre todo en pacientes inmunodeficientes,
son porlo general, severas, se diseminan de forma rapida, son dificiles de erradicar

(Loussert et al. 2010).

Existen hongos patdégenos oportunistas que se asocian principalmente con
procesos de inmunosupresion, de trasplantes de 6rganos y de médula espinal

(Jabra-Rizk et al., 2004). Muchos pacientes inmunosuprimidos acuden a los



hospitales debido a infecciones fungicas incluidas entre ellas las infecciones

superficiales con la queratitis (Eswarappa et al. 2015).

2.2 Patologia causada por hongos filamentosos a nivel ocular

En el caso de la queratitis (queratomicosis), se encuentran dentro de las primeras
cuatros causas de ceguera en el mundo, el 50% se asocia a un clima tropical o
subtropical. La queratomicosis genera Ulceras corneales que producen disminucion
o pérdida de la vision, ojos rojos, dolor ocular y secrecion (Castellanos-Franco et al.
2017). En algunas ocasiones los pacientes son asintomaticos, pero la escaza
informacion sobre este tema ha provocado que este problema sea cada vez mas
frecuente. Sin embargo, también puede influir un mal diagnéstico médico, por la
incorrecta identificacion del agente etioldégico y por un tratamiento antifangico
erréneo, el cual no es eficiente en un-60% de los casos (Kredics et al. 2015). Se han
descrito alrededor de 105 especies de hongos causantes de este padecimiento

(Manikandan et al. 2013).

La incidencia de queratitis infecciosa en Estados Unidos es de 11-28 por 100.000
habitantes-al afno. (Castellanos-Franco et al. 2017). El principal causante de esta
infeccion es el género Fusarium, particularmente la especie Fusarium solani con un
65% de casos. Sin embargo, también puede ser producidas por otros hongos como
Neocosmospora, Aspergillus, Candida, Neoscytalidium, Bipolaris y Acremonium.
Todos estos hongos generan factores de virulencia que les ayudan en el

establecimiento de infecciones oculares (Kredics et al. 2015).



2.3 Factores de virulencia fungicos y la biopelicula en hongos.

Los factores de virulencia son moléculas, enzimas generadas por patégenos que
permiten la colonizacién del huésped y promueven la patogénesis (por ejemplo, la
hemolisis de globulos rojos). La hemolisis de tipo alfa es una hemdlisis incompleta,
caracterizada por la destruccién parcial de la membrana de los eritrocitos y pérdida
de algo de hemoglobina en el agar. A simple vista este tipo de hemdlisis se detecta
por la aparicién de una coloracion verdosa alrededor de la colonia. La beta-hemolisis
se caracteriza por la destruccion total de la membrana por lo que se detecta por la
aparicion de un halo transparente alrededor de la colonia. Cuando los
microorganismos no producen ningun tipo de hemdalisis se dice que son gamma-
hemoliticos (Villanueva, 2019). Los hongos que causaran la queratitis presentan
factores de virulencia que les permiten colonizar este érgano. Estos factores pueden
ser enzimas hidroliticas (queratinasa, proteasas, colagenasas y quitinasas; toxinas,

como paecilotoxina y metabolitos secundarios) (Stone., 2014)

Entre las principales caracteristicas que le dan la capacidad de infectar a seres
humanos y de resistir antifingicos usados en la terapia, se encuentra la formacion
de matrices extracelulares o biopeliculas. Dicha estructura es importante para la
proteccién . a las comunidades microbianas y contribuye a la virulencia de los
patdbgenos humanos y a su resistencia a los farmacos (Robbins et al. 2011).
También permite que los microorganismos se adhieran a los tejidos de los
hospederos infectados y se incrusten en la matriz extracelular (MEC) (Donlan et al.

2002).



La biopelicula es una estructura que tienen la capacidad para adaptarse y facilitar
la virulencia de hongos patogenos (Calvillo-Medina et al. 2019). Una matriz
extracelular es un ecosistema microbiano organizado y formado por uno o mas
microorganismos que estan en una matriz extracelular de biopolimeros, con
elementos inorganicos y abioticos que les confieren adherencia y proteccion a
dichos microorganismos (Donlan et al. 2002). El crecimiento de esta es un proceso
natural y comun de los microorganismos fangicos. Los hongos se adhieren al
sustrato para obtener nutrientes, secretar enzimas y desarrollar hifas apicales. La
adherencia puede ser considerada como un proceso metabolico de adaptacién al

medio (Villena et al. 2007).

Si bien los antifungicos usados en la terapia han mostrado eficiencia ante cierto tipo
de micosis. En la actualidad la resistencia a estos farmacos es cada vez mas
frecuente. Se han documentado in vivo e in vitro que varios hongos aislados de
humanos, entre ellos Fusarium sp. y géneros relacionados como Neocosmospora
son resistentes a antifingicos convencionales como polienos (amfotericina B),
azoles (fluconazol e itraconazol) y equinocandinas (caspofungina) (Corzo-Leon, D.E
et al. 2014). Todos los antifangicos mencionados aqui son usados en la terapia
contra hongos en humanos, siendo los azoles los mas utilizados en hospitales
publicos de México contra la infeccion diseminada y localizada como la queratitis
causada por Fusarium (Calvillo-Medina et al. 2018). El género Neocosmospora
(como el complejo de especies de 'Fusarium' solani, FSSC) ha sido un grupo de
hongos que se describio hace mas de 100 afios. Entre los integrantes de este

género hay importantes especies patégeno para el humano, asi como



fitopatdgenas, incluidos agentes de pudricion de frutos, pudricion de raices y
amortiguacion de plantulas, afectando a diversas plantas hospedadoras (Leslie et
al. 2006, Nalim et al. 2011). 2.4 Las caracteristicas, la patologia de Fusarium y

géneros asociados

Fusarium y sus géneros relacionados como Neocosmospora son hongos de
distribucién global (Mozén et al. 2020). Son hongos saprobios comun del suelo,
fitopatégenos; comprende mas de 100 especies (Alastruey-lzquierdo et al. 2008).
Generan hifas hialinas, septadas, que miden de 3-8 um; produce macroconidios y
microconidios. El color que desarrollan depende de la especie y puede ser
blanquecino, crema, anaranjado, rosa, rojizo, purpura, etc. Estas coloraciones
también pueden variar segun los diferentes medios de cultivo. El micelio aéreo suele
ser abundante y de aspecto algodonoso. La velocidad de crecimiento, la morfologia
y la pigmentacién de la colonia son datos importantes para la identificacién (Dignani

et al. 2004).

En la actualidad, se tiene mas informacién sobre micosis por este hongo, por ende,
se han descrito-mas casos, especialmente en pacientes con alteraciones de la
respuesta inmune, diabéticos, qguemados, con heridas abiertas y contaminadas con
tierra, con trastornos inmunolégicos o con tratamiento de inmunosupresores. Pero
también se han detectado concentraciones elevadas de anticuerpos frente a
polisacaridos extracelulares en personas sanas, lo que sugiere considerar que

existe un contacto frecuente con el hongo (Corzo-Leon et al. 2014).

En la mayoria de las infecciones van a influir el estado inmunoldgico de la persona,
pero en otras ocasiones existen otros factores de virulencia, como la produccién de

7



toxinas y enzimas, que va a tener que ver con el desarrollo de estas infecciones.
Uno de los factores mas estudiados es la capacidad para adherirse al material
plastico, como catéteres y lentes de contacto. El hongo se adhiere a los catéteres,
pero no invade la pared de éstos (Calvillo-Medina et al. 2019). Por el contrario,
Fusarium tiene la capacidad para formar y crecer como biopelicula pues se
adhieren, penetran y proliferan dentro de los lentes de contacto. . Tanto los
macrofagos como los leucocitos polimorfonucleares juegan un papel esencial en la
eliminacion de estos microorganismos. Asi, los polimorfonucleares inhiben el
crecimiento de las hifas, mientras que los macréfagos también son capaces de

impedir la germinacion de las conidias (Mozon et al. 2020).

En los ultimos afos, Fusarium y Neocosmospora se han asociado frecuentemente
con infecciones en humanos. Es el segundo hongo filamentoso mas comdn en
infecciones humanas. La fusariosis ya sea sistémica o localizada (como la queratitis)
cada vez resulta mas dificil de erradicar. Siendo el complejo de especies de
Fusarium solani (FSCE), Neocosmospora solani y el complejo de especies de
Fusarium oxysporum (FOCE) las especies mas comunes identificadas como

agentes etioldgicos en humanos (Calvillo-Medina et al. 2019).

3 Justificacion

Enla actualidad tenemos mayor acceso a la informacion, debido a las herramientas
gue se tienen, como es la tecnologia y la investigacién, generando mayor
conocimiento. Sin embargo, no en todos los sitios ocurre de la misma forma, puesto
gue en algunos paises invierten mas en ciencia que en otros, ocasionando estragos

en los estudios. Tal es el caso de las infecciones fangicas oportunistas en México,
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las cuales, en los ultimos afios han incrementado, causando actualmente una alta
tasa de infecciones asociadas a la asistencia en la salud. Estas patologias pueden
ser severas para personas inmunodeficientes, se diseminan de forma rapida, son

dificiles de erradicar y de identificar por métodos convencionales.

Entre los hongos oportunistas mas frecuentemente identificados, esta el género
Fusarium y Neocosmospora, los cuales comprenden una distribucion global, son
saprobios y con gran importancia econémica ya que son habituales fitopatégenos.
En humanos pueden causar infecciones oportunistas sistémicas y localizadas,
como la queratitis. Sin embargo, se cuenta con poca informacién sobre los factores
de virulencia involucrados en la patologia de estos-microorganismos. Asi como de
su capacidad de resistir antifangicos usados en la terapia en humanos. Se tiene
cierta evidencia acerca de la formacién de biopelicula como un mecanismo de
tolerancia a antifungicos. Por lo tanto, se requiere identificar de manera precisa y
conocer su capacidad de tolerancia a antifungicos, para ayudar a esclarecer la

relacion hospedero-patdégeno entre humanos y hongos causantes de querartitis.

4 Hipotesis.

Si los cuatro aislados oculares se logran identificar hasta nivel de especie y se
caracteriza su resistencia a antifungicos, se podra conocer la identidad fungica de
forma correcta asi como la resistencia y susceptibilidad a los farmacos usados en

la terapia en humanos.

5 Objetivos.



5.1 Objetivos generales

Aislar, identificar y caracterizar la resistencia a antifUngicos de cuatro patégenos

oculares en humanos pertenecientes al género Fusarium sp.
5.2 Objetivos particulares

1. Analizar, cuatro casos clinicos y las caracteristicas de los pacientes portadores

de infecciones fungicas oculares

2. Aislar e identificar a nivel de especie por métodos fenotipicos y genotipicos

(usando tres marcadores moleculares) cuatro aislados clinicos de Fusarium sp.

3. Realizar un analisis de inferencia filogenética de maxima verosimilitud para

categorizar a los aislados oculares a nivel de especie.

4. Determinar la hemdlisis (como posible factor de virulencia) y analizar la
susceptibilidad/tolerancia a tres antifUngicos de los aislados fungicos, asi como su

hemodlisis.
5. Crear conocimiento e interés sobre Fusarium sp.

6 Metodologia

6.1  Material biolégico

Se utilizaron cuatro aislados de pacientes con queratitis fingica, los cuales fueron
proporcionados bajo la aprobacion del departamento de Microbiologia y Protedmica
Ocular del Instituto de Oftalmologia Fundacion de Asistencia Privada “Conde de

Valenciana IAP” Ciudad de México. El Comité de Etica e Investigacion del Hospital
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Instituto de Oftalmologia Fundacion de Asistencia Privada “Conde de Valenciana
IAP” aprobd la implementacion de este estudio en el Laboratorio de Microbiologia y
Proteémica Ocular bajo la responsabilidad del jefe de laboratorio Dr. Victor Manuel
Bautista de Lucio y del hospital. Se apegaron las técnicas a la NOM-024-SSA3-2012

gue fue seguida en todo momento.

Todos los residuos peligrosos biologicos infecciosos (RPBI) se procesaron de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-1995 y a la NOM-087-
ECOL-SSA1-2002. Todos los experimentos que se realizaron en este trabajo se
llevaron a cabo de acuerdo con el manual de “Las buenas practicas de laboratorio”
establecido por la Food and Drug Administration (FDA).y La Agencia de Proteccién

Ambiental (EPA).

6.2 Crecimiento de microorganismos

Los hongos, se cultivaron en SDA, que contenia por cada 1000 mL de agua: 15 g
de agar, 40 g de glucosa, 5 g peptona de carne y 5 g peptona de caseina, se ajustara
a un pH 6. Se inocularon a 28°C durante 96h (Alastruey-lzquierdo et al. 2008). los
aislados fueron depositados en el Instituto de Oftalmologia “Fundacion Conde de
Valenciana”, coleccion de cultivos de México (IOM) con el numero de acceso IOM
325366- IOM 325369 (holotipo y cultivo vivo tipo ex) y en la Escuela Nacional de
Ciencias Biolégicas (ENCB) Instituto Politécnico Nacional (IPN), coleccion de

cultivos de México (isotipo).

6.3 Conservacion de las cepas
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Los cuatro aislados clinicos de Fusarium sp. se almacenaron en los medios
mencionados, a 4°C o en agua estéril (una asada en 5 mL) a temperatura ambiente,

hasta su uso (Arenas, 2008).

6.4 Identificacién fenotipica (macro y microscopica)

Se describieron las caracteristicas coloniales de los hongos creciendo en SDA y
PDA, se tomé en cuenta su textura, su superficie y la produccion de pigmento. Para
la descripcidn microscopica se tom6 una asada del cultivo, se coloc6 en un
portaobjetos, se tifio con azul de algodon lactofenol, se observé en el microscopio
optico y se describio el tipo de micelio y el tipo de estructuras de reproduccion

asexual (Arenas, 2008).

6.5 Identificacion molecular

6.5.1 Extraccion de ADN genémico

A partir de un cultivo en medio sélido se recuperd la biomasa con ayuda de un
bisturi. Se agregaron 10 mL de nitrogeno liquido y se macerd en un mortero estéril,
hasta que se obtuvo un polvo fino. Se afiadi6 de 1 a 2mL de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) nuclear (CTAB al 2%, EDTA 50mM, Tris base 200mM,
pH8.0, NaCl 2M y polivinil pirrolidona al 0.5%) y se mezclé hasta obtener una
suspensién homogénea. Se dividio la suspensién en microtubos de 1.5 mL (0.5 mL
en cada uno), se agreg6 2 uL de RNasa (10 mg/mL) y se incub6 a 65°C por 1 hora.

Se dejo que la muestra alcanzara la temperatura ambiente. Posteriormente, se
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adicion6 un volumen (500 pL) de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se mezclé
en un vortex hasta formar una emulsion. Se centrifugé a 13000 g a temperatura
ambiente por 10 minutos y se transfirio la fase acuosa a otro tubo. Se adicionaron
1/10 de volumen de CTAB al 10 % (CTAB al 10% y NaCl 0.7 M) y se hicieron tres
extracciones con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), para conservar la fase
acuosa. El sobrenadante se transfirio a un microtubo limpio, se afiadié un volumen
de isopropanol, se mezclo por inversion y se mantuvo a -20°C toda la noche. EI DNA
se recupero por centrifugacion a 13000 g por 10 minutos a 4°C. La pastilla se lavd
con el etanol al 70% dos veces y se centrifug6 a 13000 g-par 10 minutos a 4°C, el
sobrenadante se desechd y la pastilla se dejé secar a temperatura ambiente. El
DNA se resuspendié en 50uL de agua desionizada estéril. Se determiné la calidad
del DNA vy se realizé una electroforesis en gel de agarosa (el método se describe

posteriormente) (Alastruey-lzquierdo et al. 2008).

6.5.2 Electroforesis en gel de agarosa al 1%

Se prepard una solucion de corrimiento de TAE al 1X (TRIS 40mM, &cido acético
11.42 mL/ly EDTA 2mM), se disolvié en 1 gramo de agarosa en 100mL de TAE al
1Xy se homogeneizé la mezcla por ebullicion. A 25 mL de esta solucion de agarosa
se agregd 25 L de bromuro de etidio (0.625 mg/mL). La solucion se coloco en el
molde de la cAmara de electroforesis hasta polimerizar. Después se lleno la cAmara
con TAE 1X, hasta que se cubrido completamente el gel. Se colocaron 5 pL de azul
de bromofenol y 4 uL de muestra en los pozos del gel, se aplicé un voltaje de 80
volts por 60 min. El gel se observo en un fotodocumentador con luz ultravioleta

(Gomes et al. 2018)
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6.5.3 ldentificacion molecular del aislado fungico mediante la amplificacién del

fragmento ITS1-5.8S rDNA-ITS?2, la subunidad mayor ribosomal (LSU) y el factor de

alargamiento alfa (EF1a)

Para la identificacion molecular de los aislados fuangicos se amplificaron los
fragmentos de: ITS1- 5.8S rDNA-ITS2; EIEF1a y el gen 28S. Para la ITS se usaron
los iniciadores ITS1 (5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (Dyavaiah et al.,, 2007). Para el EF1aq, los
iniciadores EF1 (5"-ATGGGTAAGARGACAAGAC-3") y EF2 (5°-
GGARGTACCAGTSATCATGTT-3") (Alastruey-lzquierdo et al. 2008). Para el 28S
los iniciadores LORO y LR5. (Vilgalys, R et al.,-1990). La PCR para los tres
marcadores moleculares se realiz6 de acuerdo con los reactivos y las condiciones
mostradas en la tabla 1 basada en los métodos propuestos por White et al., (1990)
y Alastruey-lzquierdo et al., (2008). Las condiciones de amplificacion para cada uno
de los genes se realizaron en .un GeneAmp PCR System 9700 (Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA). Se siguieron los métodos de White et al., (1999) para ITS de
Alastruey-lzquierdo et al., (2008) de para EF1a y de Vilgalys and Hester (1990) para
28S para la amplificacion de cada uno de los genes. Para la realizacién de la
secuenciacion de los tres marcadores moleculares, se secuenciaron los
amplicones, en la empresa Magrogen Inc. Seul, Corea. Una vez obtenidas las
secuencias se editaron en Bio Edit v7.0.9.0 (Hall, 1999). y se subieron a la base de
datos de GenBank para obtener niumeros de acceso universales. Se llevo a cabo

un analisis en Blast del National Center for Biotechology Information (NCBI).

Tabla 1. Mezcla de reaccién para la amplificacién por PCR de los marcadores

14



usados en este proyecto.

REACTIVOS CONCENTRACION VOLUMEN (uL)
DNA 50 ng 0.5
INICIADOR FW 20 pM 0.5
INICIADOR RV 20 pM 0.5
Mezcla de dNTP 0.2 mM 0.8
Tag polimerasa 2.5 U/uL 1
Regulador 10X 5
H20 DEPC 41.7
VOLUMEN FINAL 50

6.5.4 Inferencia filogenética

Para realizar la inferencia de los aislados se descargaron secuencias de referencia
del Gen Bank y se utilizaron como grupo externo a Geejayessia atrofusca. Para la
construccién del arbol filogenético, las secuencias se alinearon usando el algoritmo
de Clustal W en Clustal X v2.1 (Larkin et al. 2007). Para los alineamientos se
editaron en Sevaiew v4.6 (Gouy et al. 2010). La identificacion a nivel de especie se
realizé por métodos de inferencia filogenética de méaxima verosimilitud con 10,000
réplicas de Bootstrap, usando la plataforma en linea PhyML (http://www.atgc-
montpellier.fr/phyml/). Para ello, se buscaron los modelos de sustitucion

nucleotidica que mejor se ajustaran a las secuencias conocidas. Los arboles
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filogenéticos, se construyeron y se editaron mediante el programa computacional

Tree Figure Drawing Tool v1.4.2 (Guindon et al. 2010).

6.6 Susceptibilidad fungica

Para las pruebas de susceptibilidad antifungica, los conidios se colectaron de
acuerdo con el método descrito por Calvillo-Medina et al, (2018) llenando la
superficie de las cajas de Petri con agar SDA con 3 mL de 1x de solucién salina
tamponada de fosfato (PBS) con 0,01% de Tween-20 (vol/vol). Los conidios se
contaron utilizando un hemocitometro de Neubauer (Lo-Laboroptik Ldh®, UK) bajo
un microscopio Optico y se ajustaron a una concentracion de 1 x10° conidios/ml en
200 pL de medio RPMI 1640 (Sigma®, Alemania). De acuerdo con el documento
M38-A del Clinical and LaboratoryStandards Institute (CLSI), se evalud la
concentracion minima inhibitoria (MIC) de tres antifungicos: amfotericina B (AMP),
itraconazol (ITR) y voriconazol (VOR) y se determind la resistencia o susceptibilidad
a los hongos. Se prepararon soluciones antifungicas en dimetilsulféxido (DMSO)
estéril a cinco concentraciones diferentes (0,5ug/ mL, 2 yg/ mL, 4 ug/ mL, 8 ug/ mL
y 16 pg/ mL) de AMP, ITR y VOR. Se esterilizaron mediante filtracion de 0,22 pum

(Millipore®,EUA ) y se almacenaron a -70 ° C hasta su uso.

El'método de microdilucion para cada antifungico y diferentes concentraciones se
llevé a cabo en 200 pyL de medio RPMI 1640 en placas de micro titulacién de
poliestireno de fondo plano de 96 pocillos (Corning®, EE. UU.). Las placas se

incubaron durante 48, 72, 96 y 120 horas a 28°C. Los ensayos de susceptibilidad a
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los antifingicos se realizaron por sextuplicado. Las placas se midieron con un
espectrofotometro de microplacas (Multiskan Ascent Thermo Labsystems, EUA) a

una densidad 6ptica (DO) de 595 nm.

6.7 Actividad hemolitica

Los cuatro hongos aislados de cornea fueron cultivados en Agar Sangre de Carnero
(SBA) a 37°C durante 48 horas para observar la actividad hemolitica. Al observar
los halos hemoliticos alrededor del medio de cultivo se determina el tipo de
hemdlisis que poseen: alfa, beta o0 gamma. Para leer con exactitud la hemolisis

producida, se debe levantar la placa de agar sangre-y observarla contra la luz.
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7 Resultados

7.1 Casos clinicos

A continuacion, se describen los casos clinicos de los cuatro pacientes de los cuales
se aislaron los hongos. Los historiales clinicos fueron proporcionados y descritos en
colaboracion con el médico oftalmélogo especializado en cornea Carlos Adolfo
Muller-Morales, parte del Departamento de Corneay Cirugia Refractiva, Instituto de
Oftalmologia Fundacién de Asistencia Privada Conde de Valenciana. (Apéndice 1y

2)

Paciente 2734, aislado IOM 325366

En junio de 2019, un hombre de 52 afios en la Ciudad de México busco tratamiento
para una infeccion ocular. Presentd una historia clinica de dos semanas con 0jos
rojos, dolor y pérdida visual severa en-ojo derecho. La condicién de este paciente
comenzd después de un problema con un objeto vegetal en su jardin. El paciente
no tenia antecedentes médicos significativos ni procedimientos quirdrgicos. Su
agudeza visual (MAVC), la cual es una prueba que se realiza para saber la nitidez
de la vision y determinar el impacto sobre la capacidad visual que tenga el paciente,
a través de una escala de movilidad, en este caso en el ojo derecho fue de

“‘movimiento de la mano” (HM) (Rodriguez, 2014).

En el examen oftalmologico se observo una Ulcera central de 9x11 mm con un
infiltrado estromal y bordes “plumosos” que invadié parcialmente el limbo inferior.
Se observé un defecto epitelial total suprayacente y la camara anterior presenté la

formacion de 30% de hipopién (Figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas clinicas del paciente. Evidencia del nivel de hipopion y
un absceso central con bordes “plumosos” que se extienden hasta el 80% de la
cornea, se observa una afectacion parcial del limbo inferior.

Se reportd una ecografia ocular del ojo izquierdo que no revel6 hallazgos
patoldgicos. Del ojo derecho, se realizé un cultivo microbioldgico de la lesion y se
inicié tratamiento médico completo con natamicina cada hora, moxifloxacino cada 2
horas, ITR 100 mg via oral cada 12 horas, doxiciclina 100 mg via oral cada 12 horas

y vitamina C 1 gr. via oral cada 24 horas.

El estado del paciente se deterioré rapidamente asociado a un dolor intenso (72
horas después del tratamiento inicial). Durante el examen se observé la camara
anterior poco profunda con ausencia de seidel espontaneo (prueba que es utilizada
para descartar la presencia de una comunicacion entre la cAmara anterior del ojo y
la exterior), que integro la perforacion corneal. (Figura 2) Con base en la evolucion
térpida de las ulceras a pesar del manejo con tratamiento tdpico, se realizé una
gueratoplastia tectonica (TKP). Durante la cirugia se observdé una membrana
inflamada sobre la capsula anterior del cristalino, por lo que se tuvo que retirar el

cristalino conservando la capsula lenticular. Se realizé una limpieza de la camara
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anterior, una iridectomia parcial y la colocacién de un boton corneal de 9,5 mm.
Posteriormente se continué con gotas de moxifloxacina cada 2 horas, gotas de
natamicina cada 2 horas, gotas de atropina al 1% cada 12 horas, 1 gramo de

vitamina C por via oral cada 24 horas, ITR 100 mg por via oral cada 12 horas.

A las 2 semanas después de la cirugia no se observaron nuevos infiltrados ni-datos
de actividad infecciosa, se decidié espaciar gotas antifingicas tdpicas, suspender

el antifangico oral e iniciar con fluorometolona tdpica cada 6 horas.

Figura 2. Caracteristicas clinicas del paciente. Evidencia de la mala evolucién (72
horas después del tratamiento inicial) con evidencia de camara poco profunda.

Un mes después de la suspension del tratamiento topico, se observd un boton
corneal transparente, en la camara anterior formada, con afaquia y agudeza visual
de la "percepcion de la luz". Se realiz6 una ecografia ocular de seguimiento,
informando el desprendimiento coroideo asociado con desprendimiento de retina
sobre el area macular. Se explicé mal prondstico visual y se considera la posibilidad

de cirugia de retina con colocacién de lente ocular.
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Paciente 2480, aislado IOM 325367

En octubre del 2018, un vardn de 39 afios acudié a un examen oftalmolégico con
dos semanas de un problema sobre su o0jo izquierdo. Debido a una sensaciéon de
cuerpo extrafio y la pérdida visual que se ha incrementado conforme pasa el tiempo.
El tratamiento previo fue con diclofenaco topico y tobramicina / dexametasona. No
se reportaron antecedentes patoldgicos u oftalmoldgicos relevantes. En el examen
inicial, la BCVA fue HM. El examen que se realizé con una lampara de hendidura
mostré una inyeccion ciliar e hiperemia conjuntival severa. La cOrnea presentaba un
infiltrado central denso de 6.5 x 6 mm con bordes plumosos, un defecto epitelial
asociado del mismo tamafio y 70% de adelgazamiento central. Se observo una
lesion satélite superior de 2x1 mm. La camara anterior se formé con un 50% de

presencia de hipopion. (Figura 3).

Figura 3. Caracteristicas clinicas del paciente. Evidencia de nivel del hipopién y
un absceso central con bordes "plumosos”. Se puede observar una lesion satélite
en la cornea superior.
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Se realiz6 un cultivo microbioldgico y se inicié un tratamiento topico de una queratitis
bacteriana con moxifloxacino cada hora, natamicina cada hora, doxiciclina 100 mg
via oral cada 12 horas y vitamina C 1 via oral cada 24 horas. Se reportd una
ecografia del polo posterior sin alteraciones. Se tuvo una mala evolucién, a la
semana de haber iniciado el tratamiento presenté una camara anterior angosta y
lisis corneal central con seidel espontaneo. La presencia microbioldgica fue

reportada como Fusarium sp. y Staphylococcus epidermidis.

Debido a la perforacion corneal se indicé TKP. Después de la cirugia se continuo el
tratamiento con natamicina topica cada hora, moxifloxacino tépico cada hora,

atropina al 1% cada 12 horas e ITR 100 mg por via-oral cada 12 horas. (Figura 4).

Figura 4. Caracteristicas clinicas postoperatorias. A. Boton corneal opaco. B.
Tincidn con fluoresceina que muestra la resolucién del defecto epitelial

Un mes después de la cirugia, se le dio acetato de prednisolona cada 6 horas, se
indicé un espaciamiento del tratamiento topico previo y se suspendio el antifingico

oral. Una vez documentada la ausencia de actividad infecciosa, se suspendieron los
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antifangicos topicos y se propone una nueva queratoplastia. Agudeza visual final de

"contando dedos" (CF).

Paciente 2404, aislado IOM 325368

En julio de 2018, un hombre de 42 afios busco tratamiento para su ojo derecho.
Presenté un historial de 7 dias de dolor, ojos rojos y pérdida visual severa en el 0jo
derecho. La condicion actual comenzé luego de un trauma ocular con un objeto
desconocido en su lugar de trabajo. Su AV en el ojo derecho fue HM. En el examen,
se observo una ulcera central de 4,5x7 mm con un infiltrado estromal con bordes
plumosos y se observo un defecto epitelial total suprayacente. La camara anterior
se formd con una presencia de hipopion al 10%. Se realiz6 un cultivo microbioldgico
de la lesion y una ecografia ocular para determinar la extensiéon de la infeccion. La
ecografia resultd sin criterios. deendoftalmitis. El tratamiento se inici6 con
moxifloxacino cada hora, doxiciclina 100 mg por via oral cada 12 horas, aciclovir

200 mg por via oral cada 4 horas y vitamina C 1 g por via oral cada 24 horas.

A las 36 horas del abordaje terapéutico inicial, se ajustd un nuevo régimen
antibiotico-por el resultado del cultivo microbiol6gico que sugirié que era queratitis
fungica por Fusarium sp. Por el cual se decidi6 comenzar con natamicina topica
cada hora, alternada con moxifloxacina cada hora e ITR100 mg por via oral cada 12
horas. Se programé una cita para la reevaluacion dentro de las 24 horas.

Desafortunadamente, se perdio el seguimiento. Cinco dias después del tratamiento
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preliminar, el cultivo microbiolégico tuvo un resultado definitivo para

Neocosmospora sp.

Paciente 2902, aislado IOM 325369

En diciembre del 2019, un hombre de 49 afios buscé tratamiento para los 0jos rojos,
fotofobia y pérdida visual progresiva en su 0jo izquierdo con siete dias-de evolucion.
El paciente sufrié un traumatismo ocular por cuerpo extrafio no identificado, por lo
gue acudio a un médico que le recetd gotas de vancomicina, ceftazidima, natamicina

y diclofenaco. El paciente no tenia antecedentes patologicos ni oftalmolégicos.

Se realiz6 un examen fisico, en el cual se reporto AVMC de MH, un examen corneal
con lampara de hendidura que identificé un infiltrado central y superior de 8.5x6 mm
con bordes plumosos e invasion parcial del limbo en el sector inferior. Se informaé la
presencia de una lesién de satélite en la porcion superior de 6,5x3 mm. Se encontrd
un adelgazamiento significativo con seidel espontaneo en el centro de la lesion. Se
documentd la presencia de hipopion al 70%. Se decidié suspender el tratamiento

previo y se programo para TKP de emergencia (Figura 5).
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Figura 5. Caracteristicas clinicas. A. Infiltrado central y presencia de hipopién al
70% de la camara anterior. B. Lesion satélite en la porcidn superior..

Al realizarse la cirugia presentd una anteriorizacion del iris-lenticular, se realizaron
iridectomias parciales y se colocé un boton corneal de 9 mm. El tejido corneal
extraido se envid para realizar un cultivo microbiolégico. El tratamiento establecido
después de la cirugia fue de moxiflocacina cada 2 horas, natamicina cada 6 horas,
atropina cada 12 horas, doxiciclina 100 mg por via oral cada 12 horas y vitamina C1
gramo cada 24 horas. En su seguimiento postoperatorio presentdé una presion
intraocular elevada, por lo.que se inicié un tratamiento antihipertensivo tépico y

sistémico.

Tres dias despuésde la cirugia se identifico un nuevo infiltrado en el borde superior
del botén corneal (M-1). El informe microbiolégico identificO unas estructuras
fangicas, por lo que se decidi6 iniciar tratamiento oral con ITR 100 mg cada 12 horas

y se prescribio antifangico topico cada hora (Figura 6).
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Figura 6. Caracteristicas clinicas tras la cirugia. Se identifico-un nuevo infiltrado
en la interfaz corneal en M-1. B. Infiltrado corneal resuelto y una camara anterior
poco profunda.

Un mes después de la cirugia, no se identificaron nuevos infiltrados, se inicié un
esteroide tépico y se suspendié el antimicético oral. Dentro de su control
postoperatorio mejord la presion intraocular, aunque no volvié a niveles normales,
también se identificd la presencia de catarata. En su Ultimo seguimiento, se

document6 una agudeza visual con FQ.

A continuacion, se expone los datos de los cuatro pacientes analizados en este
estudio (Tabla 2). Los cuatro pacientes, son de sexo masculino, mayores a 39 afios,
ninguno de ellos con antecedente de problemas oculares o historia clinica con
dificultades clinicas relevantes. El factor de predisposicién en dos pacientes fue por

trauma vegetal (VT), y dos por cuerpo extrafio desconocido (UFB).
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Tabla 2. Datos demogréficos de pacientes con Neocosmospora sp. en queratitis

No. | Genero | Edad | TORE | TR | predisposicion
1 Masculino 52 Ninguno | Ninguno VT
2 Masculino 39 Ninguno | Ninguno VT
3 Masculino 48 Ninguno | Ninguno UFB
4 Masculino 42 Ninguno | Ninguno UFB
* VT: trauma vegetal, UFB: cuerpo extrafio desconocido

En la tabla 2, se muestran los resultados de clinicos de los cuatro pacientes de
donde se aislaron los hongos que se identificaron y caracterizaron en este proyecto.
De los cuales, tres de cuatro pacientes tuvieron intervencion quirdrgica, con
gueratoplastia terapéutica (TKP) realizando iridectomia en los tres pacientes Los
resultados después de las TPK fueron distintos y, al mismo tiempo, diferentes dias
de seguimiento. Al final del tratamiento los pacientes no pudieron recuperar la vista
debido a los problemas clinicos que genero la fungica infeccion en ellos. Dos de

ellos quedaron con BCVA de CF, uno mas con percepcion de luz (LP) y el dltimo

con HM (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados del tratamiento realizado en los cuatro pacientes que presentaron infecciones fangicas

Ultimo
Intervencién DEEIEs ol Resultado seguimiento
No. L intervencion ) Final BCVA
quirdrgica L ocular registrado
quirargica .
(dias)
Afaquia,
TKP, extraccion desprendimiento
1 Si del cristalino, coroidal, 240 LP
iridectomia parcial | desprendimiento
de retina
5 Sj TKP, iridectomia | Boton corneal no 180 CE
parcial transparente
Céamara anterior
3 S TKP, iridectomia poco profunda, 120 CE
parcial cataratas, PIO
alta
4 No NA Queratitis corneal 2 HM
* TKP: Queratoplastia terapéutica, LP: Percepcioén de la luz, CF: contar dedos




7.2 ldentificacion de los aislados fungicos

7.21 Andlisis morfolégico

La morfologia macroscoépica de los hongos observadas en los medios de cultivo de
aislamiento (SDA y PDA) ayudaron a la identificacion presuntiva, la cual se cita a
continuacién. Segun estos resultados, los patdgenos fangicos en las queratitis
descritas aqui se clasificaron pertenecientes al género Fusarium (Figuras 7-10). Las
caracteristicas morfoldgicas microscépicas obtenidas de las tinciones con azul de
algodon lactofenol de las estructuras fungicas (Figuras 7-10)-de los cuatro aislados
IOM 325366- IOM 325369 los colocaron de igual manera dentro del género
Fusarium. Sin embargo, existe un género hermano de Fusarium, Neocosmospora,
el cual presenta conidios fusiformes, microconidios y clamidioesporas muy similares

a Fusarium.

Ambos se han reportado como saprofitos de suelo relacionados a enfermedades en
animales, plantas y humanos, donde, el rango de infeccion puede ser desde
infecciones superficiales. como onicomicosis y queratitis hasta infecciones

diseminadas (Valencia, 2009).

En algunas especies de Neocosmospora, son muy similares morfolégicamente a
Fusarium, ejemplo N. suttoniana tienen conidios esporodoquiales similares a F.
ensiforme. Sin embargo, produce conidios mas pequefios en general y

clamidosporas de paredes lisas
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Figura 7. Morfologia macroscoépica y microscoépica del aislado IOM 325366.
Se muestran las caracteristicas tipicas de este microorganismo. En Ay B se
observa la morfologia macroscépica con un medio de crecimiento de PDA, con
micelio hialino después de 10 dias de crecimiento. En C y D se ve la morfologia
macroscopica con un medio de crecimiento de SDA, con micelio hialino después
de 10 dias de crecimiento. En E y F se percibe la morfologia macroscopica con
un medio de crecimiento de MEA, con micelio blanco después de 10 dias de
crecimiento. En G la morfologia microscopica en aumento de 400X y 630X
muestra el conidiéforo y en el H los macroconidios multicelulares.
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Figura 8. Morfologia macroscépica y microscoOpica del aislado IOM 325367.
Se observan las caracteristicas tipicas de este microorganismo. En Ay B esta la
morfologia macroscopica con un medio de crecimiento de PDA, con micelio hialino
después de 10 dias de crecimiento. En C y D se ve la morfologia macroscépica
con un medio de crecimiento de SDA, con micelio h mielanizado después de 10
dias de crecimiento. En E y F se percibe la morfologia macroscopica con un medio
de crecimiento de MEA, con micelio hialino después de 10 dias de crecimiento. Y
en Gy H se muestra la morfologia microscopica con escalas del0 pl muestra un
micelio y macroconidios multicelulares.
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Figura 9. Morfologia macroscoépica y microscoépica del aislado IOM 325368.
Se muestran las caracteristicas tipicas de este microorganismo. En Ay B se
observa la morfologia macroscépica con un medio de crecimiento de PDA, con
micelio hialino al inicio y termina en rosado después de 10 dias de crecimiento.
En Cy D se ve la morfologia macroscépica con un medio de crecimiento de SDA,
con micelio hialino después de 10 dias de crecimiento. En E y F se percibe la
morfologia macroscoépica con un medio de crecimiento de MEA, con micelio
blanco después de 10 dias de crecimiento. En G la morfologia microscopica con
escala de 10 pl muestra un micelio y macroconidios multicelulares, y en F el
micelio con una cabezuela de espora mucosa.
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Figura 10. Morfologia macroscoépicay microscopica del aislado IOM 325369.
Se observan las caracteristicas tipicas de este microorganismo. En Ay B se ve la
morfologia macroscépica con un medio de crecimiento de PDA, con micelio blanco
después de 10 dias de crecimiento. En C y D la morfologia macroscopica con un
medio de crecimiento de SDA, con micelio blanco después de 10 dias de
crecimiento. En E y F se percibe la morfologia macroscépica con un medio de
crecimiento de MEA, con micelio blanco ligeramente rosado después de 10 dias
de crecimiento. En G la morfologia microscépica con aumentos de 400X y 630X
muestra el conidioforo y en el H los macroconidios multicelulares.
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N. gamsii se puede distinguir morfolégicamente de F. eumartii, ya que produce
conidios esporodoquiales comparativamente delgados y cortos, que también son
menos frecuentemente septados que los conidios de F. eumartii y tienen una

curvatura apical mas pronunciada (Sandoval et al., 2018).

7.2.2 Andlisis filogenéticos

Basado el conjunto de datos de nrDNA ITS (533 pb de tamafio), la LSU (886 pb) y
el EF1a (pb) los aislados de queratitis IOM 325366- IOM 325369 perteneciente al
género Neocosmospora sp. El andlisis de inferencia filogenética se realizd con las
secuencias mostradas en la Tabla 4. Donde se analizaron secuencias de los
géneros Fusarium, Neocosmospora y G. atrofusca (utilizado como grupo externo
para enraizar el arbol filogenético) (Tabla 4). Los resultados obtenidos en el analisis
filogenético mostraron que el mejor modelo de sustitucion de nucledétidos obtenido
fue GTR. Los parametros obtenidos fueron: Akaike, Log-verosimilitud = -
8269.28947, Parametro de. Gamma Shape = 0.734, fregA = 0.24051, freqC
=0.27993, freqG = 0.24274 y freqT = 0.23681. En la Tabla 4, se observa las
secuencias de los géneros que tuvieron un porcentaje de similitud mayor al 90%, de
los aislados IOM 325366, IOM 325367 y IOM 32568 Y IOM 325369. Con los
siguientes datos generales los cuales son: el nombre de la especie, el aislado, el
pais donde fue aislado, el sitio de aislamiento y las secuencias de los marcadores
moleculares usados en este estudio: el EF1a, ITS y LSU. Las secuencias aisladas
de queratitis tuvieron un porcentaje de similitud al género Fusarium mayor a 90%
en la base de datos GenBank, Sin embargo, los resultados del analisis de maxima

verosimilitud sitian a las cuatro aislados en cuatro especies distintas dentro de
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Neocosmospora. colocdndolas separadas de las especies de Fusarium sp.

descritas.

Tabla 4. Secuencias de los géneros Fusarium, Neocosmospora y G. atrofusca

usadas para enraizar el arbol filogenético)

Especie

*Neocosmospora
solani
*Neocosmospora
solani
*Neocosmospora sp
nov
*Neocosmosporasp
nov
*Neocosmospora sp
nov
*Neocosmosporasp
nov
*Neocosmospora sp
nov
*Neocosmosporasp
nov
F. chlamydosporum
F. ensiforme
F. ensiforme
F. falciforme

F. solani f. sp. batatas

F. solani f. sp.
xanthoxyli
F. inflexum

F. keratoplasticum
F. keratoplasticum
F.lichenicola
F. lichenicola
F. petroliphilum
F. petroliphilum

F. piperis

Aislado

IOM
325366.1
IOM
325366.2
IOM
325367.1
IOM
325367.2
IOM
325368.1
IOM
325368.2
IOM
325369.1
IOM
325369.2
CBS 145.25

NRRL 28009
NRRL-32792
NRRL 32928
NRRL 22400

NRRL 22163

NRRL 20433
CBS 490.63
NRRL 28561
NRRL 34123
NRRL 32434
NRRL 28546
NRRL 22141

NRRL 22570

Pais
México
México
México
México
México
México
México
México

Honduras
EUA
Japén

EUA
EUA

Japon

Alemania
Japon
EUA
India
Alemania
EUA

New
Zelanda,
Brasil.

aislamiento
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Sitio de

Coérnea
humana
Cornea
humana
Coérnea
humana
Cornea
humana
Cérnea
humana
Cornea
humana
Cérnea
humana
Cornea
humana
Humano

Ojo humano
Humano
Ojo humano

Ipomoea
batatas
Xanthoxylum

sp.
Ojo humano

Ojo humano
Humano
Ojo humano
Humano
Ojo humano
Calabaza

Pimienta
negra

EF1a

MN120754
DQ246869
DQ247101
DQ247176
AF178343

AF178336

AF008479
DQ246846
DQ246902
DQ247192
DQ246977
DQ246887
AF178329

AF178360

ITS

MW652630
MW652631
MW652632
MW652633
MW652634
MW652635
MW652636
MW652637

MH854820
DQ094351
DQ094561
DQ094301
AF178407

AF178401

NR_152941
DQ094331
DQ094375
DQ094645
DQ094444
DQ094361
DQ094307

NR_169886

LSU

MW652638
MW652639
MW652640
MW652641
MW652642
MW652643
MW652644
MW652645

MH866320
DQ236393
DQ236603
DQ236376
DQ236345

AF178370

U34548
DQ236373
DQ236417
DQ236687
DQ236486
DQ236403
DQ236349

AF178391



F. riograndense
F. striatum

N. bostrycoides
N. bostrycoides

N. brevis

N. brevis
N. brevis

N. cyanescens

N. cyanescens
N. falciformis
N. falciformis

N. solani
N. solani
N. gamsii

N. gamsii
N. haematococa
N. illudens

N. lichenicola
N. lichenicola
N. lichenicola
N. keratoplastica
N. keratoplastica
N. keratoplastica
N. metavorans

N.‘metavorans
N. perseae

N. perseae

N. petroliphila
N. petroliphila

HCF3

NRRL 22101

CBS 144.25
CBS 130328

CBS 144387

NRRL 28009
NRRL 32792

CBS 518.82

CBS 637.82
NRRL 32757
NRRL 32828
CBS 101018
NRRL 32741
NRRL 32323

NRRL 32770
CBS 119600
NRRL 22090

CBS 279.34
NRRL 28030
NRRL 34123
CBS'490.63
NRRL 32710
NRRL 32707
CBS 135789

CBS 143199
CBS 144142

CBS 144143

NRRL 32304
NRRL 32315

Brasil. Tejido nasal
humano
Panama Ropa de
algodon
Honduras Suelo
USA Herida oral
humana
Bélgica Agua desuelo
contaminada
USA Ojo humano
Japon No6dulos
subcutaneos
humanos
Paises Pie humano
Bajos
Bélgica Pie humano
EUA Arena
EUA Humano
ltalia Frambuesa
EUA Ojo humano
EUA Liquido.de
lavado
broncoalveolar
EUA Ojo humano
Sri Lanka Arbol
Nueva Humano
Zelanda
Somalia Humano
Tailandia Humano
India Ojo humano
Japon Humano
EUA Ojo humano
EUA Ojo humano
Grecia Liquido de
lavado
broncoalveolar
EUA Humano
Italia Persea
americana
ltalia Persea
americana
EUA Ufa humana
EUA Ulcera
inguinal
humana
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KX534002
AF178333

LR583597
DQ246923

LR583601

DQ246869
DQ247101

LR583605

LR583606
DQ247075
DQ247135
LR583651
DQ247061
DQ246951

DQ247083
DQ247510
AF178326

LR583615
DQ246877
DQ247192
LT906670
DQ247030
DQ247027
LR583627

LR583628
LT991902

LT991903

DQ246932
DQ246943

KT186366
AF178398

LR583704
DQ094396

LR583708

DQ094351
DQ094561

AB190389

LR583712
DQ094536
DQ094594
LR583770
DQ094522
DQ094420

DQ094544
KM231797
AF178393

LR583725
DQ094355
DQ094645
LR583721
DQ094492
DQ094490
LR583738

LR583739
LT991940

LT991941

DQ094402
DQ094412

Cont...

KX534001
AF178367

LR583912
DQ236438

LR583916

DQ236393
DQ236603

LR583920

LR583921
DQ236578
DQ236636
LR583975
DQ236564
DQ236462

DQ236586
KM231664
AF178362

LR583933
DQ236397
DQ236687
LR583929
DQ236534
DQ236532
LR583946

LR583947
LT991947

LT991948

DQ236444
DQ236454



N. quercicola
N. quercicola

N. quercicola
N. suttoniana

N. suttoniana
N. tonkinensis
N. tonkinensis

N. vasinfecta
N. vasinfecta

N. vasinfecta

Geejayessia
atrofusca

CBS 141.90
NRRL 22611

NRRL 32736
CBS 143214

CBS 143204

CBS 115.40

CBS 143038

CBS 446.93
CBS 562.70

CBS 101957

NRRL 22316

Italia
EUA

EUA
EUA

EUA
Vietnam
Paises
bajos
Japén
EUA

Alemania

EUA

Quercus cerris

Coérnea
humana
Ojo humano

Herida
humana
Ulcera corneal
humana
Ulcera corneal
humana
Coérnea
humana
Arena

Arachis
hypogaea nut
Sangre esputo

y herida

Staphylea
trifolia

DQ247634
DQ246841

DQ247056
DQ247163

DQ246944
LT906672
LT906673

LR583670
DQ247606

LR583676

AF178361

LR583760
DQ094326

DQ094517
DQ094617

DQ094413
MG189941
MG189942

LR583791
AF178413

LR583797

AF178423

Cont...

LR583964
DQ236368

DQ236559
DQ236659

DQ236455
MG189926
MG189927

LR583996
AF178382

LR584002

AF178392

*Hongos estudiados en este proyecto. IOM:Coleccién de cultivos de México , NRRL:

Agricultural Research Service Culture Collection, CBS: Centraalbureau voor

Schimmelcultures

El arbol filogenético (Figura 11) muestra que el aislado IOM 325366 es demasiado

cercano a Neocosmospora solani, por lo que, pertenece a esta especie. El aislado

IOM 325367, es cercano a la especie Neocosmospora cyanescens. Sin embargo,

presenta una distancia genética suficiente para considerarlo Neocosmospora

sp.nov. Los aislados IOM 325368 y IOM 325369 estan cerca de la especie

Neocosmaospora falciformis. Sin embargo, se ven demasiado divergentes por lo que

se propone que son dos nuevas especies. Para la categorizacién de las tres nuevas

especies es necesario realizar la descripcion morfolégica y la clave dicotémica,

cuyos resultados exceden los objetivos del presente proyecto.
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Neocomospora sp.nov IOM 325368.1
Neocomospora sp.nov IOM 325368.2
Neocomospaora sp.nov IOM 325369.1
Neocomospora sp.nov IOM 325369.2
N. falciformis NRRL 32828
N. falciformis NRRL 32757
N. suttoniana CBS 143204
N. suttoniana CBS 143214
F. striatum NRRL 22101
F. keratoplasticum NRRL 28561
N. keratoplastica CBS 490.63
F. keratoplasticum CBS 490.63
N. keratoplastica NRRL 32710
N. keratoplastica NRRL 32707
N. solani IOM 325366.1
N. solani IOM 325366.2
N. solani NRRL 32741
N. solani CBS 101018
F. solanif. sp. batatas NRRL 22400
F. solani f. sp. xanthoxyli NRRL 22163
N. tonkinensis CBS 115.40
N. tonkinensis CBS 143038
‘f N. gamsii NRRL 32770
N. gamsii NRRL 32323
I:I‘Neocomospma sp.nov |IOM 3253671

#

Neocomospora.sp.nov JOM 325367.2
N. cyanescens CBS 518.82
N. cyanescens CBS 637.82
a3 F. petroliphilum NRRL 22141
N. petroliphila NRRL 32315
N. petroliphila NRRL 32304
il & F. petroliphilum NRRL 28546
I N. perscac CBS 144142
N. perseae CBS 144143
—C N. bostrycoides CBS 130328
N. bostrycoides CBS 144.25
N. brevis CBS 144387
o 4 F. ensif'orme NRRL 32792
1 * F. ensiforme NRRL 28009
N. brevis NRRL 28009
N. brevis NRRL 32792
N. metavorans CBS 1431399
N. metavorans CBS 135789
N. quercicola CBS 141.90
'{N. quercicola NRRL 32736
N. quercicola NRRL 22611
N. haematococa CBS 119600
F falciforme NRRL 32928
F. piperis NRRL 22570
F riograndense HCF3
N. lichenicola NRRL 28030
1865 N. lichenicola CBS 279.34
F. lichenicola NRRL 34123
N. lichenicola NRRL 34123
F. lichenicola NRRL 32434
50.1% e N. vasinfecta CBS 101957
N. vasinfecta CBS 562.70
N. vasinfecta CBS 446.93
N. illudens NRRL 22090
s aug F. chiamydosporum CBS 145.25
L F. inflexum NRRL 20433

100%

Geejayessia atrofusca NRRL 22316

D.03

Figura 11. Analisis de inferencia filogenética de los aislados fungicos IOM
325366, IOM 325367 y IOM 32568 Y IOM 325369. El analisis realizado con el
método de Maxima Verosimilitud mostré que el aislado IOM 325366 pertenece a
la especie N. sonali, el aislado IOM 325367. IOM 325368 y el aislado IOM 325369
pertenece a las nuevas especies categorizadas como Neocosmospora sp.nov,
Los valores del Bootstrap se indican en los nodos con valores menores al 32%.
Como grupo externo G.atrofusca NRRL 22316
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7.3 Ensayo antifungico

Una vez identificadas los cuatro aislados fungicos, se analizé la prueba antifingica
de Neocosmospora para AMP, ITR y VOR, las cuales se muestran en la Tabla 5.
Los resultados mostraran que la concentracién minima inhibitoria (MIC) para cada
uno de los antifungicos en los aislados clinicos. El aislado IOM 325366 tuvo una
susceptibilidad a AMP, ITRA y VOR en todas las concentraciones probadas, y
mostré crecimiento hasta las 120 h. El aislado IOM 325367 mostrd resistencia a
AMP, ITRA y VOR después de 120 h de crecimiento, incluso a las concentraciones
mas altas y hasta las 144 h. De la misma manera, IOM 325367 expuesto a la
concentracion de 2 ug / ml es el unico que crecio-mas que el control a las 120 h
(datos no mostrados). Cuando el hongo fue expuesto a otras concentraciones de
AMP, mostré una tendencia a crecer hasta las 120 h y luego detener la actividad

celular a las 144 h.

El aislado IOM 325368 mostrd resistencia a ITRA Y VOR después de 144 h de
crecimiento, incluso a las concentraciones méas altas y susceptibilidad al AMP
después de 120 h de crecimiento. El aislado IOM 325369 mostro resistencia a ITRA
después de 144 h de crecimiento, incluso a las concentraciones mas altas y
susceptibilidad al AMP y VOR 120 h de crecimiento (Tabla 5). Estos resultados
sugieren que la MIC de ITRA frente a este Ultimo podria ser 16 yg/mL o incluso
mayor a esta concentracion. En el caso de AMP, con a la excepcion del aislado IOM

325367, la actividad fungica fue estable y mostré una tendencia a crecimiento
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Tabla 5. Concentracién minima inhibitoria de la prueba antifungica de los
aislados IOM 325366, IOM 325367, IOM 325368 e IOM 325369 de los
antifangicos AMP, ITRA, VOR.

Aislado Antifangicos MIC Actividad metabdlica

(Mg /mL) (h)

IOM 325366 *AMP <4 120
*ITRA <4 120

*VOR <0.5 120

IOM 325367 *AMP >16 144
**ITRA >16 144

**VOR >16 144

IOM 325368 *AMP <4 120
**ITRA >16 144

**VOR >16 144

IOM 325369 *AMP <8 120
**ITRA >16 144

*VOR <8 120

**: resistente, *: susceptible; MIC: concentracion minima inhibitoria.

continuo incluso en la concentracion mas alta de este farmaco (16 pg/mL) .
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En este estudio, se observd que N. solani IOM 325366 es susceptible a los tres
antifangicos, Neocosmospora sp. nov. IOM 325367 es resistente a AMP (MIC>16
Mg/ mL) ITR (MIC>16 pg/mL) y VOR(MIC>16 ug/mL) Neocosmospora sp. nhov. IOM
325368 es resistente ITRA (MIC>16 pg/mL) VOR (MIC>16 ug/mL) vy

Neocosmospora sp. nov. IOM 325369 es resistente a ITRA (MIC>16 pug/mL).

7.4 Actividad hemolitica

Una vez realizada la prueba antifingica de Neocosmospora, se realizo la actividad
hemolitica, para los cuatro aislados de cérnea, estos fueron cultivados en Agar
sangre de carnero (SBA) a 37°C durante 48 horas, pues a esta temperatura tienen
un cierto potencial para establecerse y causar micosis en seres humanos con un
sistema inmune comprometido.(Figura 12) El tipo de hemolisis que se observo en
los cuatro aislados fue beta hemolisis debido a la presencia de un halo al redor de

las colonias de los hongos y pérdida de hemoglobina en el agar-

41



Figura 12. Actividad hemolitica de los aislados IOM 325366- IOM 325369. Los
cuatro aislados de cornea fueron cultivados en Agar sangre de carnero (SBA) a
37°C durante 48 horas. En el A se observa el aislado IOM 325366 y en el B el
aislado IOM 325367, los cuales, tienen una hemolisis de tipo beta pues se observa
un halo al redor de las colonias de los hongos y pérdida de hemoglobina en el
agar. En el C se observa el aislado IOM 325368 y, en el D, se observa el aislado
IOM 325367 con una beta-hemdlisis ya que se ve un halo transparente en el medio
de cultivo.
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8 Discusion

Uno de los desafios asociados con el estudio de los mecanismos de virulencia de
los hongos patdgenos es la identificacion de las especies involucradas en
infecciones en humanos. La asignacién a nivel de especie en hongos es compleja,
debido a que las caracteristicas morfologicas no siempre son descriptivas para
llegar a ella (Guarro y Gené, 1995). En los ultimos afios, los enfoques genéticos y
moleculares han sido usados para identificar especies de hongos patégenos. Los
marcadores moleculares ribosomales, como los usados en este estudio (ITS y LSU)
han demostrado ser muy Utiles para identificar a los agentes causantes de las
infecciones fungicas humanas. La identificacion y descripcidon de especies en
hongos actualmente, se combina con morfologia, el uso de marcadores moleculares
y los analisis de inferencia filogenética, los cuales son necesarios para definir las
especies y corroborar el estatus filogenético de dichos organismos (Crous et al.,

2006).

El presente estudio se ha realizado con cuatro hongos filamentosos aislados de
gueratitis humana. Se identificé a nivel de especie sélo uno de los aislados debido
a la falta de estudios en micosis humanas y se evidencié que tres de estos cuatros
aislados pertenecen a nuevas especies del género Neocosmospora sp. Sin
embargo, no fueron categorizados taxonémicamente debido a que la descripcién a
nivel de especie requiere la descripcion morfoldgica de las estructuras de los hongos

lo que excede los objetivos de este estudio.
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En hongos existen problemas en la identificacion basados en sus caracteristicas
morfolégicas como se evidencio en el presente proyecto. En particular, la familia
Nectriaceae, se encuentra en diversos sitios como el suelo, el agua, el aire, el
material vegetal vivo o0 muerto, los alimentos y muchos mas sustratos Sin embargo,
algunas especies son de gran importancia pues son productores de micotoxinas
gue afectan la salud humana y animales, el género Fusarium sensu lato se ha
segregado recientemente en varios géneros similares a Fusarium, es decir,
Albonectria, Bisifusarium, Cyanonectria, Geejayessia, Neocosmospora Yy

Rectifusarium (Grafenhan et al.2011, Lombard et al. 2015).

El género Neocosmospora es un complejo de especies de Fusarium solani, debido
a que se recategorizaron especies descritas originalmente en Fusarium al género
Neocosmospora, promoviendo asi una nomenclatura que esta anidada
filogenéticamente dentro de un_  Fusarium monofilético. Estos hongos son
ampliamente resistentes al espectro de antifingicos que estan disponibles para el

tratamiento de micosis humanas actualmente (Geiser et al. 2013, O'Donnell 2000).

Por medio de la observacion de caracteristicas morfolégicas como son los conidios
se considerd-que los aislados pertenecian al género Fusarium. Sin embargo, al
momento de llevar acabo el andlisis filogenético demostramos que pertenecen al
género Neocosmospora sp. Este tipo de errores en la identificacibn de hongos
filamentosos son comunes, por eso resulta de vital importancia realizar
identificaciones combinando las caracteristicas fenotipicas y genotipicas. Los
analisis realizados (filogenético y taxonémico) demostraron que tres de los aislados

no fueron similares a ninguna de las especies ya descritas. Debido a esto,
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propusimos que en los cuatro aislados de queratitis tres son una nueva especie, y

el cuarto pertenece a N. solani.

Las especies Fusaria basandonos en Neocosmospora y Fusarium tienen caracteres
micro morfolégicos similares, en la actualidad estan relacionados con infecciones
superficiales y oportunistas en personas inmunocompetentes, en donde se han

reportado casos de onicomicosis y queratitis (Diepeningen et. al 2014).

Algunos hongos patdgenos oportunistas filamentosos como Fusarium spp.,
Aspergillus spp., y Neocosmospora spp., han sido descritos. principalmente como
agentes de la queratomicosis, que es una enfermedad ocular importante. En el
género Neocosmospora sp., su tasa de infeccion es mas baja en comparacién con
dos géneros mencionados anteriormente. Algunas especies de Neocosmospora se
han encontrado aisladas y tienen relacion con enfermedades humanas prevalentes
en todo el mundo, causando principalmente infecciones de la cérnea, pero también
aisladas de sangre, uiias y piel (Sandoval, et al., 2008). Este género, se encuentran
entre los patdbgenos mas importantes asociados a infecciones graves en receptores
de trasplantes y pacientes con neoplasias hematolégicas malignas, neutropenia
persistente o-inmunodepresion causada por la terapia con corticosteroides (usado
para tratar la artritis reumatoide, la enfermedad intestinal inflamatoria, el asma, las

alergias y muchas otras afecciones).

En los paises en desarrollo, la queratitis sigue siendo un problema de salud y es la
principal causa de ceguera prevenible (Ponce-Angulo et al., 2019). Los hongos

tienen una gran capacidad para sobrevivir en una amplia gama de temperaturas y
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pH, esto podria ayudar a explicar su amplia distribucién y probablemente al

desarrollo de micosis (Hernandez-Camarena et al., 2015).

Sin embargo, los ojos tienen barreras fisicas, quimicas y enzimaticas para prevenir
la proliferacion de microorganismos patdgenos. Las causas de la queratitis por los
hongos estan relacionadas con factores de virulencia que les permiten colonizar
este 6rgano como pueden ser la resistencia a antifingicos o la capacidad hemolitica

(Stone et al., 2014).

Las pruebas realizadas en SBA permitieron analizar la capacidad hemolitica de los
microorganismos patégenos. La hemolisis también llamada eritrocateresis es el
fendmeno de la desintegracion de los eritrocitos (glébulos rojos) por accion de
hemolisinas (proteinas excretadas hacia el exterior de la célula, en este caso, por
los microorganismos) puede ser hemodlisis parcial o0 no mostraron hemdlisis, el cual
va a determinar el riesgo de patogénesis al humano (Maldonado, 2011). Al realizar
las pruebas de hemdlisis se_.demostro la capacidad hemolitica de tipo beta o total
gue junto con la termotolerancia que presentan estos microorganismos, (crecidos a
37°C), se sugiere que dichos aislados podrian tener un cierto potencial para
establecerse -y causar micosis en seres humanos con un sistema inmune
comprometido. Pues los hongos tendran la capacidad para infectar el tejido corneal

de los pacientes.

De acuerdo con estudios realizados en otros hongos como levaduras, la beta
hemolisis se ha considerado un factor de virulencia en las infecciones fangicas, asi

como en las infecciones causas por bacterias (Bassetti, et al 2015). Sin embargo, la
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informacion sobre la capacidad hemolitica en hongos filamentos no es muchay auln

gueda mucho por describir respecto a su capacidad de virulencia.

En hongos, se ha escrito la resistencia emergente a los azoles, y se han demostrado
distintos factores de virulencia, entre ellos: la produccion de enzimas hidroliticas
extracelulares, como fosfolipasa y proteinasa, las cuales, facilitan una adherencia,
asi como la hemolisina. Dichos factores de virulencias se han descrito en otras
especies de levadura que afectan humanos (Bassetti, et al 2015). Ademas, los
factores predisponentes (por ejemplo, lesiones corneales, defectos en el epitelio
corneal o el mal uso de lentes de contacto) permiten la colonizacion de los
patdgenos. Los factores de riesgo en la - queratitis incluyen trauma,
inmunosupresion, cirugia previa y el uso de lentes de contacto (Muna’aim et al

2017).

Al revisar los resultados de este estudio con otra literatura, se ponen en evidencia
la variabilidad que presenta Neocosmospora y Fusarium en cuanto a su respuesta
a las pruebas antifungicas (Zhang et al 2006). Ya que existen al menos, 45 especies
filogenéticas, hablando solo de Fusarium solani, mientras que en otra investigacion
se ha reportado la existencia de al menos 21 de interés netamente clinico (Guarro,
2012). Pues las diferencias encontradas son independientes del tipo de muestra
donde se aisl6é el hongo, pero también, influye las diferencias de tipo geogréfico

(Azor et al., 2007).

En otro estudio se utilizé la natamicina y voriconazol, en Fusarium spp, concluyendo

gue la natamicina tiene una mala penetracion, puesto que es escasa en presencia
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de un epitelio intacto, aunque se cree que el desbridamiento aumenta su
penetracion, mientras que el VOR puede penetrar mas profundamente en el
estroma corneal, logrando asi concentraciones terapéuticas de manera mas
eficiente. Estas diferencias en la dosificacién y la penetracion pueden afectar la

eficacia del medicamento (Lalitha et al., 2012).

Estudios realizados en el género Neocosmospora, han evidenciado que puede ser
resistente a las equinocandinas, aunque la susceptibilidad AMP e ITR puede variar.
En el caso de F. solani posee una susceptibilidad reducida a los antifingicos,
principalmente AMP. Por otra parte, el uso de este antifuingico como agente
terapéutico en infecciones causadas por Fusarium spp. fue aprobado en el afio
2002, pero, la experiencia clinica reportada hasta el momento es dispersay limitada

(Lortholary et al., 2010).

Por altimo, cuando ocurre un problema ocular en muchos paises y basandonos en
México, la identificacidbn de hongos patdgenos oculares es una opcion sélo en unos
pocos casos. Un diagndstico oportuno y temprano es importante en infecciones
localizadas como la gueratitis para prevenir una infeccion generalizada con hongos

como Fusarium o Neocosmospora
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9 Conclusion

En México existe muy poca investigacion acerca de las especies Fusarium, por
ende, se tiene poca informacién y conocimiento acerca de las especies patégenas.
En este estudio demostramos que los aislados clinicos analizados pertenecen al
género Neocosmospora, sin embargo, se puede confundir facilmente con el género
Fusarium. Pues en algunas ocasiones siguen usando el género Fusarium para
referirse a los casos de Neocosmospora provocando un mal diagnéstico o al auto

medicarse, llega a agravarse la situacion clinica de los pacientes.

Las pruebas de susceptibilidad antifUngicos mostraron que el uso de itraconazol
como primer antibiético no es conveniente en todos los casos de micosis debido a
la tolerancia de los hongos. Y que la anfotericina resulta ser mas eficiente en
algunos aislados. Es prudente considerar la resistencia a antifungicos en el
diagnostico y tratamiento de micosis para asi poder obtener los resultados deseados

en la salud humana.

El presente trabajo es un esfuerzo en conjunto de médicos e investigadores para
generar conocimiento sobre la identificacién y el tratamiento de hongos patdégenos

en humanos, los cuales cada vez se vuelven mas comunes en personas sanas.
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11 Apéndices

Apéndice 1 Secuencias generadas en este proyecto

1.1 IOM 325366 ITS (MW652630)
>Seql

GCTTCCGACTACACTCATCACCCTGTGACATACCTAAAACGTTGCTTCGGCGGGAACAGACGG
CCCTGTAACAACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCTAACTCTGTTTTTATAATGTTTTTCTGA
GTAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGC
CCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAAGCCCCCTGTGGGCACACGCCGTCCCTCAAAT
ACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGAGCG
GCGCGGCCATGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAA

1.2 IOM 325366 ITS (MW652631)
>Seq2

GCTTCCGACTACACTCATCACCCTGTGACATACCTAAAACGTTGCTTCGGCGGGAACAGACGG
CCCTGTAACAACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCTAACTCTGTTTTTATAATGTTTTTCTGA
GTAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGC
CCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAAGCCCCCTGTGGGCACACGCCGTCCCTCAAAT
ACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATTIGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGAGCG
GCGCGGCCATGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAA

1.3 IOM 325366 LSU(MW652638)
>Seql

CAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTC
TCGGGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAA
CGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGACACCGATCCTCTGTAAAGCTCCTT
CGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAAT
ACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
GAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCTTGGTTG
ATCATCCGGGGTTCTCCCCGGTGCACTCTTCCGGCTCAGGCCAGCATCAGTTCGCCCTGGGG
GATAAAGGCTTCGGGAATGTGGCTCTCTCCGGGGAGT

1.4 I0M 325366 LSU(MW652639)
>Seq?2

CAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTC
TCGGGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAA
CGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGACACCGATCCTCTGTAAAGCTCCTT
CGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAAT
ACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
GAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCTTGGTTG
ATCATCCGGGGTTCTCCCCGGTGCACTCTTCCGGCTCAGGCCAGCATCAGTTCGCCCTGGGG
GATAAAGGCTTCGGGAATGTGGCTCTCTCCGGGGAGTGTTAT
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1.5 IOM 325366 EF1a

>Seql

GTCGTGTCATCGGCACGTCGACTCTGGCAGTCGACCACCGTAAGTCAAACCCTCATCGCGATC
TGCTTATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCCTGGCATCTCGGGCGGGGTATTCATCATTCACTTCA
TGCTGACAATCATCTACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAAC
CATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTGACATCTCCCCCGATCGCGCCTTGATATTCCACATCGA
ATTCCCCGTCGAATTCCCTCCATCGCGATACGCTCTGCGCCCGCTTCTCCCGAGTCCCAAAAT
TTTTGCGGTCCGACCGTAATTTTTTTTGGTGGGGCATTTACCCCGCCACTCGGGCGACGTIGG
ACAAAGCCCTGATCCCTGCACACAAAAACACCAAACCCTCTTGGCGCGCATCATCACGTGGTT
CACGACAGACGCTAACCGGTCCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAA
GTACGCCTGGGTCCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTG
CCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTGTCACCTCT
CTCACACATGTCTCACCACTAACAATCAACAGACGCCCCCGGCCACCGTG

1.6 IOM 325366 EF1a
>Seq2

GTCGTGTCATCGGCACGTCGACTCTGGCAGTCGACCACCGTAAGTCAAACCCTCATCGCGATC
TGCTTATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCCTGGCATCTCGGGCGGGGTATTCATCATTCACTTCA
TGCTGACAATCATCTACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAAC
CATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTGACATCTCCCCCGATCGCGCCTTGATATTCCACATCGA
ATTCCCCGTCGAATTCCCTCCATCGCGATACGCTCTGCGCCCGCTTCTCCCGAGTCCCAAAAT
TTTTGCGGTCCGACCGTAATTTTTTTTGGTGGGGCATTTACCCCGCCACTCGGGCGACGTTGG
ACAAAGCCCTGATCCCTGCACACAAAAACACCAAACCCTCTTGGCGCGCATCATCACGTGGTT
CACGACAGACGCTAACCGGTCCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAA
GTACGCCTGGGTCCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTG
CCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTGTCACCTCT
CTCACACATGTCTCACCACTAACAATCAACAGACGCCCCCGGCCACCGTG

2.1 10M 325367 ITS(MW652632)
>Seql

CCTGCGGACTATCACTCATCACCCTGTGACATACCTAAACGTTGCTTCGGCGGGAATAGACGG
CCCCGTGAAACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCTTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCTG
AGTAAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAG
GCCCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAGCCCCCCGTGGGCACACGCCGTCCCCCAA
ATACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATCGCGTAGTAGCTAACACCTCGCGACTGGAGAG
CGGCGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTCTTCTGAA

2.2 |OM 325367 ITS(MW652633)
>Seq2

CCTGCGGACTATCACTCATCACCCTGTGACATACCTAAACGTTGCTTCGGCGGGAATAGACGG
CCCCGTGAAACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCTTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCTG
AGTAAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAG
GCCCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAGCCCCCCGTGGGCACACGCCGTCCCCCAA
ATACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATCGCGTAGTAGCTAACACTCGCGACTGGAGAGC
GGCGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTCTTCTGAA
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2.3 I0M 325367 LSU(MW652640)
>Seql

CAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTC
TCGGGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAA
CGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGACGCCGAACCTCTGTAAAGCTCCTT
CGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAAT
ACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
GAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCTTGGTTG
ATCATCCGGGGTTCTCCCCGGTGCACTCTTCCGGCCCAGGCCAGCATCAGTTCGCCCTGGGG
GACAAAGGCTTCGGGAACGTGGCTCTCTCCGGGGAGTGTTAT

2.4 I0M 325367 LSU(MW652641)
>Seq2

CAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTC
TCGGGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAA
CGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGACGCCGAACCTCTGTAAAGCTCCTT
CGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAAT
ACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
GAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCTTGGTTG
ATCATCCGGGGTTCTCCCCGGTGCACTCTTCCGGCCCAGGCCAGCATCAGTTCGCCCTGGGG
GACAAAGGCTTCGGGAACGTGGCTCTCTCCGGGGAGTGTTAT

2.5 10M 325367 EF1a
>Seql

TCGTCGTCATCGGCACGTCGACTCTGGCAGTCGACCACCGTAAGTCAAACCCTCATCGCGATC
TGCTTATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCCTGGTATCTCGGGCGGGGTATTCATCAGTCACTTCA
TGCTGACAATCATCTACAGACCGGTCACTIGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAAC

CATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTGACATCTCCCCCGATCGCGCCTTGCTATTCCACATCGA
ATCCCCTCCTCCGCGACACGCTCTGCGCCCGCTTCTCCCGAGTCCCAAAAATTTTGCGGTTCG
ACCGTAATTTTTTTTTGGTGGGGCATCTACCCCGCCACTCGGGCGACGTTGGACAAAGCCCTG

ATCCCTGCACACAAAAACACCAAACCCTCTTGGCGCGCATCACGTGGTTCACAACAGACACTG

ACTGGTTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCT
TGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA
GACTCCCCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTCGCCGTCATGTCTCTCTCACTCACGTCTC
ATCACTAACAATAAACAGACGCCCCCGGCCACCGTG

2.6 IOM 325367 EF1a
>Seq2

TCGTCGTCATCGGCACGTCGACTCTGGCAGTCGACCACCGTAAGTCAAACCCTCATCGCGATC
TGCTTATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCCTGGTATCTCGGGCGGGGTATTCATCAGTCACTTCA
TGCTGACAATCATCTACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAAC
CATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTGACATCTCCCCCGATCGCGCCTTGCTATTCCACATCGA
ATCCCCTCCTCCGCGACACGCTCTGCGCCCGCTTCTCCCGAGTCCCAAAAATTTTGCGGTTCG
ACCGTAATTTTTTTTTGGTGGGGCATCTACCCCGCCACTCGGGCGACGTTGGACAAAGCCCTG
ATCCCTGCACACAAAAACACCAAACCCTCTTGGCGCGCATCACGTGGTTCACAACAGACACTG
ACTGGTTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCT
TGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGA
GACTCCCCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTCGCCGTCATGTCTCTCTCACTCACGTCTC
ATCACTAACAATAAACAGACGCCCCCGGCCACCGTG
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3.1 I0M 325368 ITS(MW652634)
>Seql

ACCGGTTACACTCATCACCCTGTGAACATACCTATAACGTTGCCTCGGCGGGAACAGACGGCC
CCGTAACACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCCTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCTGA
GTAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGC
CCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAAGCCCCCTGCGGGCACAACGCCGTCCCCCAAA
TACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGAGC
GGCGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAA

3.2 IOM 325368 ITS(MW652635)
>Seq2

ACCGGTTACACTCATCACCCTGTGAACATACCTATAACGTTGCCTCGGCGGGAACAGACGGCC
CCGTAACACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCCTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCTGA
GTAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGC
CCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAAGCCCCCTGCGGGCACAACGCCGTCCCCCAAA
TACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGAGC
GGCGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAA

3.3 I0OM 325368 LSU(MW652642)
>Seql

CAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTC
TCGGGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAA
CGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGACACCGATCCTCTGTAAAGCTCCTT
CGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAAT
ACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
GAGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTIGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCTTGGTTG
ATCATCCGGGGTTCTCCCCGGTGCACTCTTCCGGCTCAGGCCAGCATCAGTTCGCCCTGGGG
GATAAAGGCTTCGGGAATGTGGCTCTCTCCGGGGAGTGTTAT

3.4 I0OM 325368 LSU(MW652643)
>Seq?2

CAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTC
TCGGGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAA
CGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGACACCGATCCTCTGTAAAGCTCCTT
CGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAAT
ACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
GAGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCTTGGTTG
ATCATCCGGGGTTCTCCCCGGTGCACTCTTCCGGCTCAGGCCAGCATCAGTTCGCCCTGGGG
GATAAAGGCTTCGGGAATGTGGCTCTCTCCGGGGAGTGTTAT

3.5 10M 325368 EF1a
>Seql

CTCATGTCATCGGCACGTCGACTCTGGCAGTCGACCACCGTAAGTCAAACCCTCATCGCGATC
TGCTTATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCCTGGCATCTCGGGCGGGGTATTCATCAGTCACTTCA
TGCTGACAATCATCTACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAAC
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CATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTGACATCTCCCCCGATCGCGCCTTGCTATTCCACAACGA
ATTCCCTCCCTCGCGATACGCTCTGCGCCCGCTTCTCCCGAGTCCCAAAATTTTTGCGGTCCG
ACCGTAATTTTTTTTGGTGGGGCATTTACCCCGCCACTCGGGCGACGTTGGACAAAGCCCTGA
TCCCTGCACACAAAAACACCAAACCCTCTTGGCGCGCATCATCACGTGGCTCACAACAGACGC
TAACCGGTCCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGT
CCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTT
CGAGACTCCCCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTGTCACCTCTGTCACACATGTCT
CACCACTAACAATCAACAGACGCCCCCGGCCACCGTG

3.6 IOM 325368 EF1a
>Seql

CTCATGTCATCGGCACGTCGACTCTGGCAGTCGACCACCGTAAGTCAAACCCTCATCGCGATC
TGCTTATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCCTGGCATCTCGGGCGGGGTATTCATCAGTCACTTCA
TGCTGACAATCATCTACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAAC
CATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTGACATCTCCCCCGATCGCGCCTTGCTATTCCACAACGA
ATTCCCTCCCTCGCGATACGCTCTGCGCCCGCTTCTCCCGAGTCCCAAAATTTTTGCGGTCCG
ACCGTAATTTTTTTTGGTGGGGCATTTACCCCGCCACTCGGGCGACGTTGGACAAAGCCCTGA
TCCCTGCACACAAAAACACCAAACCCTCTTGGCGCGCATCATCACGTGGCTCACAACAGACGC
TAACCGGTCCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGT
CCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTT
CGAGACTCCCCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTGTCACCTCTGTCACACATGTCT
CACCACTAACAATCAACAGACGCCCCCGGCCACCGTG

4.1 IOM 325369 ITS(MW652636)
>Seql

TGCGGTGCTATCACTCATCACCCTGTGACATACCTATAACGTTGCCTCGGCGGGAACAGACGG
CCCCGTAACACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCCTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCT
GAGTAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAG
GCCCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAAGCCCCCTGCGGGCACAALCGLCCGTCCCCC
AAATACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGA
GCGGCGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAA

4.2 I0M 325369 ITS(MW652637)
>Seq?2

TGCGGTGCTATCACTCATCACCCTGTGACATACCTATAACGTTGCCTCGGCGGGAACAGACGG
CCCCGTAACACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCCTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCT
GAGTAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAG
GCCCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAAGCCCCCTGCGGGCACAALCGLCCGTCCCCC
AAATACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGA
GCGGCGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAA

4.3 IOM 325369 LSU(MW652644)
>Seql

CAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTC
TCGGGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAA
CGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGACACCGATCCTCTGTAAAGCTCCTT

CGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAAT
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ACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
GAGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCTTGGTTG
ATCATCCGGGGTTCTCCCCGGTGCACTCTTCCGGCTCAGGCCAGCATCAGTTCGCCCTGGGG
GATAAAGGCTTCGGGAATGTGGCTCTCTCCGGGGAGTGTTAT

4.4 10M 325369 LSU(MW652645)
>Seq?2

CAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCTC
TCGGGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGTGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAA
CGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTCTGGTTGGACACCGATCCTCTGTAAAGCTCCTT
CGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTATATGTCTTCTAAAGCTAAAT
ACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGA
GAGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGGGCTTGGTTG
ATCATCCGGGGTTCTCCCCGGTGCACTCTTCCGGCTCAGGCCAGCATCAGTTCGCCCTGGGG
GATAAAGGCTTCGGGAATGTGGCTCTCTCCGGGGAGTGTTAT

4.5 10M 325369 EF1a
>Seql

AGATAAAAACTCTCCCAGTAGACTCTGAGACCTCTTTTAGTTCCCCAAGCATCTCGAGATCTGC
TTATTACATTTCTCGGATCCCGCCTGGCTAGCTGTCGAGGAATTCATAAACAACTCTACGCTAA
CAATCTTATACCGACCGGAAACTTCTTCTCCTTTTGTTTTITCTATTGTAGATGAAATATCGAGA
AGTTAAAGAAGGTTGGAGACATCTCATGCAATCGCGACTTGTAATTCCACTACTTACACGCTCC
CTCTAGATCCGCTATGAGCCCGCTTCTCTTTTCCTCCAAAATCTTTGCGGTCTCACCGAAAATC
TTTTTTGGTGGCTTTTTTCTTTTTCCGCTCGGGCGACATTGGAAAAAACCTTGACCCCTGCATT
CCAATTTCTCAAACCCTATTGGCGCGCATCACCACGATTTCCACAACAGATCTTTATCGGTCAA
ACAATAGGAAACCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTCCTTGACAAGCT
CAAGGCCGAACGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCC
GCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTGTCACCTCTGTCACACATGTCTCACCACTAACA
ATCAACAGACGCCCCCGGCCACCG

4.6 IOM 325369 EF1a
>Seq2

AGATAAAAACTCTCCCAGTAGACTCTGAGACCTCTTTTAGTTCCCCAAGCATCTCGAGATCTGC
TTATTACATTTCTCGGATCCCGCCTGGCTAGCTGTCGAGGAATTCATAAACAACTCTACGCTAA
CAATCTTATACCGACCGGAAACTTCTTCTCCTTTTGTTTTTTCTATTGTAGATGAAATATCGAGA
AGTTAAAGAAGGTTIGGAGACATCTCATGCAATCGCGACTTGTAATTCCACTACTTACACGCTCC
CTCTAGATCCGCTATGAGCCCGCTTCTCTTTTCCTCCAAAATCTTTGCGGTCTCACCGAAAATC
TTTTTTGGTGGCTTTTTTCTTTTTCCGCTCGGGCGACATTGGAAAAAACCTTGACCCCTGCATT
CCAATTTCTCAAACCCTATTGGCGCGCATCACCACGATTTCCACAACAGATCTTTATCGGTCAA
ACAATAGGAAACCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTCCTTGACAAGCT
CAAGGCCGAACGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCC
GCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTGTCACCTCTGTCACACATGTCTCACCACTAACA
ATCAACAGACGCCCCCGGCCACCGTG
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Apéndice 2 Carta del comité de ética en investigacion.

©
Instituto de Oftalmologia

“Fundacién de Asistencia Privada Conde de Valenciana IAP"®

Ciudad de México, a 10 de enero del 2018,

Dr. Victor Manuel Bautista de Lucio
Departamento de Microbiologia y Protedmica Ocular

Presente

Mediante este conducto me permito informarles que el protocolo sometido por Ustedes a
revisién por el Comité de Etica en Investigacion de esta Institucion titulado: “Identificacién y
caracterizacion de aislados fangicos oculares en humanos, pertenecientes al género Fusarium
sp.” (CEI-2018/01/05), se APROBO.

De acuerdo a los lineamientos establecidos por este comité le notifico que la vigencia de esta cartaes
por un afio. Asimismo, se le solicita que realice y enfregue un reporte a los seis meses y asi mismo
informar cuando sea concluido.

(Subir informacién en la liga http:/iwww.unidaddeinvestigacion.org/comites/report

<

avances/).

Aprovecho la ocasién para enviarle un cordial saludo.

Oftalmologia
“Fundacion de Asistencia Privada
Conde Valenciana IAP",

Institucién de Lt it i
. Asistencia Chimalpopoca 14 Colonia Obrera, Delegacién Cuauhtemoc. C.P. 06800. Ciudad de México, Teléfono: 5442 - 1700.
Privada Web: www.institutodeoftalmologia.org  Correo: buzon@elconde.org
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Apéndice 3 Consentimiento informado para participar en un estudio de

investigacion médica.

Titulo del protocolo: “Identificacion y caracterizacién de aislados fungicos oculares
en humanos, pertenecientes al género Fusarium sp.”

Investigadores principales: Dr. Victor Manuel Bautista de Lucio

Lugar donde se realizara el estudio: Departamento de Microbiologia y Proteinica
Ocular,

Unidad de Investigacion, Instituto de Oftalmologia “Fundacién de Asistencia Privada
Conde de Valenciana IAP”

Nombre del paciente:

A usted se le estd invitando a participar en este estudio de investigacion médica.
Antes de decidir si participa 0 no, debe conocer y comprender cada uno de los
siguientes apartados. Este proceso se conoce comao consentimiento informado.
Siéntase con absoluta libertad de preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a
aclarar sus dudas al respecto. Una vez que haya comprendido el estudio y si usted
desea participar, entonces se le pedird que firme esta forma de consentimiento
informado, del cual se le entregara una copia firmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

En México, la queratitis desarrollada por hongos esta pobremente documentada y
entendida, misma que se presenta con alta frecuencia en hospitales de
especialidad. Existen pocos trabajos en donde se trate a la queratitis fangica como
un problema importante de salud. La prevalencia de esta enfermedad en un hospital
de la Ciudad de México fue del 12% en el periodo de 2002-2012. Las levaduras,
principalmente Candida spp, es el hongo méas frecuentemente encontrado en
infecciones oculares en México, seguido de otros géneros como Fusarium y
Aspergillus, también se han descrito otros géneros, pero en una menor frecuencia.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Identificar y caracterizar los aislados fangicos oculares en humanos, pertenecientes
al género Fusarium sp.

3. PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizara una exploracion
oftalmoldgica completa para posteriormente llevar a cabo la toma de muestra de la
superficie ocular con un hisopo de rayon, para posteriormente hacer la siembra de
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esta en medios de cultivo especializados para el crecimiento de hongos. Una vez
se observe el desarrollo de crecimiento fungico, este sera identificado con base en
su morfologia colonial y microscopica, para esta ultima se utilizara la técnica de
microcultivo que permitira la observacién del micelio aéreo que contiene las
estructuras de reproduccion caracteristicos en la identificacion a nivel de género y
especie. Posteriormente se realizard un andlisis molecular y de inferencia
filogenética para determinar el género y en su caso la especie del hongo.

4. MOLESTIAS O RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

La revision oftalmoldgica se llevara a cabo por un especialista, asi como latoma de
la muestra con el hisopo de rayén, estos procedimientos conllevan un riesgo minimo
para el paciente. La toma de muestra de la superficie ocular puede ocasionar una
leve molestia que es transitoria.

5. BENEFICIOS QUE PUEDE OBTENER DEL ESTUDIO

Con este estudio se conocerd con certeza la presencia de hongos del género
Fusarium en las queratitis fungicas, mismo que permitira conocer de manera precisa
al agente etiolégico y sus caracteristicas, 1o que permitira el desarrollo de nuevas
estrategias de diagndéstico y terapéuticas para el tratamiento de esta enfermedad.

6.- ACLARACIONES:
e Su decisién de participar en el estudio es completamente voluntaria

e En el proceso del estudio usted podra solicitar informacion sobre cualquier
pregunta y/o aclaraciéon de cualquier duda acerca de los procedimientos riesgos y
beneficios. Si requiere ampliar informacion sobre su participacion en el estudio
puede comunicarse con el investigador responsable del estudio, Dr. Victor Manuel
Bautista de Lucio al teléfono 54421700 ext. 3211.

e Si decide participar en el estudio usted puede retirarse en el momento que lo
desee, aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo
manifestar o no, las razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad.
Sin que esto cree perjuicios para continuar su cuidado y tratamiento. (14)

e La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada
paciente,

sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

e Elinvestigador tiene la obligacion de proporcionarle informacion actualizada sobre
los avances del estudio.

e En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,
tiene derecho a una indemnizacion, siempre que estos efectos sean consecuencia
de su participacion en el estudio.

e No recibira pago por su participacién y tampoco tendra un costo.
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e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar
la invitacion a participar en este estudio.

e Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si
asi lo desea, firmar la carta de Consentimiento Informado que forma parte de este
documento.

e La muestra fecal que usted proporcione sera unicamente utilizada para fines de
este protocolo y de ningun otro.

7. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la informacién anterior y mis preguntas ‘han sido
respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos
obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos.
Acuerdo en participar en este estudio de investigacion, entiendo que tengo derecho
a retirarme de la investigacion, sin perder mis derechos como paciente de este
hospital.

Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.También he
sido informado (a) que recibiré de forma gratuita el frasco para la recoleccion de la
muestra fecal, o estudio (s) que se requieran para la investigacion:

Nombre de participante:

Firma del participante No. telefénico:

Domicilio:

Fecha:

Testigo 1

Nombre del testigo:

Parentesco:

Firma del testigo: No. telefénico:

Domicilio:

Fecha:

Testigo 2

Nombre del testigo:

Parentesco:

Firma del testigo: No. telefonico:

Domicilio:

Fecha:

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):
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He explicado al Sr(a). la naturaleza y
los propdésitos de la investigacion; le he informado acerca de los riesgos y beneficios
gue implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me
apego a ella.

Una vez concluida la sesién de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el
presente documento.

Nombre del investigador responsable:

Firma del investigador: No. telefonico:

Domicilio:

Fecha:

* Este Consentimiento Informado ha sido aprobado-por.unanimidad en el Comite de
Etica en Investigacion de nuestro Instituto, con-fundamento en los Articulos 20, 21,
22 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la
Salud.
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