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La Aspergilosis Invasora (Al) en los hospitales, es una de las enfermedades mas graves
entre los pacientes inmunodeprimidos, y la mayoria de estas infecciones son causadas
por varias especies del género Aspergillus. En México, no existen datos epidemiologicos
fidedignos que permitan conocer la frecuencia de agentes causales de la Al, y el objetivo
del presente trabajo fue identificar aislados de Aspergillus spp., obtenidos de ambientes

intrahospitalarios en la ciudad de México.

Se utilizaron 89 aislados de Aspergillus spp., previamente identificados, a nivel de género
y/o especie y se obtuvieron cultivos monospdricos. De cada uno de éstos, se obtuvo DNA
y se cuantificé para llevar a cabo la PCR, utilizando la secuencia parcial del gene de
actina. Los amplicones obtenidos fueron purificados, secuenciados, editadas y analizadas
con el algoritmo BLAST. Se realizaron y evaluaron alineamientos multiples y se eligio el
mejor modelo evolutivo. Para el analisis filogenético se emplearon los métodos de maxima
verosimilitud (MEGA 6.0), maxima parsimonia (TNT) e inferencia bayesiana (MrBayes
v.3.1.2). Se empled un analisis de bootstrap para estimar el apoyo de las ramas en los
arboles construidos por maxima verosimilitud y maxima parsimonia. Para el arbol
construido por inferencia bayesiana las probabilidades posteriores fueron utilizadas para

estimar la confiabilidad de la topologia.

Las secuencias analizadas a través del algoritmo BLAST, mostraron que en 69 aislados,
hubo correlacion entre su identidad fenotipica y su identidad molecular a nivel de especie,
mientras que 20 aislados sélo mostraron esta correlacion a nivel de Seccion. El analisis
filogenético de los aislados estudiados, mostré gran concordancia entre los tres métodos

utilizados, en los cuales se observé la misma topologia en los arboles obtenidos.

De esta manera, la secuencia parcial del gene de actina, mostré ser una herramienta de
apoyo para la identificacion de especies del género Aspergillus, ya que aislados
identificados fenotipicamente como Aspergillus spp; fueron ubicados en las especies A.

calidoustus, A. niger y A. flavus.
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Las especies de Aspergillus son saprobias, ubicuas en el ambiente y desarrollan
cientos de estructuras de reproduccion asexual (conidios), las cuales son
facilmente transportadas por el viento, como resultado, los humanos se
encuentran expuestos; de manera continua, a cientos de estos conidios. En
huéspedes sanos, los conidios inhalados, se eliminan con éxito por los
mecanismos de defensa mucociliar epiteliales y por los fagocitos residentes. Sin
embargo en individuos con funciones pulmonares alteradas tales como el asma y
la fibrosis quistica, puede causar la aspergilosis broncopulmonar alérgica, una
respuesta hipersensible a componentes de hongos. Otra presentacién clinica es el
aspergiloma, que puede desarrollarse después de la exposicion a los conidios en
cavidades pulmonares preexistentes como lesiones pasadas en pacientes con
tuberculosis. La aspergilosis invasiva (Al), es una enfermedad relacionada
frecuentemente con pacientes severamente inmunocomprometidos, entre los
cuales se encuentran personas con neoplasias hematoldgicas (por ejemplo,
leucemia), pacientes con trasplante de o6rganos solidos y de células madre
hematopoyéticas, pacientes con tratamiento prolongado con corticoides vy
pacientes con inmunodeficiencias genéticas (como la enfermedad granulomatosa
cronica). El factor predisponente mas importante es un defecto cuantitativo o
cualitativo de los neutréfilos, pero el creciente numero de Al en pacientes
inmunocomprometidos sin neutropenia, subraya la importancia de factores
relacionados con la defensa de células no-neutréfilos. Estos mecanismos pueden

incluir el reconocimiento del microorganismo, el reclutamiento de leucocitos
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distintos de los neutrofilos y los mecanismos efectores de células residentes
reclutadas. En general, las tasas de mortalidad varian de 40 a 90% en poblaciones
de alto riesgo y dependen de factores tales como el estado inmune del huésped, el

sitio de la infeccion y el régimen de tratamiento aplicado1.

Las especies del género Aspergillus son la causa mas frecuente de infecciones
invasoras en pacientes inmunocomprometidos. La especie mas comun causante
de Al es A. fumigatus®® perteneciente a la Seccion Fumigati, sin embargo, de
manera importante, recientemente se han reportado otras especies asociadas a
esta patologia.*® Asimismo, el trabajo de Barton® sugiere otras especies, todas

pertenecientes a la Seccién Fumigati, como causantes de Al.

En México, no existen datos epidemioldgicos fidedignos que nos permitan conocer
la frecuencia de los agentes causales de la Al, por lo que el objetivo del presente
trabajo fue identificar aislados de Aspergillus spp., obtenidos de ambientes
intrahospitalarios en la ciudad de México, a través de la secuencia parcial del gene
de actina. Estos aislados fueron previamente identificados a nivel de género y/o
especie, por métodos de macro y micromorfologia, un procedimiento rutinario en la
mayoria de los laboratorios de Micologia para realizar el diagndstico de la
aspergilosis. Sin embargo, este procedimiento no permite la identificacion certera
de especies diferentes pero morfolégicamente y filogenéticamente similares. Asi
que, dada la diversidad de especies del género Aspergillus, los métodos
moleculares han resultado favorables para una identificacién correcta de las
especies’, por lo que la utilizacion del gene de actina para este fin, nos permitira

determinar las especies presentes en ambientes hospitalarios, e identificarlas a



“Utilizacion de la secuencia parcial del gene de actina (act) para diferenciar aislados de Aspergillus spp. obtenidos de ambientes intrahospitalarios”

través de una comparacion molecular entre las secuencias del gene de actina

obtenidas y las secuencias de referencia, asi como su probable papel en las

infecciones nosocomiales.
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Generalidades

Se ha denominado aspergilosis a los distintos sindromes clinicos producidos por
hongos del género Aspergillus, término que fue descrito por primera vez en 1729
por Pier Antonio Micheli, quién evidencié que la cabeza conidial de estos hongos
tenian similitud con un "aspergillum" (instrumento utilizado para dispersar agua
bendita).

La primera descripcién de una patologia provocada por Aspergillus, la hicieron
Meyer y Emmert en 1815, quiénes descubrieron la enfermedad pulmonar; en
1847, Theodor Sluyter publica el primer caso de aspergilosis pulmonar; en 1850,
J.B. Georg W. Fresenius, describe la infeccion en una ave, y la denomina
“aspergilosis”, causada por Aspergillus fumigatus; Rudolph Virchow en 1856,
reportd cuatro casos de aspergilosis broncopulmonar, en ese mismo afo
Sebastian Rivolta describié la enfermedad en caballos; en 1902, Ceni y Besta,
senalaron la existencia de metabolitos de A. fumigatus y A. flavescens, toxicos
para animales; y en 1939, Link publicé el primer caso diseminado de aspergilosis
con lesiones en el SNC. En México, Antonio Gonzales Ochoa en 1951, comunico
el primer caso de aspergilosis en un paciente con infeccién pulmonar®.

Los miembros del género Aspergillus, son hongos filamentosos hialinos, ubicuos
en la naturaleza y de distribucién universal, ya que se ha aislado practicamente de
cualquier sustrato, estan presentes en el suelo, aire, plantas y materia organica en
descomposicion. El polvo de las casas es un nicho ecolégico muy adecuado, asi

como los alimentos, de manera que dada su ubicuidad, se ha demostrado que
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existen altas concentraciones de conidios del hongo, tanto en ambientes
exteriores, como en ambientes interiores. Los hongos del género Aspergillus, son
productores de enfermedades de distribucion universal, que ocasionalmente
pueden aparecer en forma de brotes hospitalarios tras obras de remodelacion
debido a la concentracién de conidios de Aspergillus o por la conduccién de aire
contaminado. Por otro lado, se ha mostrado que algunas especies del género
Aspergillus también forman parte de la microbiota normal orofaringea, de fosas

nasales, tegumentos y del tubo gastrointestinal®°.

Importancia Clinica de la Aspergilosis

Las patologias causadas por Aspergillus son muy diversas e incluyen,
micotoxicosis, reacciones alérgicas, colonizacion e invasion en individuos
inmunocompetentes y enfermedad sistémica con altas tasas de mortalidad en

pacientes inmunocomprometidos, denominada aspergilosis invasora'’.

Aspergilosis Bronco-Pulmonar-Alérgica (ABPA)

Las especies causantes de ABPA, mas comunmente aisladas en ambientes
cerrados, pertenecen al género Aspergillus, contrario a lo que sucede en
ambientes exteriores. La concentracion de conidios de estos hongos en el
ambiente aporta una significativa carga antigénica a la que un individuo puede
estar expuesto, y siendo éste, atépico o hipersensible, se observa una respuesta
inmune exacerbada.

La aspergilosis alérgica es una enfermedad en donde el individuo susceptible no

muestra reaccién inflamatoria y se presenta por exposiciones repetidas a los

9
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antigenos o a los conidios, pero en ausencia de invasion de micelio en el tejido
pulmonar, y cuyos sintomas disminuyen con la administracion de corticoides, el
sindrome es definido por bronquiectasias, asma, infiltrados pulmonares, reaccion
cutanea (+) a los antigenos aspergilares y presencia de tapones. Se presenta en
el 20% de los pacientes alérgicos y en el 5-10% de pacientes con fibrosis quistica.
El esputo presenta aspecto sanguinolento y gelatinoso. Las imagenes
radiograficas muestran infiltrados o sombras, y un tipo migratorio de neumonia.
Los cambios radiograficos son caracteristicos de la enfermedad.

Latgé " (1999) define los siguientes criterios como necesarios para el diagndstico
de ABPA: asma, eosinofilia periférica (mayor a 1000/mm3), reactividad cutanea a
los extractos de A. fumigatus, elevados niveles séricos de IgE e historia de
infiltrados pulmonares. El paciente puede expectorar tapones mucosos que
incluyen filamentos, cristales de Charcot-Layden y eosindfilos. Por otro lado, se
considera que el asma, las reacciones cutaneas positivas para antigenos
aspergilares, los infiltrados pulmonares, la eosinofilia periférica vy
consecuentemente el aumento de IgE, asi como la presencia de Ac tipo
precipitinas y los cultivos positivos, son parametros suficientes para llegar al
diagnostico de ABPA."

Aspergilomas

Es una patologia que involucra cavidades preformadas, ya sea por tuberculosis
(TBC) o por sarcoidosis, donde se alojan masas proteicas que incluyen desarrollo
saprofitico de formas fungicas semejantes a micetomas, lo que le da el aspecto de

bola, pero sin invadir paredes u otros tejidos. Frecuentemente se presenta con
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hemoptisis, debido a la liberacion de enzimas proteoliticas y a la friccion mecanica
que provocan las masas fungicas.

El aspergiloma puede ser el resultado de ABPA al alojarse en un bronquio
ectatico; clinicamente se manifiesta igual que la ABPA pero se caracteriza por
hemoptisis severa. En el estudio inmunolégico de estos pacientes se observan
titulos de IgE e IgG, y reacciones cutaneas (+).

Es importante sefalar que Kac et al.”

, realizaron un estudio retrospectivo de las
aspergilosis en un hospital de Paris, y observaron que los aspergilomas se
encuentra en franco descenso a lo largo del tiempo, ya que en 1981
representaban el 65% de la patologia aspergilar y en 1992 descendio hasta el
20%, ademas la edad promedio de presentacion es entre 50 y 60 afios. Otras
localizaciones extrapulmonares de estas “bolas fungicas” son los senos
paranasales y la vejiga.
Aspergilosis invasora (Al)

La Al es una entidad clinica que ha tomado importancia en afnos recientes, las
formas clinicas locales mas frecuentes de Al tienen lugar a nivel pulmonar y en
senos paranasales, aunque también pueden afectar el tracto gastrointestinal o la
piel, por inoculacién directa’.

El hecho de contraer esta enfermedad depende de la susceptibilidad del huésped,
principalmente en aquellos que poseen una marcada neutropenia o neutréfilos con
funcionalidad deficiente, por lo tanto los individuos mas susceptibles son los
pacientes con enfermedades neoplasicas, granulocitopenia y sometidos a

corticoterapia. Se han realizado estudios para investigar el aumento de la

habilidad invasora de A. fumigatus y A. flavus en pacientes con sindrome de
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Cushing y/o con corticoterapia prolongada, pudiendo asociarse con la alteracion
de la capacidad fagocitica de los macrofagos y a la disfuncion de los neutrdfilos,
sumado al estimulo que le provee la hidrocortisona (in vitro). En pacientes HIV (+)
se presenta conjuntamente con otra patologia del arbol bronquial o con una
funcion defectuosa de los neutrdfilos, provocando una invasividad exacerbada,
aunque la asociacion de HIV con la Al es controvertida.

La Al puede cursar con una sintomatologia inespecifica. La clasica triada descrita
en pacientes neutropénicos asocia: fiebre, dolor pleuritico y hemoptisis. No
obstante, en cualquier paciente con factores de riesgo, la presencia de sintomas
respiratorios junto a la presencia de nédulos o infiltrados pulmonares debe sugerir
una aspergilosis pulmonar. En estos pacientes, los hallazgos iniciales suelen
incluir nédulos con un contorno atenuado a su alrededor (signo del halo), que
refleja hemorragia y edema circundante a la lesion.

La Al en los hospitales se ha convertido en una de las enfermedades mas graves
entre los pacientes inmunocomprometidos, particularmente en pacientes que se

encuentran en las unidades de trasplante de médula 6sea’"

y la mayoria de
estas infecciones son causadas por A. fumigatus, seguida de A. flavus, A. niger y
A. terreus. Aunque, en algunos paises desarrollados, A. terreus predomina sobre
A. fumigatus, ya que se observan con frecuencia casos de Al ocasionados por
este hongo16'17. En los ultimos anos, también se ha descrito un aumento en el
numero de casos de Al ocasionados por otras especies del género Aspergillus,
como son A. versicolor Seccion Nidulantes, A. ustus Seccidon Usti, A. nidulans

Seccion Nidulantes y A. glaucus® Seccion Aspergillus. Asimismo el trabajo de

Barton® sugiere, ademas de A. fumigatus, a A. lentulus, A. novofumigatus y A.
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fumigatiaffinis, todos ellos pertenecientes a la Seccidon Fumigati y la especie
teleomorfica Neosartorya udagawae, como causantes de Al.

Por otro lado, la ubicuidad de estas especies en la atmdsfera pueden explicar los
brotes de aspergilosis nhosocomial, debido a la alta concentracion de esporas en
los ambientes intrahospitalarios, ocasionados por trabajos de construccion, o a los
sistemas de ventilacion deficientes o contaminacién de agua'®'9%°2'22 | g
aparicion de estos brotes ha conducido al establecimiento de medidas
profilacticas, como es el uso de filtros de aire de alta eficiencia para la captura de
particulas, sin embargo, su uso solamente ha reducido el nivel de contaminacion
del aire del hospital y el riesgo de infeccion durante los trasplantes de médula
dsea, pero no ha resuelto el problema de enfermedades tardias?®. Ademas,
muchos casos de Al han ocurrido incluso bajo condiciones de flujo laminar. Como
resultado, la Al sigue siendo la principal causa de mortalidad entre los pacientes
trasplantados en el ambito hospitalario®*%. Esta falta de conocimiento acerca del
reservorio del inéculo de infeccidn ha motivado la implementacién de estudios
epidemioldgicos con datos de tipificacion gendmica para investigar la naturaleza

de las infecciones nosocomiales por Aspergillus y para identificar la fuente del

indculo®®.
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Caracteristicas Morfolégicas de las Principales Especies

Patégenas de Aspergillus

Tradicionalmente, la identificacion de las especies de Aspergillus en los
laboratorios de Microbiologia clinica se apoya en el aislamiento del hongo y el
registro de sus caracteristicas a nivel macro y microscépico, ya que hasta antes de
la utilizacion de las herramientas de diagndstico molecular, s6lo A. fumigatus, A.
flavus, A. niger y A. terreus se reconocian fundamentalmente, como causantes de
aspergilosis. Sin embargo, en los ultimos afios se han registrado nuevas especies
del género Aspergillus, asociados con infecciones clinicas, lo que resulta de gran
importancia ya que debe revalorarse la comprension de la epidemiologia, el
diagndstico de laboratorio y el tratamiento de las infecciones causadas por estos
hongos.

Uno de los principales sistema de identificacién para especies de Aspergillus es el
propuesto por Klich y Pitt?” (1988), quienes utilizan tres medios de cultivo y dos
temperaturas de incubacion, ademas sugieren que cada cepa debe sembrarse en
dos cajas de medio de cultivo CYA (Agar Exracto de Levadura-Czapek) y una en
MEA (Agar Extracto de Malta), una de las placas de CYA, adicionada con 20% de
sacarosa, y la placa de MEA, se incuba a 37 °C y la restante a 25 °C. Tras siete
dias de incubacion se procede a la observacion de las caracteristicas morfoldgicas
macroscopicas y microscopicas de los cultivos. Las principales caracteristicas
macroscopicas consideradas son: diametro de las colonias, coloracion del anverso
y del reverso de las colonias, presencia de esclerocios, presencia de gotas de

exudado, presencia de pigmento difusible y textura de las colonias. Mientras que
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las principales caracteristicas microscopicas son: disposicion de las métulas o
fialides sobre la vesicula, longitud y ancho de los estipes, forma y diametro de las
vesiculas, longitud y ancho de las métulas y fialides, forma, diametro,
ornamentacion y color de los conidios, forma, tamafio y color de las células de

Hulle y forma, tamafio y color de las ascosporas.

Asimismo, las caracteristicas morfolégicas coloniales de las principales especies
patdogenas para el hombre son: A. fumigatus presenta colonias son planas,
ilimitadas, polvosas, aterciopeladas 6 algonodosas, de color verde botella, blanco
0 grisaceo y en ocasiones presentan un halo micelial blanco o rosa alrededor de la
colonia, al reverso incoloro, rojo 6 amarillento y raras veces se ve un pigmento de
color ocre; A. flavus presenta colonias de aspecto pulverulento, son ilimitadas,
polvosas o aterciopeladas, de color verde amarillento brillante; al reverso algunas
cepas producen pigmento café ligeramente difusible, incoloro 6 amarillento; A.
niger presenta colonias planas, granulosas, punteado negro e ilimitadas; color
blanco amarillento al reverso, generalmente no presentan pigmento, cuando lo
producen es de color amarillento; A. terreus presenta colonias aterciopeladas
ilimitada, pulverulenta, granulosa, de color beige-café 6 marréon achocolatada con
un halo micelial blanco, café 6 sin pigmento al reverso®. El cuadro 1 muestra
algunos ejemplos de la morfologia colonial de las principales especies del género

Aspergillus, que causan enfermedades en el hombre?*%°.
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CUADRO 1. Morfologia colonial de especies del género Aspergillus
AISLADO ANVERSO REVERSO
55DHJ

A. niger

88CHJ

A. niger

262AHJ

A. fumigatus

385BHJ

A. fumigatus

323CHJ

A. flavus

B17HJ

A. terreus
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Taxonomia

La taxonomia de Aspergillus spp. y sus teleomorfos ha sufrido importantes
cambios, principalmente durante los ultimos afios. Desde 1965, el texto por
excelencia sobre el género ha sido "The genus Aspergillus" de Raper y Fennell*
(1995), quiénes hasta ese momento, aceptaban 132 especies, subdivididas en 18
grupos. Sin embargo, Gams®' et al. (1985), reclasificaron el género y lo dividieron
en 6 subgrupos, cada uno a su vez, subdividido en una o mas secciones (cuadro

2).

Cuadro 2. Clasificacion del género Aspergillus, segun Gams et al. (1985)

Subgénero Seccion Singnimo * Especie tipo Teleomorfo
Aspergillus Aspergillus Grupo A. glaucus A glaucus Eurotium
Restricti Grupo A. restrictus A. restrictus -
Fumigat Fumigati Grupo A. fumigatus A. fumigatus Neosartorya
Cenvini Grupo A. cervinus A cervinus -
Omati Grupo A. omatus A omatulus Warcupiella, Sclerocleista, Hemicarpenteles
Clavati Clavat Grupo A. clavatus A clavatus -
Nidulantes Nidulantes Grupo A. nidulans A. nidulans Emericella
Versicolores Grupo A. versicolor A. versicolor -
Usti Grupo A. ustus A ustus -
Temei Grupo A. terreus A terreus -
Flavipedes Grupo A. flavipes A flavipes Fennellia
Clrcumaati Wenti Grupo A. wenti A. wenli -
Flav Grupo A. flavus A flavus -
Nigri Grupo A. niger A. niger -
Circumdati Grupo A ochraceus A ochraceus Petromyces
Candidi Grupo A. candidus A candidus -
Cremel Grupo A. cremeus A. cremeus Chaeosartorya
Sparsi Grupo A. sparsus A. sparsus -

a: adaptada de Gams ef al [12]
b: grupos establecidos por Rapery Fennal [6]
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Samson® et al. (36) 2007, reclasificaron el género Aspergillus en 25 diferentes
especies, 8 anamorfos (A. brevipes, A. duricaulis, A. fumigatus, A. fumigatiaffinis,
A. lentulus, A. novofumigatus, A unilateralis y A. viridinutans) y 17 telemorfos (N.
aurata, N. aureola, N. coreana, N. fennelliae, N. fischeri, N. glabra, N. lacinosa, N.
spinosa, N. quadricincta, N. stramenia, N. spathulata, N. hiratsukae, N.

pseudofischeri, N. tetenoi, N. mulplicata, N. udagawae y N. sublevispora).

Por otro lado, Hong®® et al. (2008), con base en un enfoque polifasico utilizando
criterios morfolodgicos, produccidn de extrolitos y secuencias parciales de los
genes de B-tubulina, calmodulina, y actina, proponen tres nuevas especies de
Neosartorya (N. denticulata, N. assulata y N. galapagensis) y una nueva especie
de Aspergillus de la seccién Fumigati (A. turcosus), de manera que la
reclasificacion del género Aspergillus contempla hasta ese momento 39 especies

diferentes, 29 teleomorfos y 10 anamorfos.

Krimitzas®* et al. (2013), estudiaron aislados de diferentes especies de Aspergillus
procedentes de Grecia y los examinaron utilizando criterios morfolégicos y
moleculares para explorar la diversidad de este género. La relacion filogenética de
estas especies se determind utilizando secuencias de la region ITS, IGS y
secuencias de los genes nucleares [B-tubulina y rpb2, ademas de dos genes
mitocondriales, rns y cox1. Ademas, esta relacion filogenética fue inferida a través
de neighborn joining, maxima parsimonia e inferencia bayesiana. Sus resultados
mostraron siete clados bien apoyados dentro del género Aspergillus vy

consideraron ~250 especies agrupadas en 18 secciones y 6 subgrupos.
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Un trabajo mas reciente realizado por Samson® et al. (2014), con base en
secuencias de ITS, calmodulina, B-tubulina y RPB2, ademas de secuencias
disponibles en el GenBank, y considerando los cambios sugeridos en el Codigo
Internacional de Nomenclatura para algas, hongos y plantas, de un nombre-una
especie, y manteniendo a Aspergillus como género, en lugar de utilizar géneros

mas pequenos, considera para este género, 339 especies.

Importancia de la Identificacion de Especies de Aspergillus

Los procedimientos para diferenciar especies unicas, resulta de gran importancia,
por ejemplo, A. fumigatus Seccidon Fumigati, A. flavus Seccion Flavi, A. terreus
Seccion Terrei, A. ustus Seccion Usti, A. lentulus Seccidén Fumigati, A. versicolor
Seccion Nidulantes y A. niger Seccidon Nigri, han mostrado diferente potencial de
virulencia y susceptibilidad in vitro a los antifingicos®.

Hasta el momento, no existe un método (morfoldgico, fisiolégico o molecular)
completamente eficaz en el reconocimiento de especies. Sin embargo, los
marcadores moleculares disefiados con base en las secuencias de DNA variables,
proporcionan los mejores medios para identificar, inferir relaciones y determinar

variabilidad genética, entre los miembros del género Aspergillus=>".

Balajee et al.*®

, examinaron la diversidad genética de aislados clinicos
identificados previamente como A. fumigatus Seccion Fumigati, a través de la
técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Sus resultados
mostraron la presencia de al menos tres especies distintas: A. lentulus, A.

udagawae y A. fumigatus, todos pertenecientes a la Secciéon Fumigati, indicando

que los métodos fenotipicos para identificar estos hongos, son insuficientes para
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distinguir entre especies morfologicamente similares pero genéticamente distintas
dentro de la Seccién Fumigati. Ademas de evidenciar que la susceptibilidad
diferencial a diversos antifungicos por parte de estas especies, puede ser
responsable de algunas fallas terapéuticas registradas en los pacientes.

Por otro lado, Hong et al.*®

utilizaron un enfoque polifasico, con base en la
morfologia, la produccion de extrolitos y las secuencias parciales de los genes de
B-tubulina, calmodulina y actina, para proponer tres nuevas especies de
Neosartorya (N. denticulata, N. assulata y N. galapagensis) y una nueva especie
de Aspergillus (A. turcosus).

Un trabajo desarrollado por Van et al.%°, dirigido para distinguir entre dos tipos de
aislados (A. fumigatus var. fumigatus y A. fumigatus var. ellipticus), a través del
analisis de restriccion de un fragmento del gene rodA (que codifica para una
hidrofobina) utilizando la enzima de restriccion Hinfl, reveld la presencia de un
polimorfismo de un solo nucledtido en cinco posiciones de este fragmento, lo que
permitié distinguir entre A. fumigatus var. fumigatus y su variante ellipticus.

Otras estrategias recientemente utilizadas para la identificacion de especies de
Aspergillus, son la amplificacion y secuenciacion de regiones ITS y de los genes
de B-tubulina y calmodulina, reportadas por Tam et al.*’.

De manera que, la aparicion de nuevas especies en los ultimos afos, hace

necesaria la identificacion precisa de los hongos para establecer un diagnéstico y

tratamiento eficaz*?.
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Patogenia

Los hongos del género Aspergillus, particularmente A. fumigatus, uno de los mas
importantes patogenos para el hombre, es un ejemplo de lo que se denomina
"patogeno oportunista”, es decir, suele afectar a pacientes con mecanismos de

defensa comprometidos.

Los conidios de A. fumigatus que alcanzan los alvéolos pulmonares son incapaces
de resistir la respuesta inmune de huéspedes inmunocompetentes porque el
hongo carece de factores de virulencia especializados. Sin embargo, los pacientes
que son sometidos a trasplantes de organos, quimioterapia contra el cancer, o
tienen enfermedad granulomatosa crénica (EGC), como wuna condicion
subyacente, son altamente susceptibles a la infeccion por el hongo porque los
conidios inhalados pueden adaptarse de manera eficiente a la fisiologia alterada
del entorno en el huésped. Esto indica que la habilidad de adaptacion de A.
fumigatus al medio ambiente humano, aunque exitosa, es secundaria al estado
inmune del huésped. Los conidios inhalados germinan facilmente a 37 °C, que es
la temperatura corporal de mamiferos y la temperatura 6ptima tanto para la
germinacidon como para el crecimiento del hongo. Durante este periodo de
crecimiento inicial, A. fumigatus responde al estrés impuesto por el medio
ambiente del huésped mediante la utilizacion de un programa de expresidén génica
altamente coordinado que permite la adaptacion a la limitacion de hierro, nitrégeno
y escasez de glucosa, el estrés alcalino, y otras condiciones desfavorables. Todas
estas caracteristicas indican que A. fumigatus esta equipado para crecer en una

amplia gama de condiciones desfavorables en la naturaleza, por lo que el medio
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ambiente de un huésped inmunocomprometido constituye otra condicion adversa

a la que el hongo puede adaptarse con éxito™®.

A. fumigatus, es el principal agente causal de la Al, la cual se ha incrementado en
los ultimos anos. Este agente tiene caracteristicas particulares que le hacer ser
exitoso como patdégeno. A. fumigatus cual se puede aislar a partir de una amplia
variedad de sustratos durante todo el afo, en la mayor parte del mundo. Aunque
este hongo crece de manera 6ptima a 37 °C y en un rango de pH 3.7 a 7.6, puede
ser aislado de materia organica en descomposicion y en suelos donde las
temperaturas oscilan entre 12° y 65 °C y el pH oscila entre 2.1- 8.8. Se ha
demostrado que A. fumigatus es un hongo reciclador eficiente en la naturaleza, ya
que posee un metabolismo versatil que le permite obtener sus requerimientos
nutricionales en diferentes condiciones ambientales. La presencia de numerosas
glicosilhidrolasas y proteinasas extracelulares en el genoma de A. fumigatus dan
evidencia de la capacidad del hongo para degradar polisacaridos de las paredes
celulares de plantas y adquirir fuentes de nitrégeno. La termotolerancia de A.
fumigatus es aun mas notable en las ascosporas, los propagulos producidos en el
ciclo sexual. Las ascosporas de A. fumigatus estan protegidas por una pared
extraordinariamente gruesa en comparacion con otros Aspergillus, tales como A.
nidulans. Estas estructuras germinan aun después de calentarlas a 70 °C, durante
30 minutos y pueden sobrevivir en estas condiciones. Aunque A. fumigatus no
logra crecer a temperaturas por debajo de 12 °C, sus conidios pueden tolerar
tensiones impuestas por congelacion durante periodos prolongados. Dependiendo

de la cepa, los conidios del hongo pueden sobrevivir en nitrogeno liquido durante
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un maximo de 18 afios. Los conidios de A. fumigatus también puede tolerar la
deshidratacion durante periodos prolongados, sobreviviendo por mas de 60 afios.
La amplia distribucion de A. fumigatus en la naturaleza también puede ser
explicada por la presencia de sistemas de defensa exitosos tales como la
produccion de metabolitos secundarios potentes y bombas de eflujo. El genoma
de A. fumigatus contiene 22 grupos de genes del metabolismo secundario y 16 de
estos metabolitos se han identificado, incluyendo la gliotoxina. EI genoma de A.
fumigatus también es abundante en enzimas especificas tales como las catalasas,
superéxido dismutasa y glutation transferasas para la detoxificacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Todas estas caracteristicas, le permiten al hongo
sobrevivir y propagarse en condiciones que son perjudiciales para una amplia

gama de otros organismos ambientales, haciéndolo exitoso en la naturaleza.

A pesar de la importancia demostrada de la aspergilosis, fundamentalmente en
huéspedes inmnunocomprometidos, en México no existen datos epidemioldgicos
fidedignos que nos permitan conocer la frecuencia de estos hongos en ambientes
intrahospitalarios, dada la ubicuidad de éstos en el ambiente, ni el numero de
casos de Al causados por diferentes especies de Aspergillus, lo que es de suma
importancia ya que como se ha descrito anteriormente, durante los ultimos anos
han aparecido nuevas especies responsables de Al, lo que ha motivado la
implementacion de estudios epidemiolégicos con datos de tipificacion gendmica
para investigar la naturaleza de las infecciones nosocomiales por Aspergillus. De

manera que el objetivo del presente trabajo fue utilizar la secuencia parcial del
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gene de actina para identificar aislados de Aspergillus spp. obtenidos del ambiente

de dos hospitales de la ciudad de México.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de la escasa informacidon existente sobre la epidemiologia de la Al en
nuestro pais, como se ha mencionado anteriormente, los datos no oficiales
sugieren que la frecuencia de esta micosis ha ido en aumento, debido entre otras
cosas, a la ubicuidad del hongo en la naturaleza y al aumento de pacientes
inmunocomprometidos, en donde las poblaciones de Aspergillus spp. que se
encuentran en el ambiente son un factor de riesgo para contraer la enfermedad.

En México, no se han llevado a cabo estudios en hospitales para conocer con qué
frecuencia se encuentra Aspergillus spp. en el ambiente, ni tampoco se ha llevado
a cabo un trabajo que permita distinguir a nivel molecular entre aislados del
género Aspergillus, por lo que este trabajo representa una aportacion a la

epidemiologia molecular del género Aspergillus en México.

HIPOTESIS

Si es posible amplificar la secuencia parcial del gene de actina, a partir de DNA
obtenido de aislados de Aspergillus spp, entonces sera posible discriminarlos a

nivel de especie.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar aislados de Aspergillus spp. obtenidos en ambientes intrahospitalarios

utilizando la secuencia parcial del gene de actina.

Objetivos particulares

1. Obtener cultivos monospdricos de Aspergillus spp. obtenidos en
ambientes intrahospitalarios.

2. Obtener DNA gendmico de los cultivos monosporicos de
Aspergillus spp. obtenidos en ambientes intrahospitalarios.

3. Normalizar las condiciones de reaccion para la amplificacion de la
secuencia del gene de actina.

4. Realizar la PCR con todos los aislados incluidos en el estudio.

5.  Purificar los amplicones obtenidos en la PCR de todos los aislados

de Aspergillus spp.

6. Obtener las secuencias de los amplicones obtenidos con el gene
de actina.

7. Analizar las secuencias obtenidas y ubicar los aislados en las

diferentes Secciones por inferencia filogenética
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MATERIAL Y METODOS
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Aislados de Aspergillus spp. Se utilizaron 89 aislados de Aspergillus spp.,

obtenidos de ambientes de dos hospitales de la ciudad de México, el Hospital

Juarez de México y el Instituto de Oftalmologia “Fundacion de Asistencia Privada

Conde de Valenciana”, previamente identificados a nivel de género y/o especie, a

través de sus caracteristicas micro y macromorfolégicas (Cuadro 1).

Cuadro 3. Aislados de Aspergillus spp. obtenidos de
ambientes en dos hospitales de la Ciudad de México

Hospital Juarez de México

Numero de aislado

385BHJ
B18HJ
B11HJ
B23HJ
411AHJ
B43HJ
392AHJ
B21HJ
100AHJ
435AHJ
270BHJ
B4HJ
262AHJ
394AHJ
B20HJ
373CHJ
312BHJ
314AHJ
387AHJ
412AHJ
395AHJ
50CHJ
264AHJ
140AHJ

Especie y/o género
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger

Aspergillus niger

Instituto de Oftalmologia
“Fundacion de Asistencia Privada
Conde de Valenciana

Numero de aislado

233ACV
A36CV
A35CV
A10CV
235ACV
257CCV
176ACV
9ACV
222ACV
A28CV
202BCV
281CCV
284BCV
217ACV
243ACV
103BCV
220ACV
314BCV
A13CV
166ACV
381DCV
A26CV
219ACV
31ECV

Especie y/o género
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspegillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger

Aspergillus niger
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B25HJ
250AHJ
B49HJ
87BHJ
B27HJ
B13HJ
146AHJ
88CHJ
373AHJ
B34HJ
B39HJ
B52HJ
55DHJ
B12HJ
360BHJ
316AHJ
312AHJ
55CHJ
323CHJ
57BHJ
370BHJ
369BHJ

Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus

Aspergillus spp.

A25CV
307ACV
2ACV
88CCVv
A39CV
335BCV
87ACV
24CCvV
27DCV
24DCV
A38CV
24BCV
A17CV
A40CV
A15CV
237CCV
343BCV
237BCV
283ACV

Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus terreus
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.

Secuencias de referencia. Para el

analisis filogenético se utilizaron 17

secuencias de referencia obtenidas del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

(Cuadro 2), correspondientes a diversas especies del género Aspergillus y una

secuencia de Trichoderma reesei como grupo externo.
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Cuadro 4. Secuencias de referencia

Numero Accesso Especie y/o genero  Seccion
(GenBank)

EF591712.1 Aspergillus ustus Usti
EF591710.1 Aspergillus puniceus Usti
EF591709.1 Aspergillus pseudodeflectus  Usti
FN908395.1 Aspergillus calidoustus Usti
EU076351.1 Aspergillus insuetus Usti
EF591713.1 Aspergillus flosus Usti
AB894615.1 Aspergillus fumisynnematus Fumigati
AB894620.1 Aspergillus lentulus Fumigati
DQ094848.1 Aspergillus brevipes Fumigati
DQ534108.1 Aspergillus fumigatus Fumigati
HE974402.1 Aspergillus unilateralis Fumigati
DQ094865.1 Aspergillus fumigatiaffinis Fumigati
DQ094868.1 Aspergillus novofumigatus Fumigati
AY704271.1 Aspergillus niger Nigri
NW_001884660.1 Aspergillus oryzae Flavi
NT-165933.1 Aspergillus terreus Terri

NW_006711174.1 Trichoderma reesei Grupo externo

Obtencion de cultivos monospoéricos. A partir de cada uno de los aislados
utilizados (Cuadro 1), crecidos durante 1-2 semanas en agar-Mycobiotic (Bioxon,
México) a 30 °C, se obtuvo una suspension de conidios en 1 mL de amortiguador
de fosfatos (pH 7.4) y 0.05% Tween 20 (PBST). Esta suspension fue diluida
1:1000 y se tomaron 50 pL de esta dilucion para sembrarla en caja de Petri
conteniendo medio agar-Mycobiotic (Bioxén) para plaquear. Las cajas fueron
incubadas a 30 °C y revisadas hasta observar crecimiento colonial, se seleccioné
so6lo una colonia por cada placa, tomando en cuenta que ésta se encontrara
independiente de colonias cercanas y una vez separada, ésta fue transferida a
otra caja e incubada a 30 °C hasta observar crecimiento y esporulacion de la

colonia.

Preservacion de cultivos monospdéricos. Los cultivos monospéricos obtenidos

como se describid anteriormente, fueron resembrados en tubos con agar
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Sabouraud (Bioxdn) e incubados a 30 °C hasta obtener esporulacion abundante.
Posteriormente, se adiciond a cada tubo, 1.5 mL de solucion salina 0.85%
afiadiendo 0.05 mL de PBS-Tween 20 (PBST), se agito para obtener una
suspension homogénea de conidios. Enseguida se transfirieron 130 puL de esta
suspension, a tubos de plastico con tapa de rosca (10 tubos), conteniendo 1 mL

de agua estéril cada uno, para su preservacion a 4 °C.

Obtencion de DNA genémico. A partir de cada cultivo monospédrico de
Aspergillus spp. sembrado en tubo con agar-papa-dextrosa (Bioxon), se obtuvo
una suspension de conidios de la siguiente manera: se agreg6 a cada tubo 1 mL
de PBST y se resuspendi6 por agitacion en vortex (Daigger, USA), posteriormente
se sembré en 50 mL de medio liquido YPD, inmediatamente se incubd a 37 °C en
agitacion durante 2 dias o hasta observar crecimiento micelial. Se cosecho
individualmente la biomasa micelial de cada aislado por filtracion al vacio,
utilizando un embudo Kitasato con papel filtro estéril. Enseguida, se lavé el micelio
con agua Milli Q estéril y se elimind la mayor cantidad de agua posible,
posteriormente, la extraccién del DNA se llevo a cabo con el Kit DNeasy Plant Mini
(Qiagen, USA), de la siguiente manera: se tomaron aproximadamente 100 mg de
masa micelial seca y se depositaron en microtubos de 1.5 mL que contenian 0.2 g
de perlas de vidrio estériles (400 a 455 pm de diametro), enseguida se adicionaron
400 yL de amortiguador de lisis AP1 del Kit (Qiagen). Para la ruptura de las
células, se utilizaron las condiciones reportadas por Duarte-Escalante et al.*, es
decir, 6 periodos de 40 s a 6 m/s, con 5 min de enfriamiento en hielo entre cada

periodo. Después de romper el micelio, se adicionaron 4 yL de RNAsa (100
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mg/mL), se agité vigorosamente en el vortex y se incubd la mezcla por 10 min a 65
°C, mezclando 2 6 3 veces por inversion. Pasados 10 min, se adicionaron 130 pL
del amortiguador AP2 y se incubd por 5 min en hielo y se centrifugd durante 5 min
a 13 200 rpm. Se transfirio el volumen total del sobrenadante a la columna lila
QIAshredder mini spin, sostenida en un tubo colector de 2 mL para centrifugar a
13 200 rpm por 2 min. Se cuantifico el volumen del sobrenadante obtenido en el
tubo colector y éste fue transferido a un tubo nuevo, y se adicionaron 1.5
volumenes del amortiguador AP3/E. La mezcla se resuspendié con ayuda de una
micropipeta y se tomaron 650 pL de ésta, para transferirlos a la columna blanca
DNeasy mini spin, sostenida en un tubo colector de 2 mL y se centrifugd 1 mina 9
000 rpm desechando el sobrenadante obtenido. Se repitid este paso hasta pasar
todo el volumen por la columna blanca. Posteriormente, se cambi6é el tubo
colector, y se realizaron dos lavados con 500 uL del amortiguador AW, el primero
se centrifugd por 1 min a 8 000 rpm y el segundo 2 min a 14 000 rpm. Por ultimo,
la columna se colocé en un tubo Eppendorf nuevo de 1.5 mL, adicionando a la
columna, 100 yL de agua Milli Q, se dejo incubar por 5 min a temperatura
ambiente y se centrifugd por 1 min a 8 000 rpm para eluir, y se realizé6 una
segunda elucion con 50 pyL de agua Mili Q. La concentracion de los DNAs
obtenidos se determiné por espectrometria a 260 nm (DeNovix DS-11, USA), y se
realizaron por duplicado. Los resultados se corroboraron por electroforesis en gel
de agarosa al 1.0% tefido con 0.8 pL/100 mL de GelRed 10,000X (Biotium, USA)
en una camara de electroforesis, comparando con diferentes concentraciones de
fago A (GIBCO BRL®, USA) de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL, dejandolo correr por un

tiempo aproximado de 45 minutos a 100 V y para visualizarlo se utilizé un
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fotodocumentador GelDoc™XR (Bio-Rad USA).

Posteriormente, el DNA de cada uno de los aislados de Aspergillus spp. fue diluido
en agua Milli Q para obtener una concentracion final de 10 ng/uL para su

utilizacién en los ensayos de PCR.

PCR utilizando la secuencia parcial de gene de actina. Se utilizé el método
descrito por Carbone y Konh’, el cual utiliza oligonucleétidos que delimitan una
region de 300 pb. Se emplearon las siguientes condiciones iniciales en un
volumen de reaccion de 20 pL: de 0.2-0.5 ng en 10uL de DNA, en un volumen de
reaccion de 20 uL, amortiguador 1X, 200 uM de dNTPs (Applied Biosystems,
USA), 2 mM de MgCl,, 0.5 U de Taq polimerasa (Applied Biosystems) y 0.5 pmol
de cada oligonucledtido Act-783R-(5-"TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3") y Act-
512F-(5-ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3), (Sigma-Aldrich, USA), con el
siguiente programa; un hold a 95 °C por 8 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 15
s, 55 °C por 20 s,y 72 °C por 60 s, con un paso de extension final a 72 °C por 5
min. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Esco
Swift®Maxi™ThermalCycler Block (Esco, Singapore). Los productos amplificados
fueron separados en geles de agarosa al 2% tefiido con GelRed 10000X (Biotium)
en amortiguador TBE 0.5 X (Tris-base 45 mM, acido borico 45 mM, EDTA 1 mM) a
100 V por un tiempo aproximado de 60 min. Se utilizé el marcador de tamafio
molecular de 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, USA). El gel fue visualizado en un
fotodocumentador Gel Doc™ XR (Bio-Rad). Para obtener las condiciones 6ptimas
para la PCR, se realizaron curvas de DNA, Tag polimerasa, oligonucleétidos,
MgCl, y pruebas de temperatura de alineamiento.
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Purificacion de amplicones obtenidos por PCR. Los amplicones obtenidos en
la PCR se purificaron con el kit QUIAquick Gel Extraction kit (Quiagen, USA),
segun las indicaciones del fabricante; Brevemente, se colocaron 25 pL del
producto de amplificacién de cada aislado junto con 2 yL del amortiguador, en un
gel de agarosa al 2% tefiido con GelRed 10,000X (Biotium), en amortiguador TBE
0.5 X. El corrimiento de la electroforesis se llevé a cabo a 100 V durante un tiempo
aproximado de 90 min o hasta que el marcador se desplegara correctamente, una
vez concluido el corrimiento, se observé el gel a través de un transiluminador de
luz UV y se cortaron las bandas amplificadas, se elimin el exceso de agarosa y
enseguida las bandas fueron colocados en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Se
adicionaron 3 volumenes de amortiguador QG y los tubos fueron incubados a 50
°C por 10 min, mezclando de 2-3 veces durante la incubacion, se agregaron 800
ML de esta mezcla a la columna QIAquick spin (para unir DNA), soportada en un
tubo de coleccion de 2 mL, y se centrifugd por 1 min a 13 000 rpm, se descarto el
liquido colectado en el tubo de coleccién. Se repitid este paso hasta pasar todo el
volumen por la columna, posteriormente se adicionaron 500 yL de amortiguador
QG a la columna QIAquick (para remover todos los restos de agarosa) y se
centrifugd por 1 min a 13,000 rpm. Posteriormente, para lavar la muestra, se
agregaron 750 pyL de amortiguador PE a la columna y se centrifugdé por 1 min a
13,000 rpm, se descarté el amortiguador PE y se repitié este paso, sin adicionar
mas amortiguador PE, para remover por completo el etanol residual. Se colocé la
columna QIAquick en un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril para eluir el DNA y se
agregaron 30 pyL de agua Milli Q en el centro de la membrana de la columna

QIAquick, se dej6 incubar por 1 min a temperatura ambiente y posteriormente se
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centrifugd por 1 min a 13,000 rpm, obteniéndose asi el DNA purificado. Para
corroborar el tamafo, concentracién y la pureza del amplicon se realizdé una
electroforesis en gel de agarosa al 2%, de acuerdo a las condiciones descritas

anteriormente.

Secuenciacién. Los amplicones purificados fueron enviados para secuenciar en
ambas direcciones, a la Unidad de Biologia Molecular, Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM, utilizando un secuenciador automatizado ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems). Las secuencias fueron editadas usando los programas Chromas Lite

2.3 software (http://www.technelysium.com.au) y el programa BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Las secuencias fueron analizadas
utilizando el algoritmo BLAST*®, para correlacionar identidad de cada uno de los
aislados y comparar la identificacion fenotipica contra la molecular.

Alineamiento de secuencias. Las secuencias obtenidas fueron utilizadas para
analizar la relacion filogenética de todos los aislados estudiados con las
secuencias de referencia, éstas ultimas, correspondientes a varias especies del
geénero Aspergillus, representativas de las secciones Fumigati, Flavi, Nigri y Usti,
obtenidas del GenBank. Se realizaron alineamientos multiples utilizando los
programas: T-coffe*®; ClustalWw2*"*%4%; Muscle®®; Multalign®®? y MAFFT>***. Se
realizé una evaluaciéon de los alineamientos multiples considerando los siguientes
parametros: suma de pares y minima entropia, con el programa GeneDoc
(http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/). Por otro lado, para obtener el mejor modelo

t55,56

evolutivo se utilizé el programa JModeltes , considerando los parametros:

criterio de informacién de AKAIKE (AIC), criterio de informaciéon bayesiano (BIC),
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criterio de verosimilitud (-InL) y teoria de decisiones (DT), que posteriormente fue

utilizado para llevar a cabo el analisis filogenético de todos los aislados.

Analisis filogenético. Los analisis filogenéticos se llevaron a cabo empleando los
métodos de maxima verosimilitud, maxima parsimonia e inferencia bayesiana.

El arbol de maxima verosimilitud se construyéo a través de una busqueda
heuristica, bajo los criterios de verosimilitud con 100 repeticiones de secuencias
de adicion aleatoria y el algoritmo de intercambio de ramas en el arbol por
biseccion-reconexién (TBR), utilizando el programa MEGA 6.0°".

El analisis de maxima parsimonia se realizd con el programa TNT®

(http://www.zmuc.dk/public/phylogeny/TNT/), a través de una busqueda heuristica

por TBR. Todos los estados de caracteres se trataron como desordenados e
igualmente ponderados. Las probabilidades de arranque (BP) se estimaron a partir
de 2000 repeticiones. Se eligid el arbol de consenso estricto por la regla de
mayoria.

El método de inferencia bayesiana se llevdo a cabo con el programa MrBayes

v.3.1.2%. Se utilizaron probabilidades posteriores para 10000000 de generaciones.

Analisis de bootstrap. Se empled un analisis de bootstrap para estimar el apoyo
de las ramas en los arboles construidos, tanto para maxima verosimilitud como
para maxima parsimonia, se realizaron 1000 réplicas. Para el arbol construido por
inferencia bayesiana las probabilidades posteriores fueron utilizadas para estimar

la confiabilidad de la topologia®.
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RESULTAL

37



“Utilizacion de la secuencia parcial del gene de actina (act) para diferenciar aislados de Aspergillus spp. obtenidos de ambientes intrahospitalarios”

Obtencion y preservacion de cultivos monospoéricos. Se obtuvieron cultivos
monospodricos de los 89 aislados incluidos en el estudio, los cuales fueron
sembrados en medio agar Sabouraud y dos tubos/aislado fueron almacenados
para su preservacion a 4°C (figura 1). Por otro lado, a partir de cada cultivo
monosporico, se hizo una suspension de conidios y se repartié en 10 tubos/aislado
para preservarlos en agua, también a 4°C (figura 2). Se eligieron estos dos
meétodos de preservacidn ya que han mostrado ser eficientes y facil de llevar a

cabo.

% 0)\53&0) )@@-- )
CI X OO 1Y
IR X ICL 1 L 1

Figura 1. Cultivos monospdricos de Aspergillus spp. conservados en medio agar-Sabouraud
ad°C.
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Figura 2. Cultivos monospéricos de Aspergillus spp. preservados en agua a 4 °C.

Obtencion de DNA gendémico. Las concentraciones de DNA de los 89 aislados de
Aspergillus spp. incluidos en el estudio, cuantificadas por electroforesis, fueron desde 10
hasta 100 ng/uL (Figura 3 y 4), mientras que las concentraciones cuantificadas por
espectrofotometria estuvieron en un rango de 9.80-147.65 ng/uL (Cuadro 3). Ambos
métodos nos permitieron corroborar la calidad del DNA y establecer las concentraciones

idoneas de DNA necesario para realizar la PCR.
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A36CV, A35CV, A10CV, 235ACV y 257ACV; carriles 7-11, concentraciones de fago A de
10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL. 3B: carriles1-8, aislados 316AHJ, 395AHJ, 88CHJ, 312AHJ,
264AHJ, B21HJ, B18HJ y 360BHJ; carriles 9-13: concentraciones de fago A de 10, 20, 30,
50 y 100 ng/uL. 3C: carriles 1-5, concentraciones de fago A de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL;
carriles 6-13, aislados B25HJ, 314AHJ, 87BHJ, B4HJ, 176ACV, 140AHJ,B27HJ y
250AHJ. 3D: carriles 1-5, concentraciones de fago A de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL;
carriles 6-11, aislados 385BHJ, 9ACV, 270BHJ, 373CHJ, 222ACV y A28CV. 3E: carriles
1-5, concentraciones de fago A de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL; carriles 9-12, aislados
335BCV, 219ACV, 31ECV, A25CV; carriles 14-20, aislados 412AHJ, 307ACV, 2ACV,
88CCV, A39CV, 87ACV y 24CCV. . 3F: carriles 1-5, concentraciones de fago A de 10, 20,
30, 50 y 100 ng/uL; carriles 6-7, aislados 373AHJ y B34HJ.
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Figura 4A-E. Cuantificacion de DNA obtenido de diferentes aislados de Aspergillus spp.

La electroforesis se realizé en gel de agarosa al 1% tenida con GelRed (10000X) y se

diferentes concentraciones de fago A. 4A: carriles1-5, concentraciones de

comparo con
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fago A de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL; carriles 6-13 aislados 202BCV, 284BCV, 217ACV,
243ACV, 103BCV, 220ACV, 314BCV y A13CV. 4B: carriles1-5, concentraciones de fago A
de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL; carriles 6-9 y 11-15, aislados 27DCV, 166ACV, 381DCV,
B23HJ, 435AHJ, B49HJ, B39HJ, 100AHJ y B20HJ. 4C: carriles 1-5, concentraciones de
fago A de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL; carriles 6-10 Y 13-20, aislados B11HJ, 411AHJ,
B43HJ, 392AHJ, 262AHJ, 394AHJ, 312BHJ, 387AHJ, 50CHJ, B13HJ, 146AHJ,B52HJ y
55DHJ. 4D: carriles 1-5, concentraciones de fago A de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL; carriles
6-12, aislados 24DCV, A38CV, 24BCV, B12HJ, 55CHJ, 323CHJ y 57BHJ. 4E: carriles 1-5,
concentraciones de fago A de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL; carriles 9-15 y 17, aislados
17CV, A40CV, A15CV, 237CCV, 343BCV, 237BCV, 283ACV, 370BHJ, 369BHJ, A26CV y
281CCV.

Cuadro 5. Cuantificacion de DNA por espectrofotometria

Hospital Juarez de México Instituto de Oftalmologia “Fundacion de Asistencia
Privada Conde de Valenciana
Numero de Primera lectura Segunda lectura Numero de Primera lectura Segunda lectura

aislado ng/uL ng/uL aislado ng/uL ng/uL
385BHJ 34.78 34.80 233ACV 27.35 27.37
B18HJ 66.15 66.12 A36CV 16.20 16.23
B11HJ 73.85 73.90 A35CV 43.85 43.79
B23HJ 15.55 16.80 A10CV 100.00 100.00
411AHJ 56.20 56.21 235ACV 76.23 76.19
B43HJ 16.80 17.35 257CCV 34.06 34.04
392AHJ 16.35 16.37 176ACV 28.60 28.63
B21HJ 21.25 21.26 9ACV 34.20 34.23
100AHJ 13.25 13.23 222ACV 27.50 27.49
435AHJ 40.75 40.56 A28CV 23.60 23.59
270BHJ 20.24 20.23 202BCV 65.30 65.32
B4HJ 35.20 35.12 281Ccv 24.05 24.10
262AHJ 10.05 10.00 284BCV 27.45 27.42
394AHJ 9.80 9.82 217ACV 34.87 34.87
B20HJ 56.87 56.89 243ACV 28.90 28.89
373CHJ 13.35 13.54 103BCV 15.85 15.90
312BHJ 18.70 18.73 220ACV 63.55 62.54
314AHJ 13.45 13.80 314BCV 22.70 22.67
387AHJ 23.55 23.56 A13CV 31.50 31.50
412AHJ 54.60 54.65 166ACV 21.95 22.05
395AHJ 23.67 23.68 381DCV 73.65 73.59
50CHJ 10.85 11.00 A26CV 147.65 147.62
264AHJ 15.45 15.46 219ACV 38.25 38.30
140AHJ 24.70 24.70 31ECV 42.70 42.72
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B25HJ 15.10 15.40 A25CV 80.38 80.32
250AHJ 17.30 17.10 307ACV 18.30 18.45
B49HJ 43.60 46.54 2ACV 16.95 16.95
87BHJ 54.87 54.79 8s8ccv 36.45 36.43
B27HJ 45.30 45.30 A39CV 65.10 65.31
B13HJ 10.30 10.65 335BCV 31.60 31.35
146AHJ 13.05 13.25 87ACV 65.32 65.31
88CHJ 25.60 25.62 24CCv 58.45 58.30
373AHJ 18.80 18.79 27DCV 10.55 10.50
B34HJ 13.30 12.75 24DCV 27.60 27.45
B39HJ 90.45 90.50 A38CV 40.00 40.02
B52HJ 56.40 56.39 24BCV 76.30 76.30
55DHJ 27.60 27.45 A17CV 49.10 49.19
B12HJ 44.80 44.89 A40CV 23.91 24.00
360BHJ 36.30 36.29 A15CV 45.50 45.43
316AHJ 10.10 10.10 237CCV 43.86 43.85
312AHJ 65.2 65.20 343BCV 74.45 74.43
55CHJ 22.45 22.43 237BCV 84.30 84.32
323CHJ 73.65 73.67 283ACV 55.96 55.97
57BHJ 20.05 20.03 - - -
370BHJ 18.00 18.01 -- = =
369BHJ 18.65 18.65 - - -

Normalizacion de las condiciones de reaccién para la amplificacion de la secuencia
parcial del gene de actina. Para encontrar las condiciones Optimas para las reacciones
de PCR, se realizaron pruebas de temperatura de alineamiento a 55 °C (Figura 5), 56 °C
(Figura 6), 57 °C (Figura 7), 58 °C (Figura 8) y 59 °C (Figura 9), eligiendo ésta ultima
como la temperatura éptima. Para la curva de concentracion de MgCl, se utilizaron
concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, y 2.5 mM (Figura 10), y se eligi6 la de 1.5 mM como
la mejor. Para la curva de concentracion de DNA se utilizaron concentraciones de 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 y 65 ng/uL (Figura 11), eligiendo la concentracién de

10 ng/uL como la concentracién éptima.
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300pb

Figura 5. Temperatura de alineamiento a 55°C. La PCR se realizé con modificaciones, de
acuerdo a las condiciones descritas por Carbone y Kohn (1999).
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Figura 6. Temperatura de alineamiento a 56°C. La PCR se realizé con modificaciones, de
acuerdo a las condiciones descritas por Carbone y Kohn (1999).
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Testigo (-)

N

E (42 -~
Q N =

= m m

300pb

Figura 7. Temperatura de temperatura de alineamiento a 57°C. La PCR se realiz6 con
modificaciones, de acuerdo a las condiciones descritas por Carbone y Kohn (1999).

b
MM22
B23
B11
Testigo (-)

300pb

Figura 8. Temperatura de alineamiento a 58°C. La PCR se realizdé con modificaciones, de
acuerdo a las condiciones descritas por Carbone y Kohn (1999).
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MM22

R B23
B11
Testigo (-)

Figura 9. Temperatura de alineamiento a 59°C. La PCR se realizé con modificaciones, de
acuerdo a las condiciones descritas por Carbone y Kohn (1999).

300pb

Figura 10. Curva de concentracién de MgCl, La PCR se realizé con modificaciones a las
condiciones descritas por Carbone y Kohn (1999).
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5ng /mL
10 ng /mL
15 ng/mL
20 ng/mL
25 ng/ mL
30ng/mL

Qo
o

300pb

300pb

Figura 11. Curva de concentracién de DNA. La PCR se realiz6 con modificaciones a las

condiciones descritas por Carbone y Kohn (1999), como se describe en materiales y

métodos.
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Con base en los resultados obtenidos en la normalizacién de las condiciones para
la PCR, se establecieron las condiciones 6ptimas que fueron las siguientes: 10 ng
de DNA en un volumen de reaccion de 25 yL, conteniendo amortiguador 1X, 200
uM de dNTPs (Applied Biosystems), 1.5 mM de MgCl,, 1 U de Taq polimerasa
(Applied Biosystems) y 10 pmol de cada oligonucleétido Act-783R y Act-512F, con
el siguiente programa; un hold a 95 °C por 8 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por
15s, 59 °C por 20 s, y 72 °C por 60 s, con un paso de extension final a 72 °C por

5 min.

El DNA de todos los aislados utilizados en el presente estudio y probados a través
de la PCR, dieron como resultado el amplicon esperado de = 300 pb,
correspondiente a la secuencia parcial del gene de actina como se muestra en la

Figura 12 y Figura 13.
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12A: carril 1, pb; carriles 2 y 19, testigo (-); carriles 3-4, 7, 9-17 aislados 360BHJ, B52HJ,
B25HJ, B23HJ, 435AHJ, 270BHJ, 262AHJ, 100AHJ, B20HJ, B4HJ, B21HJ y 394AHJ .
12B: carril1, pb; carriles2 y 7, testigo (+) y testigo (-); carriles 3-6, aislados B12HJ,
323CHJ, 57BHJ y 370BHJ. 12C: carril 1, pb; carriles 3 y 5, testigo (-) y testigo (+);
carriles2, 3, 5-6, aislados 283ACV, 381DCV, 27DCV y 281CCV. 12D: carril 1, pb; carriles
2-3, testigo (+) y testigo (-); carriles 4-5, 7-12 y 15 aislados 87ACV, A28CV, A15CV,
411AHJ, A17CV, 392AHJ, A25CV, A38CV y B34HJ. 12E: carril 1, pb; carriles 2 y 15,
testigo (+) y testigo (-); carriles 3-5 y 7-14, aislados A13CV, 217ACV, 103BCV, 243ACV,
24CCV, 307ACV, 88CHJ, A39CV, 55CHJ, 220ACV y 237BCV. 12F: carril 1, pb; carriles 2
y 7, testigo (+) y testigo (-); carriles 3-6 aislados 235ACV, B49HJ, B39HJ y 87BHJ.
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Figura 13. PCR con el gene de actina de DNA de todos los aislados de
Aspergillus spp., se obtuvo un amplicon de 300 pb. La electroforesis se realizé en

gel de agarosa al 2%, tefiido GelRed, como se describe en materiales y métodos.
13A: carril 1, pb; carril 2, testigo (+); carriles 3-15, aislados 343BCV, 257CCV, 176ACV,
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314BCV, 9ACV, 373AHJ, 202BCV, 166ACV, 335BCV, 88CCV, 24DCV, 369BHJ y A40CV.
13B: carril 1, pb; carriles2 y 4, testigo (+) y testigo (-); carriles 3 y 5-6, aislados 264AHJ,
233CCV y 24BCV. 13C: carril 1, pb; carriles 2-6, aislados 250AHJ, 385BHJ, B18HJ,
B13HJ y B43HJ; carril 7, testigo (-). 13D: carriles 1 y 14, pb; carriles 2 y 13, testigo (+) y
testigo (-); carriles 3-12, aislados 222ACV, 31ECV, 2ACV, 219ACV, A35CV,
284BCV,A10CV, A26CV, A36CV y 237CCV. 13E: carril 1, pb; carriles 2-9, aislados
55DHJ, 373CHJ, 395AHJ, 314AHJ, B11HJ, 387AHJ, 312BHJ y 50CHJ; carril 10, testigo (-
). 13F: carril 1, pb; carriles 2-7 aislados 412AHJ, 316AHJ, 146AHJ, 312AHJ, 140AHJ y
B27HJ.

Purificacion de los amplicones obtenidos de la PCR. Todos los amplicones de
=~ 300 pb, obtenidos en las reacciones de PCR, como se describié en materiales y
meétodos, fueron purificados a partir de los geles. Figura 14 y 15.
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Figura 14. PCR con el gene de actina para obtener amplicones para ser
purificados. La electroforesis se realizé en gel de agarosa al 2%, tefido GelRed,
como se describe en materiales y métodos. 14A: carril 1, pb; carril 2, testigo (+);
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carriles 3-7, 8-12, 13-15, aislados 3270BHJ, 87ACV y 316AHJ. 14B: carril 1, pb; carriles
2-3, 4-5, 6-7, aislados 100AHJ, A13CV y 166ACV. Carriles 8 y 9, testigo (+) y testigo (-).
14C: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-9, aislados 24CCV, 335BCV, 27DCV y 24DCV,
carril 10, testigo (+). 14D: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-9, 10-11, 12-13, 14-15,
aislados 88CHJ, 88CCV, 233ACV, A36CV, 412AHJ, A35CV, A10CV. 14E: carril 1, pb;
carriles 2-3, 4-5, aislados B11HJ y 103BCV; carril 6, testigo (+). 14F: carril 1, pb; carriles
2-3, 4-5, 6-7, 9-10, 11-12, 13-14, aislados 146AHJ, 373AHJ, B34HJ, B12HJ, 55CHJ y
57BHJ.14G: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-9, 10-11, 12-13, aislados 312BHJ,
314AHJ, 387AHJ, 395AHJ, 264AHJ y 140AHJ.14H: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-9,
aislados 55DHJ, B20HJ, 411AHJ y 392AHJ. 14l: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-9,
aislados 250AHJ, 385BHJ, B18HJ y B13HJ; carril 10, testigo (+).14J: carril 1, pb; carriles
2-3, 4-5, 6-7, 10-11, 12-13, 14-15, aislados A28CV, 202BCV, 281CCV, 284BCV, 217ACV
y 243ACV.

55



“Utilizacion de la secuencia parcial del gene de actina (act) para diferenciar aislados de Aspergillus spp. obtenidos de ambientes intrahospitalarios”

pb

g 3
< @
o ~
@© ]
o~ o

|L.’HQ»’-\C\J"
Testigo(+)

300pb
—
R
A) B)
e > r=y
> > > + | (3] =2 T
> o =
[} m m % 2 ] m Q o
o E S ® g B 2 a & 3 &
Q m {2 \aﬂ. M (= il o = e S

A3BCV
24BCV
A17CV
A40CV
Testigo(+)

pb

370BHJ
+369BHJ

Testigo(+)

pb
+A25CV
B25HJ

pb
—312AHHJ
~B52HJ

B39HJ

pb

= A26CV
307ACV

~ 2ACV

~ A39CV
Testigo(+)

> >
o o
S =
o~ -
o~ ™
ki

|
I

Figura 15. PCR con el gene de actina para obtener amplicones para ser
purificados. La electroforesis se realizé en gel de agarosa al 2%, tefildo GelRed,
como se describe en materiales y métodos. 15A: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-
9, 10-11, 12-13, 14-15, aislados 373CHJ, 235ACV, 257CCV, B27HJ, 176ACV, 9ACV y
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87BHJ. 15B: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-9, aislados 283ACV, 237BCV, 312ACV y
219ACV; Carril 10, testigo (+). 15C: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-9, aislados A15CV,
202ACV, 237CCV, 343BCV; carril 10, testigo (+). 15D: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-
9, aislados B23HJ, 222ACV, 50CHJ y 323CHJ. 15E: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5,6-7, 8-9,
aislados A38CV, 24BCV, A17CV y A40CV; carril 10, testigo (+). 15F: carril 1, pb; carriles
2-3, 4-5, 6-7, 8-9, aislados A25CV, B25HJ, 370BHJ y 369BHJ; carril 10, testigo (+). 15G:
carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 9-10, aislados 435AHJ, B4HJ, 262AHJ y 381DCV. 15H:
carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-9, 10-11, 12-13, aislados 312AHJ, 31ECV, 360BHJ,
B49HJ, B52HJ y B39HJ. 15l: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-9, aislados A26CV,
307ACV, 2ACV y A39CV; carril 10, testigo (+). 15J: carril 1, pb; carriles 2-3, 4-5, 6-7, 8-9,
aislados 394AHJ, 202ACV, 314BCV y B12HJ carril 10, testigo (+). 15J: carril 1, pb;
carriles 2-3, aislado B43HJ.
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B11HJ; carriles 3-7, concentraciones de fago A de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL. 16B: carril
1, pb; carriles 2-6, concentraciones de fago A de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL; carriles 7-15,
aislados 250AHJ, 385BHJ, 394AHJ, B21HJ, B4HJ, B20HJ, 100AHJ, B52HJ y B25HJ.
16C: carril 1, pb; carriles 2-4 concentraciones de fago A de 10, 30 y 50 ng/uL; carriles 5-
15, aislados B23HJ, 343BCV, 50CHJ, 323CHJ, 55DHJ, 235ACV, 411AHJ, 217ACV,
B12HJ, 373AHJ y 24DCV. 16D: carril 1, pb; carriles 2-4, concentraciones de fago A de 10,
30 y 50 ng/uL; carriles 5-6, aislados 219ACV y 270BHJ. 16E: carril 1, pb; carriles 2-4,
concentraciones de fago A de 10, 30 y 50 ng/uL; carriles 5-6, aislados 88CHJ y 262AHJ.
16F: carril 1, pb; carriles 2-4, concentraciones de fago A de 10, 30 y 50 ng/uL; carriles 5-8,
aislados 140AHJ, 395AHJ, 316AHJ y 412AHJ. 16G: carril 1, pb; carriles 2-4,
concentraciones de fago A de 10, 30 y 50 ng/uL; carriles 5-8, aislados B49HJ, 360BHJ,
B39HJ y A35CV.
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17A: carril 1, pb; carriles 2-4, concentraciones de fago A de 10, 30 y 50 ng/uL. carriles 5-9,
aislado 176ACV, 9ACV, A38CV, B18HJ, B43HJ. 17B: carrii 1, pb; carriles 2-4,
concentraciones de fago A de 10, 30 y 50 ng/pL; carriles 5-13, aislados A36CV, 281CCV,
B27HJ, 373CHJ, 87BHJ, 88CCV, 24CCV, 237BCV y A25CV. 17C: carril 1, pb; carriles 2-
4 concentraciones de fago A de 10, 30 y 50 ng/uL; carriles 5-8, aislados 87ACV, 237CCV,
283AC y 369BHJ. 17D: carril 1, pb; carriles 2-4, concentraciones de fago A de 10, 30 y 50
ng/uL; carriles 5-7, aislados A10CV, 284BCV y 435AHJ. 17E: carril 1, pb; carriles 2-4,
concentraciones de fago A de 10, 30 y 50 ng/pL; carriles 5-8, aislados 257CCV, 243ACV,
88CCV y A15CV. 17F: carril 1, pb; carriles 2-4, concentraciones de fago A de 10, 30 y 50
ng/uL; carriles 5-7, aislados 2ACV, 103BCV y 27DCV. 17G: carril 1, pb; carriles 2-6,
concentraciones de fago A de 10, 20, 30, 50 y 100 ng/pL; carriles 7-8, aislados 233ACV y
202BCV.

Ediciobn y comparacion de secuencias. Una vez obtenidos los
electroferogramas, como se muestra en la figura 18, éstos fueron editados y
guardados en formato FASTA (Cuadro 4). Ademas, para confrontar la identidad de
cada uno de los aislados, se comparé la identidad fenotipica contra la molecular,
utilizando el algoritmo BLAST, y se mostré6 que en 69 aislados, hubo una gran
correlacion entre su identidad fenotipica y su identidad molecular, como lo
muestran los valores de % de similitud, valor de expectacién y % de identidad
(Cuadro 5). Mientras que, so6lo 20 aislados no mostraron esta correlacion. Sin
embargo, aunque no hubo una correlacion entre la identidad fenotipica y la
identidad molecular a nivel de especie en estos aislados, si existe una relacion
taxonoémica en lo que se refiere a la pertenencia a nivel de “Seccion”, ya que 15
aislados identificados fenotipicamente como A. flavus, y como A. oryzae a nivel
molecular, ambas especies forman parte de la Seccion Flavi. Por otro lado, los
aislados 343BCV, 283ACV 237BCV 'y 369BHJ fueron identificados
fenotipicamente sélo a nivel de género como Aspergillus sp., sin embargo a nivel

molecular, los dos primeros fueron identificados como A. calidoustus; el aislado
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237BCV fue identificado como A. niger y el aislado 369BHJ fue identificado como
A. flavus. Mientras que el aislado 237CCV, identificado fenotipicamente como A.

terreus, a nivel molecular estuvo asociado con A. oryzae.
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Figura 18. Ejemplo de un electroferograma, correspondiente al amplicén

secuenciado con el gene de actina del aislado 9ACV.
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Cuadro 6. Secuencias en formato FASTA de todos los
aislados incluidos en el estudio

>103BCV
AGCCGGTTTCGCCGGTGATGATGCAATGTGCAAGGGCGGTTTGGCGGGTAAAGATACTCTTCGTAC
NGTCTTACAGTAAGTCAACCCCCTCCTTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGG
ATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGT
GGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCT
CCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTA
GGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGG
>100AHJ
GGCGGTTTCGCCGGGGATGGGGCATCCATTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCACCCCATAATG
TTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCC
AGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTC
CCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCAT
TGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTAG
CTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGG

>146AHJ
TTAATGTGCAATAAGGGGTTTCGGCGGTAACGATGATATCTTCGTAGTCTTCCGTAAGTCAACCCC
CTCCTTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGC
AATTGCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCA
TGTCAGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCA
CCATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCT
AAGNTGCCGCCCACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGGAACTCGTAA

>140AHJ
GCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGACGAATTTCCTGCTTCTGTCGTTGCGTAGTCGACCAATCCATTGT
CCACTGTGCTGGACGTCCTACCTACTGGCTTGATGGGTTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCA
CCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCA
CCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGT
AAAGCTCCCCTTTGTTCTCCCCTAATTGGCCTGCTAGCGCTGGGTGATCAGTTCGTGTCTAATGCC
GCCCACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAA

>176ACV
AAGGGCGGTTTCGCCGGTGAGGATGGCGTCCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCAC
CCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACT
GTGCAGATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCC
AATACCTGGCGGTTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGA
AACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTC
CCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCC
AACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGG

>166ACV
AATGTGCAAGGCCGGTTTCGGGGGAGTTAATTTCCTTCCTATCATCTTCCGTAAGTCAACCTCCTC
CTTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAAT
TGCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGT
CCGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCA
TGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAAT
GCCTCCCACAGTATCATGATAGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAAGATGGGCCAGAGCTCAAAAC
>202BCV
GACTGATCTTGTCGGCGTGTTCGTAGTCACCCTCTCCTTGTCCACTGTGCTGGACGTCCTACCTAC
TGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCTATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTG
CTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTG
CGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCCCCTAA
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TTGGCCTGCTAGGCTGGGTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCACAGTATCATGATTGGTATGGGC
CAGAAGGGACTCGTAA

>217ACV
GGGCGGTTTCGCCGGTGAGGATGGGTTCCGTGGCTTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCCTTGTCCAC
TGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCA
TTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAG
TTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAG
CTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCAC
AGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAGGGACTCGTAA

>219ACV
AATGTGCAAGGGCGGTTTCGCCGGTGAGCCTGGTTTCTGTGCCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTC
CTTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAAT
TGCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGT
CAGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCA
TGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAAT
GCCGCCCACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAGGACTCGTAA

>220ACV
GGGGGTTTCGCCGGTGACGGTAATTTCCGTGGCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCCTTGTCCACT
GTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCAT
TGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGT
TCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGC
TCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCACA
GTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAA

>222ACV
TAATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGACATGTCTGTTTCGCGTGCTGTCCTTCGTAAGTCAACCCCTC
ACCCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGC
AGATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGC
GGTTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAG
ATAGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGC
TGTTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAG
GGG

>233ACV
GCCGGTTTCGCCGGTGATGCTTATGTCTGAGGCGTCTTCCGTAATCCAACCCCTCACCCCATAATG
TTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCC
AGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTC
CCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCAT
TGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTCCCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTA
GCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGT
AAA

>235ACV
GGGGTTTCGCCGGGGATGGCGGTGGTCATGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCACCCCATAATGT
TAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCCA
GGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTCC
CTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCAT
TGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTAG
CTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGG

>237BCV
GAAATTGGGTTCTGTCCATTCGTAGTCAAGTCAACCCCCTCCTTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTA
CCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCG
GGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGTTCGAATAGTGAACTA
ACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCT
CCTAATTGGCCTGCTAGGCGGTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCCCCCACAGTATCATGATTGG
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TATGGGCCAGAGGATCGTAAGTAA

>237CCV
GCATGTTTCTGGCGTGATCGTAGTCACCCCCCGCAATAGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGT
CATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATTTGCTGTGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGG
ATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCATGATGAATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCC
TCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTAAATATCCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAG
AGCGATAGCCACTGACGATGTATCAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGGACTCGTAAA
>243ACV
ATGTGCAAGGCCGGTTGCGCCGGTGATAATCTATTATATGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCC
TTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATT
GCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTC
AGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCAT
GGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATG
CCGCCCACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAA

>24BCV
GCAAGGCCGGTTTCGCCGGAGAAGATGCCCTGTTTCTCTTCTGTCTTCGTAGTCACCCCCCGCAAT
AGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATTTGCTG
TGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCATGATG
AATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTAAATAT
CCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGACGATGTATCAGTATCATGATTG
GTATGGGCCAGAGGGACTCGTAA

>24CCcv
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGACGGTGCTACCTGTGCCGTCTTCCGTAATCCAACCCCCTCC
TCATATCCGCTGTGCTGGATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCAAT
TGCCACCCATTGCGTCCTTGCGCTGGGTTGTTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCATGT
TAGCACCGGTTCGAATAGTCAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCA
TGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTTCCCCCAAGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCTAAT
GCCGCCCGCAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAGGGGACTCGTAA

>24DCV
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGGGAGTGACAATTGGTGTTCTTCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCCGC
AATAGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATTTG
CTGTGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCATG
ATGAATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTAAA
TATCCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGACGATGTATCAGTATCATGA
TTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAA

>250AHJ
GGTTTCGCCGGTGACATGGCTGTGTAGCGCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCCTTGTCCACTGTG
CTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCATTGC
GTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGTTCG
AATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCTCC
CCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCACACAGT
ATCATGATTGGTATGGGCCAGAGGGAACTCGTAA

>257CCV
GGTTTCGCCGGTGATGGGGCACTCCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCACCCCATAATGTTA
AACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCCAGG
GGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTCCCT
GAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCATTG
TCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTAGCT
CGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCANGGGAA

>262AHJ
GGGGGTTTCGCCGGTGATGAAGGTCCTCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCACCCCATAATG

65



“Utilizacion de la secuencia parcial del gene de actina (act) para diferenciar aislados de Aspergillus spp. obtenidos de ambientes intrahospitalarios”

TTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCC
AGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTC
CCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCAT
TGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTAG
CTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGG

>264AHJ
AACCTTTTATCTTTTTTTGTNNNCGTAGTCACCCCCTCCTTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCT
ACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGC
TGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACT
TGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCT
AATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCACAGTATCATGATTGGTATGG
GCCAGAGGGGACTCGTAA

>270BHJ
GGTTTCGCCGGTGGTGATGCTTTTCGTGCTGCTGTCTTCGTAGTCACCCCTCACCCCATAATGTTA
AACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCCAGG
GGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTCCCT
GAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCATTGT
CGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTAGCTC
GAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAGGGAACTCGTAAA
>27DCV
CGAGTATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGACGATGCGCCTGGTTCTGTTGCCTTCGTAGTCACCC
CCCGCAATAGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCC
ATTTGCTGTGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACA
TCATGATGAATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGG
GTAAATATCCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGACGATGTATCAGTAT
CATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAA

>281CCV
GGGGTTTCGCCGGTGACGATGCTGTCCGTGACGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCCTTGTCCACTG
TGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCATT
GCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGTT
CGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCT
CCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCACAG
TATCATGATTGGTATGGGCCAAGGGAACTCGTAA

>283ACV
GGTTTCGCCGGTGAGGATGGCCAGGGCGCCGTCTTTCGTAAGTTGAACCCTCAATGCTTTACTACA
CGGACCCCTGTACCCCTCAGTACTGCCTTCATTACTCCTGCCATCGAGTACACTTGATGAAGTTTG
TCGGCTGTTTTCCTGCGCCGCAGCGGGCACACCCAGGGCGGTGAAGACCCCCGTCTCACCCACCCA
CTCATACTGCCATCTCCACAATCCGGATGCTAACCGTCGCCGCGCAGCCTCCATTGTCGGTCGTCC
CCGTCACCATGGGTAAATCCTTCCCCAATGAGTTGTCCATCAATTGGATGGTGGCCGCTGACTATT
GAAATAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGGGAATTCGTAA

>284BCV
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGGGACAATGTTCTCTATGCCGTTCTTCGTAAGTCAACCCCCTCC
TTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATT
GCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTC
AGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCAT
GGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATG
CCGCCCACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAA

>2ACV
CCGGGATGGCTGGTCTCCGTTCTATCTTCGTTAAGTCAACCCCCTCCTTGTCCACTGTGCTGGACG
TTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCATTGCGTCTTCG
CGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGTTCGAATAGTG
AACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCTCCCCTTTGT
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TCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCACAGTATCATGAT
TGGTATGGGCCAGGGGAAATTCGTAAA

>307ACV
ATCAATGTGCAATTCGGTTTCGCCGGTGACGGTGCCCATCATGTCTTCGTCCGTAAGTCAACCCCC
TCCTCATATCCGCTGTGCTGGATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGC
AATTGCCACCCATTGCGTCCTTGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCA
TGTTAGCACCGGTTCGAATAGTCAACTAACCTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCA
CCATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTTCCCCCAAGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCT
AATGCCGCCCGCAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGGACTCGTAAGG

>312AHJ
TATGTGCAAAGCCGGTTTTGCCGGTGGCGATGCCCCCCGCGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCCG
CAATAGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATTT
GCTGTGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCAT
GATGAATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTAA
ATATCCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGTACGATGTTATCAGTATCA
TGATTGGTATGGGCCAGGGGGACTCGTAA

>312BHJ
ATGTGCAAAGGCGGTTTCGCCGGTGATGATGGTTCTTGTGTCTTCGTCCGTAAGTCAACCCCTCAC
CCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAG
ATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGG
TTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGAT
AGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTG
TTACGCTAGCTCGAGATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGA
GGGACTCGTAA

>314AHJ
GGCGGTTTCGCCGGTGATGGGGGGTCTCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCACCCCATAATG
TTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCC
AGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTC
CCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCAT
TGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTAG
CTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAGAAACTCGTA
A

>314BCV
ATGTGCAAGGGCGGTTTCGCCGGTGACGACTTTAGTTCTGTTCGTCTTCGTAAGTCAACCCCCTCC
TCATATCCGCTGTGCTGGATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCAAT
TGCCACCCATTGCGTCCTTGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCATGT
TAGCACCGGTTCGAATAGTCAACTAACCTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCA
TGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTTCCCCCAAGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCTAAT
GCCGCCCGCAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGGACTCGTAA

>316AHJ
CAAGGCCGGTTTTGCTGCAAGTAATACCCTGCGCGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCCGCAATAG
CCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATTTGCTGTG
TTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCATGATGAA
TTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTAAATATCC
TCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGACGATGTATCAGTATCATGATTGGT
ATGGGCCAGAAGGACTCGTA

>31Ccv
TAATGTGCAAAGGCGGTTTCGCCGGTGACGATTGGGGCTGTATCGCGTCTTCGTAGTCAACCCCCT
CCTCATATCCGCTGTGCTGGATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCA
ATTGCCACCCATTGCGTCCTTGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCAT
GTTAGCACCGGTTCGAATAGTCAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCAC
CATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTTCCCCCAAGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCTA
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ATGCCGCCCGCAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAGGGGMCTCGTAA

>323CHJ
TTTATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGACCTGGTTACTCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCC
CGCAATAGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCAT
TTGCTGTGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATC
ATGATGAATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGT
AAATATCCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGTACGATGTATCAGTATC
ATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAA

>335BCV
AATGTGCAAGGGGCGGTTTCGCCGTAGACTGTTTTTATTGTGTTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCT
CCTCATATCCGCTGTGCTGGATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCA
ATTGCCACCCATTGCGTCCTTGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCAT
GTTAGCACCGGTTCGAATAGTCAACTAACCTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCAC
CATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTTCCCCCAAGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCTA
NNCNATGCCGCCCGCAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAGGGGACTCGTAA

>343BCV
TTTATGGCCAAAAGCGGTTTCGCCGGTGGGGGGGAAAACTAACCCTAACTTCGTAAGTTGAACCCT
CAATGCTTTACTACACGGACCCCTGTACCCCTCAGTACTGCCTTCATTACTCCTGCCATCGAGTAC
ACTTGATGAAGTTTGTCGGCTGTTTTCCTGCGCCGCAGCGGGCACACCCAGGGCGGTGAAGACCCC
CGTCTCACCCACCCACTCATACTGCCATCTCCACAATCCGGATGCTAACCGTCGCCGCGCAGCCTC
CATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAATCCTTCCCCAATGAGTTGTCCATCAATTGGATGG
TGGCCGCTGACTATTGAAATAGTATCATGATTGGTATGGGCCAAGGGGAACTCCGTAAA
>360BHJ
TTATGTGCAAGGCGGTTTCGCCGGTGAGCTTGCTATCTGCGCCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTC
CTCATATCCGCTGTGCTGGATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCAA
TTGCCACCCATTGCGTCCTTGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCATG
TTAGCACCGGTTCGAATAGTCAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACC
ATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTTCCCCCAAGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCTAA
TGCCGCCCGCAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAGGGACTCGTAA

>369BHJ
TATTGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGAGGATGTGTTTTGTGGCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCC
GCAATAGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATT
TGCTGTGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCA
TGATGAATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTA
AATATCCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGACGATGTATCAGTATCAT
GATTGGTATGGGCCAGAGGGACTCGTA

>370BHJ
TAATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGATCATAATTTATTTTTCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCC
GCAATAGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATT
TGCTGTGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCA
TGATGAATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTA
AATATCCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGACGATGTATCAGTATCAT
GATTGGTATGGGCCAGAGGGACTCGTAA

>373AHJ
ATGTGCAAAGGCGGTTTCGCCGGTGACGAGTCTGTTTCTGTCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCC
TTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATT
GCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTC
AGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCAT
GGGTAAAGCTCCCCTTTGTTATCCCCTAATTGGCCTGCCAGGCTGGGTGATCAGTTTTGTCTAATG
CCGCCCACGAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAA
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>373CHJ
TTTATGTGCAAGCCGGTTTCGCCGGTGAGCCTGTTGTTTGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTC
ACCCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGC
AGATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGC
GGTTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAG
ATAGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGC
TGTTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGAGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCC
AGAAGGGGACTCGTAA

>381DCV
CCGGTGAGGATTGGCCGGGGAGCGTTCTTCGTAAGTCAACCCCCTCCTCATGTCCACTGTGCTGGA
CGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCATTGCGTCTT
CGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGTTCGAATAG
TGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCTCCCCTTT
GTTCTCTCCTAATTGGCCTGTTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGGCGCCCACAGTATCATG
ATTGGTATGGGCCAGAGGGGACTCGTAAA

>385BHJ
ATTTATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGATGATGCTCCCCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCC
TCACCCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGT
GCAGATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTG
GCGGTTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCG
AGATAGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGA
GCTGTTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCC
AGAAGGGACTCGTAA

>387AHJ
TTATGTGCAAAGGCGGTTTCGCCGGTGGCGATGGTTTCCATCGCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCT
CCTCATATCCGCTGTGCTGGATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCA
ATTGCCACCCATTGCGTCCTTGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCAT
GTTAGCACCGGTTCGAATAGTCAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCAC
CATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTTCCCCCAAGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCTA
ATGCCGCNACCGCAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGGACTCGTAA

>392AHJ
TTATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTACCCAAGGGCTGTGCGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTC
ACCCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGC
AGATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGC
GGTTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAG
ATAGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGC
TGTTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAG
GGTACTCGTAAT

>394AHJ
TATGTGCAAAGCCGGTTTCGCCGGTGAGGGTGCTCCACTCGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCA
CCCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCA
GATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCG
GTTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGA
TAGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCT
GTTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCA
>395AHJ
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGACGTTGGTCTATGTATCATTTTGTGTAAAGTCGACCCCCCC
TCCTTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCA
ATTGCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCAT
GTCAGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCAC
CATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTA
ATGCCGCCCACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAA
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>411AHJ
TTATGTGCAAGCCGGTTTCGCCGGTGATGATGCTCCCTGTGTTGTCGGCTCGTAGTCAACCCCTCA
CCCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCA
GATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCG
GTTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGA
TAGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTCCCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGC
TGTTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAG
AGGGACTCGTAA

>412AHJ
TTATGTGCAAGGCCGGTTTCNCCGGTGACGGTCTTTTCCGTTCGTCCCTTAGTAGACGAACCCAAT
CCTTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAA
TTGCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATG
TCAGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACC
ATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCCAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAA
TGCCGCCCACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAA

>435AHJ
TATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGGGATGGCGGTGATCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCA
CCCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCA
GATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCG
GTTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGA
TAGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCT
GTTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGA
GGGGACTCGTAA

>50CHJ
CGGTTTCGCCTTTTATCATTATTCCTGTGTCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCCTTGTCCACTGT
GCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCATTG
CGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGTTC
GAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCTC
CCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCACAGT
ATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAA

>55CHJ
AATGTGCAAGGGCCGGTTTCGCCGGTGGCGGTGCCCTCGGTGGCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCC
GCAATAGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATT
TGCTGTGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCA
TGATGAATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTA
AATATCCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGTACGATGTATCAGTATCA
TGATTGGTATGGGCCAGAAGGGACTCGTAA

>55DHJ
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGACGTAGCCTGTCGATGCGTCTTCCGTAAGTCATTCCCCCTC
CCCCCACCAGTTTACCGGACTACCCCTCCCGACCCTCGTGATGGCCACCCCCTCTGCAAGGCATGC
TTTCATAGCTCCCTTGCATTGAGTTGGCATTATTGCGGGGGAGGAGAGCGGGCGGTGAATCGCCTC
CCCTTTCTGCCATCATTCTAGGATACTAACCATTGCCTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTC
ACCATGGGTAAAGCTTCCCCTTTTCAATCCGAAATGGGCTTCCATGAATCTAATGAATTCGCAGTA
TCATGATTGGTATGGGCCAGAGGGACTCGT

>57BHJ
TAGGCAAGCCGGTTTCGCCGGTGATGATGCTACCCCGGGTGTTTATGTGCAAGGGCGGTTTCGCCG
GTGACGATGGCCTGTTTGCTGGTGTCTTCGTAGTCACCCCCCGCAATAGCCTGATACATACCCCTC
CCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATTTGCTGTGTTCTCGCAGTAAATAAG
CACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCATGATGAATTCAGTTTACTGACCTG
AACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTAAATATCCTCCGATTCTCCCAGCTA
GCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGACGANCTGTATCAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGGGAC
TCGTAA
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>87ACV
CGGTTTCGCCGGTGACGATGCCCCCCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCCGCAATAGCCTGAT
ACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATTTGCTGTGTTCTCG
CAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCATGATGAATTCAGT
TTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTAAATATCCTCCGAT
TCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGTACGATGTATCAGTATCATGATTGGTATGGG
CCAGGGGGACTCGTAAACG

>87BHJ
TTATGTGCAAAGGCGGTTTCGCCGGTGGGGATAGTCTCTGTATCGCGTCTTCGTAGTCAACCCCCT
CCTCATATCCGCTGTGCTGGATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCA
ATTGCCACCCATTGCGTCCTTGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCAT
GTTAGCACCGGTTCGAATAGTCAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCAC
CATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTTCCCCCAAGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCTA
ATGCCGCCCGCAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGGGACTCGTAAA

>88CCVv
GGCGGTTTCGCCGGTGACAATGGCTCCTCTAGCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCCTTGTCCACT
GTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCAT
TGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGT
TCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGC
TCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCATC
AGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAGGGGACTCGTAAA

>88CHJ
GCCGGTGATAGGGGCTCTCGTGCCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCCTCATATCCGCTGTGCTGG
ATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCAATTGCCACCCATTGCGTCCT
TGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCATGTTAGCACCGGTTCGAATAG
TCAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCTCCCCTTT
GTTTCCCCCAAGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCAAATGCCGCCCGCAGGATCATG
ATTGGGATGGGCCAGAAGGACTCGTAA

>9ACV
TTATGTGCAAAGGCGGTTTCGCCGGGGGTGATGCATCCCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTC
ACCCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGC
AGATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGC
GGTTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAG
ATAGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGC
TGTTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAG
GGG

>A10CV
ATGTGCAAAGCCGGTTTCGCCGGTGATGAGGTGTGTATCGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCAC
CCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAG
ATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGG
TTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGAT
AGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTG
TTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAA
GG

>Al13CV
AAAGGGGGGTTTCGCCGGTGGCGATGCTCATCGTGACGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCCTTGTC
CACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCAC
CCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCAC
CAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTA
AAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCC
CACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGATGAACTCGTAATC
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>A15CV
AATGTGCAAGGGCGGTTTCGCCGGTGACGATGCCGCTAGTGGAGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCCG
CAATAGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATTT
GCTGTGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCAT
GATGAATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTAA
ATATCCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGACAATGTATCAGTATCATG
ATTGGTATGGGCCAAAAGGACTCGTAAAAA

>Al7CvV
GTATGTGCAAAGCCGGTTTCGCCGGTGACGATGCGCTGCGTGCTGTCGTCGGGTAGTCGACCTCCC
GCAATAGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATT
TGCTGTGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCA
TGATGAATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTA
AATATCCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCCGATAGCCACCTGACGATGTATCAGTATC
ATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAAAA

>A25CV
GGTTTCGCGGGGGGCTATGATCGCCGTGCCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCCTCATATCCGCTG
TGCTGGATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCAATTGCCACCCATTG
CGTCCTTGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCATGTTAGCACCGGTTC
GAATAGTCAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCTC
CCCTTTGTTTCCCCCAAGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCTAATGCCGCCCGCAGT
ATCATGATTGGTATGGGCCAGGGGACTCGTAAGG

>A26CV
AGCCGGTTTCGCCGGTGCCTAGGGTTCCCGTATTCGCTTTCGTAAGTCAACCCCCTCCTTGTCCAC
TGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCA
TTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAG
TTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAG
CTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCAC
AGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGGGAACTCGTAA

>A28CV
TATGTGCAAAGGGCGGTTTCGCCTGGGGTGATGCTCCCCGCGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTC
ACCCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGC
AGATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGC
GGTTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAG
ATAGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGC
TGTTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAG
AGGG

>A35CV
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGATCATTGGTTTTGTATCGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCAC
CCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAG
ATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGG
TTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGAT
AGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTG
TTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGG
G

>A36CV
GGTTTCGCCGGTGGTGGGGCGCCCTGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCACCCCATAATGTTA
AACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCCAGG
GGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTCCCT
GAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCATTGT
CGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTAGCTC
GAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGGAAAACTCGTAA
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>A38CV
GGTTTCGCCGGTTGTGATAAGTCTCGCTTTGTTTTCCGTAAGTCAACCCCCCGCAATAGCCTGATA
CATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATTTGCTGTGTTCTCGC
AGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCATGATGAATTCAGTT
TACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTAAATATCCTCCGATT
CTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGATCGATGTATCAGTATCATGATTGGTATGGGC
CAGGGGAACTCGTAAA

>A39CV
GGTTTCGCCGGTGAGCGTGCTCCCCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCCTCATATCCGCTG
TGCTGGATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCAATTGCCACCCATTG
CGTCCTTGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCATGTTAGCACCGGTTC
GAATAGTCAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGCTC
CCCTTTGTTTCCCCCAAGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCTAATGCCGCCCGCAGT
ATCATGATTGGTATGGGCCAGGGGACTCGTAAGG

>A40CV
TAATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGGTGGGGGACCTCTTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCC
GCAATAGCCTGATACATACCCCTCCCGCACCCGTCATCCCTCTCCAAGTCTTTAGGTATAGCCATT
TGCTGTGTTCTCGCAGTAAATAAGCACCATTTGGATGGATCAGCTGTGACGCGTGGCCCCACATCA
TGATGAATTCAGTTTACTGACCTGAACCTTAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCATCATGGGTA
AATATCCTCCGATTCTCCCAGCTAGCTACTCCAGAGCGATAGCCACTGACGATGTATCAGTATCAT
GATTGGTATGGGCCAGAGGGAACTCGTAAA

>B11HJ
GGCGGTTTCGGCGGTGGGGATGTATCCCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCACCCCATAATG
TTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCC
AGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTC
CCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCAT
TGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTAG
CTACGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGG

>B12HJ
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGCCGGTTTTTAAACTCTCCGTGCCGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCTCC
TCATATCCGCTGTGCTGGATATCCTTCCTCCTGACTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCAAT
TGCCACCCATTGCGTCCTTGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCGTGT
TAGCACCGGTTCGAATAGTCGACTAAGTTGGGGTACAGCGTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCAGAA
TGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTTCCCCCAGGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCTAGA
GCCGCACCGCAGGATCATGATTGGTATAAACCGGAAGGACTCGTAA

>B13HJ
GGCGGTTTCGCCGGTGACGACATACACTATGATGTCGTCTGCGTAGTCACCCCCTCCTTGTCCACT
GTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCAT
TGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAGT
TCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAGC
TCCCCTTTGTTATCCCCTAATTGGCCTGCCAGGCTGGGTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCACA
GTATCATGATTGGTATGGGCCAGAGGGAACTCGTAA

>B18HJ
GGTTTCGCCGGGGATGGTTCTATCTGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCACCCCATAATGTTA
AACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCCAGG
GGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTCCCT
GAATCATCATGCGCGACAAGCTTAATCTGGACAAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCATT
GTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTTCATCCTGAAGCTGTTACGCTA
AGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCA

>B20HJ
GGGGGTTTCGCCGGTGAGGATGGTCCTCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCACCCCATAATG
TTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCC
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AGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTC
CCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCAT
TGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTAG
CTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGG

>B21HJ
GGCGGTTTCGCCGGGGATGGGGCTTGTATCGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCACCCCATAATG
TTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGCC
AGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCTC
CCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCAT
TGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTAG
CTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCA

>B23HJ
TTAATGTGCAAGCCGGTTTCGCCGGTGAAAATGCTACTCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTC
ACCCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGC
AGATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGC
GGTTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACGATGAAACGCTAACTTGTGAC
ATAGCCTCCATTGGCGGTCGCCCCCGTCACCATGAGTAAATTTTCACCCCTTTCCTCCTCCTGAGC
TGTTACGCTAGCTCAAATCTTGACCTCTGACGAATCCAACACAGAATCTTGATTGGTATGAACCCG
AAGTTCTCCAT

>B25HJ
TATGTGCAAGGCGGTTTCGCCGATAGCGAGTCTCCCCGTGGTGCGTTGCGAACGTCAACCTCCAAC
TTGTCCACTGGGCTGGACGTTTACTCCGCTGGCTTGATGGACCTTCTCCGCTCTGTTCTGGCAATT
GCCACCCATTGCGACTTCGCGCCCCGTTGCTATTTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTC
ATCACCTCTTCGAAAAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCAT
GGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGTCTGCTAGGCTGGTAGATCATTTTTGTCTAGTG
CCGCCCACACTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCGTAAATGATTGGTATGGGCCAAAGAA
ATCTTAAAA

>B27HJ
TTATGTGCAATTGGGGTTTCGCCGGTGACGTGGCTTACCGCTGACGTCTTCCGTAAGTCAACCCCC
TCCTTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCA
ATTGCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCAT
GTCAGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCAC
CATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCCCCTAATTGGCCTGCCAGGCTGGGTGATCAGTTTTGTCTA
ATGCCGCCCNGACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGAACTCGTAA

>B34HJ
GGTTTCGCCGGTGACTGGGCTATGATCGATGTCTTCCGTAAGTCATTCCCCCTCCCCCCACCAGTT
TACCGGACTACCCCTCCCGACCCTCGTGATGGCCACCCCCTCTGCAAGGCATGCTTTCATAGCTCC
CTTGCATTGAGTTGGCATTATTGCGGGGGAGGAGAGCGGGCGGTGAATCGCCTCCCCTTTCTGCCA
TCATTCTAGGATACTAACCATTGCCTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAA
GCTTCCCCTTTTCAATCCGAAATGGGCTTCCATGAATCTAATGAATTCGCAGTATCATGATTGGTA
TGGGCCAGGGAACTCGTAATCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGGACTCGTAA
>B39HJ
GGCGGTTTCGCCGGTGACCGATGCTATCCGTGCCTTCGTCCGTAAGTCAACCCCCTCCTTGTCCAC
TGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCAATTGCCACCCA
TTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCATGTCAGCACCAG
TTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCACCATGGGTAAAG
CTCCCCTTTGTTCTCCCCTAATTGGCCTGCCAGGCTGGGTGATCAGTTTTGTCTAATGCCGCCCAC
AGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGGAACTCGTAAA

>B43HJ
GGGCGGTTTCGCCGGGGATGATGCTCCCCATGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCACCCCATAAT
GTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAGATTGTCGC
CAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGGTTTCCTCT
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CCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGATAGCCTCCA
TTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTTCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTGTTACGCTA
GCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGGAAACTCGT
AA

>B49HJ
GCAAGGCCGGTTTCGCCGGTGACGATGCTCTCCGTGCCGTCTACCGTAATCCAACCCCCTCCTCAT
ATCCGCTGTGCTGGATATCCTTCCTCCTGGCTTGATGGGTTCTTCCCACTCTTCATAGCAATTGCC
ACCCATTGCGTCCTTGCGCTGGGTTGCTAGCTTATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGTCGTGTTAGC
ACCGGCTCGAATAGTCGAGTAAGTTGGGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGGCCCCGTCAGCATGGG
TAAAGCTCCCCTTTGTTTCCCCCAGGTTGGCCTGTTAGGCTGGGTGATCGGTTTTATCTAATGCCG
CGCGCAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGACTCTAAA

>B4HJ
TATGTGCAAAGCGGTTTCGCCGGTGATGGTGCTCCCCGTGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCTCAC
CCCATAATGTTAAACATCCGAGTGAACCCCCTCTGCCCCATATCATCCCTTGATGTCACTGTGCAG
ATTGTCGCCAGGGGAATGTGTCAACCGTTGCCCTTGCGTCCGGTTGGATAATCCAATACCTGGCGG
TTTCCTCTCCCTGAATCATCATGCGCGACAGCTTAATCTGGACAATGAAACGCTAACTTGCGAGAT
AGCCTCCATTGTCGGTCGCCCCCGTCACCATGGGTAAATTTTCCCCCCTTTCCTCATCCTGAGCTG
TTACGCTAGCTCGAATCATGGTCGCTGACGATTCCAACACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGGG
G

>B52HJ
TAATGTGCAAAGGCGGTTTCGCCGGTGAGGGTGCTGCCCATGCTGTCTTCCGTAAGTCAACCCCCT
CCTTGTCCACTGTGCTGGACGTTCTACCTACTGGCTTGATGGATTCTTCCCGCTCTTTCATGGCA
ATTGCCACCCATTGCGTCTTCGCGCCGGGCTGCTAGCTCATGTGGGGGCGGTGAATTACCCGCCAT
GTCAGCACCAGTTCGAATAGTGAACTAACTTGCGGTACAGCCTCCATTGTCGGTCGTCCCCGTCAC
CATGGGTAAAGCTCCCCTTTGTTCTCTCCTAATTGGCCTGCTAGGCTGGTTGATCAGTTTTGTCTA
ATGCCGCCCACAGTATCATGATTGGTATGGGCCAGAAGGGACTCGTAA
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Cuadro 7. Comparacion de las secuencias utilizando el algoritmo BLAST

385BHJ
B18HJ
B11HJ
B23HJ
411AHJ
B43HJ
392AHJ
B21HJ
100AHJ
435AHJ
270BHJ
B4HJ
262AHJ
394AHJ
B20HJ
373CHJ
312BHJ
314AHJ
387AHJ
412AHJ
395AHJ
50CHJ
264AHJ
140AHJ
B25HJ
250AHJ
B49HJ
87BHJ
B27HJ
B13HJ
146AHJ
88CHJ
373AHJ
B34HJ
B39HJ
B52HJ
55DHJ
B12HJ
360BHJ
316AHJ
312AHJ
55CHJ
323CHJ
57BHJ
370BHJ
369BHJ
233ACV
A36CV
A35CV
A10CV
235ACV
257CCV
176ACV
9ACV
222ACV
A28CV
202BCV
281CCV
284BCV
217ACV
243ACV
103BCV
220ACV
314BCV
A13CV
166ACV

Identificacion fenotipica

Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus flavus
Aspergillus spp.
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspegillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger

Identidad molecular

Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae
Aspergillus oryzae
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus niger

% Similitud

Valor de
expectacion

% ldentidad
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381DCV  Aspergillus niger Aspergillus niger 91 5e-115 90
A26CV Aspergillus niger Aspergillus niger 96 7e-114 88
219ACV  Aspergillus niger Aspergillus niger 98 5e-125 89
31ECV Aspergillus niger Aspergillus niger 96 1e-166 96
A25CV Aspergillus niger Aspergillus niger 98 1e-171 97
307ACV  Aspergillus niger Aspergillus niger 97 2e-168 96

2ACV Aspergillus niger Aspergillus niger 89 2e-108 89
88CCV Aspergillus niger Aspergillus niger 98 2e-119 89
A39CV Aspergillus niger Aspergillus niger 98 1e-176 98
335BCV  Aspergillus niger Aspergillus niger 98 6e-159 94
87ACV Aspergillus flavus Aspergillus oryzae 97 1e-170 99
24Cccv Aspergillus niger Aspergillus oryzae 98 6e-179 98
27DCV Aspergillus flavus Aspergillus oryzae 98 4e-166 97
24DCV Aspergillus flavus Aspergillus oryzae 98 1e-161 96
A38CV Aspergillus flavus Aspergillus oryzae 87 4e-151 99
24BCV Aspergillus flavus Aspergillus oryzae 98 4e-156 96
A17CV Aspergillus flavus Aspergillus oryzae 98 2e-163 96
A40CV Aspergillus flavus Aspergillus oryzae 98 5e-165 97
A15CV Aspergillus flavus Aspergillus oryzae 97 2e-168 97
237CCV  Aspergillus terreus Aspergillus oryzae 92 2e-149 99
343BCV  Aspergillus spp. Aspergillus calidoustus 83 2e-164 99
237BCV  Aspergillus spp. Aspergillus niger 89 7e-104 89
283ACV  Aspergillus spp. Aspergillus calidoustus 95 3e-172 98

Los aislados marcados con rojo indican que no hubo correlacién entre la
caracterizacion fenotipica y molecular.

Alineamiento de secuencias: Con el programa Gene Doc, se determiné la suma

de pares y minima entropia, para cada uno de los cinco alineamientos (Cuadro 6)

y se eligié el mejor alineamiento, considerando la suma del valor mas alto de, %

de suma de pares y % de minima entropia.

Cuadro 8. Suma de pares y minima entropia.

% suma de pares % minima entropia resultado
MUSCLE 8.864240699 2.26324258 11.1274833
MAFFT 8.602052148 3.07102941 11.6730816
T-COFFE 9.492966762 0 9.492966762
MULALIN 9.060695909 6.19992554 15.2606214
CLUSTALW 10 1.3070968 11.3070968
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Eleccion del mejor modelo evolutivo. Con el programa jmodel test, se eligio el
mejor modelo evolutivo de acuerdo a los valores mas pequefios de los cuatro
criterios de eleccion. El programa dio como resultado los dos mejores modelos
que fueron; 1) el modelo GTR+I+G [verosimilitud (-InL) 9,424.263, criterio de
informacion de AKAIKE (AIC) 19300.5263, criterio de informacion bayesiano (BIC)
20,233.6916 y teoria de decisiones (DT) 7.0204]; 2) el modelo HKY+I+G
[verosimilitud (-InL) 9,431.104, criterio de informacién de AKAIKE (AIC) 19306.208,
criterio de informacién bayesiano (BIC) 20,222.8571 y teoria de decisiones (DT)

1.0E-4].

Maxima verosimilitud. Se utiliz6 el modelo evolutivo de GTR+I+G. Este arbol
formé 5 grupos; el grupo | que incluyé 28 aislados identificados como A. niger
(Seccion Nigri) y una secuencia de referencia de A. niger (nUumero de acceso
AY704271.1); el grupo IlI, incluyé 16 aislados identificados como A. flavus
(Seccion Flavi), excepto los aislados 55DHJ y B34HJ que fueron identificados
como A. niger y que se agruparon en éste; el grupo Il conformado por 6
secuencias de referencia (A. calidoustus numero de acceso FN908395.1, A.
pseudodeflectus numero de acceso EF591709.1, A. insuetus numero de acceso
EU076351.1, A. granulosus numero de acceso EF591713.1, A. puniceus numero
de acceso EF591710.1 y A. ustus con numero de acceso EF591712.1) y los
aislados 283ACV y 343BCV, correspondientes a la Secciéon Usti; el grupo IV
incluyé 28 aislados de A. fumigatus y 7 secuencias de referencia (A.
fumisynnematus numero de acceso AB894615.1, A. unilateralis numero de acceso

HE974402.1, A. fumigatus numero de acceso DQ534108.1, A. lentulus numero de
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acceso AB894620.1, A. brevipes numero de acceso DQ094848.1, A.
novofumigatus numero de acceso DQ094868.1 y A. fumigatiaffinis con numero de
acceso DQ094865.1), todos correspondientes a la Seccion Fumigati; y el grupo V
que incluyé dos secuencias de referencia (A. oryzae con numero de acceso
NW_001884660.1 y A. terreus con numero de acceso NT-165933.1). Se utilizé
como grupo externo la secuencia correspondiente a T. reesei, con numero de

acceso NW_006711174 1.
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Figura 19. Arbol filogenético construido por el método de maxima verosimilitud. Se

utilizé el programa MEGAG. Se muestran los bootstrap mayores al 60%.
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Maxima parsimonia. Con este método se obtuvieron 5400 arboles, y se eligio el
arbol de consenso, el cual mostré un indice de consistencia de 0.440 y un indice
de retencion de 0.880. Con este método, se obtuvieron 5 grupos; el grupo | que
incluyé 28 aislados identificados como A. niger (Seccidén Nigri) y una secuencia de
referencia de A. niger con numero de acceso AY704271.1; el grupo Il incluyé 16
aislados identificados como A. flavus (Seccion Flavi), excepto los aislados 55DHJ
y B34HJ que fueron identificados como A. niger y que se agruparon en esté; el
grupo lll incluyé 6 secuencias de referencia (A. calidoustus numero de acceso
FN908395.1, A. pseudodeflectus numero de acceso EF591709.1, A. insuetus
numero de acceso EU076351.1, A. granulosus numero de acceso EF591713.1, A.
puniceus numero de acceso EF591710.1 y A. ustus con numero de acceso
EF591712.1) y el aislado 283ACV y 343BCV correspondientes a la Seccién Usti; y
el grupo 1V incluy6 28 aislados de A. fumigatus y 7 secuencias de referencia (A.
fumisynnematus numero de acceso AB894615.1, A. unilateralis niumero de
acceso HE974402.1, A. fumigatus numero de acceso DQ534108.1, A. lentulus
numero de acceso AB894620.1, A. brevipes numero de acceso DQ094848.1, A.
novofumigatus numero de acceso DQ094868.1 y A. fumigatiaffinis numero de
acceso DQ094865.1), todos correspondientes a la Seccidén Fumigati; y el grupo V
que incluyd dos secuencias de referencia (A. oryzae numero de acceso
NW_001884660.1 y A. terreus con numero de acceso NT-165933.1) vy el grupo

externo correspondiente a T. reesei numero de acceso NW_006711174.1.
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Inferencia bayesiana. Este arbol permiti6 agrupar a los aislados en 5 grupos; el
grupo | que incluy6 28 aislados identificados como A. niger (Seccion Nigri) y una
secuencia de referencia A. niger con numero de acceso AY704271.1; el grupo Il
incluyé 16 aislados identificados como A. flavus (Seccion Flavi), excepto los
aislados 55DHJ y B34HJ, que fueron identificados como A. niger y que se
agruparon en éste; el grupo lll incluyé 6 secuencias de referencia (A. calidoustus
numero de acceso FN908395.1, A. pseudodeflectus numero de acceso
EF591709.1, A. insuetus numero de acceso EUQ076351.1, A. granulosus numero
de acceso EF591713.1, A. puniceus numero de acceso EF591710.1, A. ustus
con numero de acceso EF591712.1) y los aislados 283ACV y 343BCV
correspondientes a A. calidoustus (Seccion Usti); y el grupo IV incluyo 28 aislados
de A. fumigatus y 7 secuencias de referencia (A. fumisynnematus numero de
acceso ABB894615.1, A. unilateralis numero de acceso HE974402.1, A. fumigatus
numero de acceso DQ534108.1, A. lentulus numero de acceso AB894620.1, A.
brevipes numero de acceso DQ094848.1, A. novofumigatus nimero de acceso
DQ094868.1 y A. fumigatiaffinis numero de acceso DQ094865.1), todos
correspondientes a la Seccion Fumigati; y el grupo V que incluyé dos secuencias
de referencia (A. oryzae numero de acceso NW_001884660.1 y A. terreus con
numero de acceso NT-165933.1), y el grupo externo correspondiente a T. reesei

(numero de acceso NW_006711174.1).
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Figura 21. Arbol filogenético construido por el método de inferencia bayesiana. Se

utilizé el programa MrBayes y se muestran los valores de verosimilitud.
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Ha sido ampliamente demostrado que la Al en ambientes hospitalarios ha ido en
aumento en los Uultimos anos, fundamentalmente asociada a pacientes

inmunocomprometidos'*'°

, por lo que la identificacion certera del agente causal es
de gran importancia para realizar un diagnostico temprano en el curso de la
enfermedad, ya que en el laboratorio de rutina, algunas especies inusuales o con
poca esporulacion, son generalmente identificadas solo a nivel de género, como
Aspergillus spp., sin embargo, la identificacién a nivel de especie, puede ser de
gran importancia, ya que varios trabajos han demostrado una alta variabilidad

genética en especies del género Aspergillus®’ 6263646566678

, lo que puede
asociarse, en algunos casos, con la existencia de un ciclo sexual, que puede tener
importantes implicaciones clinicas, dado que la recombinacion podria dar lugar a
descendientes que presenten una mayor virulencia o una mayor resistencia a los

378970 como ha sido evidenciado por Symoens® quien

agentes antifungicos
demostrd que los patrones de sensibilidad antifungica varian entre especies y por
lo tanto, esto incide directamente en el tratamiento que debe administrarse al
paciente. De manera que, la presencia de especies de Aspergillus potencialmente
patdgenas, en ambientes hospitalarios debe ser evidenciada para establecer
medidas de prevencion adecuadas.

Actualmente, en la mayoria de los laboratorios clinicos, el diagndstico de rutina
para la aspergilosis se realiza con base en métodos tradicionales como el cultivo y

la identificacion microscoépica, lo cual necesita de un observador experimentado

que no siempre acierta en la identificacion, debido a que existen especies
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morfolégicamente muy parecidas, y el otro método es la deteccion de antigenos,
particularmente  galactomananas, sin embargo también tiene ciertos
inconvenientes, ya que se ha demostrado reaccion cruzada con otros hongos

como Geotrichum capitatum, Fusarium y Penicillium™ 773,

Por esta razoén, los métodos moleculares para la identificacion de especies del
género Aspergillus son una herramienta cada vez mas utilizada en el diagndstico
de la aspergilosis, ademas ha permitido el descubrimiento de nuevas especies,

morfolégicamente similares dentro del género Aspergillus.

Actualmente, para una correcta identificacion de las especies dentro del género
Aspergillus, se sugiere la utilizacién de secuencias parciales de genes, entre los
que se encuentran el de actina, calmodulinay B-tubulina, entre otros3>¢:747576.77.
Por lo que en el presente trabajo utilizamos la secuencia parcial del gene de
actina, uno de los genes sugeridos por Hong® y Araujo’® para realizar la

identificacion molecular de los aislados de Aspergillus spp. colectados en

ambientes de dos hospitales de la ciudad de México.

La identificacion molecular de los aislados incluidos en el presente estudio, a
través de la secuencia parcial del gene de actina, fue de gran utilidad, ya que nos
permitié corroborar la identidad a nivel de especie de 69 de estos aislados, en los
que hubo una correlacién del 100% entre la identificacion fenotipica y genotipica.
Mientras que, 15 aislados identificados fenotipicamente como A. flavus, fueron
identificados genotipicamente como A. oryzae, sin embargo ambas especies

pertenecen a la Seccién Flavi, este hallazgo concuerda con lo referido por
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Samson’’, quien propone que A. oryzae representa un ecotipo distinto de A. flavus
y no una especie distinta, de acuerdo a un analisis gendmico comparativo entre
estas especies. Por otro lado, cuatro aislados identificados fenotipicamente sélo
como Aspergillus spp., a nivel molecular fueron ubicados como A. calidoustus; A.
niger y A. flavus. Mientras que el aislado 237CCV, identificado fenotipicamente

como A. terreus, a nivel molecular estuvo asociado con A. oryzae.

Dos aislados, 55DHJ y B34HJ, identificados feno y genotipicamente como A.
niger, en el arbol no se agruparon con la Seccion Nigri, quiza debido a los bajos
valores de cobertura (query cover) que se obtuvieron al realizar el analisis con el

algoritmo Blast.

Por otro lado, el analisis filogenético de los aislados estudiados utilizando el
método de maxima parsimonia, inferencia bayesiana y maxima verosimilitud,
mostré gran concordancia entre los tres métodos, en los cuales se observo la
misma topologia de grupos; grupo |, incluyendo aislados pertenecientes a la
Secciéon Nigri; grupo |l integrado por aislados pertenecientes a la Seccion Flavi;
grupo lll, integrado por aislados de la Seccion Usti; grupo IV conformado por
aislados de la Seccion Fumigati; y el grupo V que incluyé las secuencias de
referencia. Por lo que, consideramos que la secuencia parcial del gene de actina,
es un buen marcador como auxiliar en la identificacion a nivel de especie para los
aislados del género Aspergillus. Sin embargo, es pertinente aclarar que no deben
eliminarse los métodos fenotipicos, ya que éstos pueden aportar informaciéon

sobre la descripcion de posibles nuevas especies.
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En un trabajo realizado con estos mismos aislados, pero utilizando el gene de B-
tubulina para la identificacidon de especies dentro del género Aspergillus, este
marcador demostré una mayor habilidad para discriminar mas especies diferentes

entre las diferentes secciones’®"®

, comparado con el gene de actina que no logro
identificar tantas especies, probablemente porque en la actualidad aun es limitado
el numero de secuencias del gene de actina para las especies de todas las

secciones del género Aspergillus, disponibles en el GenBank.
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La comparacion de las secuencias amplificadas con la secuencia parcial del gene
de actina permiti6 una correlacion del 100% a nivel de especie, entre la
identificacion genotipica y fenotipica, en 69 de los 89 aislados incluidos en el
estudio, mientras que en 15 aislados so6lo se relacionaron a nivel de Seccion.
Ademas, cuatro aislados identificados fenotipicamente como Aspergillus spp.;
fueron ubicados en las especies A. calidoustus, A. niger y A. flavus.

El analisis filogenético de los aislados estudiados utilizando los métodos de
maxima parsimonia, inferencia bayesiana y maxima verosimilitud, mostré gran
concordancia entre éstos, en los cuales se observo la misma topologia de grupos.
Por lo tanto, la secuencia parcial del gene de actina, proporciona una herramienta
de apoyo para la identificacion de especies del género de Aspergillus, lo que
puede ser de gran utilidad en el diagndstico y tratamiento oportuno para pacientes

con aspergilosis.
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Realizar una comparacion entre diferentes marcadores moleculares, para
determinar los que son mas utiles en la identificacion a nivel de especie, entre
hongos del género Aspergillus, dada la importancia que significa para establecer
un diagnostico y tratamiento adecuado, fundamentalmente en pacientes
inmunodeprimidos. Por lo que otros marcadores, como las secuencias parciales
de los genes de calmodulina y B-tubulina seran utilizados para realizar este

estudio.
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