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RESUMEN

Los dermatofitos son un grupo de hongos queratinofilicos, incluidos en los géneros,
Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton, Nannizzia, Paraphyton,
Lophophyton, y Arthroderma. Tienen la habilidad de degradar la queratina y causar
infecciones en humanos y animales. Las técnicas moleculares han contribuido a
que su identificacion sea mas rapida y precisa, lo que ha permitido importantes
avances en los estudios filogenéticos. El objetivo de este trabajo fue identificarlos a
través de métodos fenotipicos (macro, micromorfologia y tamafio de conidios) y
genotipicos (secuencias de regiones de genes). Asi como determinar las relaciones
filogenéticas entre aislados clinicos. Se estudiaron 94 aislados de dermatofitos
procedentes de Costa Rica, Guatemala, Honduras, México y Republica
Dominicana. Los aislados de dermatofitos incluidos en este estudio presentaron la
macro y micromorfologia, asi como el tamafio de conidios descrita para los géneros
Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton. El analisis genotipico, mostré que el
63.8% de los casos analizados fueron las especies del género Trichophyton, el
25.5% por las especies del género Nannizzia, 9.6% por el género Arthroderma y el
1.1% por el género Epidermophyton. Asimismo, T. rubrum y T. interdigitale fueron
los agentes etioldgicos con mayor frecuencia, con 26 aislados cada uno (27.6%),
seguido de N. incurvata (11 casos, 11.7%); N. gypsea y A. otae (9 casos, 9.6%); T.
tonsurans (4 casos, 4.2%); T. equinum y N. nana (3 casos, 3.2%); N. fulva, E.
floccosum y Trichophyton sp. (1 caso, 1.1%). Todos los marcadores moleculares
utilizados, en el presente trabajo contribuyeron claramente a la resolucion de las

relaciones filogenéticas en los dermatofitos, independientemente de las diferentes
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formas en que se procesaron los datos filogenéticos.Sin embargo, el locus més

informativo fue Tef-7a.

Cabe destacar que el aislado MX55, usando los marcadores ITS y Tef-1a, se
identific6 como T. tonsurans, mientras que con el marcador BT2 se identific6 como
T. rubrum. No obstante, al realizar el analisis de las secuencias concatenadas, no
se logra definir en un grupo, por lo que se propone gue este aislado sea un nuevo
genotipo. Por otro lado, al realizar la comparacion entre los métodos para la
construccion de las filogenias, no se encontrd diferencia significativa, ya que las

topologias fueron similares.



INTRODUCCION

La dermatofitosis es una infeccibn cutanea superficial que dafia tejidos
queratinizados, como piel, ufas, cabello, garras, cuernos y plumas. Afecta
principalmente a huéspedes inmunocompetentes generando lesiones leves; sin
embargo, en huéspedes inmunocomprometidos pueden observarse infecciones
graves y diseminadas (Rezaei-Matehkolaei et al., 2014). Estas micosis son
producidas por un grupo de hongos filamentosos llamados dermatofitos, los cuales
se encuentran estrechamente relacionados entre si y tienen la capacidad de digerir
y crecer en estructuras queratinizadas (Ahmadi et al., 2016). Los dermatofitos son
comunes en todo el mundo y tienen relevancia en el area de veterinaria y salud
publica (Cafarchia et al., 2009). Su transmision puede darse por contacto directo
con personas 0 animales infectados o a través de objetos contaminados (fomites)

(Padilla et al., 2011).

Estos hongos pertenecen principalmente, a los géneros Trichophyton, Microsporum
y Epidermophyton en su estado anamorfo. Sin embargo, la nueva taxonomia
propuesta por de Hoog et al. (2017), integra a tres nuevos géneros: Lophophyton,
Paraphyton y Ctenomyces. El estado teleomorfo de estos hongos, integra a los
géneros Arthroderma y Nannizzia (Hirai et al., 2003). Con base en sus principales
sitios de predileccion ambiental, los dermatofitos se clasifican en tres grupos:
antropofilicos, zoofilicos y geofilicos. Las especies antropofilicas estan
principalmente asociadas con humanos y rara vez infectan a otros animales; las

zoofilicas estan asociadas con animales, pero frecuentemente infectan también a



humanos; y las especies geofilicas son saprobias y subsisten de la queratina

presente en el suelo (Kanbe, 2008; Rezaei-Matehkolaei et al., 2014).



MARCO TEORICO

La identificacion de un dermatofito a nivel de especie es necesaria, ya que éstos
pueden tener diferentes patrones de susceptibilidad a antifingicos (por ejemplo,
tinea capitis causada por Trichophyton tonsurans requiere un tratamiento mas corto
gue la causada por Microsporum canis, debido a que este Ultimo evade la exposicion
al farmaco mediante la produccion de artroconidios fuera del eje del pelo. Por otro
lado, es importante desde el punto de vista epidemioldgico y ecolégico, ademas de
su ruta de infeccién, por ejemplo, la infeccion por M. canis se origina a partir de
gatos y perros, mientras que M. audouinii se transmite entre seres humanos (Graser
et al., 2008). Asimismo, existe un perfil variable de sensibilidad antifingica in vitro
de los microconidios y artroconidios de aislados de T. rubrum, T. tonsurans y T.
equinum (Bao et al., 2013; Coelho et al., 2008; Nyilasi et al., 2014). Durante la Gltima
década, se han realizado progresos en la sistematica moderna de los dermatofitos,
sin embargo, aun existen problemas en su caracterizacion, lo que es de gran
relevancia para el analisis filogenético e identidad taxondémica, asi como para la
epidemiologia y la practica clinica; un ejemplo es la definicién de las especies que
pertenecen al complejo T. mentagrophytes (Kac, 2000). Diferentes conceptos de
especie, con base en la caracterizacion fenotipica (morfologia), datos ecologicos, y
biolégicos se han comparado con estudios de filogenia a través de métodos
moleculares (Guarro et al., 1999), y se ha observado que las pruebas de diagndstico
tradicionales pueden ser inestables e imprecisas. Sin embargo, los métodos

moleculares tienen muchas ventajas y cada vez mas complementan o reemplazan



a los métodos convencionales, ya que proporcionan la deteccion a nivel de género

y especie (Graser et al., 2006; Graser et al., 2008; Guarro et al., 1999).

La filogenia de los dermatofitos permanece poco clara, debido a que sus miembros
estan estrechamente relacionados. Esto se debe a que anteriormente, la
clasificacion de los dermatofitos se llevaba a cabo con base en el fenotipo, por lo
gue los morfotipos de especies individuales a menudo se confunden con especies
separadas. Ademas, debido a la falta de cepas de referencia, muchas especies
fueron descritas por separado (de Hoog et al., 2017; Takashio et al., 1977). Desde
un punto de vista clinico, para la definicién de las especies o para la realizacion de
un estudio epidemioldgico, es importante disponer de un método fiable para la
identificacion de especies de dermatofitos. Durante mucho tiempo, los métodos
fenotipicos, incluyendo la morfologia, la fisiologia y la bioquimica fueron la base de
la taxonomia e identificacion de dermatofitos, pero estos consumen mucho tiempo,
son inexactos, y en muchos casos insuficientemente concluyentes para identificar
los taxones menos comunes o aislados que representan potencialmente nuevas
especies (Hubka et al., 2014a, 2014b). Durante las dos ultimas décadas, la
secuenciacion del DNAy la sistematica molecular han generado un nuevo concepto
de especie (especies filogenéticas) en dermatofitos, causando una reduccién en el
namero de taxa reconocidas (Graser et al., 2008) y, por otro lado, ha conducido al
descubrimiento de nuevas especies cripticas (Choi et al., 2012; Hubka et al., 2014a,
2014b). Los estudios de filogenia de los hongos se han realizado, inicialmente
mediante el uso del contenido G+C de DNA cromosomico, el cual se determina por
centrifugacion en gradiente de densidad de CsCl, sin embargo, los resultados no
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fueron concluyentes, ya que, no hubo variacién en el contendido de G+C de los
aislados estudiados (Davidson et al., 1980). Por otro lado, también se ha utilizado
la homologia de DNA total (Davidson et al., 1984), polimorfismo en la longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), analisis de DNA mitocondrial (mtDNA) (de Bievre
et al., 1987; Kawasaki et al., 1996; Mochizuki et al., 1990; Nishio et al., 1992),
amplificacion aleatoria de DNA polimorfico (Graser et al., 1998; Kano et al., 1998;
Liu et al., 1997; Mochizuki et al., 1997), y la secuenciacion de la region 18S
(Harmsen et al., 1995) o 28S (Leclerc et al., 1994) del DNA ribosomal (rDNA). Para
dermatofitos, sin embargo, las relaciones filogenéticas de las especies no pueden
ser totalmente definidas por estos métodos. Por lo que, durante la Ultima década,
se han obtenido avances importantes en la sistematica moderna, utilizando otros
marcadores moleculares como son las regiones del espaciador interno transcrito 1
y 2 (ITS1 e ITS2) del rDNA (Graser et al., 2008). Estos marcadores han demostrado
ser Utiles para organismos taxondmicamente relacionados (Berbee et al., 1995;
Carbone et al., 1993; Lobuglio et al., 1993). En el campo de la micologia médica,
los marcadores ITS y el sistema de oligonucleétidos disefiados por Makimura et al.
(1998) y White et al. (1990), han sido ampliamente utilizados en estudios
filogenéticos (Makimura et al., 1994 y 1998; Uijthof et al., 1998; Wedde et al., 1998).
Asimismo, Makimura et al. (1998, 1999) mostraron que es factible diferenciar con
éxito a los miembros del complejo T. mentagrophytes, a través de sus relaciones
filogenéticas, por comparacion de secuencias de la region ITS1, ya que éstos son
dificiles de identificar por sus caracteristicas morfologicas. Utilizando estos

marcadores, posteriormente, se determiné la filogenia del grupo de dermatofitos,



incluyendo los géneros Trichophyton, Microsporum, y Epidermophyton, y se
reclasificaron a T. tonsurans, T. schoenleinii y T. verrucosum, como miembros del
grupo A. vanbreuseghemii/ A. simii o el grupo A. benhamiae. Los andlisis
filogenéticos y el uso de conceptos de especies filogenéticas con base en las
regiones ITS del rDNA mejoraron la taxonomia, sin embargo, con el fin de obtener
mejores resultados en la identificacidn intraespecie se continud en la busqueda de
otros marcadores moleculares (Graser et al., 2008). Por otro lado, un segmento del
gen que codifica para la B-tubulina que es una proteina globular monomérica
involucrada en la generacion de microfilamentos, incluye algunos intrones en este
locus, que son buenos estimadores para distinguir especies estrechamente
relacionadas, por lo que ha sido utilizada con éxito para la delimitacion de las
especies en otros grupos de hongos, tales como Aspergillus, Penicillium,
Scedosporium y Phaeoacremonium (Balajee et al., 2009; Gilgado et al., 2005;
Mostert et al., 2005; Serra and Peterson, 2007). Por ese motivo Rezaei-Matehkolaei
et al. (2014) utilizaron este marcador (BT2) para evaluar la variaciéon intra e
interespecifica en dermatofitos. Realizaron un estudio con 26 especies, incluidas en
los géneros Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton, las cuales fueron
identificadas utilizando los marcadores ITS y BT2. El dendrograma obtenido con el
gen BT2, present6 una topologia casi compatible con la construida con base en la
region ITS, formando clados similares, sin embargo, mostré mejor resolucion el

arbol construido con el gen BT2.

Otros marcadores han sido utilizados para clasificar especies estrechamente

relacionadas, como la secuencia nucleotidica del gen del factor de elongacion 1-a
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(Tef-1a), que codifica una parte de la maquinaria de traduccion de proteinas,
utilizado por primera vez con el hongo Fusarium (O’'Donnell et al., 1998). Este gen
presenta una sola copia y muestra un alto nivel de polimorfismo entre especies
relacionadas, de manera que se ha considerado como otra alternativa para la
identificacion de los dermatofitos (O’'Donnell et al., 2000). Mirhendi et al. (2015)
utilizaron el gen Tef-1a para evaluar este marcador en la identificacion de
dermatofitos. Aunque se encontré una alta consistencia global entre la filogenia
obtenida con los marcadores ITS y Tef-1a, éste ultimo mostr6 mayor poder de
discriminacion en especies relacionadas, como A. vanbreuseghemii, T. rubrum, A.
benhamiae, y el complejo A. otae. Sin embargo, los autores destacan que un solo
gen no puede especificar los limites entre las especies de los dermatofitos, ya que
hay multiples lineas de evidencia que muestran que la utilizacion de marcadores
multilocus permite obtener una evaluacion mas precisa de parentesco entre los

aislados.

Con respecto a la distribucion geogréafica de las dermatofitosis, no todas las
especies de dermatofitos tienen una distribucién, algunas se han registrado en todos
los continentes, otras tienen areas geograficamente delimitadas de mayor o menor
extension (Philpot, 1978). Se ha observado que la aparicion o disminucion de varias
especies se debe a cambio de habitos y a la gran movilidad de las personas de
continente a continente. Philpot (1978) realiz6 un trabajo sobre la distribucion
geografica de los dermatofitos en varios continentes. Cabe resaltar que en Ameérica
del Sur, el agente con mayor prevalencia fue M. canis en tinea capitis, mientras que
para América Central este agente fue reemplazado por T. tonsurans. En Brasil M.

9



canis fue el agente principal de tinea capitis y tinea corporis en areas urbanas.
También mostré que T. mentagrophytes fue la especie dominante en los casos de
tinea pedis, principalmente en adultos y T. rubrum para los casos de tinea cruris. De
igual manera, destacé que T. concentricum era endémico entre los indios de la
frontera boliviana, el cual también se ha encontrado en América Central y del Norte.
Asimismo, menciond que T. tonsurans se encontraba delimitado geograficamente,
ubicandose en el norte por encima de la latitud 15 ° S. Sin embargo, a principios de
la década de 1950, este hongo comenz6 a aislarse con mayor frecuencia, en
Estados Unidos predominantemente en los estados del sur, de donde fue
transportado por los trabajadores itinerantes de México. Actualmente sigue siendo
un agente importante, incluso dominante en tinea capitis. Por lo tanto, el
conocimiento de la distribucién geografica de estos patdégenos se vuelve cada vez
mas importante, cuando se realiza un diagnéstico en la identificacion feno vy
genotipica de las especies. No obstante, el conocimiento epidemiol6gico de la
dermatofitosis en México y Centroamérica es escaso y en cuanto a la identificacién
precisa de las especies, solo se conocen reportes donde las especies de estos
hongos son identificadas con los métodos tradicionales. En México, las
dermatofitosis constituyen del 70 al 80% de todas las micosis y la tinea unguium
representa un 30% de las dermatofitosis, existe una relacion hombre: mujer de 2:1
y el agente causal mas frecuente es T. rubrum, seguido de T. mentagrophytes que
representa mas del 90% de los casos (Arenas, 2002; Arenas et al., 2010a). Un
estudio realizado en pacientes pediatricos evidencido que la frecuencias de la

onicomicosis se ha incrementado en los ultimos afios, mostrando que el grupo etario
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de 12 a 16 afios, es el mas afectado, ademas las ufias de los pies son las zonas
afectadas con mas frecuencia y T. rubrum es el principal agente etioldgico (Morales-

Mendoza y Arenas-Guzman, 2012).

Lépez-Martinez et al. (2010) analizaron 15,101 muestras biologicas de pacientes
con micosis superficiales, obtenidas de diferentes servicios de dermatologia de la
ciudad de México durante un periodo de 10 afios. El examen de laboratorio confirmé
2,084 (44.26%) casos de dermatofitosis. Las especies mas frecuentes fueron T.
rubrum (71.2%), seguido de T. tonsurans (6.9%), T. mentagrophytes (5.5%), M.
canis (4,5%), E. floccosum (1.3%), M. gypseum (0.4%), M. audouinii (0.05%), T.
verrucosum (0.05%) y Trichophyton spp. (10.1%). La forma clinica mas frecuente
fue la tinea unguium (59.9%), seguida de tinea pedis (24.5%), ademas mostraron
que el numero de casos de T. rubrum estd aumentando en México, esta tendencia
coincide con otros trabajos donde mencionan que T. rubrum contindia incrementado
con una frecuencia de 60-80% en su aislamiento (Lopez-Martinez et al., 1972;
Manzano-Gayosso et al., 1994).

En Guatemala, hasta la fecha no hay estudios que revelen la frecuencia de las
dermatofitosis dentro de las micosis, pero existen algunos estudios que revelan
porcentajes parciales sobre algunos aspectos epidemiolégicos. Un estudio
realizado por Martinez et al., (2009a) quienes reportaron en el periodo de un afo,
78 casos positivos, no hubo una frecuencia evidente asociada a género
(aproximadamente 1:1), y el agente causal mas frecuente fue T. rubrum. En otro
estudio realizado por Martinez et al. (2009b), en 121 pacientes con sospecha clinica

de tinea capitis, 60 presentaron resultados positivos con parasitacion pilosa donde
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el agente causal responsable de la mayoria de los casos fue M. canis, seguido de
T. rubrum y M. gypseum. En Republica Dominicana tampoco existen estudios
formales de las dermatofitosis, solo existen reportes aislados, como el reportado por
Espinal et al. (2010), quienes estudiaron 265 muestras positivas para tinea capitis,
el género masculino presentd un alto predominio y el agente causal responsable de
la mayoria de los casos fue M. canis seguido de M. audouinii. En otro estudio
realizado por Arenas et al. (2010b), estudiaron muestras de pacientes con tinea
capitis y reportaron un cambio emergente en lo que respecta a los agentes causales
de esta infeccién, mostrando a T. tonsurans y M. audouinii como los principales
responsables, donde se observé que existe predominio en el género masculino de

71.18% con respecto al femenino.

En Honduras, existe poca informacién acerca de las dermatofitosis, sin embargo,
Mejta de Calona et al. (1991), revisaron 646 estudios micolégicos, en los que
analizaron la edad, género y localizacién anatémica, reportaron que de 176 casos
de dermatofitosis, el 45% eran causados por T. rubrum, seguido de M. canis con
22% y T. mentagrophytes con 18%. Paralelamente Garcia y Meléndez (2012),
determinaron las caracteristicas clinico-epidemiologicas de 110 casos de tinea
capitis en niflos menores de 18 afos y reportaron que el grupo de edad con mayor
afectacion fue de 6 a 12 afios (47%), ademas el 86% de los casos correspondio a
la tinea capitis tipo seca y 14% a la tinea capitis inflamatoria (Querion de Celso). El
agente causal que se aislé con mayor frecuencia fue M. canis (41%), seguido de T.

tonsurans (25%).
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Por dltimo, en Costa Rica solo se encontraron dos reportes de estas micosis
superficiales, uno de ellos fue elaborado por De Mata y Mata (1959), quienes
analizaron a 76 pacientes con probable dermatofitosis, de los cuales 64 casos
fueron confirmados con esta micosis y la manifestacion clinica que predominé fue
tinea corporis, ademas reportaron que T. rubrum y M. gypseum son los agentes
etiolégicos que se aislaron con mayor frecuencia, mientras que la tinea capitis fue
la segunda forma clinica que se presentd con mayor frecuencia, siendo M. canis el
agente causal predominante. Por otro lado, el trabajo realizado por Mata y Mayorga,
(1966), quiénes estudiaron 12 casos de dermatofitosis, reportaron que M. gypseum
tiene una alta frecuencia y la localizacion anatémica de las lesiones en estos
pacientes fue en areas descubiertas del cuerpo, donde la forma clinica
predominante fue la tinea capitis, lo que concuerda con la naturaleza de este hongo

geofilico.

Habitualmente, a nivel mundial, incluyendo México y otros paises de Centroamérica,
la delimitacion de especies en dermatofitos, en la mayoria de los laboratorios se
realiza con base en criterios micolégicos o microbiolégicos, incluyendo micro y
macromorfologia de la colonia, asi como la capacidad de apareamiento y

caracteristicas bioquimicasf/fisiologicas (Rezaei-Matehkolaei et al., 2012).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El concepto filogenético de las especies ha revolucionado la taxonomia de los
dermatofitos en las dos Ultimas décadas, por lo que, para facilitar la identificacién
correcta de estos hongos, se han implementado estrategias que sean menos
dependientes del cultivo, como lo son los métodos moleculares. Estos métodos
tienen la ventaja de ser rapidos y presentan una mayor sensibilidad y
reproducibilidad. Ademas, la identificacion de los dermatofitos a menudo es
complicada y laboriosa debido a la similitud morfoldgica y al pleomorfismo que estos
desarrollan, de igual manera requiere mucho tiempo (Kanbe et al., 2008; Weitzman
y Summerbell, 1995). Por lo que la combinacion de métodos convencionales y
moleculares, han evidenciado diferentes frecuencias de especies de dermatofitos,
de acuerdo con su origen geografico (Bassiri-Jahromi et al., 2009; Mirzahoseini et

al., 2009; Rezaei-Matehkolaei et al., 2013).

Tomando en cuenta lo anterior, la correcta identificacion de las especies causantes
de las dermatofitosis es importante, ya que se han observado cambios en la
epidemiologia de estas, mostrando un aumento en la resistencia por el uso
indiscriminado de antifangicosores (Ameen, 2010; Vena et al., 2012). Por lo que la
identificacion molecular de los dermatofitos es muy importante, dado que permitira
controlar las fuentes potenciales de infeccion, la seleccion de una terapia antifingica
adecuada y la prevencion de la transmision (Panasiti et al., 2007), ya que la
profilaxis y el tratamiento pueden variar dependiendo de la especie involucrada.
Debido a las dificultades que presenta la taxonomia de estos hongos, el presente

trabajo plantea identificar las especies de los dermatofitos incluidos en este estudio
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dentro de la filogenia de los géneros, a través de la construccion de una filogenia
molecular utilizando aislados clinicos procedentes de algunos paises de
Latinoamérica como Costa Rica, Guatemala, Honduras, México y Republica

Dominicana.

OBJETIVO GENERAL
Comparar los métodos fenotipicos y genotipicos, para la identificacion de los

aislados clinicos de dermatofitos de diferentes origenes geograficos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar los aislados clinicos de dermatofitos procedentes de Costa Rica,
Guatemala, Honduras, México y Republica Dominicana, a través de métodos
fenotipicos (macro, micromorfologia y tamafio de conidios).

2. ldentificar los aislados clinicos de dermatofitos procedentes de Costa Rica,
Guatemala, Honduras, México y Republica Dominicana, por métodos
genotipicos [secuenciacion de fragmentos de la regidn del espaciador
transcrito interno (ITS), del gen B- tubulina (BT2) y del factor de elongacion
1-a (Tef-1a)].

3. Comparar las secuencias obtenidas de los dermatofitos estudiados con todas
las secuencias de nucleotidos pertenecientes a hongos depositadas en el
GenBank (URL4), a través del programa BLASTn (Basic Local Alignment
Search Tool), para identificar a los dermatofitos con base en el porcentaje de

cobertura.
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4. Construir una filogenia a partir de las secuencias problema y las de
referencia, para identificar correctamente las especies de los aislados
clinicos dentro de los complejos de dermatofitos, a través de los métodos de
Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana.

5. Comparar la identificacion de los métodos fenotipicos y genotipicos de los
aislados clinicos de dermatofitos procedentes de diferentes paises

Centroamericanos.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras clinicas. Se utilizaron muestras biolégicas con cuadro clinico compatible
con dermatofitosis, procedentes de los siguientes hospitales e institutos: Hospital de
Golfito Manuel Mora Valverde de la ciudad de San José, Costa Rica, Instituto de
Dermatologia y Cirugia de Piel “Prof. Dr. Fernando A. Cordero C.” de la Ciudad de
Guatemala, Guatemala, Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” de la Ciudad
de México, México, Instituto Dermatoldgico y Cirugia de la Piel “Dr. Huberto Bogaert
Diaz” de Santo Domingo, Republica Dominicana y por ultimo el Dr. Roberto Arenas

Guzman proporcion6é muestras procedentes de Honduras (Tabla 1).

Tabla 1. Aislados clinicos procedentes de diferente origen geogréafico.

Regién geogréfica Numero de aislados
Costa Rica (CR) 1
Guatemala (GT) 55

Honduras (HN) 3
México (MX) 32
Republica Dominicana (DO) 3
Aislados totales 94

Caracterizacion fenotipica

Aislamiento de dermatofitos. Las muestras de los dermatofitos procedentes de
Costa Rica, Guatemala, Honduras, México, Republica Dominicana, se sembraron
en agar Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol (Digerido papaico de harina
de soja 27.82%, dextrosa 27.82%, agar 43.11%, cicloheximida 1.11% vy
cloranfenicol 0.14%) (Bioxon, Becton Dickinson, México, MX) y se incubaron a 28°C
por 2 semanas o hasta observar crecimiento de hongos filamentosos. Estos hongos

inicialmente se observaron por la técnica de Rush-Munro, la cual consiste en
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recortar un cuadro pequefio de cinta adhesiva transparente y colocarlo con la ayuda
de pinzas estériles sobre la muestra del hongo de interés por el lado del adhesivo.
Posteriormente, se coloca sobre un portaobjetos al cual se le afiadié previamente
una gota de azul de algoddn. La preparacion se observo en un microscopio éptico
con los objetivos 10x y 40x con la finalidad de identificar estructuras caracteristicas
de los dermatofitos. Los hongos identificados presuntivamente como dermatofitos
se aislaron y se sembraron en agar Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol

(Bioxon), incubandolos a 28°C por 8-10 dias para realizar el cultivo monospérico.

Obtencidn de cultivos monospdricos. La obtencidén de cultivos monosporicos se
realizé con base en la metodologia descrita por Frias De Leon et al. (2011), la cual
consiste en utilizar los primoaislamientos de las muestras de dermatofitos, mismos
que se sembraron en medio agar Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol
(Bioxon) y se incubaron durante 8-10 dias a 28°C. Posteriormente, se realizé una
suspension de conidios agregando 1 mL de Tween-80 al 0.05% a cada tubo de
cultivo y se ajusté la cantidad de conidios a una concentracién de 50 a 100
conidios/mL, utilizando una camara de Neubauer (BRAND, Wertheim, DE). Para
obtener el numero de conidios/mL se utilizé la siguiente ecuacion: (A x 10,000)/B =
N (A= numero de células; B= numero de cuadrados de la cAmara y N= numero de

conidios por mL).

Una vez ajustada la concentracion de conidios, se sembraron 25 pL en una caja de

Petri con medio agar papa dextrosa (APD) (almidon de papa 10.26%, dextrosa
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51.28%, agar 38.46%) (Bioxon, Becton Dickinson, México, MX). El inéculo se
disperso en la placa con una varilla de vidrio estéril, las cajas se incubaron a 28°C
haciendo observaciones a las 24 y 48 h, con finalidad de obtener colonias aisladas,
jovenes y sin esporular. Una vez que las colonias crecieron, se eligié una y se
sembro en una caja con agar Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol (Bioxon)

y APD (Bioxon) y se incub6 a 28°C hasta observar una esporulacién abundante.

Macromorfologia. La macromorfologia se realiz6 de acuerdo con lo reportado por
Frias De Leon et al. (2011). Los aislados se sembraron en cajas de Petri con APD
(Bioxon) y agar Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol (Bioxon) y se incubaron
a 28°C durante 4-8 dias. Posteriormente, se observaron las caracteristicas
morfologicas de las colonias de cada cultivo, tales como el color, el aspecto de la
superficie y la pigmentacién de la colonia. Para el registro de los aislados se tomaron
fotografias con una camara digital (SONY Cyber-shot 8.1 mega pixeles, México,

MX).

Micromorfologia. Las caracteristicas micromorfolégicas de los dermatofitos se
analizaron mediante la técnica de microcultivo de Ridell (1950), consistio en cortar
asépticamente cubos de 1.0 cm? de agar Sabouraud con cicloheximida y
cloranfenicol (Bioxon) y medio APD (Bioxon). Se colocé un cubo de cada medio de
cultivo sobre un portaobjetos estéril que previamente se colocd en una caja de Petri
de vidrio y se inocularon por los cuatro lados con el aislado correspondiente, a
continuacion sobre cada cubo, se colocd un cubreobjetos estéril. Para evitar la
deshidratacion del agar durante la incubacion, se colocé un algodon humedecido

con agua estéril dentro de la caja de Petri y se incub6 a 28°C por 4-8 dias.
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Posteriormente, se separ6 cuidadosamente el cubreobjetos del agar y se depositd
sobre un portaobjetos con una gota de azul de algodén y se observo al microscopio
(Olympus América Inc., Melvilla, NY, USA), con el fin de analizar las caracteristicas
morfolégicas de los conidios (tamafio y forma). El registro de las caracteristicas

microscoépicas de los aislados se realiz6 con una cdmara digital (SONY).

Tamafio de conidios. Se realizo la observacion de los conidios a un aumento de
100x y con un micrémetro ocular calibrado se realizé la medicion de estos (Olympus
América Inc., Melvilla, NY), utilizando los microcultivos obtenidos de los aislados de
dermatofitos, sembrados en medio APD (Bioxon) y agar Sabouraud con
cicloheximida y cloranfenicol e incubados a 28°C durante 4-8 dias. Dependiendo de
la especie del hongo se midieron 30 microconidios y/o 10 macroconidios, siguiendo
la metodologia descrita por Frias de Ledn et al. (2011). Se procedi6 a obtener el
factor de calibracion en micrémetros (um), para lo cual se realizé la conversién de

los valores obtenidos en milimetros (mm).

Caracterizacion genotipica

Extraccion de DNA gendmico. Cada cultivo monospérico de dermatofito
sembrado en APD (Bioxon) o Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol (Bioxon),
fue inoculado en 50 mL de medio liquido YEPD (dextrosa 66.66%, extracto de
levadura 16.67%, peptona de caseina 16.67%) y se incubaron a 37°C en agitacion
por 2 dias o hasta observar crecimiento micelial. Se recolectd individualmente la
biomasa micelial de cada aislado por filtracion (con filtros swinex, 45 mm) utilizando

papel Whatman No. 1 (Merck, New York, USA) estéril. En seguida, se lavo el micelio
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con agua Milli Q estéril y se secd con papel filtro estéril. Se tomaron 100 mg de
masa micelial seca y se depositaron en microtubos de 1.5 mL con 0.2 g de perlas
de vidrio previamente estériles (400 a 455 um de diametro lavadas previamente con
acido clorhidrico) y se adicioné el amortiguador de lisis del Kit Comercial Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega Corporation, USA). Los tubos se colocaron en
un equipo FastPrep (MP Biomedicals, Solon, Ohio, USA) y se realizaron pruebas
para definir la velocidad y tiempos 6ptimos de agitaciébn para obtener la mayor
cantidad de masa fangica rota. El método utilizado para el rompimiento de la pared
del micelio del hongo fue el propuesto por Williams et al. (2001). El ensayo se inicio
con las siguientes condiciones: 3 periodos de 40 s a 6 m/s con 5 min de enfriamiento
en hielo entre cada periodo. Se analizaron las suspensiones de micelio resultantes
bajo el microscopio, para determinar el tiempo y velocidad 6ptima con la que se
obtiene el mayor porcentaje de micelio roto y su contenido liberado dentro de la
suspension. Una vez fraccionado el micelio, se adicion6 4 pL de RNAsa-A a 100
mg/mL, la cual se agité vigorosamente y se incubd por 15 min a 65°C, mezclando 2

0 3 veces por inversion.

Posteriormente, se adicioné 200 pL de la solucion de precipitacion de proteinas y
se agit6 vigorosamente por 20 s. La mezcla se centrifugd durante 3 min a 16,000 g,
se transfirio el volumen total del sobrenadante que contenia el DNA a un tubo limpio
de 1.5 mL, se afadieron 600 pL de isopropanol a temperatura ambiente, se agitd
gentilmente por inversion hasta observar una masa visible, para después centrifugar
16,000 g por 1 min. Se realizé un lavado agregando 600 uL etanol al 70% y se

mezcld por inversion varias veces, el etanol se eliminé de manera cuidadosa con la
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ayuda de una micropipeta, se coloco el tubo boca abajo sobre un papel absorbente
limpio por 15 min para dejar secar la pastilla conteniendo el DNA. Después se
agregaron 100 uL de la solucion de rehidratacion de DNA 'y se incubaron a 65°C por
1 h, mezclando periddicamente cada 10 min. La concentracion del DNA se
determiné comparando los DNA problema con diferentes concentraciones del fago
A (GIBCO, Brooklyn, USA) de 10, 30 y 50 ng/uL, por medio de una electroforesis en
gel de agarosa al 1.0% tefido con GelRed™ (10,000 X, Biotium Inc., Hayward, USA)
aplicando una corriente de 100 V por aproximadamente 60 min, por ultimo, se
observo el gel en un fotodocumentador GelDoc™XR (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, USA). También se determind la concentracion de DNA por
espectrofotometria, considerando el valor de absorbancia obtenido a una longitud
de onda de 260 nm. La pureza de las muestras se evalud a través de la relacion
Az60/A280 Y A260/A230, utilizando el espectrofotdmetro DS-11 (DeNovix, Wilmington,
DE, USA). Finalmente, el DNA purificado de cada muestra se ajusté a una

concentracion final de 15 ng/plL para su posterior utilizacion.

Amplificacién de la region espaciadora transcrita interna (ITS). Para la
amplificacion por PCR se utilizaron los oligonucleétidos ITS1-F (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4-R (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)
(SIGMA-ALDRICH, Texas, USA), los cuales amplifican un fragmento de
aproximadamente 600 pb, reportado previamente por White et al., (1990). Las
reacciones de amplificacion por PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25

ML. Se utilizaron 2.0 mM de MgClz (Applied Biosystems Inc. Foster, CA, USA), 200
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MM de dNTPs (Applied Biosystems Inc.), 1.0 U de Taq polimerasa (Applied
Biosystems Inc.) y 0.5 uM de cada oligonucleétido, en un amortiguador de reaccion
1X (Applied Biosystems Inc.), ademas se emplearon 2.0 yL de DNA genémico como
templado. La amplificacion se realizé en un termociclador MJ Mini™ Thermal Cycler
(BioRad, Hércules, CA, USA) con las siguientes condiciones de amplificacion,
reportadas por Rezaei-Matehkolaei et al. (2014): un ciclo a 96°C por 6 min; 35 ciclos
a 94°C por 1 min, 56°C por 1 min y 72°C por 45 s y un ciclo de extension final de
72°C por 10 min. Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en
gel de agarosa 1.5% tefido con GelRed™ (Biotium Inc.) (0.5 pg/ 100 mL). El
corrimiento electroforético se llevo a cabo a 100 V durante 60 min en amortiguador
TBE 0.5X (TrisBase 62.66%, &cido bérico 31.90%, EDTA 5.44%). El estandar de
tamafio molecular empleado fue de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Se utiliz6 como
testigo negativo la mezcla de reaccion de PCR sin DNA. Las imagenes de los geles

fueron capturadas en un MultiDoc-1t™ Imaging System (Upland, CA, USA).

Amplificacién de parcial del gen B-tubulina (BT2). Para la amplificacién por PCR
del fragmento del gen BT2 se utilizaron los oligonucleétidos T1-F (5-
AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3’) y Bt2b-R (5-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’) (SIGMA-ALDRICH) que amplifican un
fragmento de aproximadamente 750 pb, reportado previamente por O’Donnell y
Cigelnik (1997) y Glass y Donaldson (1995). Las reacciones de amplificacién por
PCR se llevaron a cabo de acuerdo con lo reportado por O’Donnell y Cigelnik (1997)

en un volumen final de 25 pL. Se utilizaron: 2.0 mM de MgClz (Applied Biosystems
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Inc.), 200 uM de dNTPs (Applied Biosystems Inc.), 1.0 U de Taq polimerasa (Applied
Biosystems Inc.) y 0.5 uM de cada oligonucle6tido, en amortiguador de reaccion 1X
(Applied Biosystems Inc.), ademés se ocuparon 2.0 uL de DNA genémico como
templado. La amplificacion se realizé en un termociclador MJ Mini™ Thermal Cycler
(BioRad) con las siguientes condiciones de amplificacion, reportadas por Rezaei-
Matehkolaei et al. (2014): un ciclo a 96°C por 6 min; 35 ciclos a 94°C por 1 min,
56°C por 1 miny 72°C por 45 s y un ciclo de extensién final de 72°C por 10 min. Los
productos de amplificacién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1.5%
tefido con GelRed™ (Biotium Inc.) (0.5 pg/ 100 mL). El corrimiento electroforético
se llevo a cabo a 100 V durante 60 min en amortiguador TBE 0.5X. El estandar de
tamafio molecular que se empled6 fue de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Se utilizé
como testigo negativo la mezcla de reaccién de PCR sin DNA. Las imagenes de los

geles fueron capturadas en un MultiDoc-I1t™ Imaging System (Upland).

Amplificacién de parcial del gen factor de elongacién 1l-a (Tef-1a). Para la
amplificacion por PCR del fragmento del gen Tef-7a se utilizaron los
oligonucledtidos EF-DermF (5-CACATTAACTTGGTCGTTATCG-3’) y EF-DermR
(5'-CATCCTTGGAGATACCAGC -3’) (SIGMA-ALDRICH) que amplifican un
fragmento de aproximadamente 735 pb, reportado previamente por Mirhendi et al.
(2015). Las reacciones de amplificacion por PCR se llevaron a cabo de acuerdo con
lo reportado por Mirhendi et al. (2015) en un volumen final de 25 pL. Se utilizaron:
2.0 mM de MgClz (Applied Biosystems Inc.), 200 uM de dNTPS (Applied Biosystems

Inc.), 1.0 U de Taq polimerasa (Applied Biosystems Inc.) y 0.5 uM de cada
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oligonucledtido en amortiguador de reaccion 1X (Applied Biosystems Inc.), ademas
se emplearon 2.0 yL de DNA gendémico como templado. La amplificacion se realizo
en un termociclador MJ Mini™ Thermal Cycler (BioRad) con el siguiente programa
de amplificacion: un ciclo a 96°C por 6 min; 35 ciclos a 94°C por 30 s, 58°C por 30
sy 72°C por 1 min y un ciclo de extension final de 72°C por 10 min. Los productos
de amplificacién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 1.5% tefiido con
GelRed™ (Biotium Inc.) (0.5 pug/ 100 mL). El corrimiento electroforético se llevo a
cabo a 100 V durante 60 min en amortiguador TBE 0.5X. El estdndar de tamafio
molecular que se empled fue de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Se utiliz6 como
testigo negativo la mezcla de reaccion de PCR sin DNA. Las imagenes de los geles

fueron capturadas en un MultiDoc-1t™ Imaging System (Upland).

Curva de DNA. Se realizaron ensayos con diferentes concentraciones de DNA (5,
10y 15, ng/ 2 yL), para amplificar el fragmento de la region ITS y de los genes BT2
y Tef-1a. Las PCRs se realizaron bajo las condiciones de amplificacion antes

mencionadas.

Secuenciacion de los fragmentos amplificados. Los productos de PCR
obtenidos de los aislados de dermatofitos, se enviaron a secuenciar en ambos
sentidos (Macrogen Inc. Seoul, KO). Los electroferogramas de las secuencias

obtenidas se editaron con el programa BioEdit ver 7.2.5 (Hall, 1999).

Andlisis de las secuencias. Se compararon las secuencias obtenidas de los
marcadores, con todas las secuencias de nucleotidos pertenecientes a hongos

depositadas en el GenBank (URL4), a través del programa BLASTn (Basic Local
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Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997),
(www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi). Los alineamientos de las secuencias de la
region ITS y de los genes BT2 y Tef-1a, fueron analizados tomando en cuenta los
porcentajes de cobertura (83-100%, identidad (89.77-100%) y valores de
expectancia iguales a cero, lo que permitid6 corroborar la homologia entre las

secuencias obtenidas.

Andlisis filogenético de las especies de los géneros de dermatofitos. Para el
analisis filogenético, se eligieron secuencias de referencia de cada una de las
especies correspondientes a los géneros de dermatofitos, que correspondan a la
regién de ITS y a los genes de BT2 y Tef-7a depositadas en el GenBank, con el fin
de comparar estas secuencias con las obtenidas de los aislados clinicos y ubicar a
gue especie corresponden estos aislados de diferente origen geografico. El andlisis
filogenético se efectu6 mediante los métodos de Maxima Verosimilitud e Inferencia
Bayesiana. Para la obtencién del arbol a través de Maxima Verosimilitud se utilizé
el programa MEGAX (www.megasoftware.net/) (Kumar et al., 2016) y el modelo
evolutivo seleccionado fue el GTR+G+l.. Mientras que, para el arbol construido a
través de Inferencia Bayesiana, se utilizd6 el programa Mr Bayes 3.2.2
(//mrbayes.sourceforge.net/download.php) (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Los
pardmetros utlizados para la construccion de los arboles filogenéticos obtenidos por
Méaxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana fueron los establecidos por el
programa. El método de Maxima Verosimilitud fue sustentado el boostrap con 1000
repeticiones (Soltis y Soltis, 2003), mientras que el método de Inferencia Bayesiana,

fue validado por la probabilidad posterior (Huelsenbeck y Rannala, 2004). Los
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arboles filogenéticos se editaron utilizando el programa FigTree ver 7.2.5 (Hall,
1999). Para la construccion de los arboles con ambos métodos, se utiliz6 como

grupo externo las secuencias de Miceliophthora lutea.
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RESULTADOS

Caracterizacion fenotipica

Aislamiento e identificacion de dermatofitos. Se analizaron 94 muestras de

pacientes con dermatofitosis procedentes de Costa Rica (CR), Guatemala (GT),

Honduras (HN), México (MX) y Republica Dominicana (DO) (Tabla 1), por la técnica

de Rush Munro, agrupandolos en los géneros Trichophyton, Microsporum vy

Epidermophyton (Tabla 2).

Tabla 2. Identificacion de dermatofitos por técnica de Rush Munro.

Clave interna
CR10
DO19
D023
DO28
GTOo1
GTO02
GTO03
GTO04
GTO07
GTO08
GTO09
GT10
GT11
GT12
GT13
GT14
GT15
GT16
GT17
GT18
GT19
GT20
GT22
GT24
GT25
GT26
GT28
GT29
GT30

— = -

Dermatofito
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum

. mentagrophytes

M. nanum
M. gypseum
M. gypseum
M. gypseum

. mentagrophytes
. mentagrophytes
. mentagrophytes

M. gypseum
M. gypseum
M. canis
M. gypseum
M. canis
M. gypseum

. mentagrophytes

M. gypseum

. mentagrophytes

M. nanum
M. canis

. mentagrophytes

M. gypseum
T. rubrum
M. gypseum
M. gypseum

. mentagrophytes
. mentagrophytes

Clave interna
GT58
GT59
GT60
GT61
GT62
GT63
GT64
GT65
GT66
GT68
GT71
GT75
HNO1
HNO2
HNO5
MX45
MX47
MX48
MX51
MX52
MX53
MX55
MX56
MX58
MX59
MX63
MX66
MX69
MX70

Dermatofito

. mentagrophytes
. mentagrophytes

M. canis
M. canis

. mentagrophytes
. mentagrophytes

M. canis

. mentagrophytes

M. canis
M. gypseum
M. gypseum
M. gypseum
M. gypseum

. mentagrophytes

rubrum
rubrum
rubrum
rubrum
rubrum
rubrum
. rubrum
T. tonsurans
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum

Ao

. mentagrophytes

T. rubrum
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GT31 M. gypseum MX71 E. floccosum

GT33 M. gypseum MX73 T. rubrum
GT39 T. mentagrophytes MX74 T. rubrum
GT40 T. mentagrophytes MX78 T. rubrum
GT41 T. mentagrophytes MX79 T. mentagrophytes
GT42 T. mentagrophytes MX81 T. tonsurans
GT43 T. mentagrophytes MX82 T. tonsurans
GT45 T. mentagrophytes MX83 T. mentagrophytes
GT46 M. nanum MX85 T. tonsurans
GT48 M. gypseum MX86 T. tonsurans
GT49 M. gypseum MX87 T. rubrum
GT51 T. mentagrophytes MX89 T. rubrum
GT52 M. gypseum MX91 T. rubrum
GT53 M. canis MX94 T. rubrum
GT54 M. gypseum MX100 T. rubrum
GT55 M. gypseum MX102 T. tonsurans
GT56 M. canis MX122 T. rubrum
GT57 T. mentagrophytes MX127 T. rubrum

CR= Costa Rica; GT= Guatemala; HN= Honduras; MX=México; DO= Republica
Dominicana.

Obtencidn de cultivos monospdéricos. Se obtuvieron 94 aislados pertenecientes
a las especies de los dermatofitos incluidos en el estudio y se conservaron en una
solucién de Tween-80 al 0.05%, como se menciond previamente en materiales y

métodos.

Macromoforlogia. Se identificaron 27 aislados como T. rubrum; esta especie se
caracteriza por presentar colonias vellosas o algodonosas, de color blanco y en
algunas ocasiones el micelio se torna de color rosa; al reverso suelen presentar una

pigmentacién amarillenta o de color rojo vino. (Tabla 3).

Los 27 aislados identificados como T. mentagrophytes, presentaron colonias de
aspecto velloso o pulverulento, seca, de color blanco o blanco-amarillento; en

algunos aislados al reveso desarrollaron pigmento rojo vino (Tabla 3). Los 21
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aislados identificados como M. gypseum, mostraron colonias ilimitadas,
pulverulentas, secas, de color blanco o ante; al reverso la mayoria no presentaron

algun pigmento (Tabla 3.)

Ademas se identificacion nueve aislados como M. canis; esta especie se caracteriza
por desarrollar colonias vellosas, planas, radiales, de color amarrillo con micelio
blanco; al verso presentaron pigmento amarillo (Tabla 3). Los seis aislados como T.
tonsurans, presentaron colonias de aspecto aterciopelado, limitada, de color blanco
o amarillento, algunas presentaron formas cerebriformes o crateriforme; al reverso
se observé una pigmentacion café oscuro (Tabla 3). Los tres aislados como M.
nanum, desarrollaron colonias, pulverulentas, de color ante o café, planas,
limitadas; al reverso presentaron pigmento café oscuro. Finalmente el aislado como
E. floccosum, presentd una colonia aterciopelada, limitada, de color amarillo, con
algunas formaciones algodonosas; al reveso se observé produccion de pigmento
amarillo-verdoso. (Tabla 3). En el Anexo |, se muestra todas las colonias obtenidas

en el presente trabajo, junto con la descripcion de cada uno de los aislados clinicos.
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Tabla 3. Macromorlogia tipica de las especies de dermatofitos.

Dermatofito

Agar Sabouraud con Cicloheximida y
Cloranfenicol

Agar papa dextrosa

Anverso Reverso

Anverso

T. rubrum

T. mentagrophytes

T. tonsurans

M. gypseum

M. canis
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M. nanum

E. floccosum

Micromorfologia. Se observo la morfologia microscépica con un aumento de 100x,
a partir de microcultivos obtenidos con los medios APD y Sabouraud con

cicloheximida y cloranfenicol.

Los aislados identificados como T. rubrum desarrollaron abundante micelio delgado
y tabicado. La mayoria de los aislados presentaron escasos microconidios
piriformes, los cuales se encontraban dispuestos de forma alterna a lo largo del
micelio y en forma libre (Anexo 1). Los aislados CR10 y MX56 no presentaron

estructuras de reproduccion, solo se observé micelio estéril.

Los aislados identificados como T. mentagrophytes que presentaron aspecto
algodonoso, desarrollaron abundante micelio tabicado, delgado, en forma de
espirales y/o zarcillos, mientras que los otros aislados que presentaron aspecto
pulverulento, mostraron abundante micelio delgado y tabicado. En ambas
morfologias se desarrollaron abundantes microconidios redondos y en menor
proporcién con forma piriforme, los cuales se encontraban libres (Anexo 1). En los
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aislados GT22, GT40, GT63, HNO2 y MX79 se observaron escasos macroconidios

en forma de puro con paredes lisas, los cuales contenian 2 a 7 l6culos.

Los aislados identificados como T. tonsurans, desarrollaron micelio delgado y
tabicado. Presentaron abundantes microconidios piriformes y redondos dispuestos
de manera encontrada y alterna a lo largo del micelio, asi como en forma libre. Sin
embargo, en el aislado MX86 no se observaron conidios, solo se observo micelio

estéril (Anexo 1).

Por otro lado, los aislados identificados como M. gypseum desarrollaron poco
micelio delgado y tabicado. Presentaron abundantes macroconidios en forma de
huso con 4 a 6 |6culos, cuya membrana era delgada y rara vez ondulada, en algunos
casos se observo un contorno irregular. En 15 aislados se observaron microconidios

piriformes que se encontraban de forma libre (Anexo 1).

Los aislados identificados como M. canis desarrollaron abundante micelio delgado,
tabicado y ramificado. Presentaron macroconidios en forma de huso con una
membrana gruesa y en ocasiones espiculadas, con mas de 6 l6culos. En los
aislados GT12, GT20, GT56 y GT61 se observaron pocos microconidios piriformes
dispuestos a lo largo del micelio en forma alterna, mientras que en el aislado GT64

no presento conidios, solo se observo micelio estéril (Anexo 1).

Los aislados identificados como M. nanum presentaron micelio delgado y tabicado.
Desarrollaron abundantes macroconidios piriformes (en forma de “pera”), una
membrana delgada y lisa, con 2 I6culos. No se observaron microconidios. Por
altimo, el aislado identificado como E. floccosum desarrollé micelio delgado y
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tabicado. Present6 abundantes macroconidios en forma de bastén con una
membrana lisa, tenian entre 2 a 4 I6culos, la mayoria estaban dispuestos en grupos

y no desarrollé6 microconidios (Anexo 1).

Tamafo de conidios. Las medidas correspondientes a los microconidios de los
aislados identificados como T. rubrum abarcaron valores de largo y ancho entre 2.5
a45 pumy 1.2 a 2.0 ym, respectivamente. Respecto a los microconidios de los
aislados de T. mentagrophytes, el largo comprendio valores entre 2.1 a 5.5 ym y el
ancho entre 1.1 a 4.3 ym; en cuanto a los cinco aislados que desarrollaron
macroconidios, los valores de largo y ancho oscilaron entre 14.0a284 uymy 2.2 a
4.3 um, respectivamente, mientras que rango en el numero de I6culos presentes fue
de 2 a 7, siendo 3 l6culos lo més frecuente. Con respecto a los microconidios de la
especie de T. tonsurans, el largo abarcé valores entre 3.5 a 3.9 ym y el ancho entre

1.8 a 2.2 ym (Tabla 4).

Por otro lado, el tamafio correspondiente a los macroconidios de los aislados de M.
gypseum, estuvo entre 37.7 a 47.1 ym de largo y de 9.0 a 16.0 ym para el ancho,
ademas el niumero de l6culos observados fue 3 a 6 I6culos, siendo 6 I6culos o mas
frecuente; con respecto a los aislados que desarrollaron microconidios, el largo
oscilé entre 3.6 a 5.8 ym, mientras que el ancho estuvo en un rango de 1.6 a 2.6
pm. Con relacion al tamafio de los macroconidios de la especie M. canis, los valores
de largo estuvieron entre 48.1 a 73.9 um, de ancho entre 12.6 a 22.1 umy el nUmero
de Ioculos observados fue de 5 a 10, siendo 7 l6culos lo més frecuente: en cuanto
a los aislados que desarrollaron microconidios, los valores de largo y ancho

oscilaron entre 4.0 a4.2 ymy 1.2 a 2.0 ym, respectivamente (Tabla 4).
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En relacion con los macroconidos de los aislados de M. nanum, estos presentaron
valores entre 14.7 a 16.9 ym de largo, de 8.2 a 8.9 ym para el ancho y el rango en
el nimero de léculos presentes fue de 1 a 2, siendo 2 loculos lo mas frecuente.
Finalmente, el aislado MX71 identificado como E. floccosum, presento
macroconidios, con tamafio entre 20.0 a 28.0 ym de largo y de ancho 6.2 a 9.3 ym
y el nimero de I6culos observados fue de 1 a 4 I6culos, siendo 3 I6culos el de mayor

frecuencia.

La Tabla 4, muestra el tamafio promedio de conidios, asi como la desviacion
estandar de las especies de dermatofitos identificadas por métodos fenotipicos, es
importante mencionar que el promedio de los conidios fue calculado a partir de la

medicién de 30 microconidios y/o 10 macroconidios dependiendo de la especie.

Tabla 4. Tamano de conidios de dermatofitos.

Especie Microconidios (x ) pm Macroconidios (x ) pm
Largo Ancho Largo Ancho | # Ldculos
T. rubrum 35104 | 1.7+£0.2 - - -
T. mentagrophytes | 2.8 +0.7 | 21106 18657 3.3£0.9 2a7
T. tonsurans 3.710.1 20+0.2 - - -
M. gypseum 44+07 20203 [401+£29 11121 3ab6
M. canis 40+£02 | 16+03 |504+94 155+36| 5a10
M. nanum - - 11.9+11 | 85+£0.3 1a2
E. floccosum - - 225+27 | 76111 2a4
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Caracterizacion genotipica

Extraccion de DNA gendmico. La concentracion, calidad y pureza de DNA se
determinaron por electroforesis y espectrofotometria. En el andlisis cualitativo por
electroforesis, se comparo la concentracion del DNA de los aislados estudiados con
diferentes concentraciones del fago A para estimar la concentracion de cada unoy
analizar la integridad del DNA (Figura 1). En el analisis cuantitativo por
espectrofotometria, se obtuvieron concentraciones variables de DNA que oscilaron
entre 25.53 - 5870.08 ng/uL (Tabla 5), la pureza de los DNASs (relacion Azeo/Azs0) se
encontraron dentro de los valores éptimos de 1.8-2.0, por lo que se consideran

aceptables.

Tabla 5. Cuantificacion del DNA por espectrofotometria.

Clave interna [DNA] ng/uL Clave interna [DNA] ng/uL
CR10 3.50 GT58 41.35
DO19 28.55 GT59 43.25
DO23 15.70 GT60 25.53
DO28 79.70 GT61 39.95
GTO01 112.93 GT62 293.55
GTO02 92.50 GT63 1814.38
GTO03 1062.33 GT64 652.53
GT04 1153.55 GT65 64.95
GTO07 1670.60 GT66 2053.90
GTO08 22.85 GT68 640.60
GTO09 785.50 GT71 1672.50
GT10 128.65 GT75 227.33
GT11 441.63 HNO1 165.50
GT12 49.00 HNO2 60.70
GT13 22.93 HNO5 1497.27
GT14 263.23 MX45 985.20
GT15 23.85 MX47 3314.33
GT16 166.53 MX48 770.05
GT17 504.98 MX51 1781.63
GT18 73.22 MX52 545.57
GT19 124.03 MX53 1542.83
GT20 180.43 MX55 597.98
GT22 313.35 MX56 575.08
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GT25 1142.80 MX59 37.30

GT28 5307.00 MX66 2000.78

GT30 99.98 MX70 565.58

GT33 87.93 MX73 1789.55

GT40 221.35 MX78 387.63

GT42 101.45 MX81 45.70

GT45 71.93 MX83 426.28

GT48 69.28 MX86 704.58

GT51 3546.43 MX89 1048.43

GT53 265.55 MX94 1476.45

~ GT54 4845  MX100 47293
GT55 455 45 MX102 2027.68

~ GT5%6 5663  MX122 45540
GT57 91.15 MX127 149.20
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Figura 1. Comparacion de DNA de aislados de dermatofitos con distintas concentraciones del fago A. La
electroforesis se realizé en gel de agarosa al 1% teflido con GelRed™ (10,000, Biotium, USA) a 100 V, 60min.
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Amplificacién del marcador ITS. Una vez estandarizadas las condiciones, se
procedio a la realizacion de los ensayos de PCR con el marcador ITS, los cuales se
llevaron a cabo usando el DNA de los 94 aislados. En la Figura 2 se muestra el
producto de la region ITS de algunos DNA problema, donde el tamafio del amplicon

se encuentra entre 550-600 pb.
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Figura 2. Amplificacion por PCR del marcador ITS con DNA de aislados de dermatofitos. La electroforesis se
realiz6 en gel de agarosa al 1.5% tefiido con GelRed™ (10,000, Biotium) a 60 V, 90min. M: Marcador de tamafio
molecular de 100pb DNA Ladder; (-): Testigo negativo.

Amplificacién del marcador B-tubulina (BT2). Una vez optimizadas las
condiciones de amplificacion, se realiz6 la PCR para amplificar la region del gen de
B-tubulina de los 94 aislados. En la Figura 3 se muestra el producto del gen de BT2
de algunos DNA problema, donde el tamafio del amplicon se encuentra entre 600-

750 pb.
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Figura 3. Amplificacién por PCR del marcador BT2 con DNA de aislados de dermatofitos. La electroforesis se
realiz6 en gel de agarosa al 1.5% tefiido con GelRed™ (10,000, Biotium) a 60 V, 90min. M: Marcador de tamafio
molecular de 100 pb DNA Ladder; (-): Testigo negativo.

Amplificacién del marcador factor de elongacién 1l-a (Tef-1a). Una vez
optimizadas las condiciones de amplificacion, se empleé la técnica de PCR para
amplificar la regidén del gen de Tef-7a de los 94 aislados. La Figura 4 muestra el

producto del gen de Tef-7a de algunos DNA problema, donde el tamafio del

amplicon se encuentra entre 650-750 pb.
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Figura 4. Amplificacién por PCR del marcador Tef-7a con DNA de aislados de dermatofitos. La electroforesis
se realiz6 en gel de agarosa al 1.5% tefiido con GelRed™ (10,000, Biotium) a 60 V, 90min. M: Marcador de
tamafio molecular de 100 pb DNA Ladder; (-): Testigo negativo.

Andlisis de las secuencias de dermatofitos a través del programa BLASTn
paraidentificar las secuencias. Las secuencias consenso de los tres marcadores,

fueron comparadas con la base de datos del GenBank mediante el programa
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BLASTn, el porcentaje de cobertura e identificacion, asi como, el valor de

expectacion fueron los parametros utilizados para verificar la calidad de la

secuencia. Las secuencias obtenidas a partir de la region ITS, mostraron un

porcentaje de cobertura en un rango de 83-100%, con un porcentaje de identidad

entre 89.77-100%, por ultimo, todas las secuencias presentaron un valor de

expectancia de cero (Tabla 6). De acuerdo con estos resultados, las secuencias de

los 94 aislados, fueron identificados como: 25 aislados como T. rubrum, 15 como T.

interdigitale, 12 como N. gypsea, 11 como T. mentagrophytes, nueve como M. canis,

ocho como N. incurvata, cinco como T. tonsurans, cuatro como T. equinum, tres

como N. nana, uno como N. fulva y uno como E. floccosum.

Tabla 6. Identidad de las secuencias de laregién ITS con el programa BLASTn.

Clave interna  Especie identificada % Cobertura ex\:)aélgtra?\iia % |ldentidad
CR10 T. rubrum 100 0.0 99.70
DO19 T. tonsurans 100 0.0 100
D023 T. rubrum 100 0.0 100
DO28 T. mentagrophytes 100 0.0 99.85
GT01 N. nana 99 0.0 100
GT02 N. gypsea 100 0.0 100
GTO03 N. incurvata 100 0.0 99.83
GT04 N. incurvata 100 0.0 99.83
GTO7 T. mentagrophytes 100 0.0 100
GTO08 T. interdigitale 100 0.0 99.86
GT09 T. mentagrophytes 100 0.0 99.85
GT10 N. incurvata 100 0.0 100
GT11 N. gypsea 100 0.0 99.33
GT12 M. canis 83 0.0 89.77
GT13 N. gypsea 100 0.0 99.81
GT14 M. canis 100 0.0 98.59
GT15 N. gypsea 100 0.0 99.68
GT16 T. interdigitale 100 0.0 99.85
GT17 N. gypsea 100 0.0 99.65
GT18 T. interdigitale 100 0.0 99.29
GT19 N. nana 99 0.0 95.78
GT20 M. canis 88 0.0 97.22
GT22 T. mentagrophytes 100 0.0 100
GT24 N. gypsea 100 0.0 100
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GT25
GT26
GT28
GT29
GT30
GT31
GT33
GT39
GT40
GT41
GT42
GT43
GT45
GT46
GT48
GT49
GT51
GT52
GT53
GT54
GT55
GT56
GT57
GT58
GT59
GT60
GT61
GT62
GT63
GT64
GT65
GT66
GT68
GT71
GT75
HNO1
HNO2
HNOS
MX45
MX47
MX48
MX51
MX52
MX53
MX55
MX56
MX58
MX59
MX63
MX66

T.

T. rubrum
N. incurvata
N. incurvata

T. interdigitale
T. interdigitale

N. gypsea

N. incurvata

. mentagrophytes

T. interdigitale
T. interdigitale

. mentagrophytes

T. interdigitale
T. interdigitale
N. nana
N. gypsea
N. gypsea

. mentagrophytes

N. incurvata
M. canis
T. interdigitale
N. gypsea
M. canis
mentagrophytes
T. interdigitale
T. interdigitale
M. canis
M. canis

. mentagrophytes

T. interdigitale
M. canis
T. interdigitale
M. canis
N. incurvata
N. gypsea
N. gypsea
N. fulva

. mentagrophytes

T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. tonsurans
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. tonsurans
. rubrum
rubrum
. rubrum
rubrum
. rubrum

— -

99
100
99
100
100
100
100
100
100
100
99
100
100
100
100
100
100
100
100
100
98
100
100
100
100
99
100
99
99
100
100
100
100
100
100
100
98
100
100
99
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

99.53
99.66
100
100
100
100
99.83
100
99.84
99.04
100
100
100
99.44
99.28
99.81
100
100
100
100
98.98
99.35
99.70
100
100
98.99
98.13
99.85
98.40
100
99.84
99.82
100
100
100
99.10
99.07
100
99.78
99.48
100
100
100
100
99.85
99.85
100
100
99.12
100
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MX69
MX70
MX71
MX73
MX74
MX78
MX79
MX81
MX82
MX83
MX85
MX86
MX87
MX89
MX91
MX94
MX100
MX102
MX122
MX127

T. tonsurans
T. rubrum
E. floccosum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. interdigitale
T. equinum
T. tonsurans
T. mentagrophytes
T. equinum
T. equinum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. equinum
T. rubrum
T. rubrum

99
100
100
100
100
100
100
100
100

99

98
100
100

99

99

99
100
100
100
100

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

99.54
100
99.19
100
100
100
100
100
100
99.85
98.53
98.44
100
99.85
97.44
98.55
100
100
100
100

Las secuencias obtenidas con el gen BT2, presentaron un porcentaje de cobertura

entre 85-100%, con un rango de identidad de 90.23-100%, finalmente todas las

secuencias presentaron un valor de expectancia de cero (Tabla 7). De acuerdo con

estos resultados, las secuencias de los 94 aislados, fueron identificados como: 25

aislados como T. rubrum, 14 como T. mentagrophytes, 12 como T. interdigitale, 12

como Microsporum sp., nueve como M. gypseum, nueve como A. otae, siete como

T. tonsurans, tres como A. obtusum, dos como T. equinum y uno como E. floccosum.

Tabla 7. Identidad de las secuencias del gen de BT2 con el programa BLASTn.

Clave interna

CR10
DO19
DO23
DO28
GTO01
GTO02
GTO3
GTO04
GTO7

Especie identificada

T. rubrum
T. tonsurans
T. rubrum
T. interdigitale
A. obtusum
M. gypseum
Microsporum sp.
Microsporum sp.
T. interdigitale

% Cobertura

100
100
100
96
100
100
97
100
100

Valor de
expectancia
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

% ldentidad

100
99.87
99.87

100
98.46
99.86
97.01
98.29

100
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GTO08 T. mentagrophytes 100 0.0 99.71
GTO09 T. mentagrophytes 100 0.0 100
GT10 Microsporum sp. 100 0.0 98.29
GT11 M. gypseum 100 0.0 99.69
GT12 A. otae 100 0.0 100
GT13 M. gypseum 100 0.0 99.87
GT14 A. otae 99 0.0 99.09
GT15 M. gypseum 100 0.0 99.86
GT16 T. mentagrophytes 98 0.0 98.90
GT17 M. gypseum 100 0.0 100
GT18 T. mentagrophytes 100 0.0 99.84
GT19 A. obtusum 99 0.0 99.45
GT20 A. otae 100 0.0 99.70
GT22 T. interdigitale 100 0.0 100
GT24 Microsporum sp. 100 0.0 98.62
GT25 T. rubrum 100 0.0 100
GT26 Microsporum sp. 94 0.0 98.23
GT28 Microsporum sp. 100 0.0 98.33
GT29 T. interdigitale 100 0.0 100
GT30 T. interdigitale 100 0.0 99.86
GT31 M. gypseum 95 0.0 97.74
GT33 Microsporum sp. 100 0.0 98.60
GT39 T. mentagrophytes 100 0.0 100
GT40 T. mentagrophytes 100 0.0 100
GT41 T. interdigitale 100 0.0 99.29
GT42 T. mentagrophytes 100 0.0 100
GT43 T. mentagrophytes 100 0.0 100
GT45 T. mentagrophytes 100 0.0 100
GT46 A. obtusum 99 0.0 92.46
GT48 M. gypseum 100 0.0 99.86
GT49 Microsporum sp. 98 0.0 96.41
GT51 T. mentagrophytes 100 0.0 100
GT52 Microsporum sp. 100 0.0 98.57
GT53 A. otae 100 0.0 100
GT54 T. mentagrophytes 100 0.0 100
GT55 Microsporum sp. 100 0.0 98.92
GT56 A. otae 99 0.0 99.74
GT57 T. mentagrophytes 85 0.0 99.47
GT58 T. interdigitale 100 0.0 100
GT59 T. interdigitale 100 0.0 100
GT60 A. otae 100 0.0 100
GT61 A. otae 99 0.0 98.94
GT62 T. interdigitale 100 0.0 100
GT63 T. interdigitale 100 0.0 100
GT64 A. otae 97 0.0 98.92
GT65 T. mentagrophytes 100 0.0 100
GT66 A. otae 100 0.0 100
GT68 Microsporum sp. 100 0.0 98.62
GT71 M. gypseum 99 0.0 98.87
GT75 M. gypseum 100 0.0 100
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HNO1 Microsporum sp. 99 0.0 90.23

HNO02 T. interdigitale 100 0.0 100
HNO5 T. rubrum 100 0.0 100
MX45 T. rubrum 100 0.0 99.68
MX47 T. rubrum 98 0.0 99.57
MX48 T. rubrum 99 0.0 98.33
MX51 T. rubrum 100 0.0 100
MX52 T. rubrum 100 0.0 99.87
MX53 T. rubrum 99 0.0 94.87
MX55 T. rubrum 99 0.0 99.61
MX56 T. rubrum 100 0.0 99.08
MX58 T. rubrum 100 0.0 100
MX59 T. tonsurans 100 0.0 100
MX63 T. rubrum 99 0.0 100
MX66 T. rubrum 100 0.0 100
MX69 T. tonsurans 100 0.0 100
MX70 T. rubrum 99 0.0 99.04
MX71 E. floccosum 100 0.0 99.68
MX73 T. rubrum 100 0.0 100
MX74 T. rubrum 99 0.0 100
MX78 T. rubrum 100 0.0 100
MX79 T. mentagrophytes 100 0.0 100
MX81 T. tonsurans 99 0.0 100
MX82 T. equinum 100 0.0 100
MX83 T. interdigitale 100 0.0 99.49
MX85 T. tonsurans 100 0.0 100
MX86 T. tonsurans 100 0.0 100
MX87 T. rubrum 99 0.0 99.41
MX89 T. rubrum 100 0.0 100
MX91 T. rubrum 100 0.0 100
MX94 T. rubrum 99 0.0 100
MX100 T. rubrum 100 0.0 99.54
MX102 T. equinum 100 0.0 100
MX122 T. rubrum 100 0.0 100
MX127 T. tonsurans 99 0.0 99.86

Por ultimo, las secuencias obtenidas con el gen Tef-7a, presentaron un porcentaje
de cobertura entre 85-100%, con un rango de identidad entre 90.23-100%,
finalmente todas las secuencias presentaron un valor de expectancia de cero (Tabla
8). De acuerdo con estos resultados, las secuencias de los 94 aislados, fueron
identificados como: 26 aislados como T. rubrum, 26 como T. mentagrophytes, 11

como N. incurvata, nueve como N. gypsea, nueve como M. canis, cinco como T.
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tonsurans, tres como T. equinum, tres como N. nana, uno como N. fulva y uno como

E. floccosum.

Tabla 8. Identidad de las secuencias del gen Tef-1a con el programa BLASTn.

Clave interna

Especie identificada

% Cobertura

Valor de
expectancia

% |ldentidad

CR10
DO19
D023
DO28
GTO01
GTO02
GTO3
GT04
GTO7
GTO08
GTO09
GT10
GT11
GT12
GT13
GT14
GT15
GT16
GT17
GT18
GT19
GT20
GT22
GT24
GT25
GT26
GT28
GT29
GT30
GT31
GT33
GT39
GT40
GT41
GT42
GT43
GT45
GT46
GT48
GT49
GT51
GT52
GT53

——

—

— -

T. rubrum
T. tonsurans
T. rubrum

. mentagrophytes

N. nana
N. gypsea
N. incurvata
N. incurvata

. mentagrophytes
. mentagrophytes
. mentagrophytes

N. incurvata
N. gypsea
M. canis
N. gypsea
M. canis
N. gypsea

. mentagrophytes

N. gypsea

. mentagrophytes

N. nana
M. canis

. mentagrophytes

N. incurvata
T. rubrum
N. incurvata
N. incurvata

. mentagrophytes
. mentagrophytes

N. gypsea
N. incurvata

. mentagrophytes
. mentagrophytes
. mentagrophytes
. mentagrophytes
. mentagrophytes
. mentagrophytes

N. nana
N. gypsea
N. incurvata

. mentagrophytes

N. incurvata
M. canis

100
100
100
100
100
100
99

99

100
100
100
99

100
100
99

100

1000

100
100
100
100
100
100
99

100
99

99

100
100
100
99

100
100
100
100
100
100
100
100
99

100
100
100

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

100
99.86
100
99.86
100
98.01
100
100
100
100
100
100
97.21
100
97.73
99.84
98.96
100
98.70
100
100
100
100
100
100
99.86
100
100
100
96.65
100
100
100
99.57
100
100
100
100
96.28
100
99.86
100
99.86
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GT54
GT55
GT56
GT57
GT58
GT59
GT60
GT61
GT62
GT63
GT64
GT65
GT66
GT68
GT71
GT75
HNO1
HNO2
HNO5
MX45
MX47
MX48
MX51
MX52
MX53
MX55
MX56
MX58
MX59
MX63
MX66
MX69
MX70
MX71
MX73
MX74
MX78
MX79
MX81
MX82
MX83
MX85
MX86
MX87
MX89
MX91
MX94
MX100
MX102
MX122

— =

. mentagrophytes

N. incurvata
M. canis

. mentagrophytes
. mentagrophytes
. mentagrophytes

M. canis
M. canis

. mentagrophytes
. mentagrophytes

M. canis

. mentagrophytes

M. canis
N. incurvata
N. gypsea
N. gypsea
N. fulva

. mentagrophytes

. rubrum

. rubrum

. rubrum

. rubrum

. rubrum

. rubrum

. rubrum

T. tonsurans
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum

T. tonsurans
T. rubrum

E. floccosum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum

A4 4444

. mentagrophytes

T. equinum
T. equinum

. mentagrophytes

T. tonsurans
T. tonsurans
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. rubrum
T. equinum
T. rubrum

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

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

100
100
100
100
100
100
100
99.86
100
100
100
100
100
100
98.92
96.53
97.02
100
100
94.79
100
100
100
100
99.85
100
99.84
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99.84
100
100
100
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MX127 T. rubrum 100 0.0 100

Analisis filogenético. Para determinar la posicion filogenética de los aislados de
las diferentes especies de dermatofitos, se construyeron arboles filogenéticos con
cada uno de los marcadores (ITS, BT2 y Tef-1a), asi como, el arbol con las
secuencias concatenadas. Los métodos empleados para la generacién de los

arboles fueron los de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana.

Méaxima Verosimilitud. El arbol filogenético inferido a partir de las secuencias de la
region ITS, mostré ocho grupos principales (Figura 5). El grupo I, lo formaron tres
subgrupos. EI subgrupo la, incluyé sélo la secuencia de referencia de T.
mentagrophytes (No. Acceso Z98000.1). El subgrupo Ib, lo integraron nueve
aislados identificados como T. tonsurans y T. equinum coincidiendo con las
secuencias de referencia de estas especies [T. tonsurans (No. Acceso JN134084.1)
y T. equinum (No. Acceso JN134108.1)], presentando un valor de bootstrap de
91.5%. EIl subgrupo Ic, agrup6 26 aislados identificados como T. interdigitale y T.
mentagrophytes, estos se asociaron con la secuencia de referencia de T.

interdigitale (No. Acceso JN134005.1), con un valor de bootstrap de 75%.

El grupo I, lo constituyeron 25 aislados, los cuales se relacionaron con las
secuencias de referencia de T. rubrum (No. Acceso JN134037.1) y T. violaceum (No
Acceso JN134104.1). El grupo 11, ubicé el aislado GTO01, identificado como N. nana,

el cual que no se agrup6 con ninguna secuencia de referencia.

El grupo IV, lo integraron tres subgrupos. El subgrupo IVa, formado por nueve

aislados, agrupandose con las secuencias de referencia de N. gypsea (No. Acceso
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JN134132.1) y M. gypseum (No. Acceso GU291264.1), presentando un bootstrap
de 71.1%. El subgrupo Vb, lo conformé el aislado HNO1, el cual se asoci6 con la
secuencia de referencia de N. fulva (No. Acceso EF078472.1), con un valor de
bootstrap de 95.8%. El subgrupo IVc, lo integraron 11 aislados, estos se
relacionaron con la secuencia de referencia de N. incurvata (No. Acceso

MH378242.1). El valor de soporte de bootstrap fue de 91.3%.

El grupo V, lo constituyeron dos aislados, asociandose con la secuencia de
referencia de N. nana (No. Acceso JN134095.1), con un valor de bootstrap de
99.6%. El grupo VI, se formo por el aislado MX71, el cual se agrup6 con la secuencia
de referencia de E. floccosum (No. Acceso JN134157.1), obteniendo un valor de
bootstrap de 96.1%. El grupo VII, correspondié a la secuencia de referencia
Myceliophthora lutea (No. Acceso KM655312.1), seleccionado como grupo externo.
Finalmente, el grupo VI, lo integraron nueve aislados, los cuales se asociaron a las
secuencias de referencia de M. canis (No. Acceso JN134128.1) y A. otae (No.
Acceso AB193632.1). El valor de bootstrap fue de 98.9%. El soporte de todos los

grupos tuvo un intervalo de bootstrap de 70-100% (Kasuga et al., 1999).
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Mé&xima Verosimilitud utilizando el programa MEGAX. Los valores de soporte de bootstrap se muestran en los nodos.

Por otro lado, el arbol filogenético construido a partir de las secuencias del gen BT2,

se dividié en ocho grupos (Figura 6). El grupo I, se formé por dos subgrupos. El

subgrupo la se conformé por 26 aislados que fueron identificados

como T.

mentagrophytes y T. interdigitale, los cuales se agruparon con la secuencia de

referencia de T. interdigitale (No. Acceso JF731043.1). El valor de

bootstrap
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obtenido fue de 99.6%. El subgrupo Ib, lo integraron nueve aislados identificados
como T. tonsurans y T. equinum, coincidiendo con las secuencias de referencia de
T. tonsurans (No. Acceso JF731074.1) y T. equinum (No. Acceso JF731092.1),

presentando un bootstrap del 86%.

El grupo Il se formd con 25 aislados identificados como T. rubrum, estos se
asociaron con las secuencias de referencia T. rubrum (No. Acceso JF731058.1) y
T. violaceum (No. Acceso JF731090.1), presentando un valor de bootstrap de
99.6%. EIl grupo lll lo constituy6 la secuencia de referencia T. mentagrophytes (No.
Acceso KT55546.1). El grupo IV lo conformaron nueve aislados identificados como
A. otae, estos se agruparon con la secuencia de referencia de la misma especie

(No. Acceso JF731100.1). El valor de bootstrap obtenido fue de 100%.

En el grupo V, tres aislados identificados como A. obtusum, se asociaron con las
secuencias de referencia de A. obtusum (No. Acceso JF731121.1) y N. nana (No.
Acceso KT55593.1), con un valor de bootstrap de 99.5%. EI grupo VI, lo formo el
aislado MX71 y la secuencia de referencia de E. floccosum (No. Acceso

JF731127.1), el valor de bootstrap obtenido fue de 99.8%.

El grupo VII, se integro por tres subgrupos. El subgrupo Vlla, agrupo 11 aislados
identificados como Microsporum sp, los cuales se relacionaron con las secuencias
de referencia de N. incurvata (No. Acceso KT155503.1), presentando un valor de
bootstrap de 99.9%. El subgrupo VIlib, lo integro el aislado HNO1 identificado como
Microsporum sp; no obstante, este se relaciond con la secuencia de referencia de

N. fulva (No. Acceso KT155473.1), obteniendo un bootstrap de 77.9%. El subgrupo
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Vlic, lo formaron nueve aislados identificados como M. gypseum, los cuales se
agruparon con las secuencias de referencia de M. gypseum (No. Acceso
JF731093.1) y N. gypsea (No. Acceso KT155427.1), el valor de bootstrap fue de
100%. Finalmente, el grupo VIII, lo constituy6 el grupo externo, Myceliophthora lutea
(No. Acceso KX977026.1). El soporte de todos grupos tuvo un intervalo de bootstrap

de 70-100%, el cual es considerado aceptable (Kasuga et al., 1999).
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Figura 6. Arbol filogenético de dermatofitos construido a partir de las secuencias del gen de BT2, con base en el método de
Maxima Verosimilitud a través del programa MEGAX. Los valores de soporte de bootstrap se muestran en los nodos.




Con respecto al arbol filogenético generado a partir de las secuencias del gen Tef-
1a, se dividié en nueve grupos (Figura 7). El grupo I, lo integré la secuencia de
referencia de T. mentagrophytes (No. Acceso KM678083.1). El grupo Il, agrupo 26
aislados identificados como T. interdigitale y T mentagrophytes, los cuales se
relacionaron con la secuencia de referencia de T. interdigitale (No. Acceso

KM678149.1), presentando un valor de bootstrap de 99.7%.

El grupo lll, lo conformaron dos subgrupos. En el subgrupo llla, se encontraron los
aislados identificados como T. equinum, estos se agruparon con la secuencia de
referencia de dicha especie (No. Acceso KM678112.1), el valor de bootstrap fue de
88%. El subgrupo lllb, lo constituyeron cinco aislados identificados como T.
tonsurans, los cuales se asociaron con la secuencia de referencia de la misma
especie (No. Acceso KM678205.1), obteniendo un bootstrap de 96.2%. El grupo IV,
se dividié en dos subgrupos. El subgrupo 1Va, lo integraron 26 aislados, estos se
relacionaron con la secuencia de referencia de T. rubrum (No. Acceso
KM678202.1), presentado un boostrap de 86.4%. El subgrupo Vb, incluyé solo la

secuencia de referencia de T. violaceum (No. Acceso KM678140.1).

El grupo V, correspondio a los nueve aislados identificados como M. canis, los
cuales se agruparon con las secuencias de referencia de A. otae (No. Acceso
JN662936.1) y M. canis (No. Acceso KM678065.1). El valor de boostrap fue de
100%. El grupo VI, lo constituyeron el aislado MX71 y la secuencia de referencia de
E. floccosum (No Acceso KM678060.1), cuyo valor de boostrap fue de 100%. En el

grupo VII, se encuentran los aislados identificados como N. nana y se relacionaron
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con la secuencia de referencia de la misma especie (No. Acceso KM678111.1),

obteniendo un boostrap de 100%.

En el grupo VI, se formaron tres subgrupos. El subgrupo Vllla, se integrd por nueve
aislados, estos se asociaron con las secuencias de referencia de M. gypseum (No.
Acceso KT261752.1) y N. gypsea (No. Acceso KM678155.1), con un valor de
boostrap de 100%. EIl subgrupo VIlib, incluyé el aislado HNO1 identificado como N.
fulva, el cual se agrup6 con la secuencia de referencia de dicha especie (No. Acceso
KM678155.1), el valor de boostrap fue de 92.4%. El subgrupo Vllic, lo conformaron
los 11 aislados identificados como N. incurvata, estos se relacionaron con la
secuencia de referencia de N. incurvata (No. Acceso MH512804.1). Por ultimo, el
grupo IX corresponde a la secuencia de referencia Myceliophthora lutea (No.
Acceso HQ871722.1), seleccionado como grupo externo. El soporte de los todos
grupos tiene un intervalo de bootstrap de 70-100%, el cual es considerado aceptable

(Kasuga et al., 1999)

51



=
=
2
@
g =
g =B
® 4 =3
- . :.‘
g ER
~A E
2 5 =
3 s 3 .
> 3 = R
3 $3 &
2 gz N
E L =8%.. &
2 6@ =22 o 3
052 22FEEELBI o N &
aReEsLe? CosFLE > @
T | s S & SN
[ 0 ’ =)
L o5 L 2 »¥ ‘s@s“
o .
v/ r, ‘&?J\“' oo @4? @
S e G o
Fd Nl
RN RN
Vilie A o @%Q, AN
/ {_\} at
&>
‘g‘.a G“\‘a
& G“\.‘l
vl
or, g
45
or. e“:?'
G (5% ot
-
Dozg Villa e GTH
GT43 G148
GT19
GT40
HN02 1 20.0% Vl_l . GTO1
| GT46
GTs1 .
. ——59.9% KM675 .
- nophylon 2uinem vi x T11.1 Nannizia nang
KMeT8112 4 Tric X102 ; 71
et M67505¢
or 1 Ep
el 12 nem?oph
W Gra on fio
e b6 CCoSym,
O o Ors
\ (]
9 75
PR 3
o ¢ b o Gry ¢
P W O)?
10 Gp 0
‘mb"%’ 6, %
N
0), ()
v, 6, %,
4 08
2.%% 4
2% % %
& ] | < Q %‘ q::f-' E’,.;‘?«é %o@
N P an==222222 O 4 % e
- b % m e B oy N )
~§-¥§>:x§g;?><‘:<?,“»-_,m Zy % %, 0
Ex=z0d9w @ 2 9
= %
?O (Jg,. G
% 2
= O
CA N
3 %
4(’ %>
— ]

0.7

Figura 7. Arbol filogenético de dermatofitos construido a partir de las secuencias del gen Tef-7a, con base el método
de Maxima Verosimilitud utilizando el programa MEGAX. Los valores de soporte de bootstrap se muestran en los

nodos.
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Para lograr el pleno aprovechamiento de la informacién obtenida a partir de los tres
marcadores, se construyé un arbol con las secuencias concatenadas. En este arbol
se distinguieron diez grupos (Figura 8). El grupo I, lo integraron 26 aislados
identificados como T. mentagrophytes y T. interdigitale, los cuales se relacionaron
con las secuencias de referencia de T. interdigitale (No. Acceso: JN134005.1,
JF731043.1 y KM678149.1). El valor de bootstrap fue de 99.6%. El grupo I, lo
conformaron dos subgrupos. El subgrupo lla, lo constituyeron tres aislados, los
cuales se agruparon con las secuencias de referencia de T. equinum (No. Acceso:
JN134108.1, JF731092.1 y KM678112.1), con un valor de bootstrap de 89.9%. El
subgrupo llb, incluy6 a los cuatro aislados, cuya asociacion fue con las secuencias
de referencia de T. tonsurans (No. Acceso: JN134084.1, JF731074.1 y

KM678205.1), presentando un bootstrap del 88.9%.

El grupo Il lo integré el aislado MX55, el cual no se agrup6 con ninguna secuencia
de referencia. El grupo 1V, lo constituyeron 26 aislados, los cuales se agruparon con
las secuencias de referencia de T. violaceum (No. Acceso: JN134104.1,
JF731090.1 y KM678140.1) y T. rubrum (No. Acceso: JN134037.1, JF731058.1 y
KM678202.1), con un bootstrap de 73.6%. El grupo V, solo incluyé las secuencias
de referencia de T. mentagrophytes (No. Acceso: Z98000.1, KT155546.1 y

KM678083.1).

El grupo VI, lo conformaron nueve aislados, los cuales se relacionaron con las
secuencias de referencia de A. otae (No. Acceso: AB193632.1, JF731100.1 y
JN662936.1), con un valor de bootstrap de 100%. El grupo VI, lo formo el aislado

MX71 identificado como E. floccosum, asociandose con las secuencias de
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referencia de dicha especie (No. Acceso: JN134157.1, JF731127.1 y KM678060.1),
con un valor de bootstrap de 100%. El grupo VI, integrado por los tres aislados
identificados como N. nana, coincidiendo con las secuencias de referencia de la
misma especie (No. Acceso: JN134095.1, KT55593.1 y KM678111.1), presentando

un valor de bootstrap de 100%.

El grupo IX, lo conformaron tres subgrupos. El subgrupo 1Xa, lo formaron nueve
aislados, asociados con las secuencias de referencia de M. gypseum (No. Acceso:
GU291264.1, JF731093.1 y KT261752.1) y N. gypsea (No. Acceso: JN134132.1,
KT155427.1 y KM678057.1), obteniendo un valor de bootstrap de 100%. El
subgrupo 1Xb, lo integré el aislado HNO1, agrupandose con las secuencias de
referencia de N. fulva (No. Acceso: EF078472.1, KT155473.1 y KM678155.1), con
un bootstrap de 99.6%. El subgrupo IXc, incluyé a 11 aislados, los cuales se
relacionaron con las secuencias de referencia de N. incurvata (No. Acceso:
MH378242.1, KT155503.1 y MH512804.1), el valor de boostrap fue de 100%. Por
altimo, el grupo X, incluyo las secuencias de referencia de Myceliophthora lutea (No.
Acceso: KM655312.1, KX977026.1 y HQ871722.1), seleccionado como grupo
externo. El soporte de todos los grupos tuvo un intervalo de bootstrap de 70-100%,

el cual es considerado aceptable (Kasuga et al., 1999).
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muestran en los nodos.




Finalmente, en la Tabla 9, se presenta una comparacion entre los diferentes
marcadores empleados, asi como, lo identificado por métodos fenotipicos. Por
ejemplo, el aislado GTO3 fue identificado por métodos fenotipicos como M.
gypseum, mientras que al utilizar los métodos moleculares la identificacion cambi6

a N. incurvata.
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Tabla 9. Comparacion de métodos feno y genotipicos para la identificacion de dermatofitos

Identificacion fenotipica

Relacién filogenética (Maxima Verosimilitud)

Region ITS

Gen BT2

Gen Tef-1a

Concatenado

Especie

Aislados

Secuencia
de referencia

Aislados

Secuencia de
referencia

Aislados

Secuencia
de referencia

Aislados

Secuencia
de referencia

Aislados

T. mentagrophytes

D028, GT07, GTO08,
GTO09, GT16, GT18,
GT22, GT29, GT30,
GT39, GT40, GT41,
GT42, GT43, GT45,
GT51, GT54, GT57,
GT58, GT59, GT62,
GT63, GT65, HNO2,

T. interdigitale

D028, GT07, GTO8,
GTO09, GT16, GT18,
GT22, GT29, GT30,
GT39, GT40, GT41,
GT42, GT43, GT45,
GT51, GT54, GT57,
GT58, GT59, GT62,
GT63, GT65, HNO2,

T. interdigitale

D028, GT07, GTO08,
GTO09, GT16, GT18,
GT22, GT29, GT30,
GT39,GT40, GT41,
GT42, GT43, GT45,
GT51, GT54, GT57,
GT58, GT59, GT62,
GT63, GT65, HNO2,

T. interdigitale

D028, GT07, GTO08,
GTO09, GT16, GT18,
GT22, GT29, GT30,
GT39, GT40, GT41,
GT42, GT43, GT45,
GT51, GT54, GT57,
GT58, GT59, GT62,
GT63, GT65, HNO2,

T. interdigitale

D028, GT07, GTO08,
GTO09, GT16, GT18,
GT22, GT29, GT30,
GT39, GT40, GT41,
GT42, GT43, GT45,
GT51, GT54, GT57,
GT58, GT59, GT62,
GT63, GT65, HNO2,

MX69, MX79, MX83 MX79, MX83 MX79, MX83 MX79, MX83 MX79, MX83
DO19, MX48, MX55 DO19, MX59, MX69, | T. tonsurans Doﬁkgﬂgﬁl\jks'wg(%' T. tonsurans | U9 '\n/lA))((ggs’ XSS,
T. tonsurans MXS5, MX81, Mx82, | T. tonsurans | q o et Vigor | T. tonsurans |- Mxst, Mxs2, Mxes, ' T i MX81, MX82, MX102
' MX85, MX86, MX102 T. equinum ’ ’ : T. equinum MX86, MX102, . - equinum ! !
: MX85, MX86, MX102 - €q T. inum | MXxs1, MX82, MX102
MX127 equinu ND MX55
g'%g’ aﬁég ,\Dﬂgig' CR10, DO23, GT25, CR10, D023, GT25, Sﬁég' B&fg ,\GA)T:S CR10, D023, GT25,
MX47 VXD MXEL HNO5, MX45, MX47, HNO5, MX45, MX47, XD MXBL, M52, HNO5, MX45, MX47,
M52 MX53. MXEG. MX51, MX52, MX53, MX48, MX51, MX52, Y53 MXE6. MXES. MX48, MX51, MX52,
MX58, MX59, MX63, MX56, MX58, MX59, T. rubrum MX53, MX55, MX56, MX59, MX63, MX66, T. rubrum MX53, MX56, MX58,
T. rubrum MXEE. MX70. MX73. ND MX63, MX66, MX70, . MX58, MX63, MX66, T. rubrum : : ' : MX59, MX63, MX66,
' , , T. violaceum MX70, MX73, MX74, | T, violaceum
X7 MX78. MX87 MX73, MX74, MX78, MX70, MX73, MX74, MX78. MX87 MX89 MX70, MX73, MX74,
X8, MO MX0d. MX87, MX89, MX91, MX78, MX87, MX89, Mol Mxoa MX78, MX87, MX89,
MXAL00. MX122 MX94, MX100, MX91, MX94, MXL00. MX122 MX91, MX94, MX100,
VX127 MX122, MX127 MX100, MX122 VX127 MX122, MX127
GT02. GT03. GTo4 N. fulva HNO1 N. fulva HNO1 N. fulva HNO1 N. fulva HNO1
' ' ' GT02, GT11, GT13 GT02, GT11, GT13 GT02, GT11, GT13 GT02, GT11, GT13
GT10, GT11, GT13, ] ! . ' ) , , B ] , , : ] , , :
GT15. GT17 GTo4 N. gypsea GT15, GT17, GT31, N. gypsea GT15, GT48, GT17, N. gypsea GT15, GT31, GT48, N. gypsea GT15, GT17, GT31,
M. gypseum oro8 o128 oTa1. | M- 9YPSEUM | Grag, GT71, GT75 M. gypseum G131, G171, 6175 | M- Qypseum | graz, gr7a, errs | M. gypseum GT48, GT71, GT75
’ GT33 GT48 GT49. GT03, GT04, GT10, GT03, GT04, GT10, GT03, GT04, GT10, GT03, GT04, GT10,
GT52. GTS5. GT68, . GT24, GT26, GT28, . GT24, GT26, GT28, . GT24, GT26, GT28, . GT24, GT26, GT28,
e e ol N.incurvata | Gra3 Grag Grs2. N. incurvata GT33 GT49, GTs2, | N-Incuvata | craq' Grag grs,. | N-Incurvata GT33, GT49, GT52,
' ' GT55, GT68 GT55, GT68 GT55, GT68 GT55, GT68
GT12, GT14, GT20, A otae GT12, GT14, GT20, GT12, GT14, GT20, A. otae GT12, GT14, GT20, GT12, GT14, GT20,
M. canis GT53, GT56, GT60, : . GT53, GT56, GT60, A. otae GT53, GT56, GT60, : . GT53, GT56, GT60, A. otae GT53, GT56, GT60,
GT61, GT64, GT66 M. canis GT61, GT64, GT66 GT61, GT64, GT66 M. canis GT61, GT64, GT66 GT61, GT64, GT66
N. nana GT19, GT46 A. obtusum
M. nanum GTO1, GT19, GT46 GTO1, GT19, GT46 N. nana GTO1, GT19, GT46 N. nana GTO1, GT19, GT46
ND GTO1 N. nana
E. floccosum MX71 E. floccosum MX71 E. floccosum MX71 E. floccosum MX71 E. floccosum MX71

Los aislados marcados en color rojo denotan un cambio en su identificacion en el analisis de alguno de los marcadores, con respecto a la identificacion
fenotipica. ND: No Definido. En los cuadros correspondientes a las secuencias de referencia, cuando aparecen dos especies, se debe a que el marcador no
logra definir bien entre ellas.
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Inferencia Bayesiana. El arbol filogenético inferido a partir de las secuencias de la
region ITS, mostré nueve grupos principales (Figura 9). El grupo I, se formo por dos
subgrupos. El subgrupo la, lo integraron tres aislados identificados como T.
tonsurans, que se asociaron con la secuencia de referencia de dicha especie (T.
tonsurans, No. Acceso JN134084.1), presentando una probabilidad posterior de
0.89. En el subgrupo Ib, se asoci6 la secuencia de referencia de T. equinum (No.
Acceso JN134108.1) con seis aislados identificados como T. equinum y T.

tonsurans, los cuales obtuvieron una probabilidad posterior de 1.

El grupo IlI, lo constituyeron 26 aislados identificados como T. interdigitale y T.
mentagrophytes, estos se relacionaron con la secuencia de referencia de T.
interdigitale (No. Acceso JN134005.1), con una probabilidad posterior de 0.93. El
grupo I, incluy6é solo a la secuencia de referencia de T. mentagrophytes (No.

Acceso KZ98000.1).

El grupo IV, lo integraron tres subgrupos. El subgrupo IVa, formado por nueve
aislados, que se asociaron con las secuencias de referencia de M. gypseum (No.
Acceso GU291264.1) y N. gypsea (No. Acceso JN134132.1), presentando una
probabilidad posterior de 1. El subgrupo Vb, lo formo el aislado HNO1 junto con la
secuencia de referencia de N. fulva (No. Acceso EF078472.1), obteniendo una
probabilidad posterior de 1. El subgrupo IVc, lo integraron 11 aislados, estos se
relacionaron con la secuencia de referencia de N. incurvata (No. Acceso

MH378242.1), la probabilidad posterior tuvo un valor de 1.

58



El grupo V, lo constituyeron dos subgrupos. El subgrupo Va, se formé por dos
aislados GT19 y GT46, los cuales se asociaron con la secuencia de referencia de
N. nana (No. Acceso JN134095.1), con una probabilidad posterior de 1. El subgrupo
Vb, lo integro el aislado MX71, el cual se agrupé con la secuencia de referencia de
E. floccosum (No. Acceso JN134157.1), presentando una probabilidad posterior de
1. El grupo VI incluyé a nueve aislados, los cuales se asociaron a la secuencia de
referencia de A. otae (No. Acceso AB193632.1), obteniendo una probabilidad
posterior de 1. En los grupos VIl y VIII, estan conformados cada uno por dos aislados
identificados como T. rubrum, sin embargo, no se agruparon con ninguna secuencia
de referencia. Solo el grupo VIl present6 una probabilidad posterior de 0.7. El grupo
IX, correspondi6 a la secuencia de referencia de Myceliophthora lutea (No. Acceso
KM655312.1). Cabe destacar que el aislado GTO1 identificado como N. nanay 21
aislados identificados como T. rubrum no lograron definirse en algun grupo. El

soporte de todos los grupos tuvo un rango de probabilidad posterior entre 0.7 y 1.
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Figura 9. Arbol filogenético construido a partir de las secuencias de la region ITS, con base en el método de Inferencia
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Bayesiana, utilizando el programa Mr. Bayes a partir de un millén de repeticiones. Los valores de soporte de la probabilidad

posterior se muestran en los nodos.



Por otra parte, el arbol filogenético construido a partir de las secuencias del gen
BT2, se dividio en nueve grupos (Figura 10). El grupo |, incluyé a 25 aislados
identificados como T. rubrum, estos se asociaron con las secuencias de referencia
de T. rubrum (No. Acceso JF731058.1) y T. violaceum (No. Acceso JF731090.1),
presentando una probabilidad posterior de 1. El grupo Il, se dividi6 en dos
subgrupos. El subgrupo lla, se formd por siete aislados identificados como T.
tonsurans, los cuales se agruparon con la secuencia de referencia de T. tonsurans
(No. Acceso JF731074.1). El valor de la probabilidad posterior fue de 0.70. El
subgrupo llb, lo integraron dos aislados identificados como T. equinum,
coincidiendo con la secuencia de referencia de dicha especie (No. Acceso

JF731092.1), obteniendo una probabilidad posterior de 1.

El grupo lll, lo constituyeron 26 aislados identificados como T. mentagrophytesy T.
interdigitale, junto con la secuencia de referencia de T. interdigitale (No. Acceso
JF731043.1), la probabilidad posterior fue de 0.94. El grupo 1V, solo incluy6 a la
secuencia de referencia de T. mentagrophytes (No. Acceso KT55546.1). En el grupo
V, se agruparon los tres aislados identificados como A. obtusum, cuya asociacion
corresponde a la secuencia de referencia de N. nana (No. Acceso KT55593.1), con

una probabilidad posterior de 0.90.

El grupo VI, se dividié en tres subgrupos. En el subgrupo Vla lo formaron nueve
aislados identificados como M. gypseum, los cuales se relacionaron con las
secuencias de referencias de N. gysea (No. Acceso KT55427.1) y M. gypseum (No.
Acceso JF731093.1), presentando una probabilidad posterior de 1. El subgrupo Vib,

se formo con 11 aislados identificados como Microsporum sp., estos se agruparon
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con la secuencia de referencia de N. incurvata (No. Acceso KT55503.1), obteniendo
una probabilidad posterior de 1. El subgrupo Vic, lo integraron el aislado HNO1
identificado como Microsporum sp. y la secuencia de referencia de N. fulva (No.

Acceso KT155473.1), el valor de probabilidad posterior fue de 0.95.

El grupo VI, lo formo el aislado MX71 y la secuencia de referencia de E. floccosum
(No. Acceso JF731127.1), la probabilidad posterior presentada fue de 1. El grupo
VIII, lo constituyé el grupo externo, Myceliophthora lutea (No. Acceso KX977026.1).
Finalmente, el grupo IX lo integraron nueve aislados identificados como A. otae,
asociandose con la secuencia de referencia de la misma especie (No. Acceso
JF731100.1), la probabilidad posterior obtenida fue de 1. El soporte de todos los

grupos tuvo un rango de probabilidad posterior entre 0.7 y 1.
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Figura 10. Arbol filogenético construido a partir secuencias del gen de BT2, con base en el método de Inferencia
Bayesiana, utilizando el programa Mr. Bayes a partir de un millon de repeticiones. Los valores de soporte de la probabilidad

posterior se muestran en los nodos.
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Con respecto al arbol filogenético generado a partir de las secuencias del gen Tef-
1a, se dividié en ocho grupos (Figura 11). El grupo I, se formé con dos subgrupos.
El subgrupo la, agrup6 26 aislados identificados como T. rubrum y T. tonsurans
(aislado MX127), los cuales se relacionaron con la secuencia de referencia de T.
rubrum (No. Acceso KM678202.1), presentando una probabilidad posterior de 0.96.
El subgrupo Ib, lo integrd la secuencia de referencia de T. violaceum (No. Acceso

KM678140.1).

El grupo Il, se separé en dos subgrupos. En el subgrupo lla, se ubicaron cinco
aislados identificados como T. tonsurans, estos se asociaron con la secuencia de
referencia de T. tonsurans (No. Acceso KM678205.1), la probabilidad posterior
obtenida fue de 1. El subgrupo llIb lo constituyeron los tres aislados identificados
como T. equinum, los cuales se agruparon con la secuencia de referencia de la
misma especie (No. Acceso KM678112.1), presentando una probabilidad posterior
de 0.96. El grupo Il lo forman dos subgrupos. El subgrupo llla lo integraron 26
aislados identificados como T. mentagrophytes, estos se relacionaron con la
secuencia de referencia de T. interdigitale (No. Acceso KM678149.1), con una
probabilidad posterior de 0.95. El subgrupo llIb lo integré la secuencia de referencia

de T. mentagrophytes (No. Acceso KM678083.1).

El grupo IV, correspondio a tres aislados identificados como N. nana, los cuales se
agruparon con la secuencia de referencia de N. nana (No. Acceso KM678111.1). La
probabilidad posterior fue de 0.75. El grupo V, se dividié en tres grupos. El subgrupo
Va, lo constituyeron nueve aislados identificados como N. gypsea, que se asociaron

con la secuencia de referencia de la misma especie (No. Acceso KM678057.1),
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obteniendo una probabilidad posterior de 1. El subgrupo Vb, incluy6 a 11 aislados
identificados como N. incurvata, estos se asociaron con la secuencia de referencia
de dicha especie (No. Acceso MH512804.1), con un valor de probabilidad posterior
de 1. El subgrupo Vc, lo constituyo el aislado HNO1 identificado como N. fulva, el
cual se agrup6é con la secuencia de referencia de N. fulva (No. Acceso

KM678060.1).

El grupo VI integr6 al aislado MX71 y la secuencia de referencia de E. floccosum
(No. Acceso KM678060.1), cuya probabilidad posterior fue de 1. El grupo VII,
corresponde a la secuencia de referencia de Myceliophthora lutea (No. Acceso
HQ871722.1), seleccionado como grupo externo. Por ultimo, el grupo VIII lo
conforma nueve aislados identificados como M. canis, los cuales se relacionaron
con la secuencia de referencia de A. otae, presentando una probabilidad posterior
de 1. El soporte de todos los grupos tuvo un rango de probabilidad posterior entre

0.7y 1.
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Figura 11. Arbol filogenético construido a partir de las secuencias del gen Tef-1a, con base en el método de Inferencia Bayesiana, utilizando

el programa Mr. Bayes a partir de un millén de repeticiones. Los valores de soporte de la probabilidad posterior se muestran en los nodos.
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Asi mismo, con el fin de obtener el pleno aprovechamiento de la informacion
obtenida a partir de los tres genes nucleares, se construyé un arbol con las
secuencias concatenadas. En el arbol se distinguieron nueve grupos (Figura 12). El
grupo |, solo incluy6é las secuencias de referencia de T. mentagrophytes (No.
Acceso: Z98000.1, KT155546.1 y KM678083.1). El grupo Il, lo integraron 26
aislados identificados como T. rubrum, los cuales se relacionaron con las
secuencias de referencia de T. rubrum (No. Acceso: JN134037.1, JF731058.1 y
KM678202.1) y T. violaceum (No. Acceso: JN134194.1, JF731090.1 vy
KM678140.1), el valor de la probabilidad posterior fue de 0.99. Cabe destacar que

el aislado MX55 identificado como T. tonsurans, se asoci6 con el grupo Il

El grupo lll, lo conformaron dos grupos. El subgrupo llla lo constituyeron cinco
aislados, los cuales se agruparon con las secuencias de referencia de T. tonsurans
(No. Acceso: JN134084.1, JF731074.1 y KM678205.1). El subgrupo incluyé a dos
aislados, cuya asociacion fue con las secuencias de referencia de T. equinum (No.
Acceso: JN134108.1, JF731092.1 y KM678112.1), presentando una probabilidad

posterior de 0.97.

El grupo IV, lo integraron 26 aislados identificados como T. mentagrophytes y T.
interdigitale, estos se agruparon con las secuencias de referencia de T. interdigitale
(No. Acceso: JN134005.1, JF731043.1 y KM678149.1), obteniendo una
probabilidad posterior de 0.87. El grupo V lo formaron nueve aislados, los cuales se
relacionaron con las secuencias de referencia de A. otae (No. Acceso: AB193632,
JF731100.1 y JN662936.1), con una probabilidad posterior de 1. El grupo VI,

formado por los tres aislados identificados como N. nana, se asociaron con las
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secuencias de referencia de N. nana (No. Acceso: JN134095.1, KT55593.1 y

KM678111.1), presentando una probabilidad posterior de 1.

El grupo VII, lo formaron tres subgrupos. El subgrupo Vlla, lo constituyeron el
aislado HNO1 y las secuencias de referencia de N. fulva (No. Acceso: EF078472.1,
KT155473.1 y KM678155.1), con una probabilidad posterior de 1. El subgrupo Vilib,
lo integraron 11 aislados, agrupandose con las secuencias de referencia de N.
incurvata (No. Acceso: MH378242.1, KT155503.1 y MH512804.1), obteniendo una
probabilidad posterior de 1. El subgrupo Vlic, incluy6é a nueve aislados, los cuales
se relacionaron con las secuencias de M. gypseum (No. Acceso: GU291264.1,
JF731093.1 y KT261752.1) y N. gypsea (No. Acceso: JN134132.1, KT155427.1y

KM678057.1), el valor de probabilidad posterior fue de 1.

El grupo VIII, lo formé el aislado MX71 identificado como E. floccosum, coincidiendo
con las secuencias de referencia de la misma especie (No. Acceso: JN134157.1,
JF731127 y KM678060.1), presentando una probabilidad posterior de 1. Por ultimo,
el grupo IX, incluyd las secuencias de referencia de Myceliophthora lutea (No.
Acceso: KM655312.1, KX977026.1 y HQ871722.1), seleccionado como grupo
externo. El soporte de todos los grupos tuvo un rango de probabilidad posterior entre

0.7y 1.
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Figura 12. Arbol filogenético construido a partir de secuencias de DNA concatenadas de los marcadores ITS, BT2 y Tef-1a, de las especies
de dermatofitos, con base en el método de Inferencia Bayesiana, utilizando el programa Mr Bayes a partir de un milldn de repeticiones. Los

valores de soporte de la probabilidad posterior se muestran en los nodos.




Finalmente, en la Tabla 10, se presenta una comparacion entre los métodos
fenotipicos y genotipicos empleados para la identificacion de los dermatofitos. Por
ejemplo, el aislado HNO1 fue identificado por métodos fenotipicos como M.
gypseum, mientras que al utilizar los métodos moleculares la identificacién cambi6
a N. fulva. En la Tabla 11 se realiza una comparacion entre los arboles construidos,
a través de los métodos de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, junto con
la identificacion fenotipica. Por ejemplo, el aislado MX69 fue identificado por
métodos fenotipicos como T. mentagrophytes, mientras que al utilizar los métodos

moleculares la identificacion cambié a T. tonsurans.
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Tabla 10. Comparacion de métodos feno y genotipicos para la identificacion de dermatofitos.

Identificacion fenotipica

Relacién filogenética (Inferencia Bayesiana)

Region ITS

Gen BT2

Gen Tef-1a

Concatenado

Especie

Aislados

Secuencia
de referencia

Aislados

Secuencia de
referencia

Aislados

Secuencia
de referencia

Aislados

Secuencia
de referencia

Aislados

T. mentagrophytes

D028, GT07, GTO08,
GTO09, GT16, GT18,
GT22, GT29, GT30,
GT39, GT40, GT41,
GT42, GT43, GT45,
GT51, GT54, GT57,
GT58, GT59, GT62,
GT63, GT65, HNO2,
MX69, MX79, MX83

T. interdigitale

D028, GT07, GTO8,
GTO09, GT16, GT18,
GT22, GT29, GT30,
GT39, GT40, GT41,
GT42, GT43, GT45,
GT51, GT54, GT57,
GT58, GT59, GT62,
GT63, GT65, HNO2,
MX79, MX83

T. interdigitale

D028, GT07, GTO08,
GTO09, GT16, GT18,
GT22, GT29, GT30,
GT39, GT40, GT41,
GT42, GT43, GT45,
GT51, GT54, GT57,
GT58, GT59, GT62,
GT63, GT65, HNO2,
MX79, MX83

T. interdigitale

D028, GT07, GTO08,
GTO09, GT16, GT18,
GT22, GT29, GT30,
GT39, GT40, GT41,
GT42, GT43, GT45,
GT51, GT54, GT57,
GT58, GT59, GT62,
GT63, GT65, HNO2,
MX79, MX83

T. interdigitale

D028, GT07, GTO08,
GTO09, GT16, GT18,
GT22, GT29, GT30,
GT39, GT40, GT41,
GT42, GT43, GT45,
GT51, GT54, GT57,
GT58, GT59, GT62,
GT63, GT65, HNO2,
MX79, MX83

T. tonsurans

DO19, MX55, MX69

T. tonsurans

D019, MX59, MX69,
MX81, MX85, MX86,

T. tonsurans

D019, MX55, MX69,

T. tonsurans

D019, MX69, MX81,

e e e Vix1os MX85, MX86 MX85, MX86
T. tonsurans MX85, MX86, MX102 -
’ ’ T - MX48, MX81, MX82, T : VIXE2 X102 - . e Nixea vxiop | T-€auinum MX82, MX102
el | e e s . equinum , . equinum : :
ND MX55
g'%g’ aﬁég ,\3%2' CR10, D023, GT25, CR10, D023, GT25, Sﬁég' B%g* ,\GA)T:S CR10, D023, GT25,
MXA7 NXAD Moot HNO5, MX45, MX47, HNO5, MX45, MX47, s Mxes, Mixas. HNO5, MX45, MX47.
MX52. MX53. X6, MX51, MX52, MX53, MX48, MX51, MX52, Vixes, MG, Mxos, MX48, MX51, MX52,
MX58, MX59, MX63, MX56, MX58, MX59, T. rubrum MX53, MX55, MX56, MX59, MX63, MX66, T. rubrum MX53, MX56, MX58,
T. rubrum MXGE. MX70. MX73. ND MX63, MX66, MX70, T viol MX58, MX63, MX66, T. rubrum MX70. MX73. MX74. T viol MX59, MX63, MX66,
e T T MX73, MX74, MX78, -violaceum | yix70, Mx73, MX74, X7 MxX87 Mxgg. | |- VIOIACEUM | Mx70, MX73, MX74,
NIXB9. MXO1. MX04. MX87, MX89, MX9L, MX78, MX87, MX89, VXL Mxos MX78, MX87, MX89,
VX100, MX122. MX94, MXL00, MX91, MX94, VX100, X192 MX91, MX94, MX100,
Mx127 MX122, MX127 MX100, MX122 00, Mx122. MX122, MX127
GT02. GT03. GT04 N. fulva HNO1 N. fulva HNO1 N. fulva HNO1 N. fulva HNO1
: ’ ’ GT02, GT1L, GT13 GTO02, GT1L, GT13 GT02, GT11, GT13 GT02, GT1L, GT13
GT10, GT11, GT13, . ; ; : . : : : . : ) ’ ) ’ ’ :
S G (G N. gypsea GT15, GT17, GT31, N. gypsea GT15, GT48, GT17, N. gypsea GT15, GT17, GT3L, N. gypsea GT15, GT17, GT31,
M. gypseum C1on o108 a1ar | M-QYPSeUM | Grag gr71,GT75 | M. QYpPSeUm | grai gT71.6T75 | M. QYPSEUM | Grag GT71.GT75 | M- OYPSeUM | grags GT71, GT75
: e G GT03, GT04, GT10, GT03, GT04, GT10, GT03, GT04, GT10, GT03, GT04, GT10,
GT52, GT55. GT6S, . GT24, GT26, GT28, . GT24, GT26, GT28, : GT24, GT26, GT28, . GT24, GT26, GT28,
T TR [HIN N.incurvata | Gra3 Grag Grs2. N. incurvata GT33 GT49, GTs2, | N-InCuvata | craq' Grag grs,. | N-Incurvata GT33, GT49, GT52,
' ' GT55, GT68 GT55, GT68 GT55, GT68 GT55, GT68
GT12, GT14, GT20, GT12, GT14, GT20, GT12, GT14, GT20, GT12, GT14, GT20, GT12, GT14, GT20,
M. canis GT53, GT56, GT60, A. otae GT53, GT56, GT60, A. otae GT53, GT56, GT60, A. otae GT53, GT56, GT60, A. otae GT53, GT56, GT60,
GT61, GT64, GT66 GT61, GT64, GT66 GT6L, GT64, GTE6 GT61, GT64, GT66 GT61, GT64, GT66
N. nan GT19, GT46
M. nanum GTO1, GT19, GT46 Ng a — N. nana GTOL, GT19, GT46 N. nana GTOL, GT19, GT46 N. nana GTOL, GT19, GT46
E. floccosum MX71 E. floccosum MX71 E. floccosum MX71 E. floccosum MX71 E. floccosum MX71

Los aislados marcados en color rojo denotan un cambio en su identificacion en el andlisis de alguno de los marcadores, con respecto a la

identificacion fenotipica. ND: No Definido. En los cuadros correspondientes a las secuencias de referencia, cuando aparecen dos especies, se
debe a que el marcador no logra definir bien entre ellas.
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Tabla 11. Comparacion de los métodos para identificacion feno y genotipicos de los dermatofitos.

Identificacion fenotipica

Relacion filogenética

Arbol concatenado Maxima Verosimilitud

Arbol concatenado Inferencia Bayesiana

Especie

Aislados

Secuencia de
referencia

Aislados

Secuencia de
referencia

Aislados

T. mentagrophytes

D028, GT07, GT08, GT09,
GT16, GT18, GT22, GT29,
GT30, GT39, GT40, GT41,
GT42, GT43, GT45, GT51,
GT54, GT57, GT58, GT59,
GT62, GT63, GT65, HNO2,
MX69, MX79, MX83

T. interdigitale

D028, GT07, GT08, GT09, GT16,

GT18, GT22, GT29, GT30, GT39,

GT40, GT41, GT42, GT43, GT45,

GT51, GT54, GT57, GT58, GT59,

GT62, GT63, GT65, HNO2, MX79,
MX83

T. interdigitale

D028, GT07, GT08, GT09, GT16,

GT18, GT22, GT29, GT30, GT39,

GT40, GT41, GT42, GT43, GT45,

GT51, GT54, GT57, GT58, GT59,

GT62, GT63, GT65, HNO2, MX79,
MX83

T. tonsurans

DO19, MX69, MX85, MX86

T. tonsurans

DO19, MX69, MX81, MX85, MX86

MX55, MX81, MX82, MX85, . .
T. tonsurans MX86, MX102 T. equinum MX81, MX82, MX102 T. equinum MX82, MX102
ND MX55 ND MX55
CR10, DO19, DO23, GT25, CR10, DO23, GT25, HNOS, MX4S, CR10, DO23, GT25, HNO5, MX45,
HNO5, MX45, MX47, MX48, MX47, MX48, MX51, MX52,
MX47, MX48, MX51, MX52, MX53,
MX51, MX52, MX53, MX56, MX53, MX56, MX58, MX59,
T. rubrum MX56, MX58, MX59, MX63, MX66, T. rubrum
T. rubrum MX58, MX59, MX63, MX66, T viol MXI0. Mo Mo72. MX78. MX87 T viol MX63, MX66, MX70, MX73,
MX70, MX73, MX74, MX78, - violaceum MXB9 MX91 MX04. MX100. - violaceum MX74, MX78, MX87, MX89,
MX87, MX89, MX91, MX94, VX125 MX197 ' MX91, MX94, MX100, MX122,
MX100, MX122, MX127 : MX127
GT02, GT03, GT04, GT10, N. fulva HNO1 N. fulva HNO1
GT11, GT13, GT15, GT17, N. gypsea GT02, GT11, GT13, GT15, GT17, N. gypsea GT02, GT11, GT13, GT15, GT17,
M seum GT24, GT26, GT28, GT31, M. gypseum GT31, GT48, GT71, GT75 M. gypseum GT31, GT48, GT71, GT75
- 9YP GT33, GT48, GT49, GT52, GT03, GT04, GT10, GT24, GT26, GT03, GT04, GT10, GT24, GT26,
GTS5, GT68, GT71, GT75, N. incurvata GT28, GT33, GT49, GT52, GT55, N. incurvata GT28, GT33, GT49, GT52, GT55,
HNO1 GT68 GT68
GT12, GT14, GT20, GT53
. ' ' ' ' GT12, GT14, GT20, GT53, GT56, GT12, GT14, GT20, GT53, GT56,
M. canis GTS6, GT6§'T26T 61, GT64, A. otae GT60, GT61, GT64, GT66 A. otae GT60, GT61, GT64, GT66
M. nanum GTO01, GT19, GT46 N. nana GTO01, GT19, GT46 N. nana GTO01, GT19, GT46
E. floccosum MX71 E. floccosum MX71 E. floccosum MX71

Los aislados marcados en color rojo denotan un cambio en su identificacion en el analisis de alguno de los marcadores, con respecto a la identificacion
fenotipica. ND: No Definido. En los cuadros correspondientes a las secuencias de referencia, cuando aparecen dos especies, se debe a que el
marcador no logra definir bien entre ellas.
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DISCUSION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la dermatofitosis afecta
cerca del 25% de la poblacion mundial, no obstante, su incidencia es mayor en los
paises tropicales debido a las altas temperaturas y la humedad (Petrucelli et al.,
2020). El aumento de las especies causantes de dermatofitosis puede variar en
funcion de la ubicacion geogréfica, la migracion hacia y desde diferentes
continentes, cambios en el estilo de vida del ser humano y el enfoque médico de las
dermatofitosis en los diferentes sistemas sanitarios, todos estos factores influyen en

la predisposicion de las infecciones por dermatofitos (Bontems et al., 2020).

En Meéxico y paises de Centroamérica, la identificacion de los dermatofitos
generalmente se realiza por métodos fenotipicos, sin embargo, para la identificacion
de las especies se requiere de los métodos genotipicos, ya que en la actualidad la
taxonomia de los dermatofitos ha cambiado. Por lo que en este estudio se
analizaron 94 muestras clinicas de dermatofitos procedentes de Costa Rica,
Guatemala, Honduras, México y Republica Dominicana, para identificar los

dermatofitos por métodos fenotipicos y genotipicos.

Se sabe que los dermatofitos presentan una gran variabilidad en su morfologia
macroscopica, como son la produccion de pigmentos, aspecto y consistencia de la
colonia, ademas de una diversidad micromorfolégica que incluye, la disposicién
tipica de los conidios, diferentes modalidades de hifas; todas éstas, caracteristicas
elementales para la identificacion de las especies. Con el fin de visualizar la

variabilidad macro y micromorfolégica que presentan los dermatofitos, se utilizaron
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medios APD y Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol, los cuales permitieron
visualizar los pigmentos producidos por algunos de los aislados estudiados (Robert

y Pihet, 2008).

Es importante sefialar que los aislados que presentaron pigmento rojo-vino al
reverso de la colonia, fueron identificados como T. rubrum. Asimismo, el crecimiento
de estos hongos fue mayor, cuando se sembraron en medio APD, en comparacion
con el medio Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol. Con respecto al estudio
de la micromorfologia, en medio APD se observo una gran variedad de estructuras,
tanto en el micelio vegetativo como en el reproductivo, los microconidios en forma
de lagrima fueron los que predominaron en esta especie, en tanto que las especies
del complejo T. mentagrophytes, los microconidios globosos fueron los mas
abundantes, sin embargo, algunos aislados mostraron ambos tipos de
microconidios, con similares proporciones, en esos casos, ho fue utl esta
caracteristica para diferenciar entre especies del mismo complejo. De igual manera,
en los aislados identificados como T. tonsurans se observd una mayor presencia de
conidios, cuando estos fueron sembrados en medios APD, a diferencia de cuando

fueron sembrados en medio Sabouraud con cicloheximida y cloranfenicol.

Los aislados de las especies M. gypseum y M. nanum, compartieron caracteristicas
morfolégicas como colonias con abundante crecimiento, aspecto pulverulento, en
su mayoria el color de las colonias fue ante o marrén, mientras que los aislados de
M. canis, desarrollaron colonias algodonosas de color blanco, con crecimiento
limitado. MicroscOpicamente los aislados de M. gypseum y M. canis mostraron

macroconidios en forma de huso, en tanto los M. nanum presentaron macroconidios
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en forma de pera. La principal diferencia entre las tres especies es la cantidad de
l6culos que presentan los macroconidios, M. canis presenté 10 l6culos, mientras

que M. nanum presento 2 léculos.

Epidermophyton floccosum, en medio APD mostré abundantes macroconidios en
forma de bastdén, sin embargo, en medio Sabouraud con cicloheximida y
cloranfenicol, se observé una mayor cantidad de clamidioconidios. Una de las
principales caracteristicas de esta especie es la ausencia de microconidios. En
cuanto a los aislados CR10, GT64, MX56 y MX86, perdieron la habilidad para
esporular, por lo tanto, solo se describié su morfologia colonial, de manera que este
hecho resalta la importancia de la identificacion genotipica. Ademas, se ha
comprobado que la identificacién morfolégica de los dermatofitos y otros métodos
convencionales, pueden ser insuficientes y propensos a errores (Robert y Pihet,
2008), como es el caso de T. interdigitale y T. rubrum, quienes son muy similares
fenotipicamente (Abdel-Rahman, 2008; Graser et al.; 2000; Weitzman vy

Summerbell, 1995).

Asimismo, durante los ultimos afos, los analisis moleculares han permitido una
mejor compresion de las relaciones taxondmicas y filogenéticas, para estos analisis
se han usado varios marcadores moleculares, entre ellos la region nuclear del rDNA
que ha sido muy utilizada en estudios filogenéticos moleculares porque es
multicopia y contiene genes altamente conservados 18S, 5.8S y 28S, asi como los
dominios variables de ITS1 e ITS2, y la regién IGS no transcrita. Ademas, las
regiones 18S y 28S a menudo albergan intrones, insertados en posiciones

altamente conservadas, contribuyendo a mas informacién con respecto a esta
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region. Las propiedades de estos marcadores han sido explotadas extensamente
en estudios de especies de Aspergillus (Peterson, 2000; Samson et al., 2011a;
Varga et al., 2007) u otros géneros fungicos (Neuveglise et al., 1997; Pantou et al.,
2003; Wang et al., 2003). De estas regiones del rDNA, la region ITS fue la primera
que se utilizé en la construccidon de filogenias para la identificacion de los
dermatofitos, lo que mostré un avance en la taxonomia de éstos, sin embargo, la
confirmacion y distincion de las especies se ha llevado a cabo utilizando otros
genes. La utilizacion del marcador BT2 para la construcciéon de filogenias de
dermatofitos, mostré la topologia del arbol es muy similar a la obtenida con el
marcador ITS, solo con pequefias inconsistencias (Rezaei-Matehkolaei et al., 2014).
Otro marcador que se ha utilizado es el Tef-1a, y se ha comparado con el marcador
ITS, los resultados evidenciaron que hay consistencia entre las topologias de los
arboles obtenidos con estos marcadores, sin embargo, la especificidad y el poder
discriminatorio de Tef-7a fue mas alto que con ITS, por lo que es particularmente
atil en algunos grupos de especies estrechamente interrelacionados (Mirhendi et al.,
2015). Dadas las caracteristicas de estos marcadores, se consideraron para realizar

la caracterizacidén genotipica de los dermatofitos incluidos en este estudio.

No obstante, la filogenia fangica con base en criterios morfolégicos o con genes
individuales como las secuencias del gen rRNA, no siempre determinan el nivel
taxonomico de los organismos examinados (Samson et al., 2014). Ademas, los
estudios con base en un solo marcador no siempre representan fielmente la historia

de todo el genoma que lo contiene y las comparaciones pueden dar conclusiones
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erroneas sobre la relacion de un hongo con miembros de la misma especie o incluso

del mismo género (Lang et al., 1999).

Por lo que en este estudio se utilizaron las secuencias de los marcadores
anteriormente descritos, para la construccion de filogenias individuales para cada
uno de los marcadores y para los marcadores concatenados. Ademas, se tomaron
en cuenta secuencias de referencia (RefSeq) reportadas en la literatura actual, ya
que en el GenBank se han depositado numerosas secuencias con diferentes
nombres para este conjunto de hongos, lo que dificulta la identificacion de una cepa
determinada de este grupo de dermatofitos mediante el programa BLASTn del NCBI

(Symoens et al., 2011).

La construccién filogenética elaborada con los tres marcadores individuales y
concatenados, a través de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana mostré
concordancia en la topologia de los arboles. De los 27 aislados identificados
fenotipicamente como T. mentagrophytes, 26 fueron reubicados como T.
interdigitale al asociarse con la RefSeq de dicha especie, mientras que solo uno

(MX69) se relacion6 con la secuencia de referencia T. tonsurans.

Por otro lado, de los seis aislados identificados fenotipicamente como T. tonsurans,
a través del marcador ITS, cuatro se reubicaron como T. equinum y solo uno
conservo su identificaciéon inicial (MX55), mientras que con el marcador BT2, un
aislado (MX55) se asoci6 con la RefSeq de T. rubrum, dos aislados (MX82 y MX102)
se reubicaron como T. equinum y tres aislados conservaron su identificacién inicial.

Ademas, con el marcador Tef-71a, el aislado MX81 también se reubicé como T.
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equinum. Sin embargo, la filogenia obtenida con los marcadores concatenados, dos
aislados (MX82, MX102) se reubicaron con la RefSeq de T. equinum, cuatro
aislados conservaron su identificacion inicial y solo el aislado MX55 no se definio

con un grupo.

La mayoria de los aislados identificados fenotipicamente como T. rubrum, con el
marcador ITS no se incluyeron en un mismo grupo, ya que los aislados DO19 y
MX48, fueron reubicados como T. tonsurans y T. equinum, respectivamente. No
obstante, con el marcador BT2, 24 aislados mantuvieron su identificacion inicial y
tres aislados (DO19, MX59 y MX127), se asociaron con la RefSeq de T. tonsurans,
mientras que con el marcador Tef-1a, 25 aislados mantuvieron su identificacion
inicial y dos aislados (DO19 y MX59) se reubicaron como T. tonsurans. Mientras
gue la filogenia obtenida con los marcadores concatenados, sélo el aislado DO19

se reubicé como T. tonsurans y el resto se mantuvo en su identificacion inicial.

En relacion con los aislados del género Microsporum, se observaron similitudes
entre las filogenias obtenidas con los tres marcadores individuales y concatenados.
El aislado HNO1 se reubicé como N. fulva, nueve aislados se asociaron con las
RefSeq de M. gypseum y N. gypsea (fase sexual), en tanto que 11 aislados se

reubicaron con la RefSeq de N. incurvata.

Todos los aislados identificados como M. canis, se asociaron con la RefSeq de A.
otae (fase sexual). En el caso de los tres aislados identificados fenotipicamente
como M. nanum, con el marcador ITS, dos se reubicaron como N. nana (fase sexual)

y el tercero no se relacion6 con ninguna de las RefSeq; sin embargo, en la filogenia
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obtenida con los marcadores BT2, Tef-1a y la obtenida con los marcadores
concatenados, los tres aislados se relacionaron con la RefSeq de N. nana. El aislado
identificado fenotipicamente como E. floccosum, concord6 con la identificacion

genaotipica.

Es importante resaltar que al comparar los métodos utilizados para la construccion
de los arboles filogenéticos, el método de Inferencia Bayesiana fue el que tuvo
mayor poder discriminatorio, ya que logré distinguir el complejo de T.
mentagrophytes del complejo T. tonsurans, asimismo, ubicé de manera adecuada

las especies en cada complejo.

El método de Maxima Verosimilitud utilizando los marcadores ITS y BT2, solo
discrimin6 a nivel de complejo, dejando a las especies del complejo T. tonsurans
como un subgrupo del complejo T. mentagrophytes. Lo mismo sucedié con la
especie N. fulva, ya que ésta no se separa notoriamente de la especie M. gypseum,
pues, se ubica entre las especies N. incurvata y N. gypsea o bien solo forma un
subgrupo dentro del complejo M. gypseum. El marcador Tef-7a mostré un mayor
poder discriminatorio entre las especies del complejo M. gypseum, ya que discrimina
claramente los grupos de las tres especies, o que no sucede con el método de
Inferencia Bayesiana, debido a que mantiene a N. fulva en el grupo de M. gypseum.
Del mismo modo, el método de Maxima Verosimilitud logra separar y definir las
especies del complejo T. tonsuras, sin embargo, las mantiene como un subgrupo

del complejo T. mentagrophytes.
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No obstante, al comparar los arboles obtenidos con los marcadores concatenados
construidos con ambos métodos, el método de Maxima Verosimilitud tiene mayor
ventaja cuando se trata de las especies del género Trichophyton, debido a que
separa mejor los complejos de las tres especies principales, al igual que con las
especies principales del género Microsporum. Cabe destacar que, en todos los
arboles, E. floccosum se mantuvo separado de los otros géneros; sin embargo, se
muestra una relacion mas estrecha con el género Microsporum, especialmente con
la especie M. nanum. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Rezaei-
Matehkolaie et al. (2014), quienes mencionan que el género Epidermophyton formé
un grupo paralelo con Microsporum al utilizar los marcadores ITS y BT2. Sin
embargo, existen trabajos que sugieren que E. floccosum se encuentra
estrechamente relacionado con las especies antropofilicas de Trichophyton (Gréaser
et al., 1998). Ademas, el aislado MX55 con los marcadores ITS y Tef-1a se identificd
como T. tonsurans, mientras que con el marcador BT2 se identific6 como T. rubrum,
no obstante, al realizar el andlisis concatenado, no se logra definir en un grupo por

lo que se propone que este aislado sea un nuevo genotipo.

En este trabajo se obtuvieron datos epidemiol6gicos importantes, ya que éstos
mejoran el conocimiento basico de los dermatofitos, asi como lo es su propagacion.
Entre ellos se encontré que el 63.8% de los casos analizados fueron causados por
las especies del género Trichophyton, el 25.5% por las especies del género
Nannizzia, 9.6% por el género Arthrodermay el 1.1% por el género Epidermophyton.
Asimismo, T. rubrum y T. interdigitale fueron los agentes etiolégicos de mayor

frecuencia, con 26 aislados cada uno (27.6%), seguido de N. incurvata (11 casos,
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11.7%); N. gypsea y A. otae (9 casos, 9.6%); T. tonsurans (4 casos, 4.2%); T.
equinum y N. nana (3 casos, 3.2%); N. fulva, E. floccosum y Trichophyton sp. (1
caso, 1.1%). Estos hallazgos, concuerdan con datos aportados por Borman et al.
(2007), quienes realizaron una revision de las tendencias mundiales de los
dermatofitos en las ultimas tres décadas y a menos que los autores de cada estudio
hagan una diferenciacion especifica, todos los aislados de T. mentagrophytes
notificados, los consideraron como T. interdigitale, por lo que a partir de ello,
mencionan que T. rubrum es uno de los agentes etioldgicos principales en la
mayoria de los paises desarrollados, seguido de T. interdigitale para centro y sur de

Europay T. tonsurans para el continente americano.

Por otro lado, se ha demostrado que la prevalencia de M. gypseum a nivel mundial
es baja, por ejemplo, en Siena, Italia, esta especie representa un 6.8% de todas las
infecciones dermatofiticas (Romano et al., 2009), mientras que para Brasil la
frecuencia va del 0.8-2.5% (Dolenc-Volj¢ y Gaspari¢, 2017), no obstante, los
resultados obtenidos en el presente estudio difieren de manera relevante, ya que,
N. gypsea representa el 9.6% del total de aislados. Por otra parte, Ebrahimi et al.
(2019), analizaron 79 muestras clinicas provenientes de Mashhad, Iran y
encontraron que M. canis representd un 10.1% de todos los agentes causales,
ademas se ha reportado que para el continente americano su frecuencia es del 7.0%
de las micosis mas comunes (Havlickova et al., 2008), lo que coincide con nuestros

resultados.

Asimismo, Spiewak y Szostak (2000) evaluaron la frecuencia de las infecciones por

dermatofitos de 190 agricultores en un periodo de 1997-2000 e identificaron un caso
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provocado por M. nanum, representando el 0.53% del total de las especies
identificadas. Por otro lado, Saghrouni et al. (2011), realizaron un estudio
retrospectivo de 26 afos (1983-2008) sobre los aspectos epidemioldgicos de la
tinea capitis notificados en un laboratorio de micologia situado en la regién de
Sousse (Tunez central). Analizaron 5,562 casos de los cuales M. nanum representé
el 0.01% de los agentes etioldgicos, sin embargo, el porcentaje obtenido para esta
especie en este estudio fue significativamente mayor (3.2%). En el caso de E.
floccosum, solo identificamos un caso (1.1%), esto difiere con algunas
publicaciones, donde reportan una frecuencia superior, en un rango de 31.4% a
32.8% en lugares como Tehran y Qazvin en Iran, respectivamente (Aghmirian y

Ghiasian SA, 2008; Falahati et al., 2003).

La muestra Unica de Costa Rica analizada en el presente trabajo, procedente de
Costa Rica, fue identificada como T. rubrum, aunque se trata de una sola muestra,
el resultado concuerda con lo reportado por De Mata y Mata (1959), quienes
reportaron que una de las especies con mayor frecuencia en Costa Rica fue T.
rubrum, y la segunda especie con alta frecuencia fue M. gypseum. En otro trabajo
publicado por Mata y Mayorga (1966), demuestran que M. gypseum es uno de los
agentes causales predominantes en este pais. Sin embargo, es pertinente
mencionar que hubiera sido interesante incluir un mayor niumero de aislados para

corroborar estos hallazgos.

En relacion con las 55 muestras de Guatemala, el agente etiolégico con mayor
presencia fue T. interdigitale (40.0%), seguido de N. incurvata (20.0%), N. gypseay

A. otae (16.4%), M. nanum (5.4%) y T. rubrum (1.8%). Estos datos no coinciden con
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lo reportado en el trabajo de Martinez et al. (2009b), quienes mencionan que el
dermatofito mas comun es T. rubrum. Asimismo, Frias de Ledn et al. (2017)
realizaron una investigacién sobre el estado epidemioldgico de la tinea capitis en
una region subtropical de Mesoamérica (Guatemala) en los udltimos 12 afios y
encontraron que los dermatofitos aislados con mayor frecuencia fueron: M. canis

(82%), M. gypseum (6%) y T. rubrum (5%).

Con respecto a los tres aislados procedentes de Honduras, estos fueron
identificados como N. fulva, T. rubrumy T. interdigitale, lo que coincide parcialmente
con los datos obtenidos por Mejta de Calona et al. (1991), quienes mencionan que
T. rubrum, M. canis y T. mentagrophytes son los agentes mas frecuentes causantes
de dermatomicosis. Ademas, Garcia y Meléndez (2012) analizaron 110 casos de
tinea capitis en nifios menores de 18 afios y reportaron que los agentes etioldgicos
mas frecuentes fueron M. canis y T. tonsurans, datos que son completamente
diferentes a lo obtenido en nuestro estudio, ya que, de 32 muestras clinicas de
México, el 68.8% fueron identificadas como T. rubrum, 9.4% como T. tonsuran, 9.4%
como T. equinum, 6.2% como T. interdigitale y 6.2% como E. floccosum y 3.1%
como Trichophyton sp, sin embargo, estos datos coinciden con el trabajo de Welsh
et al. (2006), quienes evaluaron la frecuencia de cada variante clinica, asi como la
distribucion de los agentes etiologicos en el estado de Monterrey, México,
encontrando que el agente predominante es T. rubrum con un 45%, sin embargo, el
segundo agente con mayor frecuencia es T. mentagrophytes, lo que difiere con
nuestros resultados, ya que en nuestro analisis T. tonsurans se aislé en un mayor

namero de casos. No obstante, Lopez Martinez et al (2010), examinaron 15,101
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muestras bioldgicas provenientes de la ciudad de México y concluyeron que las
especies mas comunes fueron T. rubrum (71.2%), seguido de T. tonsurans (6.9%),
T. mentagrophytes (5.5%), M. canis (4.5%), E. floccosum (1.3%), M. gypseum
(0.4%), M. audouinii (0.05%), T. verrucosum (0.05%) y Trichophyton spp. (10.1%).

Estos resultados tienen mayor similitud a los datos obtenidos en el presente estudio.

Finalmente, los tres aislados procedentes de Republica Dominicana, fueron
identificados como T. rubrum, T. interdigitale y T. tonsurans. En contraste, Espinal
et al. (2010), estudiaron 265 muestras en Republica Dominicana con diagnostico de
tinea capitis y ellos reportaron a M. canis y M. audouinii como los agentes causales
de la mayoria de los casos. Asimismo, en otro trabajo realizado en por Arenas et al.
(2010b) demostraron que T. tonsurans y M. audouinii son los principales
responsables de tinea capitis. Ambos trabajos coinciden en la especie M. audouinii;
sin embargo, esto ha ido cambiando a lo largo de los afos, en este trabajo T. rubrum
y T. interdigitale son agentes etioldgicos relevantes. La no coincidencia de los
dermatofitos identificados en este trabajo con otros trabajos publicados puede ser
explicada por la evolucion de las poblaciones urbanas y rurales, el creciente nimero
de animales de compaiiia, asi como la humedad, temperatura, entre otros, que
influye en la diversidad feno y genotipica de los dermatofitos en las diferentes zonas

geograficas (Bontems et al., 2020).
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CONCLUSION

La morfologia de los dermatofitos es muy variable, es decir, no siempre las colonias
de una misma especie desarrollan las mismas caracteristicas, en cuanto a las
caracteristicas microscopicas presentan conidios similares cuando se habla del
género o bien pueden presentar pleomorfismo. Ademas, estos métodos requieren
un tiempo largo para un crecimiento adecuado de las colonias, o que complica su
identificacion. Es por ello, que se utilizaron los métodos moleculares, como es la
tipificacion de secuencias multilocus, en donde se ocuparon marcadores
moleculares, que aclaran en gran parte la taxonomia de los dermatofitos, ya que los
dermatofitos son una familia estrechamente relacionada y altamente conservada de
hongos, por lo que el enfoque molecular ha sido muy éxitoso en la determinacion
de los principales clados de la familia de dermatofitos, asi como complejos de
especies probleméticas. Todos los marcadores moleculares utilizados, en el
presente trabajo contribuyeron claramente a la resolucion de las relaciones
filogenéticas en los dermatofitos, independientemente de las diferentes formas en
que se procesaron los datos filogenéticos. El locus més informativo fue el Tef-1a.
Sin embargo, los andlisis con base en un solo gen no resuelven todas las
ambiguedades y no siempre representan la historia evolutiva de las especies. Sin
lugar a duda, los dermatofitos son géneros muy diversos y no siempre es facil
determinar las relaciones filogenéticas entre especies. Por lo tanto, la combinacion
de informacion de secuencias de genes nucleares resuelve varias acotaciones y
relaciones de especies de los dermatofitos y demuestra las ventajas de este

enfoque multigénico.
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PERSPECTIVAS

Llevar a cabo un estudio filogenético con un mayor numero de aislados de
dermatofitos tanto de los paises ya estudiados como de nuevos paises de
Centroamérica, aumentando el numero de marcadores como DNA topoisomerasa
Il (TOP-II), el gen de calmodulina, actina (ACT) y quitina-sintasa-1 (CHS1), con el
propésito de obtener clados bien definidos para la identificacion de especies de
dermatofitos. Realizar un estudio de estructura de poblaciones, para conocer la
diversidad genotipica de la especies de dermatofitos. Asimismo, realizar mas
estudios para la caracterizacion del aislado MX55 con sospecha nuevo genotipo.
Finalmente, realizar estudios de susceptibilidad de antifungica, para conocer el
comportamiento de estos hongos frente a diversos tratamientos y en un futuro

planear el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos.
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ANEXO 1

DESCRIPCION MORFOLOGICA

Agar Sabouraud con

Aislado Cicloheximiday Agar papa dextrosa Micromorfologia
Cloranfenicol
Trichophyton rubrum
CR10
A
Anverso: superficie Anverso: superficie vellosa,
aterciopelada, crecimiento crecimiento radial, borde
radial, borde limitado y limitado y regular, de color Desarrollo abundante de
Descripcion regular, de color blanco. blanco-amarillo palido. micelio cenocitico y estéril;
Reverso: producciéon de Reverso: produccion de ausencia de conidios.
pigmento amarillo palido, no pigmento rojo-café, no
difusible al medio. difusible al medio.
QAL B
DO19 e \\'\
Anverso: superficie Anverso: superficie Desarrollo de micelio
aterciopelada, crecimiento aterciopelada, crecimiento tabicado. Presencia de
radial, borde limitado y radial, borde limitado y regular, numerosos microconidios
D o regular, de color blanco- de color blanco, parte del piriformes y redondos; libres
escripcion ) - L . ,
amarillo palido. crecimiento dentro del medio. | y dispuestos alternadamente
Reverso: produccion de Reverso: ligera produccion de a lo largo del micelio.
pigmento amarillo-naranja, no pigmento café claro, no Tamafio microconidios (X):
difusible al medio. difusible al medio. 4.5 x 2.3uym
i
D023 >
\'-‘
Anverso: superficie . - Desarrollo abundante de
N . e Anverso: superficie vellosa, o , .
Descripcion aterciopelada, crecimiento micelio tabicado. Presencia

radial, borde limitado y

crecimiento radial, borde

de numerosos microconidios
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regular, de color blanco,
centro umbilicado.
Reverso: pigmentacion
ausente.

limitado y regular, de color
blanco.
Reverso: produccion de
pigmento rojo-café, no
difusible al medio.

piriformes; libres y dispuestos
alternadamente a lo largo del
micelio.
Tamafo microconidios (X):
3.6 x 1.9um.

GT25
> - /‘/r /=
- - _ . |
Anverso: superficie Anverso: superficie vellosa, Desarrollo abundante de
aterciopelada, crecimiento crecimiento radial, borde micelio tabicado. Escasa
radial, borde limitado y limitado y regular, de color presencia de microconidios
L regular, de color amarillo amarillo palido con ligero tono piriformes dispuestos
Descripcion it
palido. rosa. alternadamente a lo largo del
Reverso: producciéon de Reverso: produccion de micelio.
pigmento amarillo-naranja, no | pigmento café, no difusible al | Tamafio microconidios (X):
difusible al medio. medio. 2.8 x1.3um.
AN
A ,\,* ;
S 05 x
HNO5 R . o)
PR N s
~j ~ -.-“‘"'f:/
° - 1, 7 l\-

_—

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
crateriforme, borde limitado y
regular, de color blanco.
Reverso: produccion de
pigmento amarillo-naranja, no
difusible al medio.

Anverso: superficie
algodonosa, crecimiento
radial, borde limitado y regular,
de color blanco con ligero tono
rosa.

Reverso: produccion de
pigmento rojo-vino, difusible al
medio.

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Escasa
presencia microconidios
piriformes dispuestos a lo
largo del micelio; en menor
proporcion situados en forma
de “cruz de Lorena”.
Tamafo microconidios (X):

MX45

2.5 X.1.2pm

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial, borde limitado y
regular, de color blanco.

Anverso: superficie vellosa,
crecimiento radial, borde
limitado y regular, de color
blanco.

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Escasa
presencia de microconidios
piriformes; libres y a lo largo
del micelio.
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Reverso: producciéon de
pigmento café-amarillo, no
difusible al medio.

Reverso: producciéon de
pigmento café-amarillo,

Tamafo microconidios (X):
3.8 x1.7um.

difusible al medio.

MX47 &
r.‘_._;\.
- - < 1‘ 4
Anverso: superficie Anverso: superficie vellosa, Desarrollo abundante de
aterciopelada, crecimiento crecimiento radial, borde micelio tabicado. Escasa
radial, borde limitado y limitado y regular, de color presencia de microconidios
Descripcion regular, de color blanco. amarillo palido. piriformes; dispuestos a lo
Reverso: producciéon de Reverso: produccion de largo del micelio.
pigmento amarillo-naranja, pigmento rojo-vino, difusible al | Tamafo microconidios (X):
difusible al medio. medio. 3.8 x 1.9um.
MX48
- - Desarrollo abundante de
Anverso: superficie Anverso: superficie micelio tabicado. Presencia
aterciopelada, crecimiento algodonosa, crecimiento radial de nUMerosos microconi dios
crateriforme, borde limitado y | y crateriforme, borde limitado y piriformes: libres y en menor
L regular, de color amarillo regular, de color blanco con P
Descripcion 9 alido 9 liero tono rosa proporcion dispuestos
P o 9 alternadamente a lo largo del
Reverso: produccion de Reverso: produccion de micelio
pigmento amarillo-naranja, no | pigmento rojo-vino, difusible al ~ . ' idi ..
difusible al medio. medio. Tamafio microconidios (X):
3.6 x 1.8um.
MX51
Anverso: superficie Anverso: superficie vellosa Desarrollo escaso de micelio
aterciopelada, crecimiento SO Superti ' tabicado. Escasa presencia
. -y crecimiento radial, borde . e .
radial, borde limitado y limitado v reqular. de color de microconidios piriformes;
Descripcion regular, de color blanco. blanco coyn Iigero t,ono rosa dispuestos paralelamente a

Reverso: produccion de
pigmento amarillo-naranja,
difusible al medio.

produccion de metabolitos al
centro.

lo largo del micelio.
Tamafo microconidios (X):

3.5 x1.7um.
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Reverso: producciéon de
pigmento rojo-vino, difusible al
medio.

‘ W,
s° 2 L
MX52 i i ),s
¢ -
‘ 7
.\ »
-"
T )
Anverso: superficie .
. pertici Anverso: superficie vellosa, Desarrollo abundante de
aterciopelada, crecimiento o . L Y
. g crecimiento radial, borde micelio cenocitico. Escasa
radial, borde limitado y . . . S
regular, de color blanco, parte Ilmlpado y_regular, _de color presencia _de mlcro_conldlos
L, N ’ amarillo palido con ligero tono | piriformes; libres y dispuestos
Descripcion del crecimiento dentro del
medio rosa. paralelamen_te a lo largo del
_ o, Reverso: produccion de micelio.
Reverso: produccion de , C R o . . . .
. . . pigmento rojo-vino, difusible al | Tamafio microconidios (X):
pigmento amarillo-naranja, no .
e . medio. 3.5x1.7um.
difusible al medio.
e Je
A\ \
\.3
MX53 2 :
s’ ’\!\
K Ne
? r O
\ A\’
A
Anverso: superficie
aterciopelada crpecimiento Anverso: superficie vellosa Desarrollo abundante de
radiallD bordé limitado crecimiéntopradial borde ’ micelio tabicado. Escasa
' y T ' presencia de microconidios
regular, de color blanco, parte limitado y regular, de color o L
o e . s piriformes; dispuestos
Descripcion del crecimiento dentro del blanco-amarillo palido.
) ) , iy paralelamente a lo largo del
medio, centro crateriforme. Reverso: produccion de micelio
Reverso: produccion de pigmento café-amarillo, no ~ . L ..
. ) , e . Tamafio microconidios (X):
pigmento amarillo-naranja, no difusible al medio. 3.9 x 2.0um
difusible al medio. 2 X £5Hm.
f iR
MX56 o

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial, borde limitado y
regular, de color blanco.

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial, borde limitado y regular,
de color blanco, parte del
crecimiento dentro del medio.

Desarrollo abundante de
micelio cenocitico y estéril;
ausencia de conidios.
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Reverso: producciéon de
pigmento amarillo-naranja, no
difusible al medio.

Reverso: producciéon de
pigmento café-amarillo,

difusible al medio.

MX58
Desarrollo abundante de
Anverso: superficie Anverso: superficie vellosa, micelio tabicado. Presencia
aterciopelada, crecimiento crecimiento radial, borde de numerosos microconidios
radial y crateriforme, borde limitado y regular, de colores | piriformes; libres y dispuestos
Descripcion limitado y r-egula}r3 de color rosa claro, \{ca_rde y amarillo pgral_elamente alo largo c_IgI
amarillo palido. palido. micelio; en menor proporcion
Reverso: produccion de Reverso: produccion de situados en forma de “cruz
pigmento amarillo-naranja, pigmento rojo-vino, difusible al de Lorena”.
difusible al medio. medio. Tamaifo microconidios (X):
3.7 x 1.4um.
T,
MX59 $

e

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial y crateriforme, borde
limitado y regular, de color

amarillo palido.
Reverso: produccion de
pigmento amarillo-naranja, no
difusible al medio.

Anverso: superficie
algodonosa, con crecimiento
radial, borde limitado y regular,
de color blanco, centro velloso,
de color amarillo pélido.
Reverso: produccion de
pigmento rojo-vino, difusible al
medio

Desarrollo abundante de
micelio cenocitico. Escasa
presencia de microconidios
piriformes; dispuestos a lo
largo del micelio.
Tamafio microconidios (X):
3.4 x1.7um.

MX63

-
’

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial y crateriforme, borde
limitado y regular, de color

amarillo palido.

Anverso: superficie vellosa,
crecimiento radial y
crateriforme, borde limitado y
regular, de color blanco con
ligero tono rosa, centro

Desarrollo abundante de
micelio cenocitico. Escasa
presencia de microconidios
piriformes; dispuestos a lo
largo del micelio.
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Reverso: producciéon de
pigmento amarillo-naranja,
difusible al medio.

umbilicado, produccion de
metabolitos.
Reverso: produccion de
pigmento rojo-vino, difusible al
medio.

Tamafo microconidios (X):
3.5 x1.5um.

T,

.( 'Qct v
MX66 et &),
LAY
Anverso: superficie Anverso: superficie Desarrollo abundante de
aterciopelada, crecimiento aterciopelada, crecimiento micelio cenocitico. Escasa
radial, borde limitado y radial, borde limitado y regular, | presencia de microconidios
Descripcion regular, de color blanco. de color rosa claro. piriformes; libres y dispuestos
Reverso: produccion de Reverso: produccion de a lo largo del micelio.
pigmento amarillo-naranja, pigmento café-amarillo, Tamafo microconidios (X):
difusible al medio. difusible al medio. 3.7 x 1.6um.
e g e
MX70 % Conh
: 2 -\_‘.‘. \‘/i
NI -; A
— <J
Anverso: superficie .-
. pertict Anverso: superficie Desarrollo abundante de
aterciopelada, crecimiento . . e o .
radial, borde limitado y a_termopela(‘ja,_ crecimiento micelio cenocitico. Presencia
re ular’ de color amarillo radial, borde limitado y regular, | de numerosos microconidios
o reguiar, . de color blanco con ligero tono | piriformes libres; en menor
Descripcion | pélido, parte del crecimiento P
: rosa. proporcion dispuestos a lo
dentro del medio. ) L, S
) S Reverso: produccion de largo del micelio.
Reverso: produccion de igmento rojo-vino, difusible al | Tamafio microconidios (X):
pigmento amarillo-naranja, no Pig Jmedio ' 3.5 x 1.5um '
difusible al medio. ' 2 X 1-oHm.
MX73 =2 :

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial y crateriforme, borde
limitado y regular, de color

blanco.

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial, borde limitado y regular,
de color rosa claro.

Desarrollo abundante de
micelio cenocitico. Presencia
de numerosos microconidios
piriformes; libres y dispuestos

a lo largo del micelio.
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Reverso: producciéon de

Reverso: producciéon de

Tamafo microconidios (X):

pigmento café-amarillo, no pigmento rojo-vino, difusible al 3.7 x 1.4um.
difusible al medio. medio.
& ; 5
MX74 SNBSS
Anverso: superficie Anverso: superficie

. e : e Desarrollo abundante de
aterciopelada, crecimiento aterciopelada, crecimiento o y .
radial y crateriforme, borde radial, borde limitado y regular micelio cenocitico. Presgn_ma
limitado y regular d;a color de coior blanco con ligero tonc; de numerosos microconidios

Descripcion y reguiar, 9 piriformes dispuestos a lo
blanco. rosa. -
) L . L largo del micelio.
Reverso: produccion de Reverso: produccion de ~ . o ..
. . ) , C e e Tamafo microconidios (X):
pigmento café-amarillo, no pigmento rojo-vino, difusible al 3.0 x 1.6um
difusible al medio medio. - X 1oum.
MX78
Anverso: superficie - ‘

. pertict Anverso: superficie vellosa, Desarrollo abundante de
aterciopelada, crecimiento T . L o )
radial y crateriforme, borde crecimiento radial, borde micelio cenocmcq. Presgn_ma
limitado v reaular d’e color limitado y regular, de color de numerosos microconidios

Descripcion r)(/)sagclaré rosa claro. piriformes dispuestos a lo
. " Reverso: produccion de largo del micelio.
Reverso: produccion de igmento rojo-vino, difusible al | Tamafio microconidios (X):
pigmento amarillo-naranja, Pig Jmedio ' 3.7 x 1.6um ’
difusible al medio ' X loum.
7 e L P
y p 5y, W
\; i AL =X
' \,\\4\&\\
/‘\:!\' W ’.\ﬁ
MX87 Gy anty (a0
(A /
% »
- Anverso: superficie vellosa,
Anverso: superficie SO: SUperii Desarrollo abundante de

. . crecimiento radial, borde - : :

aterciopelada, crecimiento limitado v reqular. de colores micelio tabicado. Presencia
radial, borde limitado y (0sa cIa);o \Q/]erdé amarillo de numerosos microconidios
Descripcion regular, de color blanco. ’ y piriformes; libres y dispuestos

Reverso: produccion de
pigmento café-amarillo, no
difusible al medio.

palido.
Reverso: produccion de
pigmento rojo-vino, difusible al
medio

a lo largo del micelio.
Tamafo microconidios (X):
4.0 x 2.0pm.
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MX89

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial y crateriforme, borde
limitado y regular, de color

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial, borde limitado y regular,
de color blanco con ligero tono

Desarrollo abundante de
micelio cenocitico. Presencia
de abundantes microconidios
piriformes; libres y dispuestos

Descripcion | amarillo pall(zgs(;on ligero tono oS D ltemadaments a Io large del
Reverso: broduccién de Reverso: produccion de micelio.
pigmento érrr)larillo—naranja pigmento rojo-vino, difusible al | Tamafio microconidios (X):
difusible al medio. medio. 3.6 x1.7um.
MX91

) ‘Tf‘ / 4

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial y crateriforme, borde
limitado y regular, de color

amarillo palido.
Reverso: produccion de
pigmento amarillo-naranja,
difusible al medio.

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial, borde limitado y regular,
de color blanco.
Reverso: produccion de
pigmento café-amarillo,
difusible al medio.

Desarrollo de micelio
cenocitico. Presencia de
numerosos microconidios

redondos; en menor

proporcion piriformes; libres.
Tamafo microconidios (X):
3.1 x1.7um.

—t

MX94 ‘ -
Anverso: superficie vellosa,
Anverso: superficie crecimiento radial, borde Desarrollo de micelio
aterciopelada, crecimiento limitado y regular, de color cenocitico. Presencia de
crateriforme, borde limitado y blanco con ligero tono rosa, microconidios piriformes;
Descripcion regular, de color blanco. centro umbilicado, produccion | libres y dispuestos a lo largo

Reverso: produccion de
pigmento café-amarillo,
difusible al medio.

de metabolitos.
Reverso: produccion de
pigmento rojo-vino, difusible al
medio.

del micelio.
Tamafo microconidios (X):
3.9 x 1.6um.
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MX100

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial y crateriforme, borde
limitado y regular, de color

amarillo palido, parte del

Anverso: superficie
algodonosa, crecimiento
radial, borde limitado y regular,
de color blanco con ligero tono

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Presencia
de numerosos microconidios

Descripcion crecimiento dentro del medio rosa, centro crateriforme, piriformes; libres y dispuestos
resencia de formacion ’ produccién de metabolitos. a lo largo del micelio.
P alaodonosa. Reverso: produccion de Tamafio microconidios (X):
Reversg- producc,:i(')n de pigmento rojo-vino, difusible al 4.0 x 1.8um.
pigmento café-amarillo. medio.
MX122

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial y crateriforme, borde
limitado y regular, de color

blanco.
Reverso: produccion de
pigmento amarillo, no difusible

Anverso: superficie vellosa,
crecimiento radial, borde
limitado y regular, de color
blanco con ligero tono rosa,
produccion de metabolitos al
centro.

Reverso: produccion de
pigmento rojo-vino, difusible al

Desarrollo de micelio
cenocitico. Escasa presencia
de microconidios piriformes
dispuestos a lo largo del
micelio.

Tamafo microconidios (X):
3.2 x2.0um.

MX127

al medio.

il 4

medio.

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, crecimiento
radial y crateriforme, borde
limitado y regular, de color

blanco.
Reverso: produccion de
pigmento amarillo-naranja, no
difusible al medio.

Anverso: superficie vellosa,
crecimiento radial, borde
limitado y regular, de color
blanco con ligero tono rosa.
Reverso: produccion de
pigmento café-amarillo,
difusible al medio.

Desarrollo abundante micelio
cenocitico. Presencia de
abundantes microconidios
piriformes; libres y dispuestos
a lo largo del micelio.
Tamafo microconidios (X):
3.1 x1.7um.
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Trichophyton mentagrophytes

DO28
Desarrollo abundante de
micelio tabicado; con
Anverso: superficie ) - formacion de zarcillos.
. Anverso: superficie .
pulverulenta, crecimiento ulverulenta. crecimiento Presencia de numerosos
crateriforme, borde limitado y crgteriforme b’or de limitado microconidios redondos
Descripcion regular, de color blanco. ’ y libres; en menor proporcion
] - regular, de color blanco. o .
Reverso: producciéon de - ! piriformes dispuestos a lo
. . P Reverso: pigmentacion S
pigmento café, no difusible al largo del micelio o en forma
. ausente. p »
medio. de “cruz de Lorena”.
Tamafo microconidios (X):
1.9 x 1.5um.
>
A
~ ] .
- ",J‘ ‘n fa
/ i .
3 » ‘ - . t
GTO7 it

Descripcion

Anverso: superficie vellosa,
crecimiento radial, borde
limitado y regular, de color
amarillo a blanco, centro
crateriforme.
Reverso: produccion de
pigmento naranja, no difusible

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado y
regular, de color amarillo
palido, formacion de pliegues
al centro.

Reverso: produccion de
pigmento amarillo, no difusible

Desarrollo escaso de micelio
cenocitico. Presencia de
numerosos microconidios

redondos y piriformes libres.

Tamafo microconidios (X):

3.0 x 2.3um.

al medio.

al medio.

GTO8
Anverso: sd erficie - Desarrollo abundante de
pertic Anverso: superficie S ;
algodonosa, borde limitado y algodonosa. borde limitado micelio tabicado. Escasa
regular, de color blanco, 9 ’ y presencia de microconidios
L . regular, de color blanco. o .
Descripcion centro crateriforme. piriformes dispuestos a lo

Reverso: ligera produccion de
pigmento amarillo-naranja, no
difusible al medio.

Reverso: produccion de
pigmento amarillo-naranja, no
difusible al medio.

largo del micelio.
Tamafo microconidios (X):
3.0 x 1.6um.
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GTO09

.

Anverso: superficie
pulverulenta, borde irregular,
de color blanco.

Anverso: superficie
aterciopelada, borde limitado e
irregular, de color blanco,

Desarrollo abundante de
micelio tabicado; con
formacién de zarcillos.

Presencia de numerosos

Descripcion ) ) crecimiento dentro del medio. . -
Reverso: producciéon de s L microconidios redondos y
igmento café-amarillo, no Reverso: ligera produccion de iriformes libres
pigmento C pigmento café-amarillo, no piror S
difusible al medio. P . Tamafo microconidios (X):
difusible al medio.
3.0 x 2.4um.
; ;‘..‘ .3
GT16 '

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado y
regular, de color blanco.
Reverso: ligera produccién de
pigmento café claro, no
difusible al medio.

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e
irregular, de color amarillo
palido.

Reverso: produccion de
pigmento café-rojizo, no
difusible al medio.

Desarrollo abundante de
micelio tabicado; con
formacién de zarcillos.
Presencia de numerosos
microconidios redondos y
piriformes libres.
Tamafo microconidios (X):

2.9 x 2.3um.
5.

GT18
Desarrollo abundante de
Anverso: superficie Anverso: superficie micelio tabicado; con
pulverulenta, crecimiento pulverulenta, borde limitado e formacion de zarcillos.
radial, borde limitado y irregular, de color amarillo Presencia de numerosos
Descripcion regular, de color blanco. palido. microconidios redondos y

Reverso: produccion de
pigmento café claro, no
difusible al medio.

Reverso: produccion de
pigmento café-rojizo, no
difusible al medio.

piriformes; libres y dispuestos
a lo largo del micelio.
Tamafio microconidios (X):
2.2 x1.7um.
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GT22

Descripcion

Anverso: superficie

pulverulenta, borde limitado e

irregular, de color blanco,
formacion de pliegues al
centro.
Reverso: produccion de
pigmento café claro, no
difusible al medio.

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e
irregular, de color amarillo
palido, centro crateriforme.
Reverso: produccion de
pigmento café-rojizo, difusible
al medio.

micelio cenocitico. Presencia
de numerosos microconidios
redondos y piriformes libres;
escasa presencia de
macroconidios en forma de
puro, de paredes lisas con 2
a 3 loculos.
Tamano (X):
Microconidios: 3.1 x 2.3um.

GT29

Macroconidios: 17.8 x 3.4um.

-

Descripcion

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado y

regular, de color blanco, ligera

formacion de pliegues al
centro.

Reverso: pigmentacion
ausente.

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado y
regular, de color blanco.
Reverso: ligera produccién de
pigmento amarillo, no difusible
al medio.

Desarrollo abundante de
micelio cenocitico. Presencia
de numerosos microconidios

piriformes; dispuestos
alternadamente a lo largo del
micelio.
Tamafo microconidios (X):

GT30

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e
irregular, de color amarillo
palido a blanco, centro
crateriforme.
Reverso: produccion de
pigmento amarillo-naranja,
difusible al medio.

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado y
regular, de color amarillo
palido a blanco, centro
umbilicado.
Reverso: produccion de
pigmento café claro, no
difusible al medio.

Desarrollo escaso de micelio
cenocitico. Presencia de
numerosos microconidios

libres; redondos y en menor

proporcion piriformes.

Tamafio microconidios (X):

2.9 x 2.8um.
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GT39 R
fim -
Anverso: superficie flocosa
Anverso: superficie (peluda), borde limitado y IZ_)esgrroIIc_) abundante de_
atercio eladé crecimiento regular ,de color blanco- micelio tabicado. Presencia
1op ; -~ guiar, de cc de numerosos microconidios
L cerebriforme, borde limitado y amatrillo palido, centro . )
Descripcion . libres; redondos y en menor
regular, de color blanco. umbilicado. proporcion piriformes
Reverso: pigmentacién Reverso: producciéon de . . AN
. . e Tamafo microconidios (X):
ausente. pigmento café-rojizo, difusible 26x23
al medio 0 X £.5Hm.
\ ~ s o 2
iy W A
GT40 et
,.' o— % ‘/ “-
T
.‘,..’_ o
Y -
Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Presencia
Anverso: superficie de numerosos microconidios
Anverso: S”peff'c.'e algodonosa, borde limitado y redondos y piriformes libres;
algodonosa, borde limitado y ' escasa presencia de
L regular, de color blanco. .
Descripcion regular, de color blanco. Reverso: produccion de macroconidios en forma de
Reverso: pigmentacién . o o i
i~ pigmento café, no difusible al puro, de pare'des lisas con 2
ausente. medio a 5 loculos.
) Tamafio (X):
Microconidios: 2.5 x 2.2um.
Macroconidios: 28.4 x 4.3um.
GT41

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado y
regular, de color blanco.
Reverso: produccion de
pigmento café, no difusible al

medio.

Anverso: superficie

pulverulenta, borde limitado e

irregular, de color amarillo
palido.

Reverso: produccion de

pigmento café-rojizo, difusible

al medio.

Desarrollo de micelio
tabicado. Presencia de
numerosos microconidios
libres; redondos y piriformes.
Tamafo microconidios (X):

2.3 x2.1um.
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GT42

N s

-

~

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado y

Anverso: superficie
aterciopelada, borde limitado e
irregular, de color blanco,
parte del crecimiento dentro

Desarrollo abundante de
micelio tabicado; con
formacién de zarcillos.

Presencia de numerosos

Descripcion regular, de color blanco. . microconidios redondos y
. iy del medio. - o ;
Reverso: produccion de o L, piriformes; libres y dispuestos
igmento café-amarillo, no Reverso: ligera produccion de a lo largo del micelio
pigmento ct pigmento café-amarillo, no 0 1arg AP
difusible al medio. difusible al medio Tamafo microconidios (X):
' 2.6 x2.3um.
GT43 NS Y'\ 2\ /,

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado y
regular, de color blanco.
Reverso: ligera produccion de
pigmento café-amarillo, no
difusible al medio.

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado y
regular, de color blanco-
amarillo palido.
Reverso: ligera produccion de
pigmento café-amarillo,
difusible al medio.

Desarrollo abundante de
micelio tabicado; con
formacién de zarcillos.
Presencia de numerosos
microconidios redondos y
piriformes; libres y dispuestos
a lo largo del micelio.
Tamafo microconidios (X):

GT45

3.3 x 2.0pm.

O e
A ,
3 .

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial y crateriforme, borde
limitado y regular, de color
blanco.
Reverso: pigmentacion
ausente.

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado y regular,
de color blanco-amarillo
palido.

Reverso: produccion de
pigmento amarillo-naranja, no
difusible al medio.

Desarrollo escaso de micelio
tabicado. Presencia de
numerosos microconidios
redondos y piriformes libres.
Tamafo microconidios (X):
2.9 x2.1um.
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GT51

i

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado y

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado y
regular, de color blanco.

Desarrollo escaso de micelio
cenocitico. Presencia de
numerosos microconidios

Descripcion regular, de color blanco. , L S .

o o Reverso: produccion de redondos y piriformes libres.

Reverso: ligera produccion de . . ) - . o .

; . . pigmento café-amarillo, no Tamafio microconidios (X):

pigmento café-amarillo, no e .
PR . difusible al medio. 2.3 x1.7um.
difusible al medio.
GT54

Descripcién

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial y crateriforme, borde
limitado e irregular, de color

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado y regular,
de color blanco-amarillo
palido.

Desarrollo de micelio
tabicado; con formacion de
zarcillos. Presencia de
numerosos microconidios

GT57

Reversob'l?)ri]g;:r?”l.entacién . Reverso: prod”u ccién d? ;Z?;);ggsrgiglgfgg:iedﬁélg r(e)‘(s).'
' pigmento café-rojizo, difusible '
ausente. al medio 3.5 x 2.5um.

Descripcion

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado y
regular, de color blanco,
centro umbilicado.
Reverso: pigmentacion
ausente.

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado y
regular, de color blanco.
Reverso: ligera produccion de
pigmento amarillo, no difusible
al medio.

Desarrollo escaso de micelio
tabicado; con formacion de
zarcillos. Presencia de
numerosos microconidios
redondos y piriformes libres.
Tamafio microconidios (X):
3.5 x 2.0um.

115




GT58

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado y

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado y

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Presencia
de numerosos microconidios
redondos libres y piriformes

Descripcion regular, de color blanco. regular, de color blanco. .
- ! - ! dispuestos a lo largo del
Reverso: pigmentacion Reverso: pigmentacion micelio
ausente. ausente. ~ . L —.
Tamafo microconidios (X):
GT59

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, borde limitado
y regular, de color blanco-
amarillo palido, centro
ligeramente crateriforme.
Reverso: pigmentacion
ausente

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e
irregular, de color amarillo
palido, centro crateriforme.
Reverso: produccion de
pigmento café-amarillo, no
difusible al medio.

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Presencia
de numerosos microconidios

piriformes, dispuestos a lo
largo del micelio y en menor

proporcion formando una

“cruz de Lorena”.

Tamafo microconidios (X):

GT62
Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento Anverso: superficie Desarrollo abundante de
radial, borde limitado y pulverulenta, crecimiento micelio tabicado. Presencia
regular, de color blanco, crateriforme, borde limitadoy | de numerosos microconidios
Descripcion | centro cerebriforme, presencia regular, de color blanco. libres; redondos y en menor

de formacién algodonosa.
Reverso: ligera produccion de
pigmento café claro, no
difusible al medio.

Reverso: produccion de
amarillo-naranja, no difusible
al medio.

proporcion piriformes.
Tamafo microconidios (X):
2.5x2.2um.
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GT63

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado y

Anverso superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado e
irregular, de color amarillo

Desarrollo de micelio
tabicado; con formacion de
zarcillos. Presencia de
numerosos microconidios
redondos y piriformes libres;
escasa presencia de

Descripcion regular, de color blanco. palido. macroconidios en forma de
Reverso: pigmentacion Reverso: produccion de puro, de paredes lisas con 2
ausente pigmento café-rojizo, no a 3 loculos.
difusible al medio. Tamaifio (X):
Microconidios: 2.6 x 1.9um.
Macroconidio_s: 14.0 x 2.6um.
GT65 e

P L

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado e
irregular, de color blanco,
centro crateriforme.
Reverso: pigmentacion
ausente.

Anverso: superficie flocosa
(peluda), borde limitado y
regular, de color blanco, centro
umbilicado, presencia de
formaciones algodonosas.
Reverso: produccion de
pigmento café-rojizo, difusible
al medio.

Desarrollo abundante de
micelio tabicado; con
formacién de zarcillos.
Presencia de numerosos
microconidios piriformes
libres.
Tamafo microconidios (X):

HNO2

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e
irregular de, color blanco,
centro cerebriforme.
Reverso: pigmentacion

ausente.

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e
irregular, de color amarillo
palido, presencia de
formaciones algodonosas.

Desarrollo de micelio
cenocitico; con formaciéon de
zarcillos. Presencia de
numerosos microconidios
redondos libres; escasa
presencia de macroconidios
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Reverso: producciéon de
pigmento de color café-rojizo,
no difusible al medio.

en forma de puro, de paredes
lisas con 2 a 3 I6culos.
Tamafio (X):
Microconidios: 2.5 x 2.0um.

Macroconidios: 17.9 x 3.8um.

¥

il
g .,’,/ f J
o ol S
MX69 k|
/o -
" f
SN
uﬁlgl\r/uelzct)a; Scurgiirrfrlﬁleento Anverso: superficie Desarrollo abundante de
IOradial bord'e limitado ulverulenta bordrt)a limitado micelio tabicado. Escasa
' ) 10y P ’ y presencia de microconidios
L regular, de amarillo palido a regular, de color blanco. S :
Descripcion . o piriformes, dispuestos a lo
blanco. Reverso: ligera produccion de L
_ ., . . P largo del micelio.
Reverso: produccion de pigmento amarillo, no difusible ~ . - .
, . e . Tamafo microconidios (X):
pigmento naranja, no difusible al medio.
. 2.1 x1.1um.
al medio
MX79

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
crateriforme, borde limitado y
regular, de color blanco.
Reverso: ligera produccion de
pigmento naranja, no difusible
al medio.

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado y
regular, de color amarillo
palido
Reverso: produccion de
pigmento café, no difusible al
medio.

Desarrollo de micelio
cenocitico. Presencia de
numerosos microconidios

redondos y piriformes; libres
y dispuestos a lo largo del
micelio; escasa presencia de
macroconidios en forma de
puro, de paredes lisas con 2
I6culos.
Tamafio (X):
Microconidios: 5.5 x 4.3um.
Macroconidios: 14.9 x 2.2um.

MX83

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, ligero

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado y

Desarrollo de micelio
cenocitico; con formacion de
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crecimiento crateriforme,
borde limitado y regular, de
color blanco.
Reverso: producciéon de
pigmento naranja, no difusible
al medio.

regular, de color blanco, centro
crateriforme.
Reverso: produccion de
pigmento café, no difusible al
medio.

zarcillos. Presencia de
numerosos microconidios
libres; redondos y piriformes.
Tamafo microconidios (X):
2.8 x2.1um.

Tric

hophyton tonsurans

MX55
e,
Anverso: superficie . L
ulverulenta bordpe limitado Anverso: superficie Desarrollo de micelio
P reqular dé color amarillo y pulverulenta, borde limitado y tabicado. Presencia de
. 9 ! L regular, de color blanco, numerosos microconidios
L palido a blanco, crecimiento -, . . R
Descripcion crateriforme formacion de pliegues y centro | libres; piriformes y en menor
e o umbilicado. proporcion redondos.
Reverso: ligera produccion de o L ~ ! . ..
: 3 P Reverso: pigmentacion Tamafo microconidios (X):
pigmento café, no difusible al
. ausente. 3.9x2.1um.
medio
MX81 .

L Sl

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, borde limitado
y regular, de color blanco.
Reverso: ligera produccion de
pigmento café-amarillo, no

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado y
regular, de color blanco.
Reverso: ligera produccion de
pigmento café y amarillo,

Desarrollo escaso de micelio
cenocitico. Presencia de
numerosos microconidios

libres; redondos y piriformes.

Tamafno microconidios (X):

difusible al medio. difusible al medio. 3.5 x1.9um.
S T
MX82 A
} A 2
/ S
/ A.n—:'
ateré?gve?;lg: ngggllicrﬁta do Anverso: superficie Desarrollo de micelio
P ’ pulverulenta, crecimiento cenocitico. Presencia de
N y regular, de color blanco. . T . -
Descripcion radial, borde limitado y regular, microconidios redondos y

Reverso: ligera produccion de
pigmento café, no difusible al
medio.

de color blanco, presencia de
flequillos, centro crateriforme.

piriformes; dispuestos a lo
largo del micelio.
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Reverso: producciéon de
pigmento café oscuro

Tamafo microconidios (X):

3.6 x 2.2um.

BN

NAY
t

SV s
A iR e
2 ;

i : 2
far it K5 )
MX85 N
i i 2
o Ay
Anverso: superficie - L
ulverulenta bordpe limitado e Anverso: superficie Desarrollo de micelio
P irreqular d’e color amarillo pulverulenta, borde irregular, tabicado. Presencia de
pél?do a,blanco parte del de color amarrillo y blanco, numerosos microconidios
Descrincién | crecimiento dentré) del medio parte del crecimiento dentro redondos y piriformes; libres
P centro crateriforme ’ del medio. y dispuestos a lo largo del
Reverso: ligera produccic’m de R_everso: producmor_] . r_nlcello. _—
i mentb café. no difusible al pigmento café-amarillo, Tamafio microconidios (X):
Pig s difusible al medio. 3.7 x 1.8um.
MX86
Anverso: superficie Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento pulverulenta, borde limitado e
radial y crateriforme, borde irregular, de color amarillo y Desarrollo abundante de
L limitado e irregular, de color blanco, parte del crecimiento S - o
Descripcion ; micelio cenocitico y estéril;
blanco. dentro del medio. ausencia de conidios
Reverso: produccion de Reverso: produccion de '
pigmento café-amarillo, pigmento café-amarillo,
difusible al medio. difusible al medio.
MX102
3
Anverso: superficie Desarrollo de micelio
Anverso: superficie ulverulenta bordr)e: limitado cenocitico. Escasa presencia
pulverulenta, borde limitado, y P reqular dé color blanco Y| de microconidios piriformes
o regular, de color blanco. gurar, '
Descripcion

Reverso: produccion de

presencia de “flecos”.

Reverso: produccion de micelio,
pigmento café, difusible al . - Proc . Tamafio microconidios (X):
medio pigmento café-amarillo, 3.8 x 1.8um.
’ difusible al medio.

dispuestos a lo largo del
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Microsporum gypseum

GTO02
Desarrollo abundante de
Anverso: superficie micelio tabicado. Escasa
pulverulenta, borde limitado y Anverso: superficie presencia de macroconidios
regular, de color amarillo pulverulenta, borde limitado e fusiformes, de pared
Descripcion pélido a blanco, presencia de irregular,_de color g_nte-(_:anela, delgada; con 4 a 6 l6culos;
“flecos”. presencia de ramificaciones. escasa presencia de
Reverso: ligera produccion de Reverso: pigmentacion microconidios piriformes.
pigmento amarillo, no difusible ausente. Tamaio (X):
al medio. Microconidios: 4.5 x 1.9um.
Macroconidios: 42.4 x 15.1um.
‘i
AN
GTO3 . ‘ ¢

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado y
regular, de color amarillo
palido a blanco, presencia de
“flecos”.

Reverso: produccion de
pigmento amarillo-naranja,
difusible al medio.

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e
irregular, de color ante-canela.

Reverso: produccion de
pigmento café-amarillo, no
difusible al medio.

Desarrollo de micelio
tabicado. Presencia de
numerosos macroconidios
fusiformes, de pared
delgada; con 5 a 6 l6culos.
Tamafo macroconidios (X):
42.4 x 10.8um.

> =
GTO4
AT
.- Desarroll miceli

Anverso: superficie Anverso: superficie tabeigdc? Igrgienc(::iz ge

puIveruIenté crgcimiento pulverulenta, borde irregular, numerosoé macroconidios
o - S de color ante-canela, :
Descripcion radial, borde limitado y fusiformes, de pared

regular, de color blanco,
presencia de “flecos”.

presencia de ramificaciones,
centro algodonoso, de color
blanco.

delgada; con 4 a 6 léculos;
presencia de abundantes
microconidios piriformes.
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Reverso: producciéon de
pigmento amarillo-naranja,

Reverso: ligera produccion de
pigmento café, no difusible al
medio.

Tamano (X):
Microconidios: 4.8 x 1.8um.
Macroconidios: 42.6 x 9.0um.

difusible al medio.

GT10
~ ‘
Anverso: superficie Anverso: superficie T
L i Desarrollo escaso de micelio
pulverulenta, crecimiento algodonosa, crecimiento . .
radial, borde limitado y radial, borde limitado y regular I Presenma_dfe
re ula; de color blanco- dé color blanco, centro ’ numerosos macroconidios
Descripcion gufar, g - o fusiformes, de pared
amarillo palido. umbilicado. ] .
: s . L delgada; con 5 a 6 I6culos.
Reverso: produccion de Reverso: produccion de ~ L o
. . ) . . ) Tamafo macroconidios (X):
pigmento café-amarillo, no pigmento café-amarillo, no 411 x 9.6um
difusible al medio. difusible al medio. ' -OHM.
GT11
Desarrollo abundante de
. Anverso: superficie iceli i
Anverso: superficie ulverulenta borg)e irregular mlcellq ta(ljblcado. Escqgg
pulverulenta, borde limitadoy | P de color ’ante-canelg : presfen_(f:la € mgcroconé 10S
regular, de color blanco- resencia de ramificacio’nes del usdl o'rmes,4 e6p;a,re los:
Descripcién | amarillo palido, presenciade | P ’ elgada, con 4 a © loculos,
“flecos” centro algodonoso, de color presencia de microconidios
e ., blanco. iri
Reverso: pigmentacion e y piriformes.
ausente Reverso: pigmentacion Tamafio (X):
' ausente. Microconidios: 4.2 x 1.6um.
Macroconidios: 43.3 x 15.2um.
GT13

9

-

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado y
regular, de color blanco-
amarillo palido, presencia de
“flecos”.

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e
irregular, de color ante-canela,

presencia de ramificaciones,
centro algodonoso, de color
blanco.

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Presencia
de numerosos macroconidios
fusiformes, de pared
delgada; con 4 a 6 léculos;
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Reverso: pigmentacién
ausente.

Reverso: pigmentacion
ausente.

presencia de microconidios
piriformes.
Tamafio (X):
Microconidios: 5.8 x 2.3um.

Macroconidios: 37.7 x 10.0um.

GT15
N
Desarrollo abundante de
Anverso: superficie Anverso: superficie dmlcello tabicado. Preser)é:-la
pulverulenta, borde limitado y Werdlenta. borde irrecular € NUMErosos macroconidios
regular, de color amarillo pulveru ’ guiar, fusiformes, de pa,red
Descripcion | palido a blanco, presencia de de cplor ante-_c a nel_a, delgada; con 4 a 6 .lOCUIOS;
“flecos”. presencia d.e r_amlflcacp'nes. escasa presencia de
Reverso: pigmentacion Reverso: pigmentacion mlcrocon|d|o~s p|_r|formes.
ausente. ausente. _ Tamafio X):
Microconidios: 3.7 x 1.9um.
Macroconidios: 43.9 x 16.0um.
..," . ;’.. .'[.,:’. >
GT17 %V Q G
Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Presencia
Anverso: superficie Anverso: superﬁcie de numerosos macroconidios
pulverulenta, borde regular, pulverulenta, borde irregular, fusiformes, de pared
Descripcion de color ante-canela. de color blanco, presenciade | delgada; con 5 a 6 l6culos;
Reverso: ligera produccion de ramificaciones. escasa presencia de
pigmento amarillo, difusible al Reverso: pigmentacion microconidios piriformes.
medio. ausente. Tamafio (X):
Microconidios: 5.3 x 2.6um.
Macroconidios: 44.8 x 11.1ym.
, d 5
12 s x
GT24

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial y crateriforme, borde

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado y
regular, de color blanco.

s
Desarrollo escaso de micelio
tabicado. Presencia
abundante de macroconidios
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limitado y regular, de color
blanco-amarillo palido.
Reverso: ligera produccion
pigmento café-amarilla, no
difusible al medio.

Reverso: producciéon de
pigmento café-amarillo, no
difusible al medio

fusiformes, de pared
delgada; con 5 a 6 I6culos;
presencia de abundantes
microconidios piriformes.
Tamano (X):
Microconidios: 4.1 x 1.9um.
Macroconidios: 38.8 x 9.1um.

; v
Bow T S

GT26
Desarrollo escaso de micelio
Anverso: superficie pulverulenta, borde limitado e tabicado. Presencia de
pulverulenta, borde limitado y | irregular, de color ante-canela, numerosos macroconidios
regular, de color amarillo presencia de ramificaciones, fusiformes, de pared
Descripcion palido a blanco, centro centro algodonoso, de color delgada; con 5 a 6 I6culos;
umbilicado. blanco. escasa presencia de
Reverso: produccion de Reverso: produccion de microconidios piriformes.
pigmento amarillo-naranja, pigmento café-amarillo, no Tamario (X):
difusible al medio. difusible al medio, presencia Microconidios: 3.6 x 1.6um.
de ramificaciones marrones. | Macroconidios: 39.8 x 10.0um.
—
GT28

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado e
irregular, de color blanco,
centro umbilicado.
Reverso: ligera produccion de
pigmento café claro, no
difusible al medio.

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado e
irregular, de color ante-canela.
Reverso: produccion de
pigmento café a amarillo,
difusible al medio.

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Presencia
de numerosos macroconidios
fusiformes, de pared
delgada; con 5 a 6 l6culos.
Tamafo macroconidios (X):
47.1 x 9.6um.

GT31

N
3
-,

.

o
LS ';‘ \-_J“‘..‘.. 3 >
r 1;‘-" & -

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado y

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e

Desarrollo escaso de micelio
tabicado. Presencia de
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regular, de color blanco,
presencia de “flecos”.
Reverso: pigmentacion
ausente.

irregular, de color ante-canela,
presencia de ramificaciones,
centro algodonoso, de color
blanco.
Reverso: produccion de
pigmento amarillo, no difusible
al medio.

numerosos macroconidios
fusiformes, de pared
delgada; con 3 a 6 l6culos;
presencia de abundantes
microconidios piriformes.
Tamafio (X):
Microconidios: 3.7 x 2.0um.

Macroconidios: 44.6 x 11.8um.

GT33
ANVerso. super_flc_le Anverso: superficie Desarrollo de micelio
pulverulenta, borde limitado y - ; .
regular, de color amarillo glgodonosg, crecimiento tabicado. Presenma_dfe
alido a l:;lanco resencia de radial, borde limitado y regular, numerosos macroconidios
Descripcion p“ » » Preset de color blanco. fusiformes, de pared
flecos”, centro umbilicado. ] g ] .
. i Reverso: producciéon de delgada; con 5 a 6 l6culos.
Reverso: produccion de , . o ~ . _
. < . pigmento amarillo, no difusible | Tamafio macroconidios (X):
pigmento café-amarillo, al medio 427 x 10.1um
difusible al medio. ' : M.
GT48
it -&3 :
Anverso: superficie Anverso: superficie I_Deslgrroltljc_) agungame de‘
- Supertic pulverulenta, borde irregular, | Micello tabicado. Presencia
pulverulenta, crecimiento de color ante-canela de numerosos macroconidios
radial, borde limitado y ) oo fusiformes, de pared
' presencia de ramificaciones, ' "
Descripcion regular, de color blanco- centro algodonoso, de color delgada; con 4 a 6 loculos;
amarillo palido, presencia de blanco ' presencia de abundantes
“flecos”. i microconidios piriformes
. iy Reverso: pr i6n P :
Reverso: pigmentacion Everso. p oE:Iuc.c_:o de Tamafio (X):
pigmento café-rojizo, no : L
ausente. difusible al medi Microconidios: 4.5 x 2.2um.
usible al meaio. Macroconidios: 43.5 x 10.9um.
~ B '. -
GT49




Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado y
regular, de color amarillo
palido a blanco, presencia de

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e
irregular, de color ante-canela,

presencia de ramificaciones,
centro algodonoso, de color

Desarrollo escaso de micelio
tabicado. Presencia de
numerosos macroconidios
fusiformes, de pared
delgada; con 4 a 6 I6culos;

Descripcion “flecos. blanco. presencia de abundantes
Reverso: producciéon de Reverso: produccion de microconidios piriformes.
pigmento café-amarillo, no pigmento café-amarillo, no Tamafio (X):
difusible al medio. difusible al medio, presencia Microconidios: 4.9 x 1.7um.
de ramificaciones marrones. Macroconidios: 39.9 x 9.6um.
GT52 :

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
crateriforme, borde limitado y
regular, de color blanco.
Reverso: ligera produccién de
pigmento naranja-amarilla, no
difusible la medio.

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado y regular,
de color blanco-ante,
presencia de formaciones
algodonosas, centro
algodonoso, de color blanco.
Reverso: produccion de
pigmento amarillo, difusible al
medio.

Desarrollo escaso de micelio
tabicado. Presencia de
numerosos macroconidios
fusiformes, de pared
delgada; con 6 l6culos;
escasa presencia de
microconidios piriformes.
Tamafio (X):
Microconidios: 4.2 x 2.1um.
Macroconidios: 46.0 x 9.6um.

GT55

z

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado y
regular, de color blanco,
centro umbilicado, de color
amarillo palido.
Reverso: produccion de
pigmento amarillo-naranja,
difusible al medio, en el centro
se observa una especie de
burbuja de aire denotada por
una circunferencia de color
blanco.

Anverso: superficie
pulverulenta, bordes limitados
y regulares, de color blanco.
Reverso: produccion de
pigmento naranja-amarillo,
difusible al medio.

Desarrollo escaso de micelio
tabicado. Presencia de
numerosos macroconidios
fusiformes, de pared
delgada; con 5 a 6 l6culos.
Tamafo macroconidios (X):
45.8 x 10.6um.
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GT68 AT 6%
o
v 4 A
Anverso: superficie Anverso: superficie D llo de miceli
pulverulenta, crecimiento pulverulenta, crecimiento i b‘?sa;m g € mlqelcc;
radial, borde limitado e radial, borde limitado y regular, abicado. resenma_dg
Descrincion irregular, de color blanco- de color blanco-amarillo nurfner;)sos ma(;:roconl dlos
P amarillo palido. palido, centro umbilicado. d L:S' 3@65' SGIPar?
Reverso: producciéon de Reverso: producciéon de €lgada, con © loculos.
. , . . ! . Tamafio macroconidios (X):
pigmento café-amarillo, no pigmento café-amarillo, 43.6 x 11.8um
difusible al medio. difusible al medio. ] ] ]
t- . ./
' .j .
GT71 o %%

&0

-
A
v

Descripcion

Anverso: superficie
pulverulenta, borde regular,
de color blanco-amarillo
palido, presencia de “flecos”.
Reverso: pigmentacion
ausente.

Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e
irregular, de color ante-canela,

presencia de ramificaciones.
Reverso: produccion de
pigmento café-amarillo, no
difusible al medio.

Desarrollo escaso de micelio
tabicado. Presencia de
numerosos macroconidios
fusiformes, de pared
delgada; con 4 a 6 l6culos;
escasa presencia de
microconidios piriformes.
Tamafio (X):
Microconidios: 3.5 x 1.9um.

Macroconidios: 42.2 x 13.0uym.

GT75 .
4
o« S s
at
R} "
Anverso: superficie Desarrollo escaso de micelio
Anverso: superficie pulverulenta, crecimiento tabicado. Presenma_gfe

pulverulenta, borde limitado y | radial, borde irregular, de color ““ff“effsos maé:roconl dIOS
regular, de color blanco, ante-canela, presencia de del us(; 9rmes,3 € 4p;a1,re os:
Descripcion presencia de “flecos”. “flecos”, centro algodonoso, de | {€'9acda, con s a 4 10culos,

Reverso: produccion de
pigmento amarillo, difusible al
medio.

color blanco.
Reverso: produccion de
pigmento amarillo, difusible al
medio.

presencia de abundantes
microconidios piriformes.
Tamafio (X):
Microconidios: 4.8 x 2.1um.
Macroconidios: 34.7 x 11.1um.
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HNO1

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento

radial y crateriforme, borde

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado e

presencia de “flecos”, centro
algodonoso, de color blanco.
Reverso: produccion de
pigmento café-amarillo,
difusible al medio.

Microsporum canis

irregular, de color ante-canela,

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Presencia
de numerosos macroconidios

fusiformes, de pared
delgada; con 5 a 6 I6culos;
presencia de abundantes
microconidios piriformes.
Tamafio (X):
Microconidios: 3.6 x 2.0um.
Macroconidios: 41.5 x 9.1um.

N limitado y regular, de color
Descripcion
blanco.
Reverso: produccién de
pigmento café-amarillo,
difusible al medio.
GT12

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada, semejante a los

gajos de toronja, un borde
limitado e irregular, de color
blanco, centro umbilicado.
Reverso: ligera produccion de
pigmento café, no difusible al
medio.

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado e
irregular, de color blanco,
centro pulverulento, de color
ante.
Reverso: ligera produccion de
pigmento amarillo-naranja, no
difusible al medio.

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Escasa
presencia de macroconidios
fusiformes, de pared gruesa
y equinulada; con 6 a 10
I6culos; escasa presencia de
microconidios piriformes.
Tamafio (X):
Microconidios: 4.2 x 1.5um.
S: 73.9 x 22.1um.

GT14

Descripcion

Anverso: superficie flocosa
(peluda), crecimiento en forma
de remolino, borde limitado e

irregular, de color blanco.

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado e
irregular, de color blanco.
Reverso: ligera produccion de
pigmento café claro, no

difusible al medio.

presencia de macroconidios
fusiformes, de pared gruesa

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Escasa

y equinulada; con 6 a 8

l6culos.
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Reverso: ligera produccion de Tamafio macroconidios (X):
pigmento café, no difusible al 48.1 x 12.6um.
medio.
GT20
Desarrollo abundante de
Anverso: superficie Anverso: superficie micelio tabicado. Escasa
aterciopelada, semejante a los | algodonosa, borde limitado e presencia de macroconidios
gajos de toronja, borde irregular, de color blanco, fusiformes, de pared gruesa
Descrincié limitado e irregular, de color centro pulverulento, de color y equinulada; con 6 a 10
escripcion " ) ; _
blanco, centro umbilicado. ante. l6culos; escasa presencia de
Reverso: ligera produccion de | Reverso: ligera producciéon de microconidios piriformes.
pigmento café, no difusible al | pigmento amarillo-naranja, no Tamaifio (X):
medio. difusible al medio. Microconidios: 4.2 x 2.0um.
Macroconidios: 67.5 x 21.1uym.
"
GT53
_ - ) - Desarrollo abundante de
Anverso: superficie Anverso: superficie - , .
. . - micelio tabicado. Presencia
aterciopelada, crecimiento algodonosa, crecimiento L
. . ) o de numerosos macroconidios
radial y crateriforme, borde radial, borde limitado y regular, .
- e fusiformes, de pared gruesa
Descripcion limitado y regular, de color de color blanco. equinulada: con 6 a 10
blanco. Reverso: ligera produccion de yeq I(')cuI’os
Reverso: pigmentacion pigmento café-amarillo, no ~ Lo .
ausente. difusible al medio. Tamafio macroconidios ():
57.8 x 13.5um.
.\}:o \*‘\ B
A
GT56 Vi
e
Anverso: superficie flocosa Anverso: superficie flocosa D(_esa_r rollo _abundante de
N, (peluda), crecimiento en forma (peluda), crecimiento m|ce||q tabicado. Escasa
Descripcion T e . ' o presencia de macroconidios
de remolino, borde limitado e crateriforme, borde limitado e
irregular, de color blanco.

irregular, de color rosado.

fusiformes, de pared gruesa

y equinulada; con5a 9
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Reverso: ligera produccion de

al medio.

pigmento amarillo, no difusible

pigmento café claro, no
difusible al medio.

Reverso: ligera produccion de

|6culos; escasa presencia de
microconidios piriformes.

Tamafio (X):

Microconidios: 4.0 x 1.4um.

GT60

Macroconidios: 53.7 x 20.5um.

Descripcion

irregular, de color blanco.

al medio.

Anverso: superficie flocosa
(peluda), crecimiento en forma
de remolino, borde limitado e

Reverso: ligera produccién de
pigmento amarillo, no difusible

Anverso: superficie flocosa
(peluda), crecimiento radial,
borde limitado y regular, de

color blanco.
Reverso: ligera produccion de
pigmento amarillo, no difusible
al medio.

Desarrollo escaso de micelio
tabicado. Escasa presencia
de macroconidios fusiformes,
de pared gruesa y
equinulada; con 7 a 11
I6culos.
Tamafio macroconidios (X):

GT61

53.6 x 15.3um.

E D ’
v

Descripcion

Anverso: superficie flocosa

(peluda), crecimiento en forma

de remolino, borde limitado e

irregular, de color blanco.
Reverso: ligera produccion de
pigmento amarillo, no difusible
al medio.

Anverso: superficie
algodonosa, borde limitado y

regular, de color blanco.
Reverso: ligera produccion de
pigmento amarillo, no difusible
al medio.

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Escasa
presencia de macroconidios
fusiformes, de pared gruesa
y equinulada; con 6 a 8
l6culos; escasa presencia de
microconidios piriformes.
Tamafio (X):
Microconidios: 3.7 x 1.2um.
s: 48.8 x 16.2um.

GT64

Anverso: superficie

Macroconidio

A

Descripcion

ligeramente flocosa (peluda),

crecimiento en forma de

remolino, borde limitado e

Anverso: superficie flocosa
(peluda), crecimiento radial,
borde limitado y regular, de

micelio cenocitico y estéril;

Desarrollo abundante de

ausencia de conidios.
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irregular, de color amarillo- color blanco, presencia de

marron, parte del crecimiento “flequillos”.
dentro del medio, centro de Reverso: pigmentacion
color blanco. ausente.

Reverso: ligera produccion de
pigmento amarillo, no difusible
al medio.

GT66

Desarrollo escaso de micelio

Anverso: superficie flocosa - ) .
b Anverso: superficie flocosa tabicado. Escasa presencia

(peluda), crecimiento en forma

de remolino, borde limitado e (peludg),_crecimi_ento radial, de macroconidios fusiformes,
Descripcién irregular, de color blanco- borde limitado e |rr-eguIa’1r_, de de pared gruesa y
amarillo palido. color blanco-qmarlllo pgllldo. equmula,da; con4alo
Reverso: pigmentacion Reverso: pigmentacion ) I6culos. - B
ausente. ausente. Tamafio macroconidios (X):
49.8 x 18.0um.

Mi

GTO1
Anverso: superficie .
pertic Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento - Desarrollo abundante de
) L pulverulenta, crecimiento - : .
radial, borde limitado e radial. borde limitado e micelio tabicado. Presencia
irregular, de color blanco- irre ula'r de color amarillo de numerosos macroconidios
o amarillo palido, presencia de reguiar, . p ” en forma ovalada a eliptica,
Descripcion “flecos” palido, presencia de “flecos”. de pared delgada; con 1 a 2

Reverso: prodtjccién de Reverso: produccion de Iéculos’

pigment6 café-amarillo pigmento amaillo-naranja, Tamafo macrocc;nidios (%):

S - " difusible al medio, presencia '

difusible al medio, presencia de ramificaciones naarrones 14.7 x 8.9um.
de ramificaciones marrones. )
Z o
8.8 [N
b ;¢k\~;_:(‘§
a \ \ .
GT19 A é\;

0‘_\ &
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Anverso: superficie
pulverulenta, borde limitado e
irregular, de color amarillo
palido, presencia de

Anverso: superficie
pulverulenta, crecimiento
radial, borde limitado e
irregular, de color ante-canela.

Desarrollo abundante de
micelio tabicado. Presencia
de numerosos macroconidios
en forma ovalada a eliptica,

Descripcion ramificaciones. =
escripcio a _ caciones. Reverso: produccion de de pared delgada; con 2
Reverso: produccion de igmento amarillo-naranja I6culos
pigmento café, no difusible al pIgrt . 12, ~ Lo _
. . difusible al medio, presencia | Tamafio macroconidios (X):
medio, presencia de o
e de ramificaciones marrones. 16.9 x 8.2um.
ramificaciones marrones.
GT46
. . . =
ANverso: superficie Anverso: superficie
ulverulenta bordICJe limitado e pulverulenta, crecimiento Desarrollo abundante de
bu ' . radial, borde limitado e micelio tabicado. Presencia
irregular, de color amarillo : .
. ) irregular, de color ante-canela, | de numerosos macroconidios
palido, presencia de presencia de formaciones en forma ovalada a eliptica
Descripcion ramificaciones. !
P , 9 algodonosas. de pared delgada; con 1 a 2
Reverso: producciéon de - 5, -
. ! v Reverso: produccion de I6culos.
pigmento café, no difusible al . . . - - _
: : pigmento amarillo-naranja, Tamafo macroconidios (X):
medio, presencia de o . .
P difusible al medio, presencia 15.8 x 8.4um.
ramificaciones marrones. o
de ramificaciones marrones.
Epidermophyton floccosum
1 Q}\""'
MX71 r /,s : £

Descripcion

Anverso: superficie
aterciopelada borde limitado y
regular, de color amarillo,
centro umbilicado, presencia
de formaciones algodonosas
Reverso: produccion de
pigmento amarillo-verdoso, no
difusible al medio.

Anverso: superficie
aterciopelada, borde limitado y
regular, de color amarillo,
centro algodonoso, de color
blanco.

Reverso: produccion de
pigmento café-amarillo, no
difusible al medio.

Desarrollo escaso de micelio
tabicado. Presencia de
macroconidios en forma

clavas, de base delgada y un
extremo romo, con 2 a4

I6culos.
Tamafio macroconidios (X):
22.5 x 7.6um.
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