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Resumen

La fibrosis quastica (FQ) es una enfermedad gen®tica autos - mica, recesiva y multisist®mica,
que no posee un procedimiento curativo. El tratamiento interdisciplinario adecuado desde
edad temprana permite reducir la morbilidad, mejorar la calidad de vida y la supervivencia
de estos pacientes. Este tratamiento consiste principalmente en el control y la atenuaci-n
de los dafjos causados por la acumulaci-n excesiva de mucosidad y las infecciones
recurrentes, tanto a nivel pulmonar como intestinal. Adem8s de las infecciones bacterianas,
estos pacientes sufren de infecciones o colonizaciones causadas por levaduras y hongos
filamentosos. M8s del 90% de los pacientes con FQ son afectados por infecciones
respiratorias recurrentes que desencadenan exacerbaciones de la funci-n pulmonar,
convirtiendose en la principal causa de morbilidad y mortalidad. Entre ellos, Aspergillus
fumigatus es el hongo filamentoso que con mayor frecuencia coloniza las v2as respiratorias,
siendo recuperado en hasta un 78% de los pacientes FQ. AdemS8s de otras especies de
Aspergillus, como A. flavus, A. niger y A. terreus, los hongos filamentosos m8s com¥nmente
aislados pertenecen a los g®neros Scedosporium y Exophiala.

Debido a esto, los pacientes con FQ est8n sometidos a frecuentes ciclos de antibi-ticos y
antifangicos necesarios para controlar su enfermedad. El tratamiento antif/ingico consiste
en la administraci - n por v2a oral de f8rmacos de la familia de los azoles. Sin embargo, debido
a la baja concentraci-n que alcanzan estas drogas en las secreciones respiratorias
excesivas presentes en los pacientes con FQ, los hongos filamentosos que
colonizan/infectan sus v?as respiratorias son capaces de sobrevivir a las terapias con
antifangicos y, una vez establecidos, se vuelven extremadamente difciles de erradicar, lo
que conduce a complicaciones en la sobrevida de los pacientes. Por otro lado, algunas

especies fingicas son menos susceptibles a estos f8rmacos. Ademss, la aparici-n en las
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Yltimas d®cadas de aislamientos de A. fumigatus resistentes a los triazoles es considerada
un problema de salud emergente a nivel mundial, relacionado con el fracaso terap®utico y
altas tasas de mortalidad en pacientes con aspergilosis invasora. En caso de resistencia, ya
sea adquirida o intrinseca, se puede recurrir a la administraci-n de otros f&rmacos,
pertenecientes a las familias de los polienos, como la anfotericina B, o las equinocandinas.
La resistencia a los azoles en A. fumigatus ha sido documentada tanto en pacientes que
recibieron tratamiento antifangico prolongado con estos f8rmacos, as? como tambi®n en
pacientes sin exposici-n previa a ®stos (pacientes nayve). Los aislamientos recuperados de
estos Yltimos pacientes mostraron un patr-n espec#ico de mutaciones en el promotor del
gen cyp51A, el gen blanco de los azoles, y su regi-n codificante. Esta combinaci-n de
mutaciones, denominada TR34-L98H, as? como otra tambi®n la combinaci-n TR46-T289A-
Y121F, fueron encontradas en aislamientos provenientes del medioambiente. La presencia
de A. fumigatus resistente a los triazoles en el ambiente se asoci- al uso extensivo de
antifangicos az-licos en la agricultura. Luego, estas cepas ambientales de A. fumigatus
resistentes pueden colonizar el tracto respiratorio de pacientes najve al tratamiento con
azoles.

En la Argentina no existen estudios acerca de la epidemiolog?a de las especies flingicas que
colonizan/infectan las v2as respiratorias de los pacientes con FQ, ni de sus perfiles de
susceptibilidad antifangica. En base a todo esto, fue prop-sito de esta Tesis Doctoral
profundizar en el conocimiento de la epidemiolog?a de los hongos aislados de las
secreciones respiratorias de los pacientes con FQ de Argentina mediante la tipificaci-n de
las especies y la caracterizaci-n de su perfil de susceptibilidad a los antif/ingicos triaz - licos
y a la anfotericina B, como as? tambi®n caracterizar el mecanismo subyacente de resistencia
a los triazoles de uso cl?nico. Asimismo, se propuso desarrollar una matriz transportadora
de f&rmacos antifingicos eficiente, sencilla y de bajo costo, para su potencial aplicaci-n por
v2a inhalatoria en el sistema pulmonar, que permita la erradicaci-n de la
colonizaci- n/infecci-n flingica, y as? mejorar la eficacia del tratamiento antif/zngico en los
pacientes con FQ.

Para ello, se analiz- retrospectivamente una poblaci-n de 223 aislamientos f/ingicos
provenientes de las secreciones respiratorias (esputo) de 63 pacientes con FQ atendidos en
distintos centros de salud de la provincia de Buenos Aires. Estos aislamientos fueron
identificados molecularmente mediante amplificaci-n y secuenciaci-n parcial de los genes
calmodulina (cmdA) y beta-tubulina (benA). As?, se encontr- que los tres g®neros m8s
frecuentemente aislados de las v2as respiratorias de los pacientes con FQ fueron Aspergillus
(81,6%), Scedosporium (7,2%) y Exophiala (6,3%); aunque se recuperaron aislamientos de
otros g®neros de forma esporgdica.

Luego, se procedi- a evaluar in-vitro las susceptibilidades a los antif/angicos mediante la

determinaci-n de la Concentraci-n Inhibitoria M2nima (CIM), siguiendo las normas
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establecidas por el CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) para hongos
filamentosos en el documento M38 3Aed. Los valores de CIM obtenidos fueron interpretados
de acuerdo a los puntos de corte epidemiol - gicos (ECVs) publicados en la literatura, lo cual
permiti- clasificar a los hongos como salvajes o sensibles (wildtype, WT), y no salvajes o
con sensibilidad disminuida (non-wildtype, non-WT). En el caso de las especies que no
poseen ECVs definidos, se determin- como criterio para definir un valor alto de CIM a
aquellos que fueran = 8 ug/ml. De esta forma, se encontr- que el 93,8% (15/16) de los
aislamientos pertenecientes al g®nero Scedosporium, el 50% (7/14) de los aislamientos
identificados como E. dermatitidis, y el 7,7% (14/182) de los aislamientos pertenecientes al
g®nero Aspergillus presentaron valores de CIM > al ECV o = 8 ug/ml (segun corresponda),
al menos a un antif¥ngico.

Para la caracterizaci-n de los mecanismos de resistencia asociados a los aislamientos de
A. fumigatus non-WT, se estudi- la secuencia del promotor y regi-n codificante del gen
cyp51A. De esta forma, se observ- que el 40% de los aislamientos de A. fumigatus
presentaban la combinaci-n de mutaciones TR34-L98H, mientras que en el 60% restante
no se observaron alteraciones nucleot?dicas en dicho gen. Es de notar que, tres de los
aislamientos que pose?an la mutaci-n TR34-L98H fueron aislados secuencialmente de un
Yinico paciente con FQ, y presentaban, adems§s, la mutaci-n compensatoria S297T y, uno
de ellos, la mutaci-n R65K, que no hab?a sido descripto en la literatura hasta la fecha. Esta
cepa con el perfil gen®tico TR34-R65K-L98H-S297T demostr- ser a¥%in menos sensible a los
triazoles de uso cl’nico que las cepas con el perfil TR34-L98H-S297T. Con el fin de
caracterizar el rol de esta nueva mutaci- n en la resistencia a estos antif/ingicos, se realizaron
ensayos de transformaci-n gen®tica mediante recombinaci-n hom-loga en cepas de A.
fumigatus WT y cepas knock-out para el cyp51A (hipersensible a los azoles). En base a
estos ensayos, se pudo establecer que esta nueva combinaci - n de mutaciones TR34-R65K-
L98H (y no s-lo R65K 0 TR34-R65K) es la responsable del aumento en los valores de CIM
observados.

Por otro lado, se evalu- la susceptibilidad a los antifangicos de aislamientos ambientales de
Aspergillus spp., recuperados de semillas procedentes de 8reas agricolas de la provincia de
Buenos Aires y de Salta. As?, se encontr- que el 33,3% de los aislamientos de A. flavus
mostraron un fenotipo non-WT frente a los azoles de uso cl?nico. Para estudiar el potencial
mecanismo de resistencia de estos aislamientos, se estudi- la secuencia nucleotidica del
gen cyp51A y sus par8logos cyp51B y cyp51C, de aislamientos WT y non-WT, donde se
detectaron diversas mutaciones en todos los par§logos exceptuando el cyp51B. Por su
parte, el cyp51C result- el m8s polim - rfico de todos, mostrando hasta 8 mutaciones distintas
en las secuencias analizadas, mientras que en el cyp51A s-lo se encontraron 2 mutaciones.
Sin embargo, la mayoria de las mutaciones del cyp51C y todas del cyp51A fueron

detectadas tanto en cepas WT como non-WT, lo cual indicar?a que no son responsables (al
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menos no exclusivamente) de la disminuci-n de la susceptibilidad a los triazoles. Por %Itimo,
se evalu- la susceptibilidad de estos aislamientos de A. flavus frente a cuatro de los
antifangicos az-licos m8s frecuentemente utilizados en la agricultura (DMIs), para evaluar
si existe una relaci- n entre la disminuci-n de la sensibilidad a estos compuestos y el fenotipo
non-WT a los triazoles utilizados en la clnica. De esta forma, se realiz- un estudio
estad?stico no param®trico que concluy- que existirfa una relaci-n entre la disminuci-n
cruzada de la sensibilidad a los DMIs utilizados en la agricultura y los triazoles de uso cl?nico
en A. flavus. En el trabajo de esta Tesis Doctoral se busc- desarrollar una matriz
transportadora de un antif/angico triaz - lico, el voriconazol (VRC), para su potencial aplicaci-n
en el sistema pulmonar. Para ello, se desarrollaron micelas polim®ricas (MPs) a base del
polmero de injerto SoluplusE que encapsularon 5 mg/ml de VRC. Las MPs mostraron un
tamafo uniforme de aproximadamente 151 nm, pudiendo ser almacenadas de forma
liofilizada, y luego resuspendidas sin disminuci-n de su actividad antifsngica. Ademss,
demostraron ser no citot-xicas en un modelo in-vitro de c®lulas de mam#ero, mantuvieron
la misma actividad antif/angica que el VRC libre, y fueron capaces de liberar el f8rmaco de
forma controlada en un medio fluido pulmonar simulado.

En conclusi-n, en esta Tesis Doctoral se presentan los primeros estudios epidemiol - gicos
de las infecciones fngicas de las v?as respiratorias en pacientes con FQ de Argentina, as?
como los perfiles de susceptibilidad a los antif/angicos. Se observaron valores elevados de
CIM, entre 3,3% a 11%, para los antif’angicos az-licos, y del 9% para la anfotericina B.
AdemsSs, se registr-, por primera vez en nuestro paZs, la circulaci-n de aislamientos de A.
fumigatus non-WT para los triazoles con la mutaci-n TR34-L98H, as?2 como una nueva
combinaci-n de mutaciones que confieren resistencia a los azoles (TR34-R65K-L98H). Por
Yltimo, las MPs desarrolladas en esta Tesis Doctoral demostraron ser capaces de
encapsular y liberar de forma controlada el VRC, demostrando un gran potencial para su

aplicaci-n en la terap®utica de los pacientes con FQ.
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INTRODUCCION

1.1 Fibrosis quistica: Presentaciones clinicas, diagndstico y
tratamiento
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1.3 Agentes fungicos frecuentemente aislados de secreciones
respiratorias de pacientes con FQ
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1.4 Terapia antifungica: farmacos y mecanismos de resistencias
a los antifungicos
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Microorganismo AMB FLU VRC CAS MIC AND
Candida albicans b b b b b b
Candida glabrata b bKn b b b b
Candida parapsilosis b b b b b b
Candida tropicalis b b b b b b
Candida krusei b n b b b b
Candida lusitaniae n b b b b b
Aspergillus fumigatus b n b b b b
Asperdgillus flavus bKn n b b b b
Aspergillus niger b n b b b b
Aspergillus terreus i m b b b b
Acremonium aLJL) b m b n m m
Alternaria aLLI b n b n n n
Blastomyces aLlLit b b b bkt bkt bKn
Coccidioides aLL) b b b bkt bkn bKn
Cryptococcus neoformans b b b n m m
Curvularia 8L b b b b b
Fusarium &Ll bk n b m i i
Histoplasma aLJL) b b b bkt bkt bKn
Mucorales b n b n n n
Rhizpous aLILI b bKn b n m m
Scedosporium &Ll bKn n bk n n n
Trichoderma aLILI b n b b b b
Trichosporon aLIL)Y b m b m m m

Nota: AMB: anfotericina B; FLU: fluconazol; VRC: voriconazol; CAS: caspofungina; MIC: micafungina;
AND: anidulafungina. +: especie fungica susceptible al antifungico; -: especies resistente; +/-:
microorganismos que muestran una respuesta variable a los fdrmacos indicados. Adaptado
de Szymaniski y col. (2022).
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1.5 Administracion de farmacos por via pulmonar: ventajas y
desventajas
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2. Materiales y métodos

La composicion cuali y cuantitativa de los medios de cultivo y soluciones empleados en los ensayos
experimentales desarrollados durante el transcurso de la presente Tesis Doctoral se describen
en la seccion “Anexo”.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipificacion de los aislamientos fungicos provenientes de las
secreciones respiratorias de los pacientes con FQ de Argentina
mediante técnicas de biologia molecular

2.1.1 Cepas, cultivo y mantenimiento

tHI- St LNSaSyUS dl-ol22 RS ¢Sa1a 5200211 &S diitils dzyl- Li26f1-0lsy RS HHo HaflYiSyli2a TgyTi02a
LN20SyiSyiSa RS t1-4 aS01S02ySa NSALINI-i2N-4 6S&LIziR0 RS co LI0ISYESA 02y CvI 1jd:S TazSl2y 1iSyRIR24 Sy
Ridllyti2a K2&Li01454 RS fI- Li2dtyON- RS . :Sy24 11Sa 9li2a Sail-otSOnY1Syli2a TazSii2yt St 123Ul bl-0i2y14
G YES2-yRI2 t2a1RI-8¢ RS fI- LI2dhyON- RS .d:Sy2a 1Sl St 12401 DSySil RS bi324 4tSRi2 RS 9fiTI-HRSE RS
fl- ZMRI-R Vazisy2 YIRS .dzSy2a 11Sa @ St /Syili2 RS ai02t23)I- RS fI- CI-0dztil-R RS aSRIOWI- RS 1 1 yIdSUAIRIR
RS .dSy2a 1iSa [2a Matl-Y1Syli2a 1SNy IyI-€TI-R24 SyiliS -t mamT & -0l nnnme ¢2R24 23 LI-0ISyESa
Saiil-olyNSOIeISYR2 (I-i1-Y'1Sy2 Li2f2y3I-R2 0RS ¢ Y'SaSa I M 1320 02y 1¢w onnn Y IKR)I 2 +w/ oHan Y IR0
oy (i2R24 24 01-4241 t-4 Yd:Saiil-a NSALMI-i201-4 KI-o)l-y 8iR2 LN20S&IRI4E & 1y16TIRI4E Sy OIRI- dy? RS 24
Saiil-otS0nY1Syi2a al-yil-ii2a RS 1-06:SIR2 I fI- Ndzity1- RS SaidRi2 Y102t53102 RS Y d:Saiil-a 08iyi01-al 1jazS hyOfizeS
SEI'Y Sy RuISO2 62033181-01sy” Y1002&05LI01- Sy 7ISa02 & 02y lyDi2ySa SalISON-Sa & Odfiig2 Sy Y SRizd
02yBSy0i2y1€5a LI K2y32aY 191 {I-02d14R Jtdz02a1-R2 &LiSY Syil-R2 02y pnn Y3kt RS Of20l-yFSy02t
{5101 YSRI2 aSY1aStS0iid2 LI Scedosporium Scedosporium Selective Agarl {0S{Stbil 1- 31 St
Ot201-yFSyr02t 69/ 10 & 131 lyKiohi2i2 RS wSY Stw 02y 0t201-yFSyI02t 6¢KSIY 2 ClakSI {0Syiimou [24 Odfiid2a
TtzSN2y 2SUHIjaATI-R2 (SyISyR2 Sy 0dzSyfil- St Odzl-Ri2 Ofyi02 RSt LI-OISYES & 453Gy aS KlIel- 203SId1-R2
RSaMN2(E2 Tgy3102 Sy (i2R24 24 (024 RS @SYOll- 0HI o 2 n &S3gy St 014200 5I0K2a Ouflid2a TSIy
Y IyiSyiR2a NS I TI-yR2 LI-al2Sa Sy Y SRi2 {51 & I3 UI-JI- 3fd:02a1-R2 6t510 |- o1 /0 TRSY 441 RS OI-RI- 0SLI-
IFyHITIRI- &5 LIi20SRIs |- &z 1€Y' 1-0Sy1-Y1Syti2 Sy 36032t paiz Sy aztlil-niSSTSN dnyn c/00
I- RSyMmOIOlsy” RS f2a IMafl-YiSyiza &S WSHiTs Sy olaS I aka OMIOISH&NoIE Y102 @
YAONJQYQNﬁzfsaAOl-am tHIl- St SaldiRi2 Y 10230501021 &S OISOISIZY 28 YION22131-yaY 24 Sy LitI-01-4 RS €S
02yiSyISyR2 Y'SRI2 IFHITIR2 /TIISY 67410 & SElNI-0i2 RS Y IHil- 62910 RizllyiS T Ril-E I- vy c/¢ [d2S32! &5
SadzRiMI2y t1-d OMIF0ISIANOI-E RS fI- 02t2yAl- (1453 02'Y 2 St RIFY Siili2! fI- 026201-01sy RSt 1-yPSIa2 & RSt NSASIER!
LSS0l RS S&0tSu2002ar 32014 RS SERIR2I LAY Syli2d RifdyRI6iSE & (SEldIl- RSt Y105620 tHil- fI-
OMUIOGSINTI-OIsY YI0U2405LI01T &S tyR0dtRy (1024 RS y Y'Y RS RMFY'Sil2 RS t511 24 0d2lS4 FazSiizy
0d:00SNi2a 02y dzy” 0dz0NS20625(2a & &S tyOdzol-i2y Sy 0FY Il KGY'SRI |- vy ¢/ Razil-yiS pmn R)I-EL 453Gy fl-
S&LIS0ISH [1:5321 &S NSTIMIRY t24 0001520250241 &S RS2HIZY 4S04 on Yy |- Hy ¢/1 & &S 02{2012y &200S dzy”
Li2li1-26:S(2a8 02yiSyISyR2 dy1- 3201 RSt 02201yES it RS f1-0i21Sy2M [24 YIOI20itid24 &S 2085012y I
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2. MATERIALES Y METODOS

Yi0i2a0202 sLin021 R2yRS &S 02yallis - Y21r223)1- RS 23 02yIRist2ii2al 120Yl- @ RFY'Sii2 RS fl-a
#Sa\0dE1-41 RIELI2aI0sY RS fl-a Y Siidzfl-d &x2 FHIRSE 120Y 11 RFY Sili21 21y1-Y Sytil-Olsy @ 02620 RS fl-4 02yIRII-41
LINSaSyOll- RS OSfaztl-d RS INESI LNSASYONT F20Y'1L dIFY'1-32 @ 0220 RS fl-a 1-a02aL201-a0 LNSaSyOll- RS
Sa0tSl2012ar 0tSiali20S012ar & 2d01-a O1HI-0iSINEIIO1-a Y02 Y 20F2ts3101-4 RSa0MLIAI- LIHI- &dz IRSYGROI-Olsy Sy
[1Hi2yS ormmmd & {1-Y a2y 020 ornnid

2.1.2 Tipificacion de los aislamientos mediante técnicas de Biologia Molecular

tHIl- f1- IRSyUmIOIOlsy RS fl-4 SaL1501Sa RSyii2 RS 28 02YLitS2a 2 4500i2ySa Sa yS0Salii2 NSITIM
SaidzRi2a RS ol2t231- Y 2S00z Y SRS 1Y LIEFOI-0isy RS 1S312ySa SaLISOWI01-A RS 24 3SySa 01-€Y 2Ruzfiy1-
4500zSy0il-4 260SyIRI-AL I 02'Y 2 &S RSA01AS I 02y/liytzl-Otsys
2.1.2.1 Extraccion de ADN de hongos filamentosos

of 15b 3Sy5Y102 015bs0 RS {23 K2yd24 SaldzRiI-R24 Sy St LNSaSytS il-6122 RS ¢S5a1& 5200201€ S
SElNMR2 Li20 8t Y'Si2R2 RSt 1Sy2in0t21i2F20Y 21 IRILIII-R2 LIMI- K2y324 Tifl-Y Syli2a24 L1 ¢1-y3 & 0210 dundnio
tHil- St21 &S tyR0dtHi2y cmn EmnY dyIRIRSA T2UY IR2014 RS 02f2y114 63C/0 Sy oyl LIEIOI RS S
02yiSyISyR2 T Yt RS 014R2 RS SEiNI-0i2 RS t801-RazI- LISLIi2y1- & RSE(241-6_ t50 & &S lyOd:05 Sal4ii0l-Y Syis
I o ¢/ Rézll-yiS nnmny KI 353Gy tl- SALISOIS TgyaI014 /2yt 1.8aRI- RS dzyl- Lidzydl- RS LILISI- RS Litkai02 Sadsii
&S 1802315 St Y10Sti2 & 45 RS2s 45014 &20NS dry LIFLISE RS Tiflii2 ZKI-iY Iy bem I Ta ¢/ Li2W 1 Ko tHIIl- LIEROSRS
I a6z RiglaLI0ksy Y SO#yA0IT St Y'10SHi2 4502 4S l-yatiiis I- dzy dz02 RS Y10I20SyiNFdAl- RS 1 Yt 02y ynn >t RS
buffer RS i3l & dzy @2fi2Y Sy'RS pnn >t RS YI0N25&FSHI-4 RS ZiRII2 RS nip Y'Y RS RHFY Sili2 6a S0 YDI- 10

{SLN20SRIs I- 131140 01320281 Y SyS 02y @sliiSE Razil-yhS m Yy I 68 Y LISUI-idzil- 1Y 01SyiST yiSioI-l-yR2
02y dzy1- y0dzo1-0tsy Sy KiSt2 RS m Yyl NSLIiSYR2 Saiil- 2LSHI-0tsy o 05053 t2aiSu20Y Syist &S 1S3 Hi2y
nnn >t RS 1Sy20062021200Y 2/1-402K2f 1821102 HpYHniv 0a S0 YDI-1o T2 on ¢/ & &S 1-9lis 31321241-Y SyiS
Sy 0sliiSE Razil-yiS on & iyiSIOIIyR2 02y dzyl- yddol-0isy Sy KiSt2 L2l on & NSLIiSyR2 Sail- 2LSN1-0isy p
(#8080 [25321 &S LN20SRIs |- OSyFdANI I- mnonnn E 3 U200 mp Yy I ne/i & &S dul-yarinsi2y tan >t RSt
420ISy1-RIYS I- dry lidz02 RS Y'10I20SyIFd3Al- RS mip Yo

1 S4(S &S S I-31-Ris pan >t RS 0f212200Y 21102K2f 1521-Yt02 onnvmb )21 &5 Y ST0ts St 02y1SyIR2 Li2
lyBSliisy @ &S LN20SRIs |- 0SyiFiz31 I- matnan E 3 Rizll-yiS mp Yy I- n c/0 [d2832 RS (l-y&FSIM pnn >t RSt
4200Sy1-RINVS |- dzy yizS02 {202 RS YI0U20SyaFd311 &S LNSOILIGS St 15b LISASYES Sy St a201Sy1RI-ES 02y
Hn >t RS doyl- 82f0sy RS 10SiIi2 RS &2RI2 oa LI T ptn T2 & cnn >t RS Siil-y2t 1-6a2fdi2 720 ¢ll-a Y STOfH)
St 02yiSyIR2 L2l lyBSiaisy: &S 0Syiilifiz3s I mntnnn E 3 Réll-yiS mp Yiy'I- n c/1 &5 RSa0HIis St a201Sy1-R 1S
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& &S RSs S0 St LNSOILIGIR I- cp ¢/ Razl-yiS p Yhys ¢ll-ya0diiiR2 SaiS (SYLi21 &S Li20SRIs I- NS&dzaLISyRS)
St LINSOILIGI-R2 Sy mnn >t RS buffer ¢9 Sy'LIISaSYONl- RS p kE RS Twbl-al- omn kKY€ TwblI-4l- LI-yONSHiIOI- fioNS
RS 15bl-4l1 a0 YDI-1it & &S iy0dz05 m K I- oT ¢/0 9f 15b I-4) 200SyIR2 &S 1€Y' 10Sy5 |- nyn ¢/ KI-ll- &z
L2aiSI20 1-yiaia

2.1.2.2 Extraccion de ADN de hongos levaduriformes

{SLIN20SRIs (1€ 02'Y 2 128 RSA0NLII2 1-yaSun20Y SyiS LIMI- K2y324 Tifl-Y Syli2a24a1 4262 1jazSt Sy Sais O1-421
&S ly20uHi2y” cimn EmnY 1C/ Sy (02624 RS YI0U20SyifiAl- RS 1 Yt 02yISyiISyR2 m Yt RS 14hao ¢ll-4
0Sy/iFdzaI I- mnonan E 3 L20 m Yyl & RSE0MIGI St &201Sy1-R1-yEST &S LII20SRIs I- NJSédzéLJéyﬁzéNJ St LNSOILIGI-R2
Sy'ynn >t RS buffer RS fiaia 02yliSyISyR2 pnn t RS Yi0I28a7S01-4 RS #IRIN2 RS nlp Y'Y RS RMFYSilli2 0aSI0q
YDI-Yi0 {S LN20SRIs I NSIITII fI- SEd-00Isy Li20 St Y'Si2R2 FSy2ei0i212720Y 2 iIf 02Y2 a8 RS&0iols
I-yaS200Y SyiSe

[1- O2y0Syil-Osyt LiSTI- & OyEIRIR RSt 15b (20l &5 RSISIYIYS diifiTl-yR2 St 8150021205 Y Sl
bly2RI2Lt bSmnant YIRISYR2 fl- 1-682061-y0Ml- I- fl- 2y3iiiR RS 2yRI- RS < ' uen yY & fI- LiaiSTI- dziifiTl-yR2
I- UStI-0ksy HenkHy no

2.1.2.3 Amplificacion de los genes calmodulina (camA) y beta-tubulina (benA) por PCR

- LN20SRSW 1- IRSyTIOM I- 24 1M&f1-Y1Syli2a Tgy31024 I yigSt RS SaLISOIS aS ISIHiTs I 1Y LiEwO1-Oisy
RS 24 3SySa RS IyuSiSd Y SRIYES fI- 1SI-00isy” Sy 0IRSYl- RS fI- Li26tY Sil-al- ot/wil aS3diR2 RS fI-
4S0dzSyONI-0isy ya0fS20)IRI0I1- RS 24 LI2Rd0024 RS t/w 6DfI-44 & 52y1-Razy1 mhhpT 12y & 02101 nnnpdd - Stt2 &S
G THIRy €24 primers OY'Rp 6pd //D 1D¢ 1/1 1DD 1DD //¢ ¢/ oly & OYRc 6pt //D 1¢1 DID D¢/ 1¢1 1/D
¢DD ol jizS IFY LIBROIY dzyl- 1STisy RS dpyn LIMISE RS 61-4S4 6LJ60 RSE ASY camA 63zl voull & 23 primers
olinl- op DDE 11/ /11 1¢/ DDC D/¢ D/¢ ¢¢/ ol & 6lHG opd 1// /¢/ 1D¢ D¢ DED 1// /¢¢ DD/ ol ljizS
1Y LEFOIY dy1- NS3isy RS dppn LIG RSt ISy benA oci3dil- Hin(o

- NSIETIA £ 1Y LBT01-0ksyE &S LNSLIMIs dzyl- Y'STOfI- RS 11SI1-00ksy RS pn >t 02yiSyISyR2 nin >a RS
OIRI- primerl vnmpn YA RS 4SYLI-R2 RS 15bsl nip Y a RS Rb¢tal vip Y'a RS a3/l & ninp Jk>tRS Tag 15b
Li26tY SUl-al- 02y &tz buffer 02NSALRYRISYES 6entiizd Sb1TLydi2 113K 120

[I- 1SI-00ksy RS t/w &S 805 I- 0102 Sy dzy iSIY 2010t1-R21 €S0y 9tY Sl DSYSIFY'L t/w {84lSY hennt
&3dSyR2 dzy O101-R2 1jdzS hyOfazds dry LIl-2 RS RSay1-idzlI-iTI-Ohsy tyA0M- I- p ¢/ Razll-yaS p Yyl 4536R2 RS op
010t24 RS RSay1-idzlI-iT1-0isy I hpe/ Razil-yiS on & KIOWRI-Olsy |- pH ¢/ L2l on & 6primers 6(nb 2 |- pp ¢/ L2\ np
& dprimers OYR(L & SE(Syalsy |- TH ¢/ RazllyES 1 YIyo [I- SEiSyaisy fiyl€ RSt LN2FNI-Y'I- 02yalails Sy fl-

Iy0dzo1-0tsy I TH ¢/ Razill-yaS mn Yy
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/2Y 2 02yi2t Li2aiiid2 RS fI- t/w &S diifils 15b RS A. fumigatus! 1¢// nnnonp 0dz223 35yS4 camA &

YA 4w

OIRIISO0I2y1 /2Y 2 02yt yS3Iiid2 RS fI- t/w &S ditiTs 1-36z1- RSaliI-RI

[I- 1Y Lif02ySa NSadzAi1-yiSa 10:Sii2y aSY olll-R2a Sy dzy 35t RS 1-1MI2al- 1€ 62 (S3IR2 02yRS oli2Y dzli2 RS

SiiRi2 6nip x3IKY'f dzyti2 02y dzy” Y HIOIR2N RS LISa2 Y 2t80dz1) RS NSTSISyOM-0 [I- 0200RI- SESOM2T20SHOI-
USITs I-mnn = & fI- LNSESYONl- RS ol-yRI-4 SALSOFIONA &S Gradzl-iTHi2y 02y dry (l-yaltd Y ly1-R21 & +0

Intrén Intrén Intrén Intrén Intrén
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Figura 2.1 - 9aljizSY'I- RSt 35y camA RS A. oryzae 353Gy tl- 450azSy0ll- Snnncy IFRILGIRI-RS | iz & 0260 ovhpil
02y t2& LY "SIa 0Y RpkOY Red [I- &50d:SyOil- I-01MI01- l-4 Li2&@0k2ySa ponoTenmanpdnodichd RSE 012 262 |-
H RS fI- 0SUI- RS A. oryzae wL. o

ATG Bt2a 558 nt Bt2b STOP
—Ppe e e ccccccccccccccnn- e
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Intrén Intrén Intrén Intrén Intrén Intrén
(130 pb) : (112pb) : (65 pb) (53 pb) (56 pb) (50 pb)
Intrén Intrén
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Figura 2.2 — 94lj:SY'I- RSt 3Sy” benA RS A. fumigatus 353Gy fI- aS06:SyOil- RS - 0SLII- RS NSTSUSYOHl- 1FHdo
NSLI2UEIRI- L20 bASHY Iy & 0260 d1nnpil 02y 23 LY Siia 6lnI«oinoe [1- 2S00Sy0ll- 10101 fl-a Li28I0l2ySa
HoyproMy TTHOYnytmMap RSE 012 242 Y |- wo

as
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2.1.2.4 Secuenciacion nucleotidica de los productos de PCR y analisis bioinformatico de las secuencias
obtenidas

VVVVV

GifTI-0tsy RS RIRS2ENYAOfSs(R24 041350 & 0261 vyTTi0 {S dlitTIRy €24 primers OYRpkOYRc & 6imlko6iH0
LI €23 3SySa camA & benAl lISALISOIEI-Y SyUST Sy LISASYOM- RS dy (SIY Iy1-R21 RS OIFRSYI- Y HIOIR2 02y
WSI-0lid2a Ta20Sa0SyiSa 0. 1358S ¢SNY hy1-i21 +ooomI TLILIESR . 123805 Y 40 6al-0123Sy Ly 0o LIIS@- LiziFol-Olsy
RS 24 LI2R0i24 RS t/w dziitiTl-yR2 St 1ESym t/w Sb Vil 6al-0i23Sy Lyt

[1-a 4S0dzSy0nl-a 26(SyIR1-4 RS 24 LNI2Ri0i24 RS t/w TizSi2y LN20SaI-R 14 02y St LII2TN-Y |- /2R2y /2RS
13ySI Guntntnd 59ah 6/2R2y72RS/21L0 ranmot 9f LIIR0SAIYISyi2 IyOfes St SYLMIS-YISyi2 RS OIRI-
&S00Sy 0nl-Olsy” RINSOI- 02y &z NSESIE2 02 YLISY Sytilii2l RSLI-Oisy RS f1-4 NS3i2ySa RS ol OIIRI-RT &
SELI2N1-0hsy RS dry1- 450dzSy0il- 02yaSyaz LIHII- OIRI- 1Hafl-Y1Syi2 & OI-RI- 3Syh
2.1.2.5 Andlisis filogenético de las secuencias obtenidas de los productos de PCR

[1-4 3500:Sy0il-4 ya0tS20IRI01-4 26dSyIR1-4 TSy 1ySI-RI-4 02y 3500:Sy0il-4 RS NSTSUSYON- RSt GenBank
0. Syazye 026 nannT {1-851a & 02600 nannil G TI-yR2 St 1-3200Y 2 Muscle lyOfiziR2 Sy Sta2Tig IS yilli2 * DIb9
gonn oh2yS0Ky1120 & 02 navndd 9y St 0142 RSt 3SySIi2 Aspergillust &S diifiTIHi2y” aS0dzSyON-a RS {14 nnc
SaLIS0ISa 1-0SLIiI-RI-4 & Lizof0I-R1-4 Li20 120:001-1Sy @ 02 6Hnrnie til- St 3SySi2 Scedosporium &S diifiTHIzy
fl-4 4S00:SyON-4 LizofiOIRIE L20 160lyiSa & 026 ornnmil 1jinSySa R20aY SyliHiy dzy (2l RS mm SaLIS0ISE
RITSISyiSar 21 gtiny 21 LIMII- St 3SySii2 Exophialal &S diifiTHIZy I-4 3S06:Sy0Nl-4 Lizofi0IRIE Sy ¢Kitl- & 026
Grnnnil 1jinSySa R206Y Sylii2y et SaLIS0ISA RIFSISYISA LISIiSyS0ISyiSa I- SaiiS 3sySiize [I- tiadl- RS d2R14 1-4
4S00:SyOHl-4 dzifiTI-RI-4 02y &z ygY Sli2d RS 100542 RSt GenBank Saiky Sy tl- ¢1-661- yom RSE 1ySER0

of IlySIYISyli2 Y ¢tilLitS RS &500:Sy0il-d éa{1i 20iSyiR2 TS SolfulR2 diitill-yR2 St LN2INIFYI-
2a2RSt¢SaiH oHomomn Brnmcnonod LIHII- 260SySii 28 LMY Si2a RSt Y 2RSE2 Tit23Sy5102 1jdzS Y Se2i aS 1-2dzaiS
I YI2Y'2 0DizlyR2y/ 8 DI-00:5 HrnoT {dtfidl-y e 026 Hamnie Cy1€Y Sytst dziiiTl-yR2 St LN23N1-Y |- tkea[ otnin 02y
t24 UMY Siii2a 260SyIR24 1yaSui20y SyiSt &S 01-0dliRy t28 Hio2S4 RS YAELY |- 0SI28Y IiidzR 2Ly 1TI-R24
L2l Sub-tree Pruning and Re-grafting 6{tw( & Nearest Neighbor Interchange dbbLil dilfiTI-yR2 dry &2LI211iS
RS monnn bootstraps 0DdyR2y & 0261 navnT DizyR2y & DI4065( Hnnot €21 gty 21 23 Hio2Sa 200SyiR24 TtzSli2y
gadz1-iT1-R2a 02y St LI23N1-Y I- CIACUSS Gmonen owl-Y 61627 Hamy(o
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2.2 Evaluacion de la sensibilidad antifingica de los distintos
aislamientos obtenidos de origen clinico pertenecientes a los
géneros Aspergillus, Scedosporium y Exophiala frente al ITR,
POS, VRC y AMB por microdilucion en caldo

tH- RSESUY Iy I 02y0Syiil-Oisy lyKioli2iil- YWYl 6/Llad RS 28 l-yiirgy31024 SyhS I- 24
IHafl-Y'1Syli2a RS t2a 3SySli2d Aspergillusl Scedosporium & Exophiala &S dziifiTIRy fl-a y20Y -4 Salil-6tS0IRI-E
L20 St /[{L 6Clinical and Laboratory Standard Instituted LIMII- K2y324 Tifl-Y Syli2a2a Sy St R200Y Syli2 aoy
0cSRY 6711 HanTlo {S dlifiTHRy 1yiifgy3102a RS Li2iSyON- 02y201RI- & 02yIfIRI Lewl th{l +w/ & 1a.]
0aSioT YDI-10i Sy dzy Nl-y32 RS 02y0Syill-012ySa Tiyl€ RS ninmpry k3IKY

{8 a2y L0148 RS YIOI2RId0lsy RSA0IMIiI-6t54 SaiSInSar 1-JiI-a LIMI- Odzfing2 OStitir RS dic Li20it24
02y 12yR2 Sy ! & dry @21y Sy YAENY'2 HN2ENY I-R2 RS onn xf 6ISi . i2Fifoe /22 Y SRI2 RS Odrfliigz &S dilitils
St wtalmicnn 02y 3fizil-Yiyl1 dly ol0Hio2yl-i2 & 02y 22 1Sy2t 022 yRIOIR20 RS LI 6asSi0] YDI-1i
aLSY Syll-R2 02y buffer aht{ #0IR2 ondbrY 20LK2ty20 LN2LI-ySaittsyio2! aSio] YDI-1i 9f Y'SRI2 TtzS
LISLIMII-R2 R26tSY Syt 02y08yilI-R2 6HEN I- 02y0Sylil-Oisy RS Hnty 3kt RS wtalmicnn & chinc 3kt RS buffer
aht{l I-UI T tInt {5 SaiSueTs Li20 Ritin-Olsy 02y Tili2a RS 1-0S01-02 RS 0Sfdzt2al- RS nivH kY RS RMY Sili2 RS
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LI 1-883a01408S 1j&zS 24 L2024 02yiSyaly St lys0dt2 RSaSI-R21 Y SRIES a1SY oll- Sy Lil-014 RS {510 9y
fl-4 T8 11C &S 02620Hi2y ¢ RIFSISYESa 1Matl-Y1Syli2a LIHII- &g SaldzRi2l & Sy 14 Titl-a Dl 23 2031-ylaY 24 RS
02yli2t RS OMIRIR A. fumigatus 1¢// unnonp & A. flavus 1¢// nanonnt
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2. MATERIALES Y METODOS

Tabla 2.1 — tdzyfi2a RS 021iS SLIRS Y 12t531024 69/+40 RSE0ULII2A LIMII- Aspergillus 3LIL)

ECV (ug/ml)
Seccién Especie AMB ITR POS VRC
Flavi A. flavus nunn ML nipn HINN
Fumigati A. fumigatus HLMN MLnn NHP MLnn
Nigri A. niger HLN nun HLN HLN
Terrei A. terreus nun HIN MLIN HIN
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2.3 Analisis de las secuencias nucleotidicas del gen cyp51A vy su
promotor en aquellos aislamientos de A. fumigatus non-
wildtype para antifungicos triazdlicos

tHII- SaddzRIHD St L20SyON Y S01yIaY 2 RS WSaiaiSyOll- lyB2ti0il-R2 Sy HjdStiza 1Matl-Y1Syii2a non-
wildtype RS A. fumigatus 1jiS LNSaSylMI2y @142154 RS /La B 97+ TSyLS |- 24 (iI-T2(541 &S 54 1y1ils fI-
K2y32ail & dyl- 1S3y RS HN2ENY IRIFY SyiS mennn L6 RS &z LN2Y 20201 il 022 165 RSa0uiLIi2 Li2il SAl-Tn
DazSII- & 0219 6rnno0s

2.3.1 Amplificacion del gen cyp51A y su promotor por PCR

[I- SEdNI-00Isy RS 15b &S5 SIHiTs 022 TtzSNI- RSA0NILIER Sy tl- {50015y HomoHome
G2y’ LIMI RS primers 1jdzS Fl-y1jazSIy dzyl- ISTsy RS mocHn Lo RSE Y HI02 161512 RS £50idI- 6hwCi RSt ISy cyp51A
RS A. fumigatus! St OdzI-€ 02yISyS dry lyilisy RS TH LIGI & 22 LIHI RS primers 1S Tl-y1jizSIy monce L6 RS fI-
STty LN2Y 20201- & RSt hwC RS RIOK2 3Sy8 9f hwC &S 1Y Lfii0s d:él-yR2 24 primers tnpnanim 6pd 1¢D D¢D
//D 1¢D /¢ ¢DD ol & tnpanlH 6pd /¢D ¢/¢ /1/ ¢¢D D1¢ DED ol 0511-TiDdSuI- & 02600 vanodl YASYENI-A 1jizS
LI 1FY LBROI &z LN2'Y 2020 &S difiTHIZy t24 primers 1T 6p) ¢/1 ¢1¢ D¢¢ D/¢ /1D /DD ol & 'mn dpl DD
RS on LJo! Odz&l- &506:SyOil- S& po DY ¢/ /D/ DD¢ //D D¢ D¢D ¢D/ ¢D! D// DY ¢ ofl ljiS &kStS
Sy02ylIHiES Sy I-a2001-0isy 02y fl- Y dzil-Olsy Lizytidzl- [y I Sy tl- LN2SYI- 7, tpm¥ 6{ySRSuA & 02601 1y

M- DSIHTHIL - 1Y LERO1-Olsyt &S LINSLIMIS dzyl- Y'STOEI- RS NSI1-00isy RS pn >t 02yiSyISyR2 nin >a RS
OIRI- primeri vnmpn yA RS 15b 3Sy5YI021 nip Y'a RS Rb¢tal Hip Ya RS ad/f.l & miip k>t RS fI- 15b
L2 SHI-al- RS Iiil- FIRSHRIR Pfu DNA polymerase 6¢KSIY 2 CIAKSI {0ISy@iTio0 02y adz buffer 021ISALI2yRISYES
LINI- 1-3) NSRdz0M SIN21SA Razll-yaiS f1- £/wd

[I- t/w &S 505 I- 0162 Sy dry (SHY 2000t1-R21 Sy 9tY SU DSYSI-Y'L t/w {84iSY henn &13iSyR2 dry
LN2301-Y'I- RS 010f1-R2 1jdzS IyOflzes dry” 0102 RS RSay1-idzlI-iTI-Osy yI0M I- dp ¢/ RS 1 YiyT on 01024 RS
RSay1-idz0l-6iTI-01sy I dhp ¢/ Razil-ylS on & KioWRI-Oisy I pe ¢/ L2l on & UMl 1Y 624 primers & diy1- SE(Syalsy |-
TH ¢/ RizlI-yGS on &7 & dry 010t2 RS SEiSyaisy Tyl I TH ¢/ Rézll-yiS mn Yy

/22 02yiili2t 231002 RS fI- t/w &S diifils 15b RS dzyl- 0SLII- wildtype RS A. fumigatus 0A. fumigatus
1¢// nnnonpil 082 3Sy cyp51A & &z LIRY 2021 FizSii2y LINSAHI-Y SyiS 1Y LEm0I-R24 L2 t/w & 850d:SyONl-R24
/72Y2 02yili2t yS3Iiig2 RS fI- t/w &S ditiTs 1-901- RS&lI-RI0 [24 I'YLIf02ySa iSadztil-yiSa T:Sizy aSY olll-R24
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Sy dzy" 35t RS I-HI2al- 1€ niy’z 1S3IR2 02y oli2Ydli2 RS SiiRI2 onip k3IKY 1l dzyli2 02y dzy” Y HIOIR21 RS LISa2
Y 26500zt RS NSTSISYOAI [1- 02W0RI- StS0iN2F24Si01- 85 NSIiTs |- man + Razll-yiS on Yy @ fI- LSASYOl- RS
ol-yRI-4 SAISOIONA T6zS Gradzl-iTI-RI- 02y dzy iNl-yaifdzY ty1-R2lin b +0

2.3.2 Secuenciacion nucleotidica de los productos de PCR vy analisis

bioinformatico de las secuencias obtenidas

VVVVV

02Y 2 &S RSa0W6ls Sy fI- {30015y Homorenl diifiTl-yR2 24 primers tnpanImk¥h & 1Tk Imn LI St hwC RSt 38y
cyp51A & &z LIZY 20218 USALISONBIY Syise [14 a80uSy0il-a 2008yIRI-4 TSIy 02Y LIMIRI-A 02y fl- 38065y Oir
RS ISTSISYDII- RS A. fumigatus obe RS 100842 RSt GenBank 1Cooycpait tHI- fl- ISTisy LY 20211- 8 SiltRis
fl- LINSaSyONl- RS a80uSy0II-4 ISLISHIRI-A Sy (#yRSY 6Tandem Repeatst ¢wit 21 &t LIMIEST & iyfilsy RS TH Lo
728 SHYIYIRZ Y IyRI-EY SyES RS fl-4 48008y 0N RSE 18IV ISyi2 Y LS RSt hwey €20 6y 21 48 IVI-THIRy
f1-4 380028y 0114 yEOES20RIONE 8 1Yy RI-0IRIOH RSREOIR I in-silicod

ATG STOP
d =
Afu_cyp51A
Intrén
(72 pb)
1623 nt
e e Y ——
p450-1 p450-2
1065 nt
e o ——
A7 A10

VVVVV

LI2Y 20201 pd ¥ ¢w & RSt hwCo [2& LIRY SU& trpamke &S dziitT -2y LI 1Y LIEBTOH) St hwC 02'Y LitSi20

2.3.3 Caracterizacion de nuevas mutaciones puntuales en el gen cyp51A

potencialmente asociados a resistencia a los triazoles

/2y 5t 2080102 RS OMHII-0GSINTIH) St $1S50(i2 RS doyl- yizS@1- Y dziil-Otsy/ Lidzy/ldz 1€ Sy St cyp51A RS diyl- RS f1-4
0SLII4 non-WT RS A. fumigatus TSyUS I £2a (I-T2(Sa1 &S NSITIHIRY SaldRi2a RS (Nl-yar21Y 1-0ksy 3SySii0l-

Y SRilyES S02Y oly1-Olsy K2Y st231- RS RIOK2 38y Y tiil-R2 32005 0SLII RS A. fumigatus 3Sya1otSa [1:4 05114
K23LISRSII-A diifiTI-R I3 [a5anom & [abauoH! Tdli2y 35yaitY Syis 0SRIRI-A Li2i St [1o20l-i212 RS aud223)I-
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& 5il-y5iii02 a2iS0util i[as5al 'yWSIaRIR bl-0i2yl€ RSt [Mi20 {1yl ¢Sw tiHil- Sti21 St 3Sy cyp51A
02Y'LIS(i2 02y fl- Ydzil-Olsy RS&SI-RIT 26(SyIR2 Y SRS Y dzil-3SySaid RINFIRI- Y SRIRI- Li2U t/wl &S 0f2ys

LA N

fumigatus?

[I OSLI- [a5anom Sa RSTOISYES Sy St 3Sy akuBY#y" (kY dynil t2 Ouzlf Y Se2Ul- fI- WS0uSyOil- RS
IS02Y oly1-0tsy K2Y'5t23I1- & fl- [a5anon Si RSTOISYUS Sy St 3Sy akuB"#Y" & cyp51A 0KY dynkk/  tpm!l{
0[S2y14RSH & 0260 et [I- OSLI- KY byn L2aSS dy 12y Syli2 Sy fI- Li26l-6lIRIR RS Nl-yar20Y 1-0isy” L2l
1S02Y 6iy1-0lsy K2Y'5t231- I-011-4 I- f1- RStS0Isy RS fI- LIi2iSy1- Y 1yl fI- Odzl- Salid Y LAOIRI- Sy tl- USLIMI-Olsy
RS 15b L2\ dyfsy RS SEISY 24 01S02Y 6ly1-0lsy y2 K2Y 52310 0cSusil- & 0261 nanchs t20 &k fI-R21 tl- 0SLII-
[a5anon &Y |- I- Sal- O1I-0GSWAN0I- doy1- KILISUESYAIBIERIR I- 23 (NNI-T26SE I01-001-4 I- £I- USURIRI- RSt cyp51AI
St OdzI Said hyaSINdzY LIR2 L2W dzy cassette RS IS&I&ISYON- I+ KRBIN2YIOWT- 6[S2y1RSH & 02101 HamcT asilRz &
026 wnnpdd [I- OSUIF RS A. fumigatus 1¢// nnnonp TS dAIRI- 022 0SUI- 02yt LIIMI- 24 Syal-223 RS
&0za0SLIIOMIRIR L21 Rifizalsy Sy Y SRI2 YIIY 2 6aa atliSY Syll-R2 02y nimaminn k3IKYE RS Lew dcSusiil- &

02f HAncld

2.3.3.1 Clonado en el plasmido pGEM®-T Easy Vector

of LHHY'IR2 LID9aun¢t 9l-a8 +50021 Sait 20 Y MI-R2 LIMII- fI- 0f2y1-0ksy RS LIi2Rd:0024 RS t/w &l- 1jiS
Sal4 LNSttySHITI-R2 Y SRil-yiS Ri3Salisy 02y tl- SYTY |- RS SAi00isy Ecows & 02yiSyS dryl- (1Y y1- S0y iyl
Sy I'yoza SE(SY2a ol 9aiS ymOSsiiRz2 (SHYIy1t Sghil- - NSOMOwEHITI-Osy” RSt @S021 & Y Sl
y2(iI-6SY SyiS fI- SHOI-0M- RS fI- 131015y RS 24 TI-FY Syti2a RS t/w 1jdzS &S 1jaSul-y tyaSuiiL 81 1jzS f1- Y 12 21)1-
RS fl-a Li26Y Sul-al-a G0y 25401-6t54 1S3y dyl- IRSyI1- I SElNISY2 0f RS 24 1Y Lifi02ySa 1RSY 4L 02Y'2
&S 206a3001- Sy fl- ci30il- vopt St LID9anet 91-48 +S0i20 Li2aSS dzy a2 RS 0f2y1-R2 Y GHliLIS 1jdzS tyhSidzY LII-
fl- 850dzSyOnl- RSt 3Sy RS tI- In31-002&1RI-4l- 6laczil St Odzl- &S SyDduSyill- 6122 fI- 1S3dzl-Otsy RS dry Li2Y 22
lyRiz016fS Li20 LteD oha2LN2Led nSvnii2311-002LM1ys8R2I asio] YDI-1w 55 Sail- Y IySulL &S LiSRSy”
aSt500i2y1H RS Y 1-ySlil- &SyOitil- £23 0t2ySa 1502 Y oly1-yiSa L1 St 02620 RS adza 0262yA1-4 66tl-y01-4 2 -TdztSail 1
0uSoSutl-a Sy YSRI2a RS Oufiid2 1jaS 02yiSyaly St iyRiOIR2I -m3l oproli2Y 2mnnlt2iiznomyR26 i 15n
062Uy ER2I aSi07 YDI-106 t21 gty 21 SaiS 50i21 Li2aSS (1Y 0iSy dzy ISy RS NS&i&iSyOMl- I- 1-Y L0y
0L 1jzS &S dzeiTI- 02Y 2 1yiohsiioz aStS0i2i RS 02t2yA1-4 (il-yar20Y 1RI-! & dzy 20138y RS ISLIE0I-Otsy LIHII-
E. coli 620
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Xmn'1 2009
Nae |
Sca | 1890 2707 171
_ 1 start

1 ori Apal 14
Aatll 20
Sph 26
BstzZ | 31
Amp" Ncoll 37
P nGEM®-T Easy 1acz Bstzl | a3
Vector T T Not | 43
(3015bp) Sac |l 49
EcoR | 52
Spe | 64
EcoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
Pst1 88
ori Sall 90
Nde | 97
Sac | 109
BstX | 118
Nsi'l 127
141

T spe

VVVVVV

2.3.3.2 Reaccion de ligacion inserto-vector

[I- USI-00ksy RS B131-0ksy Syl St LIN2Rdz0d2 RS t/w LIdiiFIoI-R2 02y fl- Y dzil-Otsy RSASIRI- & St kY IR2
LiD9an¢t 91-48 +50021 6ti2Y S3I &S 505 I- 01-62 Sy LNSaSYON- RS I- SyTiY'I- ¢n 15b ti31-4l- Sy dzy1- UStI-0lsy”
Y 2810 lyaSui2vgS0i21 RS ofme {13diSyR2 f1-4 lyaili0012ySa RSE TI-0M01-yhSE fI- 1SI1-00isy &S Y'S10ts Sy St buffer
RS t31-0isy Li2dNi(2 02yiSyISyR2 fI- SYIiY'I- ¢n 15b fi31-4l- 0o ¥ kkfil & &S yDizos I- n ¢/ Razll-yiS i2RI-fl- y20KS
LI 1z Syl SENSyRIYISyfi2 RS 1 131015y

2.3.3.3 Transformacién de bacterias E. coli One-Shot™ Top 10 quimio-competentes (Life Technologies
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2.3.3.5 Preparacion de conidias de A. fumigatus LMDM-31 y LMDM-32 electrocompetentes
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2.3.3.6 Transformacién de A. fumigatus LMDM-31 y LMDM-32 por electroporacion
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2.3.3.7 Evaluacidn de la actividad antifiingica de los clones de A. fumigatus obtenidos
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2.4 Estudio y caracterizacion de Aspergillus spp. aislados de
semillas provenientes de areas agricolas del pais sometidas a
fumigacion con distintos antifingicos azélicos de uso agricolay
su potencial resistencia cruzada a los triazolicos de uso clinico
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2.4.1 Analisis de las secuencias nucleotidicas del gen cyp51A y sus paralogos By
C, provenientes de aislamientos de A. flavus non-WT para antifuingicos triazélicos
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2.4.1.1 Amplificacion del gen cyp51A y sus paralogos por PCR
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RS STSUSYOM [1- 02WRI- SESOU2T2USHON- &S NSI-ATS 1- Mnn + & fI- LNSaSyOll- RS 61-yRI-4 SALISOMION-A &S dhadz1-6iTs
02y dry iNl-yaltY ly1-R21 0

2.4.2 Secuenciacion nucleotidica de los productos de PCR vy analisis
bioinformatico de las secuencias obtenidas

VVVVV

02Y2 &5 RSa0liols Sy fl- {500isy vovenon dziifiTyR2 28 primers RS fI- ¢1-6fl- 1w & S&ljSY 1iTI-R2a Sy fI-
CiFd- Hoct [1-4 3S00:SyOnl-a 200SyIR -4 FlzSii2y 02 Y LIHIIRI-E 02y tI- 350d:SyOll- RS NSTSISYOMI- RS A. flavus 0RefSeq

uuuuu
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_054692.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PMRCYM1R013&from=2623672&to=2626904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_054693.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PJM6UZWM01R&from=2772808&to=2775853
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_054696.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=PMRGFANH016&from=922829&to=926116

Tabla 2.2 - {S06zSy0il-4 RS 24 primers GilfiTI-R23 LIMII- fI- 1Y LIGFOI-0Isy RS 24 35y54 cyp51AI cyp51B & cyp51C RS A. flavus RefSeq bww[oopT

2. MATERIALES Y METODOS

Posicion en la region

Gen N° Acceso Nombre secuencia (5' ->3') Inicio Fin Tamaiio del amplicén (pb)

1%/ tpm!Cm /11DYY/1D//¢D/1/1DID MM MHN

I¥l-/ tpmiwm DDD¢DDI¢/ID¢/¢¢¢e! yyn (nH ym

1¥l-/ tpm!ICH D/11¢/1¢/De//¢111¢/ yno yCM

Vitl/_tpMIwH  /¢D¢//16¢/¢6DE1DDG! wcph  MCTT yon
cyp51A NC_054692 REGION: 2623672..2626904

1¥l-/ tpm!1Co D/1¢DIDDDID!I¢C/¢1¢ICD Mopcy MOpY T

1%/ tpmiwo //¢1¢11¢¢D/¢DDECE/D HlooC Hoopn e

T¥l-/ tpm!ICn ¢DIID/¢Y¢¢/11¢DEIDY/ HOHCN HIHYO

15l-/, tpmiwn 1/¢D/¢D1¢DD¢DED/¢ID oo0MMI 09M00 yep

T¥l-/ tpm.Cm  11/1/D1/¢1DDID/CY/Y/ HIGHT Hipnc

¥/ tpm.wm /Y//700¢//v/¢/¢1¢/ HonNC HONCH yep

1¥l-/ ,tpm.CH DI¢/1DDDI1¢DeC/¢e/ HIMCH HOMY 11

T¥l-/ tpm.wH 1/D1¢/D/¢DIDI¢CCY/ Mopny MOPHN coy
cyp51B NC_054693 REGION: 2772808..2775853

1%/ tpm.Co D¢¢/1D/111¢D¢/DID MOpTE mipdp

T¥l-/, tpm.wo //¢¢¢/D¢/¢1//¢Dee Typ yNM B

T¥l-/ ,tpm.Cn 1D¢DDIDID/1¢//1¢1DED! yIT yoT

1%/ tpm.wn //D1¢1¢/¢¢D11/DDDECDE MM MHM TPe

T%l-/,tpw/Cm  /¢D¢¢D/IDID//DECDIED M/IM MHM

17t/ _tpw/am /111DID/DI/1/1611D i BT yre

1%/ tpw/CH  DDC!1¢DC/¢DDE/1¢1DD ymy yoc

T¥l-/, tpw/wH 1¢DID/¢¢DD!1¢¢DDD Mopsn MOPHA s
cyp51C NC_054696 REGION: 922829..926116

15l-/,tpm/Co /D11¢¢/¥¢//¢/11¢DD Monsn MOMTHM

15l-/, tpm/wo D¢/¢/¢/DDY¢/1/1¢e HIMYY HOHN ym

15l-/,tpm/Cn DDI1/¢/¢1//11DID/] Honyp HOMNH

1¥l-/, tpm/wn //¢1DY¢Y/1D/¢IDYICY/// Hoycc HoyyC ym
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ATG STOP

7, 1

Afla_cyp51A

Intrén
(67 pb)
—_—aens 83ant . -— —eanld seont . -—
F2 R2 F4 R4
—.....80nt —s.....78nt
F1 R1 F3 R3
ATG STOP
Afla_cyp51B
Intrén Intrén Intrén
(54 pb) (157 pb) (53 pb)
. 7sént . -— —....538nt
R4 F4 R2 F2
—....qrent -— s 8esnt . -—
R3 F3 R1 F1
ATG STOP
Afla_cyp51C
Intrén
(70 pb)
..rent —......80nt
F2 R2 F4 R4
—.....526nt — —s.....800nt
F1 R1 F3 R3

Figura 2.6 — 94ljSY'I- RS fI- 1SAisy” 'Y LIEFIOIRI- L20 t/w RS 24 LIMH2324 RS cyp51 RS A. flavusl 02y i
NSaLISOG24 lyiN2ySE & primers diifiTI-R2& Z1RI- LM RS primers 0Forward 4C€ & Reverse qwél 1Y LIEFOI-
\STH2yS4 &dLISNLGESEl-E RS connyTn L6 FN2ERY IRI'Y SyES 1jdST 1€ 450 Syal-Y ofl-RI-4 in-silicol LISIY1iSy”
200Sy3I fI- 3S0dzSyOnl- 02 Y'LESil- RSE Y102 1-61S0i2 RS SO0zl 114} 02Y2 mnnn L6 RS 4 1S3I2ySa
NS3dzf-R201-8 upstream & downstream RS O1-RI- L2320
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2.5 Encapsulacion de VRC en MPs

2.5.1 Obtencion de micelas con y sin VRC

- €1 LUSLIMIOsY RS 14 axta &S dieiTs St 021261y Sli2 RS tyeSli2 {2fdLitdat 0. 1{Cif 02'Y LizS4i2 L2l
(1S3 Y'2y5Y Si2aY paz RS Li2flodhyMnO-LN261-001-Y 14 oziz RS Li2tlodhyitnl-0S(1-020 & mers RS LI266SiSy302101 &
02y iy LIS&2 Y 2t30zt1H) RS HN2ERY I-RIFY SyES mmytnan kY 26

tHIl- £ F20Y dtl-Otsy RSt @aiSY 11 &S qiitls fl- (SOyI0l- RS Rifdélsy @ SEI-LRII0Isy RS dry” a260SyiS
2134y102 Y13016£S Sy a2fdOrsy 1062410 thHl- Stt21 4S RIALISHAIR2Y ™ Y3 RS {2ftlfkzat Syy YRS 14hg SaiSii
Sy 131i1-0sy Y SORYIOI- I- man NLIY Razil-yiS m K I- up c/0 {1y didySI-Y SyiiSt &S RiaztaiSii2y pn Y3 RS 2w/
6aSi01 YDI-16 Sy'o YRS 10Si2y11 3St50012y1-RI- 02 2 420SyiS RS6IR2 |- &tz YIA0I0MIRI-R 02y St 1-36z1- & o121-
1SYLISUI-idz01- RS Sod:ttidtsy dpe c/i0 [:532 RS a2yi01M Sail- &2f:00sy Razil-yiS on & &S 1-RI0I2yS &20S fI- T1-8S
10023l L2 32052 SYLSIyR2 dzyl- eSlity3I- 6142 02y&l1yaS 1-31i1-0isy” Y SO+yI01 9f 21&iSY'I- &S Y Iylid2 Sy
I-911-0isy Razll-yES o K I- Hp ¢/ KI-4dI- 1jdzS f1- 1:0Si2y1- &5 Sal-Li2is L2l 02 Y LESi20 [:5321 &S Titils fI- Y STOfl-
dalyR2 Tiflii2a RS 1-0S1-i2 RS 0Sfizt2al- 02y dzy RFY Sili2 RS Li2li2 RS ninp >Y 6aui0i2tl-ir 02y St Ty RS Sy iy
Odz1-1jazASu TI-00sy lya2fi0tS RS +w/ & {2fhLfiate Ciyl€Y SylSt aS IRI02ys 1.hy SaiSi KI-adl- 1OIFyTIH dry”
g2ty Sy Tyl RS mn Yl 260SyISyR2 114 dry” @aliSY I 02y dzyl- 02y0Syll-0isy RS p YIKY't RS +w/0 tHil- fI-
LISLIMI-OksY RS fl-4 atd aty +w/1 &S LINI20SRI RS I YIAY'I- 12UY 11 2Y 1iiSyR2 fI- 021201015y RSt HHIY 102
Sy'tl- 11-aS 203 4y101-

[24 8140SY 14 RS ata &S 1Y 10Sy1Mi2y Sy tl- KSH-RSUI- I- n ¢/ 2 &S ti2ReiT1i2y0 tHil- St 1Y 1-0Sy1-Y 1Syii2
Li20 LISW2R2a LI2f2yAI-R241 Y -804 |- tzy1- 4SY 1y11 fl-4 at &S 02y3AStHI2Y |- Hn ¢/ & &S f2RfTHi2y Rizll-yhS
H Ko [dz5321 &S 02yaSIgII2y Sy dry i3I 2&0dzii21 WS&02 & 4502 I iSY LISHl-iazil- 1Y 01Sy/iSe

2.5.2 Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las formulaciones obtenidas

2.5.2.1 Determinacion del tamafio e indice de polidispersién de las MPs

of RIFY Siili2 KIRI2RIyFY102 L2 Y SRi2 65¢0 & fI- Rialiiod0isy RS (1Y 1-32 ¢lyRIOS RS Li2IRIALISIIsYT 501
L21 &dzd @314 Sy hy3tSa0 RS fl-a Y10Stl-a RSaHN2ttI-RI-a &S RSISUYys Y SRilyES St Y'Si2R2 RS 5iaLISIalsy
5lyFY101- RS fI- [dzT 6Dynamic Light Scatteringt S[{i0 tHl- Stt2 &S diinfiTs St Sljili2 bl-y2mSil-aTS0 obl-y2n
w{tl %9b pcnnl al-HdShy L&l Y Sytar 02y dy +y3at2 RS RiaLISIEsy s I mTocl ISELIS0i2 RSE KIT lyOIRSYIS! I
Hp ¢/0 tHII- f1- Y'SRIOIsYI f1-4 Y (:Sail-a TSii2y LNSEAN-Y SyisS TitiiI-RI-a 02y Tiii2a RS 1:0Sili2 RS 0Stizt24l- RS
ninp >Y 6ai0i2tH & Sljdifioll-R1-4 L0 p Y I Hp ¢/0 [1-4 Y SRI0K2ySE &5 USITHIZy LI2U GILIB01-R20
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2.5.2.2 Morfologia de las micelas sin y con VRC

[I Y20r2t23)1- RS 4 atd RS +w/ op YY) 1S SaldzRi-RI- Y SRI-YES Yi0i2a020)1- StSOisyio0l- RS
(NI-yaY1&lsy 0Transmission Electron Microscopy! ¢9aul tiifiTl-yR2 dzy” Yi0I2a02U12 tKifilla /amH ¢9a 6CoL
/2Y LlyRo0 tHI-NSIHITIH) -4 20aS001-012y54 fl-4 ata op o TSRy RifiR1-4 02y 1-361- RS&(HI-RI- omimandT 2532
(S3IR1-4 02y p t RS &> 6Lkd6 RS 1-0Sil-i2 RS dall-yi2 Razll-yiS on & & Tiyl1€Y Syt aS0IRI-a Sy dry ISOLNSy(S
0SINI-R2 02y 8iti01- 35t of RMFY Sili2 RS fl-8 ata T6zS 01-0dztl-R2 dlifiTI-yR2 dzy1- SA014I- Ol-tioNI-RI4
2.5.2.3 Estabilidad in vitro de los sistemas en fluido pulmonar y nasal simulado

{S SaiidRis fI- SadI-OMIRIR RS fl-4 ata Sy'dry”Y SRI2 iR LY 2y 81 dzfl-R2 0{L[CO 6 1120l & 02601 Hmpo
& HiR2 14l &Y dfl-R2 0b{Cl 6/1101K2 & 0281 namolo [2a A1AISY 14 B2T6TIR24 RS 2w/ op YIKYH FizSuRy”
WSRIELISIAIR2a Sy 14hal @ RifiziR2a mkpn Sy {L[C 2 b{Ct [¢z832! fI- S&lI-OMIRIR 765 RSISIYIWI-RI- YIRISyR2 S
5¢ & St t5L I Riadyli2a #iSY'L2a YSRIVIS S[{ I ot ¢/1 02Y2 &S RS&00ols IyiSI20Y Syise tiHil- fI-
OHII-0SINTI-Olsy RS t23 81a0S Y I-a Sy St Y SRI2 {L[C &S NS02(S0iIHIRy Y d:Sail1-4 I f1-4 Nl nIpl mI HI 0 & Hn K RSALIZSA
RS fI- Rifiz0lsyd 9y St 0142 RSt Y'SRI2 b{C fl-a YaSalll-a &S 26iddiSi2y |- fl-a nl Mpl on & np Yy RS&LIkSA RS
Riftz0isys

of {L[C &S LISLIMI5 RIE2AISyR2 24 &130SyiSa 02 Y Li2ySyiSa Sy mnn Yt RS 1-3dz1- RSAMEI-RI- oL T’ TInndy
dlyp Y3 a3/l cnoli Y3 bl-/fl nnin Y3 Y/l nolc Y3 bl 1thy! Hpdlc Y3 bl-1/h yio Y3 bl+{hl oplp Y3
/1-/81 cnit Y3 Zulobl-h, @ muip Y3 RS ONill-i2 RS 32Ri20 9y OdzI-yii2 I b{CI &S LNSLIMIS RILISIAI-YR2 dzy nig >
RS Ya0ly1- @2 LL LI2U0Wy1- 0aSi0q YDI-10 Sy dry” Y'SRi2 02 LiizSai2 L2\ Tinp Y3KY't bl-/& ming YIKY'E Y/
nHA Y IKY'E 1/t LyKIRIZ & &S 1eddls St LI - pimo 240520y Syist St Y SRi2 7S 0Syaiita:a1-R2 mHonnn E 3
Li21 mn YyI 1-ySa RS adz dza2e

2.5.2.4 Liberacion del VRC en fluido pulmonar simulado

{8 SalidzRis f1- OLLIIFOIRIR RS 616SHI1-0isy RSE HHIY 102 |- £2 132 RSt (1S Y Li2 Y SRIl-yIS R RS fl-3 atal
diifiTI-yR2 St{L[C 02Y2 Y SRi2 SEiSIy2 02y tI- I-RI0sy RS ¢SSy yn 1677 oL@ tHIl- Sti21 fl-a atd ti2TtTI-RI-E
&S 1802yailiiaSNRy Sy 1.hg & &S RitizaSI2y” KI-adl- HOMYTMI doyl- 02y0Syiil-Olsy RS +w/ RS m YIkY'fh
240520y Syis: &S dnryamnsi2y m Yt RS Sall- a2th0tsy 0S1jiidIHSyIS I- m Y3 RS +w/0 I hyliSii20 RS fl-4
Y'SYolllyl-4 RS Riiaia dopnn S {LISOMI-kt2tol Y'SY oll-yl-d RS 0Stizt2al- LIHIl- R 02y dzy” Lizyti2 RS
020S RS LISa2 Y 2500z RS opnn IKY 2t & dzy 1yOK2 y2Y YIRS my YY00 [14 Y'SY olll-yl-a &S 0220112y Sy
(628 Osy1024 RS mp Yt 1jizS 02yUSylly mn Yt RSt Y'SRI2 RS tloSul-0lsy” SEiSIy2e [14 120y dzil-012ySa &5
Iy0uzoHi2y I oT § m ¢/ Rizll-yS MI HI I cly & Hn KI & &S 12y Y SRIYES ydSlialsy Sy dry I-31i1-R21 02y

70



2. MATERIALES Y METODOS

201015y @SHHOIE 1- nn WY oalyh [1-o02SN [1-obShe 9y 01RI- SY'LI2 RS YdS&liS2: &S uSSY LTS L2l
02Y L2 St Y'SRi2 SEiSly2 RS fioSil-Oisy 02y Y SRi2 1S&02 LNSOISyLIR2 I oT ¢/0 {S 02yaSids m Yt RSt
Y SRi2 NIS0aLISNI-R2 S OdzI-£ &S 1Y 1-0Sy5 I ¢ LIMI- &z Li2&0SU2N Odzl-yiimol-Oksy RS +w/ Li2U TE[/1 +02Y 2
&S RSa0M0S Sy fl- {S00isy HoptHopy [2& Syal-224 &S €SaHi2y I 01-62 Li2N NLH01-R2¢
2.5.2.5 Cuantificacion de VRC por HPLC-UV

[I- 02y0Syiil-Otsy RS +w/ fi6SII-R2 L2\ fl-4 ata &S RSISIYlys Y'SRIMYES Z12Y 23N [jdiR1- RS
1215545 Y 11532 Sy T1-aS NSASHal- owtn €[ /00 [1-4 Yd:Sailil-d S aSLIMMHRY Sy dzyl- 02{iY y1- 906LIES - 5.1/ myl
GiETIyR2 dy1- YST0l- RS buffer 1247102 RS 1YY 2y1211-0Si2yAiit2 02Y2 T1-4S Y50t 02y dzyl- NSt-Olsy RS mim

AAAAAA

VVVVVV

RS 2yRI- GHII-6fS {t5nan 1 dry Izli2ly8S0021K Y &:SaiNSI-R20 {L[rc . 02y {L[mHn 1 1¢Idzy K20y LIHII- 026zY y1-4
/¢hmn 1 {+tI & dzy Y'sRizt2 RS 02Y dzyI01-0tsy /5annn 16 tHil- fI- 1S02S00isy @ LN20SEIYISyl2 RS RI-i24 45
SYLitSs St software [I-0{2fizii2y dSidisy poyHo

[1-a YazSalnn-a LIl St 1yAiaia zSii2y LNSUIMIIRI-A 313diSyR2 St LINI20SRIY ISy RS&0LIG2 Li21 DI-3S &
{i2LK SN ducpepydr 02y 1H3dzy1-8 Y 2RIFIOIOI2yYSa0 9y LY S faz3IME 18 Y d:Sail-a &S 0Syita a2y |- motnn E 3
Razll-yES p Yyt t6:532 &S NS02(S0lI2y yn t RS a261SyI-RI-yES & &S Y ST0tHi2y 02y mHy «t RS 1-0Si2yAili2
GOIIRIR 1E[/1 aSI07 YDI-1 (0 554116254 RS 13140 Sy @sNiSE Razll-yiS p & tI- Y STOfI- &S tyDiz05 Razll-yiS mn Yy
I- Hp ¢/0 t230S20Y SyiST a8 0Syiitdas yizSoI-Y SyiS |- mitnn E 3 Razil-yiS p Yiy: & &S (il-yarinsi2y mpn xt RSt
420ISy1-RINYS I- dzy @I RS 1-zli2ly@S00ksy1 RS 24 021454 &S lyRSOilHi2y mnn xt Sy St Sljizili2 RS 1-yRiaias

[I- 0dzid1- RS O1-fi61I-01sy RS +w/ &S 02yAllizes dGiifiTl-yR2 dyl- a2k0tsy SalidyRIHI RS M YIKY'E RS 2w/
Sy Y Siily2t 601IRIR 1E[/1 aSu0] YDI-100 9aill- 2ft0isy Sal+yRIH) &S Rifizés Sy dzy buffer ninn a RS 12412
RS 1'Y2yi2 61 T cIni LIMII- 260SySi dzy1- 826015y RS pan «E 02y +w/ |- Rililyil- 02y0Syiil-0i2ySa 02y201RI-4
6l HI nalmnn & nan x3KY 1o [I- 02yailiz00isy RS tI- 0didl- RS Ol-tioNI-Olsy aS NSIHiTs Y SRS tI-ISLNSESyil-Olsy
JHHI01- RSE HISI- 6122 fI- 0dzigl- Sy TizyOlsy RS fl- 02y0Syill-0lsy RS +w/0 5S3L102SE RS I2dza 1 dzy1- TizyOlsy thyS 1
I- 123 G1€253 260SyIR24 RS fI- 0dzid1- RS O1-ioNl-0ksyr &S 010ty fl-a 02y0Syll-0i2ySa RS +w/ LIISaSyiSa Sy’
t1-4 YdSad0l-a 1y1-TIRIA0
2.5.3 Evaluacion de la capacidad antimicrobiana del sistema contra distintas
especies fungicas de coleccidn y las provenientes de los aislamientos clinicos

tHII- RSISIY Iy £l ZLa RS fl-a atd 02y7@ dly +w/ &S adifiTHi2y t1-4 y20Y 14 Sail-ofSOIR1-4 L2 St /4L
0Clinical and Laboratory Standard Institutel LIHIl- K2y323 Tifl-Y Syli2a2a Sy St R20iY Syli2 aoy ocSRe 6/[ {11

71



2. MATERIALES Y METODOS

Hantl 02Y'2 &S RSa0liols Sy fl- {50015y Hone tHII- SEE2I &S Rifdzés fI- RI&LSIEsy RS ata Sy St Y'SRI2 wtal H-
KI-&l1- 1HOIyTH) doy1- 02y0Syiil-0isy RS mc k3KY'E RS +w/0 [24 Syal-224 &S ISIHITII2y 20 (iLIE01-R20

[ ata GiiTIRI &S K10y LNSLIMIR2 LNSAI-Y SyiS 02y dry” Y EIY 2 RS Hn K RS IyiStl-Olsy & &S
Y -0y iy Sy fI- KSE-RSNI- KI-401- &6z dzéi20 1iSIy1-001-Y SyiST &S 1SadzaLISyRiSIRy I- I RSE H2RiiTI-R2 Sy
1.he SaiSiit HI2ENY IRIF'Y SyhS m K 1-y(Sa RS &k t:é2¢0 9y (12R24 24 0424 &S 0SITI0s Gladzl-tY Syas 1jaS y2
KdzolSHI- LNSOILIII-R250 [1- IOGEIRIR 1-yGiFgyaI01- RS -4 ata RSAMNEIRIA &5 02YLHis 02y fI- FOWJIRIR
I-ylirgy3101- RSt +w/ RiadzStiz Sy 5afh & Sy adaliSyalsy 1062414 [1-4 LIiSol4 RS OUAIRIR 1-yiFgy3i0l- &5
8@y I- 01-62 dlitfiTI-yR2 Rilitylil-d SaL1S0ISA RS Aspergillust Scedosporium & Exophialal 1jdS TizSli2y 1af1-RI-
RSt Saliii2 RS t24 LI-0ISy1Sa 02y Cv SaiiiRil-R24 Sy'St LINISaSyS (il-o142 RS ¢Sal& 5200211 ¢1-Y 615y aS ly0fizes
fl- 0SLI- RS A. fumigatus 1¢// nnnonp 02Y 2 2131-yiaY2 RS 02yl RS OI-IRI-R

2.5.4 Estudio de la citotoxicidad in-vitro de las formulaciones obtenidas frente a
una linea celular animal

- SPI-azlH £1- 0Wi2(2E100R IR RS 18 axta &S dzlifiTs fI- fhySI- 0SttH) £32 01 ¢/ /11 /mnnyil - Ozl Sa dzyT-
iyS1- Stz SLIGSEI-E 2003y1-R1- I- LIMIGN RSE M35y RS dry Y 2y2 BSIRS I-01-y20 94ii1-4 0Stizl-4 &S Y I-yladiSiizy
Sy'Y'SRi2 5a9a tDulbecco’s modified Eagle’s mediuml High Glucosel DIo020 &LXSY Syll-R2 02y M > 00k
RS 302912 Sil€ 62aly2 6{C.I .Lh{Ow NESYy14I I- dy1- GSYLISUHidil- RS oTe/ Sy diyl- 1-GY 5aTSNI- 02y dzy 5
RS /h. 5all-ytiS t24 ad:00utig24l t1-4 0Stirtl-a &S MRy 02yt . { m- & &S MI-iMRy 02y dry ISI-0id2 02'Y SioiI
LI £1- Ria201-Osy 0zt M0 0¢NBLI[9TOELNSAE! Dio02(0

thl- St SalizRi2 RS 0li2(2EI0IRIRI 14 0Sfiztl-a 52 &S &SY a2y Sy LitI-014 RS dic Li20if24 6HIn Emn”
0Sfiztl-akLi20iE201 & &S hy0dzolHi2y Sy Y'SRI2 5a9a adliSY SyllR2 02y mis 00kd0 {C. Razll-yiS Hn K I- oTc/t
[::8321 &S ISY 205 St Y'SRI2 RS Ourtliid2 & &S 1-31-RiSI2y Hnn k& RS Y'SRI2 RS Odzfiiig2 FISE02 1jdzS 02yASyAl- mi
mnl HpI pn 2 mnn k3IKY'E RS fI- aialISyaisy RS atdl (lyi2 02y 0sY2 dly +w/0 1 02yllyal-Olsy! fl-a 0Sfifl-a S
Iy0dzo 2y RazllyES Hn K I oTe/o [I- FOBEIRIR Oli2isEIO &S RSISIYlYS d@iitiTl-yR2 St ii RS Syale2 RS fI-
KSE241YlyIRI-l- 6aSi07 YDI-1il &3diSyR2 14 lyaili00i2ySa RSt T-oU01-yiSt 9&iS Y'Si2R2 02yaiaisS Sy fI-
Y SRIOIsy RS tI- FOWARI-R RS f1- brl-0Siitnd n5n3ti02a1-Y lyIRI-4l- ob 1 DIt dyl- Sy I- LINSaSyiiS Sy t24 tiaza2 Y 14
0Sfdz140Sa 1j6zS LIMIBOLI- Sy fI- RSFNIRIOIsy RS 3f026LIR2a & FE02LN20S1-40 Zdzl-yR2 &S LN2Rdz0S €I- NezLIlezhl-
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3. Resultados




RESULTADOS

3.1 Tipificacion de los aislamientos fungicos provenientes de las
secreciones respiratorias de pacientes con FQ de Argentina
mediante técnicas de biologia molecular

tHII- St LNSaSyIS dii-ol<2 RS ¢Sala 52002011 &S 11615 dyl- Li26t-0tsy RS HHo Hatl-Y1Syi24 Tgy31024
LN20Sy1SyiSa RS fl-4 aS0NSOI2ySa NSALINI-G2IM1-E 6SaLii20 RS co LI0ISYESa 02y Cv I-iSyRIR24 Sy Rialilyi2a
08yl RS alizR RS fI- LI2MyON- RS . d:Sy2a 1S% 55 O1-RI- LUI-0ISyEST &S Iy1-iTHIZY I Y Sy24 n Y dzSaiil-a RS
Sallizizr 260SyIRI- (1-yli2 Razil-yiS Odz1-Ru2a RS SEI-OSIGIOIsy RS fI- TizyOlsy NSALIMI-G2IM- 022 Razil-yS 24
Saiil-Ri2a RS Sail-oMiRI-R Ofiyi01-t ¢2R24 Sali2a LI-0ISyiSa IS06iSI2y 2 Salil-oly o142 (il-i1-YiSyi2 Lizf2yaI-R2
oc Y'S&S4 I m 1-320 02y 24 1yigy31024 (ill-Ts6024 Lew onnn Y IKRI 2 +w/ tHnn Y IkRIMN bly3dy? RS Stf2a
KI-o)I- IS0101R2 LNSEHI-Y SyaS v Saiil-ol- Sy 02 RS ill-il-Y1Syli2 02y Y 2Razf1-R2SE RSE /Cew I Y2Y Syii2 RS
NSIETIH S&lS SalazRize

[I- 02K210S RS LI-01SyiSa Saidg2 02 LiSall- Sy dzy peiz Li20 lyRIgIRdz24 RSt &SE2 1Y Syty2¢ [I- SRIR
Y'SRIl- RS t2a LI-01SyiSa SaidzRiI-R24 zS RS mplc 1-3241 02y dry ll-y32 1jizS 1-61MI0s RSARS 24 ¢ KI-&(l- 24 pH
I-324 55 S&iS aLi2l St nef> SUl-y I-RdAl2E Y 182054 RS my 13240 & St pyiz Slily'yiz2a0 9yiliS Saliza gty 2al
St puixz Sy I1-R2(530Sy1S4 6RS mu 1324 Sy IRSEIyISH YiSyil-4 1jdzS S nylets NSail-yiSa iSypl-y Y Sy24 RS
mH 1-323 9y Saiil- Li2ofl-0lsy &S 2645105 dzyl- -y GHIFGHIRIR Sy fl- MIPSRIR RSt 02Y LN2Y1E2 LiztY 2y1H
IRSY H4 RS {23 Y10U22131yiaY 24 SaidzRI-R2a Sy Sais iil-o1-21 &S ISTainl-i2y yiS00i2ySa 2 02t2yiTI-012ySa
02y02 Y lil-yiSa Sy tl-a a)I-a NSALNI-i211-4 RS 23 LIFOISYUSAL lyDtdz@SyR2 S. aureus 6y Ti& > i C. albicans (THIE > (T
P. aeruginosa OnNnifiz UL Stenotrophomonas maltophilia 0HPIR z 0L Moraxella catarrhalis 0MNIE 2 UL Klebsiella
pneumoniae 0ylfi 2 UL B. cepacia 0HI8 2 0 € Mycobacterium tuberculosis OIS 0 0¢1-6fl- oom0o

55t (20l RS LI-0ISyiSa SaidRi-R241 St delfiz Y 24ilis lyiS00isy 2 02t2yiTI-0lsy oli2y02LitY 2yH) 02y
Aspergillus 831 Y1Syil-4 168 St mnidz LINSASyiis ly1S00isy 2 02t2yiTI-0lsy 02y Scedosporium 3L & Sf Ty 2
02y SaLIS01Sa RSt 3SYSIi2 Exophiala

- l-abyR2y23 Sy'tl- IRSymOIOlsy Y 1012 @ YI0URY 20F2t53101- RS 24 Oufliid2a 260SyiR24 45 2645105 1jdS!
RS 24 HHO HaflYISyti2a Tgy3i02a St ymiess LISUISySOI- 1 3SySii2 Aspergillus 6y T' myH(l Tig» I 3$ySNJ2
Scedosporium 0y T' mcil & St clgz I ASySi2 Exophiala oy T' mni hOl-ai2y1€Y SyiSt a8 RSISOIMIZy 202
3SySli2al ly0ti:2SyR2 Trichosporon &3 0y'T nit Rhodotorula &3 0y'T HIL Alternaria &% 6y'T Mil Curvalaria 3L)
Oy'T' ML Fusarium 8130 6yT' mil Paecilomyces aLd ('))f I' Ml & Rasamsonia 3.0 0y'T' m(o

1 02y/llyal-Olsyt &S RSty 13 OMII0GSNEIHOIE Y1012 & YI0I230sLI01-4 RS t24 (1153 3SySli2a RS K2y324
Y+ IIS00SYIS Y SyiiS IMafl-R2a RS -4 Y dzSaiil-a RS SaLiizi2 RS LI-0ISyiSa 02y Cv Sy SalitzRi2 RS yizSaiiz Ll

75



RESULTADOS

[24 ONiiSIi2a RS Ofl-aFI01-Olsy diifiTI-R2a LIMI- f1-4 RIFSISYHSa 450012ySa RSt ASYSli2 Aspergillus TSy
f24 A130SyiSa0 9y'St 01-a2 RS fI- 4S00ksy Fumigatil |- yIgSt Y 1-0N2305 L1021 (24 Odztind2a LNSaSyiHizy iyl- 022yl
IYIOM-EY SyaS 1-GSN0I2LISEIRI- & Tt202al- 1jd:S &S G260)I- Fry1-£Y SyS LidzfdizlaztSyil- 02y dzy1- aLISIFIONS Lily1- 2 02y
&dzi02a NI-RA-ESE0 LyToN-EY SyaiSt £1- 0262yA1- SHl- otl-y0I- & 12532 01-Y 6ll-6l- I (2y2a 0SIRSE 2 #0524 02y 62IRSE
RSFyIR24 Y4 OfHi2&0 1 1SESIa2 RS fI- 02t2y1l- &5 20851012y 0262054 GIHI-6tSAI 1jizS 101y RSARS hy02(212
KI-ail- 1'Y HIESyi21 Y Hilsyili2a12 2 GSIRSs 1 yigst Yi0i2a0sL1021 45 26a31g1Hi2y 02yIRIsT2I24 021231 fid2a &
Kil-thy2aT GSai0dztl-a LIF200Y SAI dzyRaSuA-RI-4I 02y FHIRSE RS LISIjtzS32 (1Y 1-32 ¢:oi01-RI-a Sy St (SN012 adLiSin2
RS fl- 054011 & 16ySIRI4 02y St 528 RSt 02yIRIsF2l2¢ [1-4 02yIRI-E Sll-y” 32024141 tél-d & RS 02621 9SIRS
230021121 RiaLIESE( 14 RS F20Y' I 0262Y yH

9y'fl- 4S00isy Flavit fl-4 02t2yM1-a LNSASYIMI2Y IyIOMEY SyiS dyl- IS0l 1H32R2y24l- & 1202411 1jdzS
t:532 a5 0202y LidrtdandztSy 14 2 I-RIjazinSI2y dzy1- dSEdzil- 0yt Y42 azSalo 9y &z F1-4S Wyaonl f1-4
02t2y11-a SHy'RS 02621 6f1-y02 & Li2a1SI20Y SyiS O1-Y oll-01-y1- (2y2a SIR2a24 1Y ISy h241 LI Ty1-fY Syis
I-R2LIIM dzy di2y2 BSIRS 20010 9y Odzl-yi2 I 1SASIa2 RS fl-a 02t2yAl-41 &S 2045105 1jizS Sul- y026212 Sy 13dy24
013241 Y'ISyil-a 1jazS Sy 2i2a LNSaSyll-oly (i2y14RI-RSA 1jizS GHIM-01-y RSERS St 1Y Hiltt2 2 R2UI-R2 KI-ll- St
Y Hlisyili2eT20 1 yigSt YI0I2a0s13021 &S IRSyImoHi2y 02yIRIsT2124 RS f2y3ildzR G1MI-0fST Sallly2a24 RS 02621
1Y HiESyi2 2 (0-yaLIHSyESe [1-4 @Sa\0dtl-a Sil-y 32624141 & LI2R)I-y Sail RiaL:Sail-a Sy dyl- 2 R2a Tifl-4
Glzy SR 2 olaSII-RI-L NSALISOUGI-Y SyiiSit 02y Y Sldzil-4 & THIRSA RialN6dRI-a NI-RIEY SyiS Sy i2RI- fI-
gS&0aztlo [1-4 02yIRI-E Sily 3t202a1-a 2 B3SH-Y SyIS 40z03t26241-4 RS Y1820 (1-Y'1-321 32414 & RS 02620
GSURSTI-Y MItESyi20

oyfl- 4800isy Nigrit fl-a 02t2y11-4 lyIoM-€Y SyiS Y 2alli2y dzy1- (SEddl- fl-yRal- 1jS LizaliSu2uy Syis &5
g2t0is dzSAl- @ I-yRLIHE 1RIjESYR2 dzyl- HIMNSYON- LidzfddziztSyil-o 9y &z T1-4S hyoM- Sail-a 022y11-4 Sil-y
RS 0220 ofly021 LSI2 02y St (1SY'Li2 O1YollHi2y |- (2y2a Y HN2ySa 2 yS3i2a0 of 1SASIE2 RS {14 02t2yil-d
gIHN-61- RSARS lyD2212 KI-&lI- 1Y HiEESyi2 LHIR20 1 yIgSt YI0IR&05L1021 &S 26aSId1Hi2y 02yIRIsT2123 {11323
& 1241 1jazS Suly Kil-fly2a 2 63SN1-Y SyiS 1Y HittSyti2a [1-4 0S80dt1-4 SUl-y 3t20241-4 RS -y 1Y I1-321 & iSyply
Gryl- RIaLI2810ksy” O1aSII-RI- 02y THHIRSA RiaLIzSall-a NI-RI-EY SyiS a201S (2RI fI- 3S80dAl+ [1-4 02yIRi-4 Sy
3262414 RS Iy 1Y 1-321 y2(l-6tSY Syl 32414 & RS 02621 y33i2 2 Y Hilisys

oy fI- 4800isy Terreil tI-4 022yl Y 242y dryl- (SEddI- 1-ISHORRLISHIRIT 1j6zS &S (il-yar20Y I-ol- Sy
RSyal- & 201-al2y1-tY SyiiS Ldzt@anlitSyil-ar 02y HISI-4 fl-y2al-4 2 Fi2024l-4 Sy tl- T2y1- 0Syal- {az Y 20F223)1- Sul-
LtIy1- 2 02y &i024 N-RIESa Lyiow-Ey SyiSt Saiil-a 0262yml-4 Siily" RS 02620 ofl-y02 & 532 IRIjily (2y2a
Y Hii2ySa 01yStl- 2 Y HNRySE 1Y HittSyti2o 9y Odzl-yii2 1 15gSIa2 RS l-4 02t2yM1-41 Y 2alil-01y (2y1HIRIRSE
I-Y Myl 5S3RS dzyl- LISHALISOMAI- Yi0N2&0sLI01- &S IRSYHmIONIZY 02yIRisT2i2a 02124l fid2a & Kil-fly2a

76



RESULTADOS

[1-a 0Sa)0dztl-a (Sypl-y T20YI- dz00f1-91-RIT 6laSINI-RI-E & &S 1-9GLI-61y RS F20Y'I- (dzodzEl [1-4 02yRil-a Sy
3t2624l-41 flal-4 & Sail-oly 2031yITI-RIA RS Y 1ySil- 02zY y14i

[24 OdAlig2a RS fI- 8500ksy Nidulantes SEKIGISI2Y 0262yAl-4 02y dy1- GSEddI- 1-GSI0KRLISEIRI- 2 F202411
RSyl 1jazS LI2R)IFy aSILIEy1-48 2 LINSESYIH) adzi0241 & A1-i-01-y Sy 02211 RSERS ASIRS 02y dzy NSASIia2 ly02f2121
KI-ail- (2y2& RS yHIly2l- Y Hllisyt 2 LGULGi- 9y fl- Yi0u2a02L)1- S LazRISIiZy IRSyiTOHI 02yIRisT2l24 02124
tig2a RS 02621 O1FS 2 ly02t2121 14/ 02'Y 2 058)0dzf1-4 dz00t1-01-RI-3 01aSII-R -4 RIdLIzSadl-a W-RIEY SylS Sy tl- LIS
adzLISI2N RS £I- Y12Y 10 TRSY 44l 45 208810112y 02yIRII-4 3262414 RS dry i2y2 SIRS 23002112 81 02y TS0dzSyOil-
&S y2(l2y 0Stizfl-d RS INKSY t20 202 fI-R21 Sy I 4500isy” Usti &S 20aSIG1Hi2y 02t2yil-4 HISIOR2LISHRIA &
Tt2024l-4 02y dryl- 31-Y'I- RS 0262054 1jdzS 101-y' RSARS ak052 KI-aiil- Y Mlisy 01-yStl- &z 2a0d21 02y dzy 1SS
LINF20Y 3T o1aSII-RI-a & 02yIRII-a 3202324 & 324231 1jizS AHl-61-y Sy i2y2 RSERS 0221 Y Hilisy 02 K1-4dl-
230020 hOl-al2y1-€Y SyliST &S LiizR2 20881 dzy1- 0Sfaztl- RS INEES St2y3I-RI- S WNSTdzfl-

oy Odzl-yi2 |- f2a Odfiig2a RS Scedosporium 3LLNT &S 20aSIgHIRy” 02i2yil4 02y dyl- HIHISYOlI-
I32R2y2al1 1jizS FIHI-01- Sy 02201-0tsy” RSARS A OfI2 KI-adl- A 1Y HN2y1-R2 23002 Sy St 0Syi2! 02y
Y HI3SySa ofl-y02a RS 120Y'I- MiS3dztie 9y St 0142 RS S. aurantiacum! &S y2ili2y i1 022yil-4 02y
021RSA N1&Sa 1Y MittSyiar dzyl- (SEdzil- Y42 RSyal- & I432R2y2411 & dry Lil-iisy RS OISONY 1Syfiz2 02y0Sy/iio2e
9y SENSESIER RS fl-4 022y11-4I &S 2085105 dzy1- 02201-0tsy ISYSIIY SyiS Y Hilsy 280dil- 2 014 yS3Ul- 02y I-
OMHI-OGSINEO1- RS Sall- SaLISOISe 1 yigSt YION2a0sLI021 &S LiizR2 IRSYURIOMI f1- LNSASYON- RS LiSIjiS32a
02yIRIsT212a OMiyRIN023L KiFl-d Kil-hy1-4 02y aSLi241 & 02yIRI- lYRIGIRGI-SE 2 1-NdLII-R1-4 Sy t23 02yIRIsT2lI230
1jizS GSYlly dyl- T2UY'I- 3t2624l- |- 4:203t262411 YISyWIE 1jiS S. aurantiacum Y 24ilis 02yIRilE RS 120YI-
2021RSH

9y IIStI-0lsy” 02y 24 Odfliid2a RS Exophiala &1 3S 20&SI01MI2y 0262yl 2&0d01-41 RS 0221 yS3N2 2
YHiisy 280di2 RSoiR2 I fl- LNi2REO0SY RS YStlyyIL dry” LAY Syli2 OMIIOiSENIO2 RS 24 K2y32a
RSY I-il#052a0 [1-4 02t2yA1-4 LISASYTH2y dzy1- GSEdil- I-ISI0KRLISH-RI- 2 HISIORLISH-RINI-Yt2411 02y 02IRSA
Li21l 2 3Sy Sl NS3aztHISas 1 yIgSt YioNR&0sLI021 &S 2083112y KiFl-4 aSLIIIRI-4 & 02yIRII-E RS T20Y I SEFSI0I-
I- SELI21RS & RS 0221 20221 dryIR 14 |- 23 02yIRIsT21i240

-1-al-R24 Sy (i2R2a Sal2a OWMiSN2& RS 24 myn Hafl-YISyi2d RSt 3SySIi2 Aspergillus SailiRI-R23T Sf
™2 020SEL2YRIS I- fl- 8500k Fumigatil St mHIsT |- fl- 8S00ksy Flavit Stmsiz I- fI- 3S00isy Terreil St nigl= I-
fl- 3S00ksy Nigrit & dzy nigiz OI-RI- dzy1- RS fl-4 3S0012ySa Nidulantes & Ustib 5S 24 mc 1Mal-Y1Syi2a RSt 3SySli2
Scedosporiumi St ymigs LISUISYSO)I- 1€ 02 Y LS2 apiospermumt

77



RESULTADOS

Tabla 3.1 - VaflY1Sy(24 Tqy31024 Syb2yil-R2a Sy YuSalil-4 RS Saliziz2 RS LIFISyiSa 02y Cv Sy 1i3Sy iyt & OMUI-OGSINaGON Ofyiola 1-200R 14 I &z LISaSyOn4

Infeccién/colonizacién concomitante

Especies Cantidad de pacientes Edad media Sexo SA CA PA SM MC KP BC Estado clinico
Alternaria nobilis M MTLN a - - m - m m 1 9aill-otS
Aspergillus alabamensis M MTIN a - - m m n n n .t
Aspergillus calidoustus M HoIn C S T 1 1 1 9aill-otS
Aspergillus flavus M MAIM nnigs Clnylr: a - . . . 1 1 1 pples 9all-ofSI nnig> 1.t!
Aspergillus fumigatus nn mMply pMig: Clnylrs a - . . . . . . chie> 94ll-6fSt ontys 1.1
Aspergillus lentulus 0 ylo wIE: a . . i . 1 1 1 mnA": 9all-ofS
Aspergillus nidulans M OHIN C - m - m 1 1 1 94(il-6S
Aspergillus niger H Mol psfiz Clpfiz a . . . . m 1 1 mngz 9all-otS
Aspergillus parasiticus M HNL C - - - m n n n 1.t}
Aspergillus pseudonomius M MHLN C - - m m - . 1 94(il-6S
Aspergillus pseudoterreus M McLn a - - i i 1 1 1 9a(il-6S
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Curvularia coateciae M cn a m - m m 1 1 1 9aill-otS
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Scedosporium apiospermum M HALN C - 1 1 m 1 1 1 94(il-6S
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Trichosporon asahii M opln a - - m m m m m 9aill-otS
Trichosporon mycotoxinivorans M dn C - - - 1 n n m 1 1!

Nota: ABPA, aspergilosis broncopulmonar alérgica; F, femenino; M, masculino; SA, Staphylococcus aureus; CA, Candida albicans; PA, Pseudomonas
aeruginosa,; SM, Stenotrophomonas maltophilia; MC, Moraxella catarrhalis; KP, Klebsiella pneumoniae; BC, Burkholderia cepacia.
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3.1.1 Arboles filogenéticos
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RIAY lyi0tsy RS fI- aSyaloHtiRI-R FISYES I (2R24 24 (NI T254 éxw/blewbth{i

9y St 0142 RS Aspergillus 3101 &S 20851012y @1-421Sa RS /la StSP1-R24 0% y x3KY th LyOILIIEY SyliS
Sytl-a SaLIS0ISA OWLIIOI-A & Sy IMjdzStl-a RS Y Sy2i LINSAISyOll- Sy t2& LI-0ISyiSa 02y Cve /22 SiSY LRI A,
pseudoterreus & A. parasiticus LNSaSyIHI2y 0142153 RS /La StSEI-R24 I Ya .1 YISyll-4 jiS A. calidoustus &
Gzy” 1Mafl-R2 RS A. lentulus YzaﬂNJl-NJzy (ZI-tZNJSé RS /la xy ¥3IKYT (lyi2 LHI- 2w/bth{blew 02Y2 LHI-
a . brw/bLew! ISELISOMAI1-Y SyiSs 9yilsS l-a SALISOISA RS Y 1-821 NSESAI-yOMIT St Mgz dokHnl RS A. flavus & St
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RESULTADOS

MIE> OHKMHTO RS A. fumigatus LNSESYTHRY @1H20Sa RS /la StSPI-R24 I Va1 YISyl 1jizS St olff> onkMHTU
RS Saiil- gfity'1- SALISOMS NSTaiNs 12053 I-i2a LI Low

58 106:SIR2 02y t2a Liizyti2a RS 020iS 08iyi02a RS +w/ NSOISyUISY SyiS RSa0NLIi2E LIMII- A. fumigatus Sy
St R20d2Y Syliz apT{ ncSRY 6/ {11 hnnnl-i S 2085105 1jdzS St clg> oykmHTO RS 24 IH&fl-Y1Syi24 RS Sail- SaLIS0IS
SaiidzRI-R2a NSadzl-I2y 450 NSaMaiSYHSa 1€ +w/1 YISylll-a 1jizS St mylsiz oHokmHT) LIISASYls dzyl- aSyaioMiRI-R
IyASIY SRAI- I SiS dinI-T2f 6¢1-0tl- ooplo €20 202 fI-R2I 1€ 02yARSMHI 24 G1-2154 RS £24 9/+4 Liizofi01-R24 Sy RIOK2
R200Y Syti2 LIHIl- 13dy1-4 RS fl4 SalS0ISa RS Aspergillus 6¢l-ofl- womil &S 2651012y L2105yi128a RS
& -YISyi2a non-WT LIHIl- 1 & .0 9424 LI2N0Syil-2Sa TazSii2y RSE Mgz dokHb LIMII- A. flavus! cIE> omkmcd LIHII-
NSadztli 2y &SI non-WT LML £22 (il-T2t580 55 Sali2ar St nix™s ockmHT( ISAdEIHIRY 85U non-WT Gyi0l-Y Syis
LM 2w/T YISy 1jdzS SEmiEs onkmnTO 2 FzS LI Lewbthy{T & 202 mIE 6HkmuT0 LI +w/bth{blewd

9ytl-& Tl oty 1 oowp &S YazSalil-y t2a Ridlyli2a 0162054 RS Zla I 2 fHi32 RSt (ISY L2 UM O1-RI- dzy?
RS 24 Iyirgy3102a SaldzRil-R24 LIMII- 1MjazStt2a 1Mafl-Y1Syi2a RS dy1- YiaY'l- SaLSOIS 1jdzS &S NS0aLiSiis I
Y'Sy24 o 950Sa RSt YiaY 2 LIF0ISyUSe 9y 0iSui2a 014231 02Y'2 Sy’ ady2a Hafl-Y1Syi2a RS A. flavus! A.
fumigatusl A. terreus! E. dermatitidis! S. apiospermum & S. aurantiacum! &S KI- 20aSI01-R2 02y St (1SY L2
Gy lyONSY Syfi2 Sy t2a G1-421S4 RS fI- /la |- 123 (il-12(5a Sy t2a 1Mafl-Y1Syli2a 4506:Sy0n-£5a0 9aiS 14y Syliz &S
2035005 lyRSLISYRISYESY SyiS RSt 3sySii2 RSt YiOi22031yiaY 20 €21 SiISY LRI Sy dzy 0142 Sy ljaiS &S
20ldISI2y’y M&E1-Y1Syi2a RS E. dermatitidis RS dzy UI-0ISyAS I £2 f1H132 RS dzy LISWi2R2 RS Y4 RS n 1-3241 &S
2045105 dzy 02yaIRSII-OES IyOISY Syliz2 Sy fl- Zla RS Lew! 1jizS 1zY Sylis Sy Y44 RS muy 95054 Lil-al-yR2 RS
ninc I xy x3IKY D 1AYIEY 21 24 012054 RS /la UM th{ & +w/ SELSIY SyiMiy dry 1Y Syt iy mol-id21
adLISNI-yR2 £1-4 cn & on G505 NSALISOMAI-Y SyiS 6ciaizil- onyoe 9y 2ili2 SE0SyIHIRT Sy dry LII-0ASyES RIFSISYES! &S
US3ails dry’ 12y Syfi2 RS y #5034 Sy t2a G142054 RS /la RS 24 Hatl-Y'iSyli24 RS S. apiospermum oy'T' ci Sy’
th{ & +w/ Sy (il-yadiiaz RS dl-y a2t2 m I-32 6c13601- 0wl 9y dzy GSNOSH LIFOISYUST Sy St 1jdzS &S 26{dd1Si2y
0SLI& RS A. terreus! &S 2083005 dry tyOUSY Syfi2 Sy t2a G1421S4 RS /La RS Lew & th{ RS o & y 050341
NSELISOUEI-Y SyaST YISyl 1jdzS fI- Zlaw RS +w/ IzY Sylis Sy n ¢S0Sa: LI-al-yR2 RS nip I 1 x3KYH 2 1jiS
021yOIRIs 02y St G1-£20S RSt 9/ Saiil-otS0IR2 LIMII- SalI- SALISOMS 6ci3uil- oomnbs

oy I3dry24 Hatl-Y'1Syi2a RS A. fumigatus (1-Y 61Sy &S 2643105 S&iS 02 LI2Ui1-Y1Syli21 RS KS0K2! Sy
dry O1-42 SALISOWR021 St G121 RS fI- /la 1Sadflis 450 Y 1820 1 9/+ UMI- +w/ 6t1-01SyiSa M & HAl C13cul- ot T
ool 9y 01-Y 6121 Sy t2a Ifl-Y1Syli2a 4500:Sy0il-€5a RS A. flavus S&lS 1Y Syi2 1S Y42 Y 2RSII-R2I 02y dry
IyOuSY Syli2 RS KI-4ll- n ¢805a Sy fI- Zla LHIl- Llew 2 th{ 6ciaiil- omnie 9y St Ola2 RS 24 Mafl-Y1Syli2a

& +w/1NSALISOMAI-Y SyiS 6ciaizil- ommplo
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RESULTADOS

Tabla 3.2 - Shaliiotdisy RS 12153 RS Zlaw oxakYth RS (24 Riallyl2a MatlYiSyli2a 1gy3i02a LIi20SyiSyisa RS 23

LI-0ISyiSE Cv TUSYAS I-fI- 1a .o

Numero de aislamientos flingicos con un valor de CIM (pg/ml) de:

Especie N <0,015 0,03 0,06 0,13 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00 28,00
A. flavus  HN m m m m m n Mn T I 0
A. parasiticus M m m m m m m m m m M
A. pseudonomius M m m m m m m M I I m
A. fumigatus MHT m T T m y cn po il T H
A.lentulus 0 m m m m M M m I I M
A. nidulans M m T T m m M m T T m
A. luchuensis M m m m m m m m I M m
A. niger H m m m m M M I m m I
A. welwitschiage  p m m m m M H H n n m
A. alabamensis 0 m m m m m m m H M m
A. pseudoterreus M m m m m m m m n n M
A. terreus MC m m m m I n n n 0 M
A. calidoustus M m m m m m m m n M m
E. dermatitidis  Mn m m m n p M M M H m
S. angustum M m m m m I m I m m M
S. apiospermum Yy m m m m m m I m 0 p
S. boydii N m m m m m m m M H M
S. aurantiacum 0 m m m m m m I m m 0

Nota: Los valores subrayados y doble subrayados indican los percentilos CIMsy y ClMsg,
respectivamente (en caso de coincidir, solo se indica el percentilo CIMy). Los recuadros grises
indican los aislamientos incluidos en la categoria non-WT (CLSI, 2022a).
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Tabla 3.3 - 5iaiiliodz0isy RS @142154 RS /la ox3KYTl RS 24 Riadlyi2d 1Mafl-YISyli2a 1gy3102a LN20SyrSyiSa RS t2a
LII-0ISyiSE Cv TUSYES I Lews

Numero de aislamientos flingicos con un valor de CIM (pg/ml) de:
Especie N <0,015 0,03 0,06 0,13 0,25 050 1,00 2,00 4,00 28,00

A. flavus  HN M M m H y \ m I I m

A. parasiticus M m m m m M m I m m I

A. pseudonomius M m m m m m M m I I m
A. fumigatus MHT H n T y on pc MC m m n
A.lentulus 0 m m m m m M M I I M

A. nidulans M m T T m m M m T T m

A. luchuensis M m m m m m m M I I m

A. niger H m m m m I M I M m I

A. welwitschiage  p m m M m m M M H n m
A. alabamensis 0 m m m m m H M m m m
A. pseudoterreus M m M m m m m m n n m
A. terreus MC p M 1 M o] C m I I I

A. calidoustus M m m m m m m m n n M

E. dermatitidis  mn m M M H M M 0 m M n

S. angustum M m m m m I m I m m M

S. apiospermum Yy m m m m m m I m m y
S. boydii N m m m M m m m n n 0

S. aurantiacum 0 m m m m m m I m m 0

Nota: Los valores subrayados y doble subrayados indican los percentilos CIMsy y ClMsg,
respectivamente (en caso de coincidir, solo se indica el percentilo CIMy). Los recuadros grises
indican los aislamientos incluidos en la categoria non-WT (CLSI, 2022a).
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Tabla 3.4 — Siaiiliod0isy RS @121 RS /la ox3KYTl RS 24 Riadlyi2d 1Mafl-Y1Syli2a 1gy3102a LN20SyrSyiSa RS t2a
LI-0ISyiSE Cv TUSyES I th{o

Numero de aislamientos flingicos con un valor de CIM (pug/ml) de:
Especie N <0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 28,00

A. flavus  Hn 1 0 H n i) H I T T T

A. parasiticus M m m m m M m n m m m

A. pseudonomius M m m m M m m m I I I
A. fumigatus  MHT Mp MM HT oy OH m M H M T

A. lentulus 0 m m m m M M M I I I

A. nidulans M m T m m M m m T T T

A. luchuensis ™ m m m m m M m I I I

A. niger H m m m M M I m m m m

A. welwitschiae  p m m M M M H m n n n
A. alabamensis 0 m M m M M m i m m m
A. pseudoterreus M m m m M m m m n n n
A. terreus  MC c m o] 0 n I 1 m m m

A. calidoustus M m m m m m m m n n M

E. dermatitidis  Mn m M m H M o] M H m il

S. angustum M m m m n I I n m M m

S. apiospermum y n m n n m m 0] M H H
S.boydii N n m n m M M H m m m

S. aurantiacum 0 m m m m m m m H M m

Nota: Los valores subrayados y doble subrayados indican los percentilos CIMsy y ClMsg,
respectivamente (en caso de coincidir, solo se indica el percentilo CIMy). Los recuadros grises
indican los aislamientos incluidos en la categoria non-WT (CLSI, 2022a). Para A. fumigatus, no
estd definido el ECV para POS en dicha guia, por lo cual se utilizé el valor de corte publicado
por Espinel-Ingroff y col. (2018).
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RESULTADOS

Tabla 3.5 — Siaiiliodz0isy RS @1€21S4 RS /la 6x3KYT) RS 24 Riadlyi2a 1Mafl-YISyli2a 1gy31024 LIi2dSyiSyiSa RS 2a
LI-0ISyiSE Cv TUSYES I +w/0

Numero de aislamientos flingicos con un valor de CIM (pug/ml) de:
Especie N <0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 28,00

A. flavus  HN m m m n H mn T M I I
A. parasiticus M m m m m m M n m m
A. pseudonomius M m m m m m m M I I I
A. fumigatus MHT m m m y oT M 23 T M m
A. lentulus 0 m m m m m m M M I M
A. nidulans M m T m m m M m T T T
A. luchuensis ™ m m m m m M m I I I
A. niger H m m m i M I M m m m
A. welwitschiae  p m m m m H 0 m n n n
A. alabamensis 0 m m m i m H M m m m
A. pseudoterreus M m m m m m m m M n n
A. terreus  MC m m m M H n c 0 m m
A. calidoustus M m m m m m m m n n M
E. dermatitidis  Mn m m M M M M H M m T
S. angustum M m m m n I I M m m m
S. apiospermum y n m n n H M M H H m
S. boydii N m m m M H M m n n n
S. aurantiacum 0 m m m m m M M M m m

Nota: Los valores subrayados y doble subrayados indican los percentilos CIMsy y ClMsgg,
respectivamente (en caso de coincidir, solo se indica el percentilo CIMg). Los recuadros grises
indican los aislamientos incluidos en la categoria non-WT (CLSI, 2022a). El valor en negrita en
A. fumigatus sensu stricto indica los aislamientos incluidos en la categoria de sensibilidad
Intermedia. Las cepas de A. fumigatus con valores de CIM > 2 ug/ml se incluyen en la
categoria Resistente (CLSI, 2022b).
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Figura 3.8 — 12154 RS /L& RS 0SLII-4 RS E. dermatitidis IMaf1-R1-4 RS dzy LIFOISYAS I £2 f1432 RSt (1SYLi20 [I- fhySI-

LdzyGSIRI- lyRIOI- IHjazSte2a 1Hatl-Y1Syii2a 02y 8142153 RS /La StS3I-R24 ox y kIKY oo

e A N

Figura 3.9 — +I211S4 RS /La RS 0SLII-4 RS S. apiospermum 1Hafl-RI-4 RS dzy LIFOISYES I £2 32 RSt i1SY L0 [I-

fiySI- LdzyBSI-RI- lyRIOI- HjazStt2a 1Matl-Y1Syi2a 02y gI-£20Sa RS /la StSAIR24 ox y k3Kt

Figura 3.10 — 12054 RS /La RS 0SUI4 RS A. terreus IM&fIRI-4 RS dzy UI-OISYAS |- £2 1132 RSE (1SYLi20 [1- fiySI-

LiizyBSIRI yRIOK HjdzStt2a 1afl-YiSyti2a 02y 012154 RS Zla Y1821 1€ 9/+0
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RESULTADOS

Figura 3.11 - +120$3 RS /La RS 0SLII4 RS 10 TerY 131-idza MR 14 RS B1-23 LIMOISySE I £2 132 RSt IS Y'Li20 tHiiS
M RS ot [I- tiySI- LitzyGSIRI- lyRIOI- MjzStt2a Hafl-Y1Syti2s 02y 012188 RS /lay Y1821 1 9/
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RESULTADOS

Figura 3.12 — + 12053 RS /La RS 0SLII4 RS 10 Ty 131-idza MatHR 14 RS B3 LIFOISSE I £2 4132 RSt (IS Y'Li20 tiHiS
H RS 0t [I- flySI- LiiryGSIRI- yRIOI- HjizStt2a Hafl-Y1Syia 02y 312084 RS /lay Y1821 1 9/
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Figura 3.13 — 12054 RS /La RS 0SLII-4 RS 10 TarY'131-idza IH&f1-R1-a RS @123 LIF0ISySA I £2 tHi32 RSt IS Y Li20 tHIiS
0 RS ot [I- fiySI- LdzyGSIRI- lyRIOI- HjdzStt24 1atl-Y1Syii2a 02y @1H21Sa RS Zla Y1221 I£ 9/+0
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RESULTADOS

Figura 3.14 — IS4 RS /La RS 0SUI-4 RS 10 Fl-00za H&fl-R1-4 RS 123 LI0ISydSa I- £2 f4132 RSt iiSY Li2o [I- fySI-
LdzyGSIRI- lyRIOI- IHjizSte2a 1at1-Y1Syii2a 02y 312153 RS /la YI-821 I 9/

Figura 3.15 — £ 2034 RS /La RS 08I RS 10 Iailylil-0iY MatRIE iy LIGISYES I &2 432 RSt (iSY'Lio [I- fiySI-
LiizyBSIRI yRIOK HjdzStt2a 1atl-YiSyti2a 02y 12153 RS /la SSHIR24 ok y xaKY i
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RESULTADOS

3.3 Analisis del perfil de resistencia a triazoles de aislamientos
de A. fumigatus mediante el analisis nucleotidico del gen
cyp51A y su promotor

VVVVV

I4&f1-Y'1Syii24 non-wildtype RS A. fumigatus IyI-4TI-R24 02y fI- 450dzSyOnl- RS fI- 0SLI- RS NSTSISYONl- RS A.
fumigatus 1Cooycpt RSLIZ8III-RI- Sy St GenBank 6. Syazy & 02601 HamT {1-8504 & 02600 HanHl ISESEs fI- LINSASyONl-
RS Rialhyfil-a adzaliic0r2ySa I'Y ty2I-0)RI01-4 Sy St nafz RS -8 YIAY I-4 orikmnio

9y (i2R2a Saiza 014241 &S Sy02yiilis dy1- ISLISH0Isy Sy (HyRSY RS on LI6 0Tandem Repeatl ¢woni Sy'fl-
WSTsy LNRY 2201 6c3i01- ommcdl 18200RI- I- £l Y dziil-Otsy Lidzyfdz1£ [y 1 Sy tI- STy 02RIFI01-YES RS tI- LI2(S)y1-
/. tpm ! 0{ySiRSIA & 02100 nanyio t20 2002 f-R21 St 1yAHIEE RS fI- 3S0azSyOil- RS fI- LIi2dSiy1- 7, tpm? Sy o RS 24
Hatl-Y'iSyli2a SHRSYOINRY dyl- Y dziil-Olsy Sy fI- Li2al0ksy HOT 6{HdT¢00 &l Y dlil-Otsy 020SEI2yRS |- dry
2B 201aY'2 RS fI- LN2iSY1- 7, tpm!l RSOIR2 I 1jizS &S KI- 02Y'LN261R2 1jizS y2 Sa NSESalyaS LMiI- fI-
01 oR2101-a24:61 & 02600 HAMpo

93 Y Li20iI-yhS RS&(I-OMI 1j&zS 23 o 1M&f1-YISyli2a 02y St LISImE 3SySii02 ¢wonn[dy In{HpTe! RSAIIY1-R24
02Y'2 11 . & /1 LI20SRISIR2Y RSE YI&Y 2 LIFONSYEST YISyl-a 1jzS St OzlMii2 1Hafl-Y1Syli2 RSy2Yy1R2 5 & 02y
wepY 6CiFdnl- omrio 9AlS Gty 2 IMafl-Y 1Syii21 02y St LIS 3SySii02 ¢wonmwepY [ty In{Hp T¢I Saldd2 1-52001-R2
I- iry 1Sy2iiLI2 Ulyal- T2 1S@IaiSyhSt 02y @1420S4 RS /lau x y ¥3KY'E LIHII- Lew & #w/1 & RS n x3kY't UM th{l
YISyl 1jazS 28 Hafl-YISyi2a 1 & |1 1jiS 4262 LNSASyt2y tl-a Ydzil-0i2ySa ewonn[dy 11 Y 232y G1420S3
RS /la x y ¥k3IKYELIHII- LewE 1 kIKY'E LIHI- w/ & m x3KYE UM th{ 6cl-ofl- orr(o

51R2 1jiS {14 0SUIE 11 . & / LN20SR)IY RSt YIaY'2 LIFOISYUST aS #SaHizy |- 0102 SaiiRi2a RS
OMII-O0SINTI-Otsy Y SRIIYS ¢ILImOI-Olsy adrtiit20da RS {S00:SyON- éa[{¢I L2 adza &13fl-a Sy ly3tSa #3diSyR2
St LI2i20262 RSAONLII2 L2\ . Iy"@ 0210 0100 98 NSESEIyES &SI 1jazSI I &t £1-3 0SLI-a 1 & .1 St LI-0ISyAS
Saiil-ol- NS0I6ISYR2 (NI-i1-Y'1Syi2 1yiFgy3i02 02y Lew nnn Y IKRIME YASYUNl-a 1jizS 1 &t €1- OSLI- / NSOie)I-
(-G1-Y'1Syi2 02y +w/ 6rnn Y IKR)I-0

[I a[{¢ Saazy1- (SOYI0I- RS SLIRS Y 1223)I- Y 2£S00zE1 1dzS LISHY 1S €I- GLIFO1-0Isy RS YI0N22031yIaY 24
Y SRS fI- IRSyEITIOI-Olsy RS Li2ftY 20iaY 240 94ii2 &S 2301 Y SRS tI- 1Y LEH01-0isy @ 4506:Sy0N-Olsy RS
T3 Syli2a RS SylliS onnmpnn L6 RS T 3Sy5a 02yaSIdI-R2a 02y201R24 02Y'2 35yS4 RS Y IyiSyrY ISyt 2
housekeeping 05424 3SySa a2y SaSyOi{Sa LIMI- St Y 1yiSyRY ISyli2 RS fI-4 TizyOi2ySa 0StaztlISa o¥ai0l-ao of
02yRdzyi2 RS 3SySa GIHI- 453Gy tI- SAISOIS I- GLINOIME & I- O1-RI-ISTsy SaidzRI-RI- Odz2 I 4506:SyONl- Sadztil- gyl
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RESULTADOS

&S S 1313yl dy ygY Sii2 RS 145620 Z1-RI- Hatl-Y1Syi2 RS fI- SaLISOIS &S OHIFOGSIATI- LW St O2yedryiiz2 RS 145624
1jozS L12&SSI £2 1jzS O2yailaz8S adz LISImE 145602 2 &S0azSyONl- (L2 6sequence typel {¢0 6tSISTr[2a1-RI- & 0261 Hamold
{S {01-i1- RS dzy1- (SOyI0I- aSy0ittl-T 202SiidI1- & THOIEY SyiS NSLIZRAOWGES 1jzS LISHY 1S IRSYETION) 1-42011-012ySa
0f2y1454 & Salil-otS0SH St-0i2ySa Sazfuiidl-a {ty” SYoli321 Sy St 0142 RS A. fumigatus! &z OJIORIR
0f2y1454 0. 11y & 02601 nnnTio

{13SyR2 5t SaljtzSY'I- RS a[{¢ RSA0NLIIZ L2V . Iy 026 6rnnil &S Iy1-THIZy t28 38ySa ANX41 BGT1!
CAT1I LIPL MAT1-21 SODB & ZRF2 RS f1-4 0SLII4 11 . & /0 {dza 3S00:Sy0hl-a &S 02Y LIHHiRy 02y l-a Lizofi01-R1-4
Sy fI- 6145 RS RI-i24 KiiLavkLizoY fale2Nak2031-yiaY al-aLSITfdzantiz Y 131-idzdo 9y (201 LIMI- A. fumigatus
SENISY nc 145t2a RiaiilodiR2a RS fI- #i3dSyiS 120Y 1Y ANX4 Iyl BGT1 'yl CATI ' TL LIP T yI MAT1-2 T pi
SODBT nl ZRF2 T ¢t 9yfl- ¢l-ofl- ooct &S YazSalil- St ygY Si2 RS 14562 02MSaL2yRISYAS I O1RI- 3Sy LIHII- O1-RI-
IH&f1-Y1Syii2 SaldzRil-R20 5S Sail- Y 1yl &S Sy02y/is 1jizS t1-a 05U 1 & . 02Y LIHIiN-y St YIaY 2 LISIFIE I4S6021
YISyl-a 1jazS f1- 0SLI- 7 LINSaSyal-ol- dzy LISIFiE RIFSISyiSe

Tabla 3.6 — tSIFif 1456102 RS f1-4 0SLII-A RS A. fumigatus 11 . & /9

Genes CepaA CepaB CepaC

b-n T T M
.D¢m M M M
/1¢m 0 0 0
[Lt H H M
altvm M M p
{h5. H H M
YWCH M M H

Nota: Se indica el nimero de alelo de cada gen segtn el esquema de MLST propuesto por Bain y col.
(2007).

Tabla 3.7 — 12054 RS /L& 6x3IkY't RS fI-4 Rilityll-a 0SL1-4 RS A. fumigatus SalizRI-RI-4 02y Y dil-012ySa Sy St cyp51A &
adz L2 Y 20210

Genotipo del cyp51A y su promotor CIM (pg/ml)
Cepa 5'UTR Residuo 65 Residuo 98 Residuo 297 VRC ITR POS
! ¢twon IDY owl VAVALL 1/D 0¢0 HLAN Xylan N
¢wor PET Y| /17000 1/D 6¢l Xxylnin xyln nian
/ ¢won IDT dwo /17610 1/D 6¢0 HLAN xylnn  mn
5 ¢wor IDT fwo /17000 ¢/D 6{0 nLnn xybnin o mnn

Nota: Para cada residuo se indica el codon de nucledtidos y el aminodcido que codifican entre
paréntesis.
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/5UF 1Cooycph AlGlAlG T TIE T C T Al- - - - - - - - AATCACGC TCcC ATGTGTGCTGAGCCGAATGAAAGTTGCCT
/SUlF 1 AGlAGTTIGT CTAlGlAATCAC AATCACGC TCC ATEGTIGTGCTIGAIGCCIGAATEGAAAGTTGCCT
/Sl . AlGA[GT TGTCTA[GAATCAC AATCACGC TCC ATGTGTGCTGAGCCIGAATGAAAGTTGCCT
/SUlL/AlGAlGTTEGTCTA[GAATCAC AATCACGC TCC ATGTGTGCTGAGCCGAATGAAAGTTGCCT
/SUIF5 AlG A AATCACGC TCC ATGTGTGCTGAGCCGAATGAAAGTTGCCT

Figura 3.16 — 1flySI-YISyli2 Y ¢fliLiS RS fI- NSThsy LN2Y 20201

TTGTCTAGAATCAC

- RSt 38y cyp51A RS A. fumigatus! R2yRS &S 2643181 fI- 1SLISOIsy Sy ikyRSY RS on LIHISA RS 61454

SyO2ylll-RI- Sy'n RS t2& mn Hal-Y1Syli2a non-wT NSyAS I- 24 (iNI-T2t5& [1- 1SLISHOIsy 02y fl- 4506:Sy0il- pa D1 T ¢/1 /D/ DD¢ //D D¢ D¢D ¢D/ ¢D! D// D11 ¢ of
AuSOdzI-RI2 Sy ySaNRi 1jdzS y2 &S SyOuSyll- LNS&SyHS Sy tI- 4506:SyOil- RS STSUSYON- RS A. fumigatus !Cooycpil Salt 14200RI- I dzy O1FY 612 1Y ly2I-0Ri02 Sy fI-
L2805y [y 10 [1-4 0S8 11 . & 7 LN2diSySy RS dry YHaY 2 LIF0ISyAST Syl 1jdzS fI- 0SLII- 5 &S Iéts RS dzy2 Rilihyfize

l
/SUI- 1Cooycph E
VAIN B E
VAN B E
/S0l / E
/SUI- 5 E

A X X X X
< < < < <

AR XXX
4 4 4 4
—H H + - o

l

K.KD
K H K D
K H K D
D
D

K H K
K H K

m m m m m

Figura 3.17 - !flySI-YISyi2 Y §HillIS RS 24 01-Y 012 I-'Yly21-0|Ri024 LIS&SySa Sy St 38y cyp51A RS 24 HétlY1Syi2a RS A. fumigatus non-wT TSyES I- 24 (1252 [1-4
HSOK -4 lyRIOI-y fl-a LI281012ySa 02y RIFSISYOHI-a I-Y ly2I-0\RI0I-a0 ¢2RI-4 f1-4 0SLII-AI SEOSLIGR fI- RS NSFSUSYOM A. fumigatus 1Cooycpdl (1SySy iyl- ISLISH0Isy RS on LI6
d¢woni Sy fI- NSTsy LIN2Y 202010 [1-4 0SLI-E 11 . & / LN2¢ISySy RS dy YIaY 2 LI-0ISyAST YiSyll-a 1jazS - 0SUI- 5 &S IMats RS dzy2 Riadlyti2e
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RESULTADOS

1 23 $750(24 RS 02 Y'LISYRS St 1Y LI062 RS fl- Ydzlil-Olsy wepY Sy fl- NS&iaiSyOnl- I t2a (inl-12(541 a8
tSAHi2y |- 01-62 Syal-e2a RS il-yar20Y 1-0tsy 3SySii01- Y SRil-yES IS02Y 6ly1-0lsy K2Y 5t231- RS 3Sy cyp51A
Ydil-R2 Sy St 3Sy2YI- RS fla 0SUIA RS A. fumigatus [@5arom takuB'Y'ki & [a5aroH ([a5an
omfY/ _ tpm IR /2Y 2 &S RSUII- Sy fl- {50015y Hootol I YdzlilyES akuBY Yk LNSESYLI- izyl- Y I-82) LIi201-6MRI-R
RS ill-yar20Y 10isy L2 1502 Y oly1-0lsy K2Y 5t231- RS0IR2 I fI- RS(SOIsy RS fI- LI2IS)Y1- Y B yn ocSmsil- & 026
nnnch €21 202 fI-R2!I fI- 05U [aSanon 2458 IIRSY4Ha RS Saiil- OMII-0GSWENOIT dy1- KILSIASYRIGHIRIR |- 24
(inI-T2£83 02'Y 2 ISadAlI-R2 RS fI- RSISOIsy RSt ASY cyp51A dasil-R2 & 026 unpih 5S SaiS Y'2R21 fI- 0SLII- RS A.
fumigatus [a5anom &S diifiTs LIHI- 02yTY Hi & t-a Y dil-012ySa ¢won[dy I & ¢wonmwepYr[dy 11 LNSASyiSa
Sy’tl-a 0SLI1-a Ofjyi01-d 1 & .1 NSELISOidI-Y SyiSt Sul-y iSaLi2yal-0iSa RSt 1Sy2(iLi2 RS aSyaloifiRI-R NSRAOIRI- I- 24
(iNI-T2653 20a3001-R20 1 a6z GSTI £1- OSLII- RS A. fumigatus [@5amon &S qiltiTs LIMI- SaldRi St 518002 RS fI-
Y dzil-Otsy wepY & RS fl- 02Y 6ly1-0isy ¢wonmwepYt

tHII- Ste21 £I- 0SUI1- A. fumigatus [@5anom TS il-yar20Y I1RI- 02y R24 Til-3Y Syfi2a tySI45a RS dvim 10
RSY2Y Iy1-R24 ¢wonn[dy 1 & ¢wonmwepYr[dy 10 9ySalS LN20SRIY 1Sy &S diifiTs tI- iSOyA01- RS t/w 02y St 2
RS t2a primers 1Tk mn LI Y LIERIOI) St 15b3 RS £1- 0SUI- 11 260SyISyR2 fI- NS5y RSt cyp51A 1jdS 02yiSyS
fl- NSLISH0ksy RS on L6 ¢:ol01RI- Sy fI- 1S5y pt ¥ ew & fI- Ydzll-Olsy Lidzyfidzl £ Gocnl- 1jdzS LN2Ra0S St O1-Y 612
1Y ly21-0)RI02 [y 1 6CiTaz01- ooyt 160 €20 2001- LINIGST &S dziiti T2y t24 YIAY 24 primers LI 1Y LIERIOI St 15b;
RS fI- OSLI- . 3SySlilyR2 dzy” LISIFIE 3SySi102 IRSyHI021 LISK2 02y fI- Ydzil-Olsy” Impnl 1jdzS &S (I-Rdz0S Sy S
ol otli2Y' ST .I2RBYIFYI0a TNASYHYIL & 2S32 &S Nlyar20Y Hizy Sy fl- 0SLI- [a5anom Y SRIYS
StSOi2LI201-0k5y [I-a OStiztl-a (Nl-yar200Y I-R1-4 &S aStS00i2y1-i2y Sy Y SRi2 YyIY 2 taai 02y m k3KY't RS Lews

tHIl- €514 1- 01-62 €I il-yaT20Y 1-0isy RS fI- OSLI- A. fumigatus [@5anoH! &S 3SySUHi2y Fil-3Y Syli2a
RS 15b Y SRIlyES fI- 02Y olyl-0isy RS Yizil-3SySad RIIAIRI- @ t/w Thalsyl (24 OulSa 102SI2y RSy2Y ly1-R24
wepY & ¢wonmwepYo 9f LY SIi21 02y dy (1Y 1-32 HINZENY I1-R2 RS mic 16 ljizS 02yiSyil- fI- Y diil-Oisy Impnl-
owepYol &S 200d@2 I- LI RSE 15bs RS fI- 0SUI- A. fumigatus [a5anowmT 1jiS L124SS St cyp51A &1401250 [I-
t/w 3S NSIiTs dliitiTl-yR2 €24 primers 171 2zyli2 02y wepYrfdzal2yiw opd /¢1 /11 ¢/¢ ¢DY D1/ ¢¢D //¢ ¢¢¢
/c/ ¢D/ 1/D /11 IDY IDY 1/¢ ¢D¢ 1DD ofif & f2 LIMIS& wepYrfdzal2yiC opt //¢ 1/1 1D¢ ¢/¢ ¢/¢ ¢¢D /D¢
D/1 DgD 111 IDD /11 D¢/ ¢/1 ID!Y ¢¢D ¢1D ol & LUnpnnth 628 yi0tSsiiR2a Sy Yiyga0dtl-a tyRIOly fl-
lyOtizdisy RSt O1-Y 612 I-mpnIoe 9ai2a Fll-3Y Syli2a RS cyH & mnpn yINSALISOUG1-Y SyiS &S Thai2y1Hi2y"Y SRil-yiS
t/w GiifiTI-yR2 24 primers 1TkUnpantu & 12532 &S 0f2y12y Sy St LIHHYIR2 LID9&an¢ 91-48 0c/3ail- ooyl /(0

of 3S3dyR2 I-3Y Syl21 RS HLN2ELY IRIFY'SylS Him 161 &S 3SySiis dlitiTl-yR2 €24 primers 1TkwepYn

AAAAAA

LHAYIR2 Y SyOi2yl-R2 IS0 SyiSe [24 I'Y'Li02ySa RS chH & Mot i ISELISOiRI-Y SyisT &S Fazai2y1i2y
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RESULTADOS

YSRGS t/w dGiifiTl-yR2 24 primers YTkUnpantHi & 532 &S Of2yMi2y Sy St LHKYIR2 LD9an¢ 9l-88
6CiFd1- ooyl 500 9adl-a 02yaiNdz00i2ySa &S MN-yaF20Y 2y Li20 aSLIHI-R2 Sy tl- OSLI- A. fumigatus [@5arnoH! &
&S aStS00I2yHizy Sy aa 02y nimH k3IKY'E RS Lewo

/2Y 2 ISadliI-R2 RS 13 (NI-yar20Y 1-012ySa &S 206(d@1Si2y Odz1-ili2 0t2ySa RS A. fumigatus 02y LISITISE
3Sy20)L102a SaLISOm02a RSy2YWIR2A [abamnut 63Sy2ill2 [aSanomewont[py 1l [a5amnHy
i[a5anomfewonmwepYr[hy 10l [a5ampdd [a5anonliewonmwepYil &€ [a5amcnn i[a5anoHwepYi
51-R2 1jdzS fI- 02MMS0il- yORUL2UI-0ksy RSt cyp51A Yazil-R2 02yHSAIHI- I- dzy” TSyRiiLi2 NSaaiSyasS I Lewl &S
WSITs £l aStS00isy” RS fl-4 0SUI-4 dUlyar20Y IRIE YSRIMYES Odfliid2 Li21 RulifiOlR2 Sy aa & aa
ALASY Syll-R2 02y Lewo [14 (Ul-yar20Y 1yiSa [aSanomewonn[gyl & [aSanomyewonmwepYn[oyl &S
Odztiidi2y” Sy aa 02y m x3KY't RS Lew! YiISyllla 1jiS 14 [aSanoniwepY & [a5anonewonmwepY &S
OaztiigIRy Sy aa 02y nimH K3KY'E RS Lew 6cidiil- oo 1 O2ylyal-Olsyl 45 SEille2 St 15bs RS fl-4 0SLI1-4
WS&ialSYHSa & f1-4 0SLI1-a LIMISYI-£SE oy iNl-yar20Y 1-RI-a0 LI @GSO - (il-yar20Y 1-0ksy 3SySiiols 9y St 01-42
RS f1-4 0SLII-4 02y St LISImE 3SySi102 RS [a5anom! &S SiltRis fI- LNSaSyOll- RS fI- 1SLISH0Isy RS on Lo & RS fI-
Ydzil-Otsy” Impnl- owepYs YSRIYIS R2a Syale2a RS t/we 9f LIY'SH Syald2 &S NSIiTs Y SRS fI-
IFYLIROIOlsy 02y 24 primers 1Tk Imnd 9y LNSESYONI- RS fI- 1SLIS{HOIsY RS on Lol St LIi2R&z002 1-Y LBFIOIR2
ISyMI- dzy1-Y'1-.32 RS mmnn LoT Sy fiza1H) RS 28 mnce L6 Y SyOi2y1-R24 I-yiSii2iy SyiSe 9all- RIFSISYOHI- RS on
Lo &S LiizR2 Ghadzl-iT1H0 Sy dzy”3SE RS 2 11124l 60136201 0on €I RSESHY Iy £1- LINSaSyOul- RS - Y dzil-Olsy”
Aupnl &S NSIHITs dzy1- t/w 02y NIRISYES RS (SY LISUIHidIT dziiiTI-yR2 €24 primers 1T & 1p opl ¢/¢ /¢D /1/
D/ 11D 11D ol gHNl-yR2 fl- ¢, SyliS pence o/t 9t primer Yp KIGURI- SyUiiS fI-4 LI2&i0i2ySa M) & matl
02ylil-yR2 RSARS St 02Rsy RS Iyi0121 £2 1jdzS LI2RdzO- dzy NSadztil-R2 yS3lig2 Sy tl- t/w 02y ¢, SISOIRI-A 061
cp ¢/6 & fI- Yazil-Olsy Impnl- Sail-ol- LINSASYES oci36il- oorme Chy1€Y SyaSt &S LIN20SRIs I ASUFION (2RI fl-4
L2 20201 dziieiTI-yR2 28 primers 17k Imn & LinpanmkLInpmne €230y Syist &S ISIHiTs dy” I-yald in-silico
RS f1-4 4506:Sy0il-4 260SyIRI-81 02yRIY'S |- 2 RSiII-R2 Sy fl- {50015y HiotH!
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RESULTADOS

A ATG L98H STOP
D 2
I cyp51A Cepa A
TR34 Intrén
_>.. ................ :1.1.00_.|..l! ........... Q ..... -
A7 TR34 A10
B ATG  R65K L98H STOP
& 2
I cyp51A Cepa B
TR34
_).. ................ 11.99..']!.! ....... & ..... —
A7 TR34 A10
C ATG STOP
$ =]
cyp51A LMDM-31
682 nt
é ........................
AT R65K-fusion-R
b A L — @
R65K-fusion-F ‘L p450-2
A Yo e S —
A7 p450-2
D ATG L98H STOP
<P o2
I cyp51A Cepa A
TR34
—_— '_____(§!_3_2__l_1_t ........ 4 ®
A7 TR34 R65K-fusion-R \l,
N e OSSO . -
R65K-fusion-F \L p450-2
_>... .......................... ! ................. ? p.g.s..n.t. ................................................. -—
A7 TR34 p450-2

Figura 3.18 — 5113II-Y'|- RS fl-4 02yAllid:00i2y54 3SyS01-4 dzitiTI-R1-4 LIHII- - dNl-yar20Y 1-0isy RS 14 0SLI1-4 RS A.
fumigatus [@5anom 01 & .0 & [a5anoH 6/ & 500610 Cil-3Y Syl ¢wonn[dy 1060 CiI-3Y Syli2 ¢wonmwepYn
[y 10670 CUI-3Y Syli2 wepYo 650 ClI-3Y Syfi2 ¢llonmwepYo
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RESULTADOS

%/L!MDM-»@\,;\\‘

N

& LDV
1427

.L IVIDIIVI
1428

ETA

3f!

N

MM-ITR(0.12 pg/ml)

Figura 3.19 — 50LI6I01-R24 RS f1-4 LI-01-4 RS aStS00isy RS (ll-yar20Y 1yiSA RS A. fumigatus Sy aa & aa 02y1ew
/SUIAY CeY & Ce. T Cla2a dNl-yar20Y 1yiSa ¥ & .1 Hafl-YISyti2a NSOuLISHI-R2a Razll-yiS St LN20S&2 RS
(-yar20Y 1-otsy 1S y2 lyiSFNRy St 01-aaSiiiSe [aSanom ' A. fumigatus akuB<U®A 6SHOISYOII- RS
(-yar20Y 1-0isy” 1Y SyLIRI-0 [@a5anon I' [a5anom/ tpmk 00SLI- KILISIASYAI6S I- 24 dinl-T26S40
[a5amnHT ' [a5anomitwonn[dy It [@a5amnuy [ [a5anomewonmwepYi[hy 1o [aSamphd I
[a5anon¢wonmwepY [a5amcnn ' [a5aroniiwepYt ol & . [24 ISy2(iLi24 ¢wonn[dy I & ¢wonmwepYn

AAAAA

LISUY'IiS St ONSONY1Syi2 Sy LSaSyOil- RS Lews
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ta  OM MMHT MMNH

Figura 3.20 — 1'yH31& RS fI- lyiS3N1-0isy RS fI- 3S0dzSy0il- ¢won Sy St L2 22 RS 38y cyp51A Y SRIMYES t/w 02y
28 LY Sia 1Tk Imno tay Y HIOIR21 RS tSa2 a2S0dtlH tmnnnoL) 5{¢@ pnnn DNA Electrophoresis Markerl

D5{. 20T 0SLII4 RS A. fumigatus om! [@a5arnom WildTypel MnHT! [@aSamnuT i[aSanomewonnpy 10T
vnHyY [a5amnHy i[a5anom¢wonncpYndy 100

pcc/ CHC / cpc/

Figura 3.21 — 131 RS fI- lyGiS3NI-Otsy RSt cassette RS ¢wonncpYmpy 1 Y SRS t/w 02y t24 primers 1Tk po
ta) YHIOIR2I RS tS&2 a2tS0fH tmnnnol 5{¢2 pnnn DNA Electrophoresis Markerl DS{ 1200 /SLII4 RS
A. fumigatus om OSLII- [a5anom wildtypeTmnHT! OSLI- [a5amnuT i[a5anomyewonndy 10T mnnyY 0SLII-
[aSamnny o[aSanomewonmcpYnpy 10 9t primer 1p KiOWRI- SyiS fl-a Li2a10i2ySa mtd & Tl
LI2Ri0ISYR2 dry NSadAlI-R2 yS3Iiig2 Sy fl- t/w 02y ¢ SESIRI-A 661 x cp c/0 & &S Sy02yll-4S LNSaSyLs fI-
Yzil-Oksy Impnl-o

M- SAIzI 1 I-OG@IRIR 1yiTgy3i01- RS 24 0t2ySa RS A. fumigatus 1jizS TazSN2y (Nl-yaT20Y IR24 02y
St ISy cyp51A YlilR21 &S SGMI2Y I- 0102 R24 ()24 RS Syal-22af St Syale2 RS YI0I2Riflz0lsy Sy 014R21 RS
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RESULTADOS

I-00zSWR2 02y fl-a Lilzil-4 Saiil-ofSOMRI-4 Sy St R200Y Syfi2 aoy oc SR8 6/ {11 Hanil & St Syal-&2 RS Rifwdisy Sy
YSRi2 &sfiR2 02yr20Y'S |- fl-a RINSOIN0Sa RSa0MLIiIa Sy St R20aY Syli2 apmrn! RSt Z[{L 6/[{L Hawnl [2&
RS{It54 RS Sai2a LN20SRIY 1Syi24 &S SyDuSyll-y Sy tl- {50015y HiotouTt

/72Y2 &S L8RS -LNSOMH) Sy tl- ¢1-6fl- ooyl I- OSLII- RS A. fumigatus [@a5amnHT SEKIdHs dry LI-iisy RS
aSyAIoIfIRI-R |- t2a 1-yHiFgy3102a IRSYGI02 1€ RS f1-4 0SL1-4 Oflyr01-4 1 & /1 YiSyail-a 1jeS I 0SUI- A. fumigatus
[a5amnHy Y2iilis St YiaY'2 LISImE RS aSyaloitiRI-R 1jizS fI- 0SUI- .o [1- iNlyar20Y 10y NSaddls Sy dry”
IyOISY Syfiz Sy't2a 6142154 RS /la RS KI-4il- Hee 35054 TUSyES I Lew Sy 02Y LIMI-Oisy 02y tl- OSLI- LIMISyI RS
A. fumlgatus [aSaHOM a¢1-ofl- ooyt €20 202 f1-R21 fI- OSUI- { Iyé¥2 IY'IRI-RS A. fumlgatus [a5aT[MI'IHy 602y
th{ S {1 Sy 02YUMI-0isy 02y fI- 0SUI- [a5amnuT! 1jizS &l SUI- 1Sa&iSyas I Lew & I +w/ RSoiR2 I- fI-
Y dzil-Oisy ¢wonn[y 10 TRSY 441 S SAIRSYOIs dzy 01-Y 012 Sytl- adza0SLIGGHIRIR RS fI- 0SUII- [Sa5mmnny 1 +w/
Y SRil-yES St Syale2 RS Rifdzalsy Sy 1-31I 9f RiFY Slli2 RSt K12 RS tyKiolOisy RIAY lyies RS oH Y'Y Syl OSLII-
LHISYIIE RS A. fumigatus [@5arom! |- mn Y'Y Sy fI- OSUI- (l-yaT20Y IRI- [a5amnuT d¢wonn[dy 160 9y
Odz1-y2 I fI- 0SUI- RS A. fumigatus [a5amnny é¢wonmwepYn[dy 1l y2 &S 2645195 yiyagy KI42 RS tyKioi0isy
TSYAS I +w/ 6C1Fa01- ooHHbo

58 Sail- 120Y' I &S LiizR2 RSY 240 1jazS t2a LISIFESa TSy20IL024 RS &dz:a0SLIiOMIRIR - 24 (iI-T2£S54 RS
f23 0f2ySa {ll-yar20Y 1-R24 RS A. fumigatus 02y fl-4 RIallyal-a Yail-0i2ySa Sy St 38y cyp51AL ISLIBOHIZY RS
Y 1ySil- LSOl St LISUTKE RS f1-a 0SLI1-4 Ofiyi01-4 20i3iy14Sa RS A. fumigatust 21 glity 21 24 (il-yar20Y 1-yiSa
1jizS OMISON-Y RS fI- Ydzil-Olsy [y I [aSamphdkmenny y2 Y 2alili2y” RIFSISYOI-a @13ymol-iigl-a Sy t2a
12084 RS /La 02y NSaLS0i2 I 24 (iN- 12654 SaddzRiI-R2a Sy 02'Y LIHI-Otsy 02y 1- 0SLII- WT d¢1-6fl- onydd
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Figura 3.22 — 9yal-82 RS aiza0SLIiIGIERIR L20 RiFdéisy Sy 191 02y Ria02a RS +w/0 616 /SLI- LISyl RS A.
fumigatus [@5anom 6w T 0.0 /Sl (UI-yaT20Y I-RI- RS A. fumigatus [@a5amnuT o¢wonn[dy 169 6/ /SLI-
(1-yaEF20Y IRI- RS A. fumigatus [@5amnHy o¢wonmwepYr[dy 1ot 0/

Tabla 3.8 — 12054 RS /L& ox3KY i RS fl-4 Riillylil- 05L& RS A. fumigatus SaiRIRI-E 02y Y iil-0i2ySa Sy St cyp51A &
adz LI Y 20210

Genotipo del cyp51A y su promotor CIM (pg/ml)
Cepa 5'UTR Residuo 65 Residuo 98 Residuo 297 VRC ITR POS
! TR34 IDT owl /17000 1/D 6¢0 HINN M0 X yInnp  mInn
. TR34 TETGY) /17610 1/D 060 xylnnond  xylnnF  nin
/ TR34 IDT owl /17000 1/D 6¢0 HINN M0 X yInnp  mInn
[a5arnom wrTt IDT owl /¢/ o[ ¢/D 6{0 NIMH6OH)  nIMH  lHP
[a5anoH wT Yoho Yoho Yoht nno onyo nino  ninc
[2a5amnHT TR34 IDY wo /17610 ¢/D o0 HLInOMNO X YINAfF — MInn
[a5amnny TR34 PEYgY( /17000 ¢/D 6{0 xylinony  xylnp - nian
[a5amphh TR34 TETGY) /¢/ [0 ¢/D o0 NIMH domb nHp  NIHp
[a5amcnn wT PEYgY( /¢/ o[ ¢/D 6{0 NIMH 6omb NHp  NlHp

Nota: Para cada residuo se indica el codon de nucledtidos y el aminodcido que codifican entre
paréntesis. Los valores entre paréntesis de VRC indican el diametro de inhibicion en mm. K.O.:
Knock-Out. *: CIM > 16 ug/ml seguin Macedo y col. (2020).
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RESULTADOS

3.4 Estudio y caracterizacion de Aspergillus aislados de semillas
provenientes de areas agricolas del pais sometidas a
fumigacion con distintos antifingicos azélicos de uso agricolay
su potencial resistencia cruzada a los triazolicos de uso clinico

{8 SaiiRis dzy1- Li2otl-0lsy RS on Hfl-YiSyii2a I'Y 01Syil4Sa RS Aspergillus 3L1L01 RS t24 061454 on S
20{i00SN2y" |- LMW RS aSYittl-d RS MIB1yI2 & n RS aSYIttl-a RS 42210 9ali2a 1&fl-Y1Syli2d LIN20SRISIZY RS
HISI-4 1-90)0261-4 dz0101-R1-4 Sy I8 £201-IRI-RSE RS %HII-GS on 1HaEI-Y1Syi2a0 @ DSySI a2a02y1 tme 1Hafl-Y 1Syt
Sy fI- Li2diyONl- RS _d:Sy2a 1MSE 14} 02Y2 RS [I14 [0l o Hafl-YISy2air Sy fl- Li2dyOil- RS {Iil-
0CI3dz0I- odHOUd

9y 6145 I - OI-0ASIAdOIE YI-0U2 & YiOUR'Y 20F2t53101-4 RS t24 Odflid2a 20iSyIR241 &S 2045105 1jtS
St cplesz onm Hat-YISyti2a0 LISUESySOII- I fI- 3S00ksy Flavil St ngiz dy Hatl-Y'iSyli2d) I- - 8S00isy Circumdatil &
St iel> oo Matl-Y 1Syl I fI- 4S00ksy Nigrit

tHIl- IRSYGIROMI |- 23 Hafl-YiSyi2a Tgy3i02a I yidsSt RS SalS0iS aS (fSoMizy I Olo2 SaliRi2a
Y 2680z MISa0 tIHI- StE2T &S LN20SRIS I 1-Y LIEFION LN dzy1- NSI-00ksy RS t/w dzy TI-TY Syii2 RS 24 3SySa benA

VVVVV

VVVVVV

RISYES I 23 1yiigy3i024 1158024 RS (a2 Ofiyio2 oxw/ th{l Lews Y SRIYES St Syalez RS YiOi2Ritudsy Sy
01R2! 02yF20Y'S I fl-d Ll-dzil-a Sadl-6fSOIRI-E Sy St R200Y Syli2 RSt /[{L aoy ocSR 6/[{1 nauil 02Y2 &S
RS&0M0S Sy fI- {30015y Home 9y St 0142 RS A. flavus & A. nigerl 23 01H20Sa RS /la TtzSii2y lyISILIS(HI-R24
LifTIyR2 23 9/+4 Lkot0IR2a Sy &t R20iY Syi2 apt{ neSR RSt /[{L 6/[{1 wannlo delotl- vovdd tHIl- f1-4
SaL1S01Sa RS Aspergillus 1jiS y2 0:Syll-y 02y 9/+3 RSTyIR24! &S Saiil-6tS0is 02Y 2 0WiSii2 LiI- 02yaiRSNIM
Gy @120 RS /La SSG1-R2 I- IjzSt 1jdzS TazSHl- 3dzl£ 2 Y1820 I y ®3IKY o

9y'6l-4S I Saii2a ONiSIN2ar &S IRSYUFOMIZY ¢ IM&-YISyi24 RS A. flavus & m HE-YISyi2 RS A. niger 1jizS
TSy Oil-231-R23 02Y2 non-WT LIMII- Lew k2 +w/t & LIMI- Lows ISALISONGI-Y SyiS ocl-otl- ol 9y Otzlyi2 I
t24 2024 Aspergillus SaldzRII-R24 &S 2045105 1jizS H 1MAfl-Y1Syi24 RS A. ostianus LISASYUMIZY 012153 124
RS /la ox y ¥3KYT I 2w/1 YISyl 1jizS m Hafl-Y'ISyi2 RS A. tamarii LNSESyis 0142054 StSOI-R24 RS /la
(IyE2 LM 2w/ 02Y'2 LIMII- Lew 0% y Ka3KY oo
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RESULTADOS

Figura 3.23 — {SYIftl-a RS 30 1y12 02yiI-YWIRI-& 02y Aspergillus sp. 9y fl-4 12024 &S LizSRS 264581 AY &S Y'itfl- 02yAl-Y I1-RI- 02y Aspergillus 4S00ksy Flavil
BY aSY'Ifl- 02yl iy1-RI- 02y Aspergillus 350015y CircumdatiT €1 &SYItl- 02yTl-Y iy1-RI- 02y Aspergillus 3S00isy Nigrio

Figura 3.24 — t20Sy/iI2S RS Rialiliod0lsy RS (2RI fI-4 SAIS0ISA TGy3i01-4 RS Aspergillus 1Hafl-R24 RS &S Y'iffl-4 LI20SyiSyiSa RS HISI-4 1-3Wi0261-a RSE L&
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RESULTADOS

Tabla3.9- +12183 RS /la oxAKYt RS 23 Riallyfid Matl-Yidyli2a RS Aspergillus 02yElYlylyiss RS aSYitil-a
LNi20SyiSyiSa RS HISI-4 1-3i02618 RSE LI

CIM (pg/ml)
Cepa Seccion Especie ITR POS VRC
LY Flavi A. flavus ML NIHpN HLN
TH Flavi A. flavus niHp  NIMHP HLN
1o Flavi A. flavus ML nipnn nun
In Flavi A. flavus ML nipnn nunn
Ip Flavi A. flavus HLN NIHpN HLN
Ic Flavi A. flavus nipn NHpN nunn
T Flavi A. flavus yinn npnn yinn
ly Flavi A. flavus nipn NiHpA nnn
Ih Flavi A. flavus nipn NiHpN HLN
mn Flavi A. flavus NIHP npnn HLN
Tmm Flavi A. flavus nipn NIHpN M
IMH Flavi A. flavus nipn NIHpA HLN
Imo Flavi A. flavus nipn nipnn M
Imn Flavi A. flavus nipn NIHpA HLN
Imp Flavi A. flavus MIN nipnn HINN
Imc Flavi A. flavus ML NIHpA HLN
vt Flavi A. flavus ML NHpN HLN
vy Flavi A. flavus nipn NIHpA HLN
Imc Nigri A. niger yinn NIHpN HLN
THn Nigri A. niger ML NHpN ML
THM Nigri A. niger HLN npnn npn
THH Circumdati A. ostianus  NHP NIMHP nun
THo Circumdati A. ostianus  nipn NIMHP npn
THN Circumdati A. ostianus  NHP NHpN yinn
THp Circumdati A. ostianus  NHP NIHpA HLN
THC Circumdati A. ostianus ~ MUIN NHpN nipn
THT Circumdati A. ostianus  nipn NIMHP yinn
THy Circumdati A. ostianus  MUIN NHpN MLIN
TH Circumdati A. ostianus ~ MIN nipnn HINN
Ton Flavi A. tamarii  nipn NIMHP nmnn
Tom Flavi A. tamarii  ylnn MLIAN yinn
ToH Flavi A. tamarii  NHP NIMHP HINN

Nota: Los recuadros grises indican los aislamientos incluidos en la categoria non-WT (CLSI, 2022a).
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tHIl- SaddzRIH St LI20SyOM Y SOyRaY 2 RS NSaI&iSyOnl- tyB2fi0il-R2 Sy t2a 1Mafl-Y'1Syi2a non-WT RS A.
flavus! S& RSOMI 23 ¢ Mafl-Y1Syti24 1jiS SEKIoNSIZy d1421S4 RS /la Y1220Sa I 9/+1 a5 (54 1y14iTs fI-
SaldRIHIRy 201238 n M&f1-Y1Syi2a RS A. flavus 1jizS &S Y IyISyily W I- 24 (iiI-T2(S41 RS t24 Odz1-£54 1 LII2OSR)I-y
RSt Syli2ly2 I'YoiSyllt & u RS LI0ISyISa 02y Cvo 9y (i2R24 24 014241 &5 02Y UMMy fl-4 S0dSy0il-4
ya0tS20\RI01-4 260SyIR1-4 02y l-3 350dzSy0l-a 02MSALI2YRISYES RS fI- 0SLII- RS ISTSUSYOH- RS A. flavus twST{SI]
bww[oopTit 9aii2 LISIY Hils IRSyGFOM) Riadlyl1-4 adzaliid0r2ySa ya:0tS20iRI01-4 Sy fl-4 15312y54 02RIFI01-yiSE RS
t24 38ySa cyp51A & cyp51CI iyNjizS y2 &S Sy02yillMi2y adzliicz0n2ySa Sy tl- 4508y 0ll- RSt cyp5188

58 t2a un HaflY1Syii2d RS A. flavus S&ldzRI-R24 on WT & ¢ non-WTiL &S 26a301H2y" ddzailid0i2ySa
1Y ly21-0RI01-8 Sy St 7, tpm! Sy'o Hatl-YISyti2al YISyl 1jiS 2 mn Hatl-Y1Syli2a Y 242y adliid02ySa
FYly2I-0RI01- Sy St 7 tpm/o 9y Odzl-yi2 I /7 tpm1I &S IRSyUIROMI2y R24 O1'Y 6124 1Y ly2I-0)RI023! boT, &
Yonybi ljizS SaldzdiSi2y 1ISaSyiSa Sy R2a I1&fl-Y'1Syii2a non-WT & try2 WTI i2R24 IMjd:Stt2a LI20SRSyiSa RSt
M54TI S240AI Dooo!l $361W!I ¢oypt! Crno{l N423D & 5nuc9l RS 23 001454 n oY HOIRI-A Sy yS3uiil-o
SaldzdSi2y” LNSaSyiSa Sy 0SUI-A WT & non-wTl {lyi2 RS 23Sy I'Y 615yl 02Y 2 0fiyi02 6¢l-ofl- oomno [I-
adzalid0lsy apné 16:S f1- Y4 MS0dSyiS RS (2R1-41 SyO2yll-RI- Sy St T4z RS f2a Hafl-Y1Syii2a SaldzRi-R2a0
4S30RI- RS fI- bnHo5 & fI- {unn!l NSaSyiSa Sy St ciiz & p#iz RS f2a Iafl-YISyli2a SaldRI-R24!
NSALISOMGI-Y SyiSe
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Tabla 3.10 - {(zaiiiG0i2ySa 1Y ly2IORIOM RS €I LNRGSIVI- 7 tpns RS OIRI- 2y RS (23 1Hafl-YiSy(i24 RS A. flavus SaltRi-R24 02y 404 1SLISOMG2E G128 RS /La

CIM (pg/ml) Sustituciones aminoacidicas detectadas en el CYP51C
Cepa Origen ECV ITR POS VRC M54T S240A G333A S361W T385P F403S N423D D426E
M /8iy101- wrt nHp  nHpA MInA
/H /8iy101- wrt nipn nHpn WA
Y 1Y 615yl wr M AIHPA  HINN
Ty 1Y 015yl wr NP NIMHP  HINA
1o 1Y 615yl non-WT minin - nlpan nban
I 1Y 6ISyil non-WT miin - nlpnn ninn
Ip 1Y oISyl non-WTt HIIN NIHPA WA
Ic 1Y 015yl non-WT nipn  nlHpA Nl
T 1Y oISyl non-WTt yinn  nlpan yinn
ly 1Y 6ISyil non-WT nipn AW nian
Nota: Para cada residuo se indica el aminodcido que codifican en la cepa de referencia NRRL_3357, la posicion del mismo, y el aminodcido por el cual

es reemplazado. La columna ECV indica si alguno de los valores de CIM es mayor al ECV (aislamiento non-WT), o si todos son menores o iguales
(aislamiento WT). Los ECV utilizados son los reportados en el documento M57s (CLSI, 2022a). °: Aislamientos que presentaron las mutaciones N37Y

y K328N en el cyp51A.
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RESULTADOS

3.4.1 Ensayos de sensibilidad frente a fungicidas azdlicos utilizados en la
agricultura

9y 02f1-6201-0hsy” 02y I- Z4iSRIIl- RS Cili2LI-i2t23)I- RS fI- CI-0dtil-R RS 132y2 YL ySIEIRIR RS
.0zSy2a 1NSa &S SaldzRis fI- aSyaloltiRI-R RS 24 1Hafl-YISyti2d RS A. flavus WSS I 0czl-ii2 RS 24 TazyFI0IRI-4
Isfi028 Y4 diifilI-R2a Sy f2a Odfliid2a SE(Syaidza Sy fl- 1ASylyly 0eL202y1-12fl SL2ER02y1-12(]
Li2i202y1-12t & (Sod:02y1-126 tII- Stt2! 24 M&fl-YiSyli2a a8 OwAligi2y Sy Lf-0l-a RS €Sl 02y t51 1jd:S
02yiSyll-y” 02y0Syilll-0i2ySa ONS0ISyiSa RS Salza LN2Ri0i2a ljiyi02al & aS RSISIYlys fI- 02y0Syill-Oisy
StS0{d1- 6970 RS OI-RI-dzy'2 YIRISYR2 St RUFY Siili2 RS t1-4 022y11-40 {S SOI-itzIi2yNI-y323 RS 02y0Syill-Olsy 1jdS
10:SN2y RS n I mn 1k3AKY LI LIN20i202y1-12€ RS 1 |- on k3KY £ LI SLi2EE02Y1T21 & (S6d:02y1-T2 8 RS n |- man
K3KY'E LI 08LI202y1-T2 9y O1-RI- O1-421 &S 02yaIRSIis 02Y 2 St mngi> RS STSOUIRIR I- fI- 02y0Syill-Oisy RS
I-yirgy3102 1j:S hyKiols 02 Y LIESG-Y SyiS St OISO 1Sy YI0SHI- 09/ 0 [1:5321 &S S&ltY's fI- 9/, I- LIMIG RS
l- Oczid1- RS 1-24z48S RS f1-1SSaIsy Y2 fhySI£ SyalS St 0NSONY 1Sy IStI-iid2 Sy TizyOisy RS tl- 02y0Syill-Olsy RS
I-yiiFgy3102 624 RI-i24 SaLIS0M02a y2 &S LNSaSytily Sy SaisS dil-ol-220

5S 24 1yirgy3102a Syal-e1-R2al St 1ji:S Y 2ailis dyl- Y1821 O@RIR T6:S St LN201202y1-12 4536R2 RS
SLI2ERORY1-T2(] (Sod02y1-T2t &1 Sy gflity |- Iyall-yOll St 08LIN202y1-T2t d¢l-ofl- oommis wSadfiil- y2(1-6tS 1jiS St
IH&fl-R2 11 1jizS SEKiols BIH20S8 non-WT LIMI- +w/1 (1-Y 61y LIISaSylis t24 0142154 Y44 StSI-R24 RS 9/,
(lyl2 LI (Sod02y1-T2f 02 Y2 LIMI- SLi2ER02y1-T26 €20 202 f-R21 St 1M&fl-R2 1pI OHIF0SITIRZ 02Y'2 non-
WT LI Lew? Y 24lis St 31210 Y4 12 RS 97, LIHII- LI20202y1-T26 YiSyil-4 1jdzS St Hafl-R2 1ol Oli1231-R2
02Y'2 non-WT LMl £w/1 LNSaSylis St g1-42 Y 4 (2 RS 97, LI OLN202y1-T2£ 66 1-661- oot
Sy'tl- 1.2ty RazaliI-L & dzy1- RIAY lyGz0lsy Sy tl- ASy&IoMiRIR I- €24 (iN-T12(54 SY LESI-R24 Sy tl- LIHOHOI- Oflyr0l- &S
ttS@s I 01-02 dzy” IyHidla Sall-RIai02 adifiTl-yR2 St Syal-e2 y2 UMY Siio2 RS Y2ty 23sli20n{ Y lly20 6Y {0t {S
2Lis LN SaiS L2 RS IyAtiaN y2 LIMIFY S0t Sy tizal RS SyrzljazSa LIMIFY Siin024 02Y 2 St Syale2 ¢ RS
Student 2 St 1bh=! ol-y3iaa RS fI- GHM-yONL ANalysis Of VAriancell RSOIR2 |- 1jizS {23 YSi2R24 y2
LHIFY'Sin02a NSjinSISy” Y'Sy2a auliiSaiza oy2 KI-0Sy aili2ai0i2ySa a20S fl- Rigioiiisy y20Y'I£ 2 fI-
13dzIRIR RS GHIM-YTI0 & LISIY 1Sy dN-o12140 02y Y dzSaiil-a Y44 LiSIja:S31-4 I LISal RS 1jdzS adzé 02y0thai2ySa
LdzSRI-y aSN Y Sy24 li2odzai1-40

of Syale2 RS Y{ &S dlifiTl- LIHI- 02Y LM R2a 02yRdzyi24 RS Y dzSalil-a & Sal-azli f1- Li2ol-0RIR RS
1jizS I'Y'624 i2dSy3ly RS fI- YIaY |- Rialiiod0isys 9y 2(il-a LII-I-o01-4I St Syal-e2 YIRS iy LN261-6S Sa 1jizS
R24 JidzL2a RS Yd:Saill-a 451y SElIMR24 RS fI- Y1AY'I- Riaiod0isy RS Lii26l-0MiRIRY [I- KiLisiSaia yaztl- 1jdS
LIN2L12yS Sail- LzSol- Sa 1ji:S al-Y'62a iLid LN2diSySy RS Li2ofl-012ySa 02y Ridliiod0i2ySa IRSyH0l-E€1 &

AAAAAA
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RESULTADOS

RiaNNod0i2ySa Riadtytl-a0 {1 St G121 t 02 p-valued 26{SyIR2 Sa Y Sy2i I ninp! Syti2y054 &S USOKI-TI- I KiLs(iSala
izl &S 1FOSLI- €1 KiLsiSaia 10Siy1-0d1- & &S 02y0tieS IjiS f2a R2a Ikli2a RS YdzSalil-a Li2aiSySy RS
Li2ofl-012ySa 02y Rialiod0i2ySa RIFSISYiSas

55 SaiS Y'2R21 &S 02 Y LIMIHI2y t23 31-€2054 RS 9/ 5, SyIIS £23 ANazL)2& RS Mafl-Y 1Syli2a ljizS RSY 242y
&S0 non-WT LIMII- 14 'Y Sy24 dry 1-yiiFgy3102 (iNl-Tst02 RS dzaz 0fiyi021 02ylll- fI- RisinodOisy RS 24 0142054 RS
9/, RS 28 Haf1-Y'1Syii2a 1jdzS NSadzlil-i2y a5 wT TISyAS |- Sali2a THIY 1024 /22 &S LiSRS HINSOIH) Sy flI-
¢l-ofl- omnl St I-yHiaia RS Y{ 02y0tdeS 1jaS SEraiSy RIFSISyOll-a a13ymi0l-iidl-a SyliiS 24 Jili2d WT & non-wT
02y1SaLIS002 I 1S6002y1-12f & LIi2ii202y1-12(1 02y dzyl- 02yHI-yTI- RSt dples> & RSE yindz NSALISOlAI-Y SyhiSe
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RESULTADOS

Tabla 3.11 — £ 2154 RS 9/, LIHII- 23 HE1Y1Syi23 RS A. flavus LI20SyISy1S RS aSY -4 MISYES I 1yirgy3102a RS dza2 1ty Rz

CIM (pug/ml) ECso (ug/ml) Sustituciones aminoacidicas detectadas en el CYP51C

Cepa ITR POS VRC ECV Protioconazol Epoxyconazol Tebuconazol Cyproconazol M54T S240A G333A S361W T385P F403S N423D DA426E
I M niHpN HInn WT nitn MIyn HIop ONZHN

v nlHp nimep HINAD WT niHo niyn MIMH HOITM

To wminn nlpan ninn no-WT nyg MIMH olcy nmlyc

In Mmin nipan nian no-WT LT MIcT olHC nmnn

Ip  HInn niHpn HIN no-WT MLnc MICO olo opipT

Ic nipn niHpn ninn no-WT nimn MIMY MITM ONIHH

It vyln nipnn ybnn no-WT nito MIMA HITN HTINT

1y  nlpn niHpn ninn no-WT NET™ HIHM plpp oniym

1 nipn niHpn WD WT nicp MIcT HINH HoIpp

Imn nlwp nipnn WD WT m m m m

Imv  nlpn niHpn wminn WT m m m m

IMH  nlpn nlHpn WA WT NInH mInn MIT( HHIy®

Imo nipn nipnn minn WT nn MLTH MIMP H(lop

Imn  nlpn niHpn HIAD WT nimp MIMT mlyc MCITT

Ivp winn nipnn WD WT nipc Mlyp HINo OMEH{

Imc wmlnn niHpn HIAD WT niny niTn Mino MHIO

ImT  wmnn nlHpn HIAD WT nipn MITT HIHA oNniHp

Imy nlpn niHpn HUD WT nirn Mlyy MITY MTIPT

Nota: La columna ECV indica si alguno de los valores de CIM para los antiftingicos de uso clinico es mayor al punto de corte epidemioldgico (aislamiento
non-WT), o si todos son menores o iguales (aislamiento WT). Los puntos de corte utilizados son los reportados en el documento M57s (CLSI, 2022a).
ECso: Concentracion de antifungico que inhibe el crecimiento en un 50%.
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RESULTADOS

Tabla 3.12 — 1y#0ad Sall-RE002 y2rlIHIFY Sio2 RS Y2ty 23sii20n{ Y lly20 Syiis -4 Li2of-012y83 WT & non-WT LIl
OLRI- IyEiFgyi20

Antifangico Estadistico D Valor P Hipoétesis nula
78L202y112¢ nlenn nIngH b2 ISOKITI-
oLIZERO2Y1-T2¢ nlonn niymt b2 NSOKI-TI-
ti2i1202y1-12t niToo niAmg wSOKI-TI-
¢Soq02y1-12t nlyoo ninnn wSOKI-TI-

Nota: El estadistico D indica la mdxima diferencia entre las dos distribuciones acumulativas. El Valor
P responde a cudl es la probabilidad de que el valor del estadistico D de Kolmogdrov-Smirnov
sea igual o mayor que el observado. La hipdtesis nula es que ambos grupos provienen de
poblaciones con distribuciones idénticas, y comprueba cualquier violacion de esa hipdtesis
nula ya sea por medianas diferentes, varianzas diferentes o distribuciones diferentes.
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RESULTADOS

3.5 Encapsulacion de VRC en MPs

3.5.1 Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las formulaciones obtenidas

{S LISLIHIMIZY axta diifiTlyR2 St LY Sli2 {2fdLfiat omais Lkdo 1jdzS 02yiSyl-y Sy &z 0Syi2 cleSer
corel KIRI2T50102 +w/ op Y IKY't) & (1Y oISy &S LUSLIMIHIZY ata G1-001-4 &y +w/e [1- OHI-OGSINTI-Olsy RS
RIFY'Sili2 KIRUZRIYFY'102 0540 & fI- Riaiiod0tsy RS (1-Y'1-32 0t500 RS fl-4 atal (lyi2 02y +w/ 02Y2 aly Sals
I-yitgy31021 &S 505 I- 0102 Y SRS 5[{ 6{500isy Hiponid 9y I-Y 624 01-4241 &S 2083105 dzyl- Gyi0l- Li2otl-Olsy”
RS ata 02y il-Y 1324 RS mpm & MHT VY Sy 24 #1aiSY -4 02y @ aly +w/1 ISALISOidI-Y SyiSe YRSY ¥4I 4S LiizR2
O2yalIHIM 1jiS fl-a ata LNSaSyil-oly iy t5L 6142 6Y'Sy2i |- nlonil t2 Ozt lyRIOI 1jdzS fI- Rigliiod0lsy RS
(1Y I-:324 SliI- K2Y'23SySI- o¢1-6fl- otmiolt

oy fl- ¢lofl- omin &S LIISASYAI-y t2a USadAiI-R24 RSt 1yAiaia RS Sall-oMiRIR dSIYI0I RS fl4 ata Sy dy
WI-y32 RS (SY LISHI-idzil-a RS n ¢/ & Hp ¢/ Razil-yiS dzy LISI2R2 RS mn RI-EL 1) 022 Sy T20Y I 62R6TIRI- Razil-yiS
on RiI- 9aiS SalwzRiz &S 0Syliis Sy fl- SAI-fzl-0lsy RSt 5« LIN2Y SRI2 & St t519 Lylol-fY SyiSt &S 264510 1jdS S
(1-Y'1-32 & St t5L RS {14 ata Y 1-0Sy1RIE I- 4SY LISUI-idzil- 1Y 61SyS 1Y SyllHi2yt RS&LIESE RS T & mn Ril-4 RS
4S3myRI- L26fl-0ksy RS atal 1jizS SNI- RS mn I wn 950Sa Y4a FNIyRS 1ja:S - LY SHI- I- €23 T & mn RIl-AL
NSELISOUGI-Y SyaS 6¢1-6fl- oomnio 9al2 aizNSIS 1jdzS St A1&iSY I- (SyRS I 1-USAIMEST 2 1jizS yRIOI- dzy1- TIiI- RS
Sadl-oMIRIR I (SYLISHI-idlI- 1Y 0ISyS L2 LISIN2R24 Lii2t2y31-R24 21 202 fI-R21 I 1Y 10SyMi fl-d atd |- nc /
Razll-yhS St YiaY 2 LSI2R2 RS i1SY L2l 45 2048105 1ja:S 02yaSIgiiRy day (1-Y 132 RS HIN2ELY I-RIY SyiS mpn
& Mon YY'ILISI2 (1Y 61y aS IRSyiTi0s diyl- aS3dzyRI- Li26f1-0ksy 1jizS Sill- vn @S053 Y4 FNI-yRS RS&LIZSA RS T
Ril-4 t24 gtity 21 &S Sy02yiilis 1jd:S tI- fi2RieiTI-0lsy RSt &1aiSY |- 54 St Y'Si2R2 RS 02yadigl-Oisy Y 4 StS0iid21
RSoIR2 I- 1jiS LISV iiis fI- 1S02yaAilit0lsy RS atd RS HINZELY IRIY SIS dn yYT aly fI- LNSaSyOll- RS dzyl-
4S3ayRI- Li2of1-0lsyl lyOfiza2 RSaLIZSE RS on Ril-A I- 4SY LISUI-idzl- 1Y 61SyaSe

[(5321 LM SoIi OsY2 NSALRYRSIIY fl4 atd ASYIS I dyl- IRYIyRlI-Oisy in-vivol &S
OLUI-0USINTIHIZy t23 #1aiSY 14 Sy"Y SRi2a 62531024 alyiSiio2a I- 0212 Lf-T20 tlHil- Sti21 a5 SalaRis St lI-Y'1-32
& St t50 RS {14 ata RillyIS Hn K Sy dy” Y'SRI2 LidfY 2y M) Y dzfl-R2 0{L[CV & RalIyIS np Yy Sy dzy Y SRi2
ylalt 8 dfl-R2 6b{CiI 453Gy &S RSl Sy tl- {30015y HiptHiod 9y 1Y 624 01-4241 &S 2645105 dzyl- (SyRSyOl- I
IdzY Syfi2 RSt iI-Y'1-32 RS fI- L26t1-0isyt 9y St Y'SRI2 {L[CI fl-4 atd SELISIY Sylilizy dy IHIR2 IzY Syfi2 RS
RS IISy1-a dzy ez Syfl-d Ho K2UI-4 ISadl-yiSa0 YRSY 41 RSaLIizZSA RS dl-ya0dzlig Hn K1 &S y2is fI- IFLHI0Isy RS
dryl- 8536zyRI- L26t10Msy 02y dry (1Y 1-32 HN2ENY IRIFY SYES RS yy yY ocl-ofl- owpie €21 20l- LHIEST Sy §
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Y SRi2 b{CI {4 ata l4:Y Syll2y ad (1Y 1-32 RS Y 1ySil- 02yail-yes |- dzyl- (1-al- RSt mzi> O1RI-mp Yy Razl-yiS
St LISIN2R2 Syal-2I-R2 6¢1-6fl- otmch

of iI-Y'1-32 RS fl4 atd 7izS 02yHY 1-R2 Y SRIlYES YI0u2a02L1- StS0liisyi0l- RS dil-yaY iasyl 022 &S
RS-l Sy fl- {50015y Hoporone 1 (N149SA RS Saiil- (SOyI0I &S LizR2 20aSN81HI f1- LISASYOIl- RS atd Sarsiiol-a 02y
dry RAFY Slii2 HLNRERY I-R2 RS mon |- mpn yY'T 020i26201-yR2 24 ISAdAi-R24 260SyIR24 Li20l 5[{ 6c1302il- 0oHpis
21 giliy'21 45 SaldRis fI- OIUIFOIRIR RS fl-4 atd UM 6oSHIHI St +w/ Sy 1.hgl @3i2SyR2 St LII20SRIY ISyi2
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Formulacién Condicién VRC (mg/ml) Tamafio (nm) + DE (nm) Intensidad (%) PDI *DE

T T MHTIN oly M/ NnHpG ninnc
{2MdLihzat mi> Lkd T p MpMIp TIH Mn nlood ninng
[276T1-R1-4 p M/THIH mIo M1 nivmcp ninno

Nota: Los resultados se expresan como el promedio (n = 3) + desviacion estandar (+DE).

Tabla 3.14 - /2yaSI01-0isy RS fl-a Y10Stl-a L2ty SW0I-a 013 1-RI-a 02y +w/ op YIKY'fh Sy Ridlytil-a 02yRi0i2ySa
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Tiempo Condicionde Tamafio *DE Intensidad Tamaio +DE Intensidad PDI +DE
(d) conservacion (nm) (nm) (%) (nm) (nm) (%)
T ¢ 1Y OISy(S HTHIH nclc dpH HINpY  HOMpAIN oly NG NLIHM
M HNTIP dlp (pin NOHMN Honkg nic nnng nnam
T e/ MpHI0 MLy dctn néopo HTCly nun nlonT NNt
Mn MOJIZH niM Ppic MOHGH HNMLN nin NIHTM NIH
on  [I2RfiTIR2 (HIH M0 ML T m m NIMHM fZAMn

Nota: DE = Desvio estdandar. PDI = indice de polidispersion.
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Tabla 3.15 — Qaill-0MIRI-R RS fl-4 axta RS {2hLizat omi> Lkdi OMFIRI-A 02y +w/ op YIKY'Hh Sy Y SRI2 TilR2 LifY 214l
Y dtl-R2 0{L[CO 02y nop’> RS YOyl I oTe /8

Primer pico Segundo pico
T'e(:')” Ta(':n‘:')w (in?nE) Intensidad (%) T?:‘r:;w (ianE) Intensidad (%) PDI  DE
nn Myoln TIn MAnin n m m NIMNN NZIMH
nip HHCIN HIp Manon T m m nMgT ninny
ML npniH onin MAnin n m m nioop nuinc
HIN nTaun TIT ML T m m ninnac ninmn
oln nTjlo HOIH Manzn T m m nlopn NiMH
HNIN TOOIT TIC YTIH yyly CIH MH2Y nipng ninoH

Nota: Los resultados se expresan como el promedio (n = 3) + desviacion estandar (+DE).

Tabla 3.16 — 94lI-0MIRI-R RS fl-a atd RS {2fLat oma> Lk@ OMEFIRIE 02y +w/ op Y IKYt) Sy Y'SRI2 &YIf y1-al€ ob{Ci

02y negiz RS Y @01 I oTc /8

Tiempo (min) Tamaiio (nm) 1 DE (nm) Intensidad (%) PDI + DE
n MQTIO Mo MAn NIMHY — AlamA
Mp HMYIp MIM Man nIMOH - nbmp
on HMolN yip MAn nimng - Alanp
np HCcMIC yIT Man nimet - ninmy

Nota: Los resultados se expresan como el promedio (n = 3) + desviacion estandar (+DE).
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N A y
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3.5.2 Evaluacion de la capacidad antimicrobiana del sistema contra distintas
especies fungicas de coleccidn y las provenientes de los aislamientos clinicos
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Tabla 3.17 — +I211S4 RS /La 20(SyIR2a 02y tl-4 Y105tl-4 26 SIi01-4 datan O13I-RI-E 02y +w/ op Y IKY oo

Valor de CIM en pg/ml

Especie Cepa VRCwps VRCpmso VRCsuspension MPs
A. niger HP nipn nipn MU yun
S. apiospermum on nipn nipn HLN yinn
E. dermatitidis nn nipn nipn ML yinn
S. aurantiacum pc NIHP nipn MU yinn
A. flavus HHP nipn nipn ML ylnn
A. fumigatus omn nipn nipn MU yinn
A. terreus omp ML ML HLN yinn
A. fumigatus” 1¢// nipn nipn ML ylnn

Nota: Los resultados se expresan como el promedio (n = 3). *A. fumigatus ATCC 204305. VRCups: MPs
cargadas con VRC (5 mg/ml). VRComso: VRC libre disuelto en DMSO. VRCsuspension: VRC libre

suspendido en H,04

123



RESULTADOS

3.5.3 Estudio de la citotoxicidad in-vitro de las formulaciones obtenidas en una

linea celular de mamifero
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4. DISCUSION

Estudio y caracterizacion de Aspergillus aislados de semillas provenientes de
areas agricolas del pais sometidas a fumigacion con distintos antifuingicos azélicos
de uso agricola y su potencial resistencia cruzada a los triazélicos de uso clinico
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4. DISCUSION

Encapsulacion de VRC en micelas poliméricas
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Medios y soluciones

ANEXO

Buffer de lisis
¢iian 1 Z¢ L1 Tic omal v Yt
bl-/f HIE > LK@
95¢1 LTy dnipa Hn Yt
{5{&> Lkd

Buffer de siembra para ADN, 6X
Df0SU2f of> Gk
1Tdzt RS 6l2Y 27Sy2t ningz Lkd

Buffer PBS pH 7,4
bl-/tmoT Ya
Y/tHIT Y a
bllthnrvunYa
YlithnHin Ya

Buffer TEpH 7,4
cidnl/Ztmn Yall y
95¢ImYa

Medio agarizado Czapek (CZA)
bl-bho oin 3kt
Yul thn mIn 3kt
Y/t nip 3kt
ai{hnt 1sh nlp 3kt
CS{hniT 1uh ninm 3kt
{1-01i24l- onin Ikt
131 mpln 3kt

12000 SELIN 1- cinclp y6Sa RS SaliSIETIH Sy 1-4zi2061-0S I mum ¢/ RazlI-yGS mp Yy

Medio agarizado eritritol (ECA) con cloranfenicol (Hoog y Haase, 1993)
aSRi2 [SOI-RMNI-ToliNsISy2n. I-4S 6517021 5Sili2Air 990 1oy
aSa2nSiiNnizt ominiolninodzil-yuSin2t &> Lkd

/E201yISyI02¢ nings LIk
VI 2 Lkd

Medio agarizado extracto de malta (MEA)

OElI-02 RS Y Hil- Sy Li202 nntn Ik
tSLIi2y1-4 min 3kt

Dfdz02al- Hnin Ik

131 mpln 3kt

Medio agarizado papa glucosado (PDA)

tdzfLIl- RS LIIHJI- wpn 3kt
Dfd:024l- n 3ke
P30 HA 3kt

Medio agarizado Sabouraud glucosado (SDA) suplementado con 500 mg/I de cloranfenicol

tSLIi2y1- p 3k
CNLIESIVI- p FkE
Dfdz02al- nnin Ik
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/E21y1Syi02f nip Ik
131 mpLn 3kt

Medio extracto de levadura y dextrosa (YED)
9E(NI-062 RS SAI-RuI- 67> Lk
5SEdial &2 Lkd
6hLIOR2YTH0 131 Mg Likd

Medio extracto de levadura, peptona y dextrosa (YPD)
OE(NI-002 RS tS@I-RANI- 673 Likd
tSLi2y1 &2 Lkd
5SEd2al- 62 Lkd
6hLIOR2YT0 131 Mg Likd

Medio fluido nasal simulado (NSF) pH 5,7 (Carvalho y col., 2013)
ad0y1- (iLJ2 LL LI200y1- 6a S0 YDI-10 nips Likd
bl-/t Tinp Ikt
Y/t MiHg Tkt
/175 IyKIRI2 nivn 3kt
1oazadH St 02y blh 1 inimad

Medio fluido pulmonar simulado (SILF) pH 7,40 (Arora y col., 2015)
ad/t olyps Lkd
bl-/t cnolez Lkd
Y/t nnieiz k@
bl 1thy noles Lkd
bl-1/ho HptIE> Lkd
/1-/%, oplg> Lkd
/ulobl-hy cnia’z LIk
Z1i-i2 RS &2R12 mmigz Lk

Medio Luria Bertani (LB) pH 7,5
N2y 6> Lk@
OENI-02 RS tS01-RaNI- nipz L@
bl-/t 3 Lkg
6hLIGI2Y1H0 13140 Mip2 Lk

Medio minimo (MM)
CHIdN-G2 RS 1Y 2y12 0/nlwwbwhcl nipa mn Ykt
Dfdz02al- mn ke
{2fu0lsy RS al4Sa RS VaLISI3ittiza pn- Ha Yk
{21012 myn It

Medio RPMI (2x) CLSI
wtalmcnn vnly 3kt
aht{ cdinc Ikt

Medio semiselectivo para Scedosporium SceSel+ (Pham y col., 2015)
OEI-02 RS Yl clp 3kt
ali2al- civp 3k
9E(NI-062 RS {SAI-RGII M Tkt
tSLIi2y1- RS &221- nicHp 3kt
Y 1vthn MIHp 3kt
ai{hnit Ish nicHp 3kt
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ANEXO

/E21y1Syi02¢ niv" 3k

/ILN2F2E1-0y1- nim® 3kt

{t:fFI-i2 RS SalSLIi2 Y101 nim® 3kt

510t201-y ninnHR 3kt

.Sy2Yit2 ninnc S 3k

13 v 3kt

" 5iiz Sy'p Yt RS Siil-y2f 1€ b2 7o Ritdz Sy'm YERS bl-h I ma & IF3I-RW 1 13140 I pp ¢/T & Rifdzi Sy'p YRS 1uhel SaiSuiT Il
Li2N T2 & 131-RI I 13140 pp ¢/TRY m YRS doyl- @2ti:01sy I ntelz Sy Sill-y2T SY Rifdzl Sy'p Yt RS Y Silly2 I-31-RI 1 1-91H1 pp
¢/

Medio SOC
CULIERY1- 63 L@
OE{NI-0(2 RS tS@1-RdNI- nigis Lkd
Dft:02al dHal &z Ik
bl-/f maw 67> Gkd
Y/t mal niHgs Gkd
{2tulisy a3 otHa &> Gkd

Solucion de elementos traza 20 X (Solucidn TE de Hunter modificada)
Yyl T Luh HIHES LK
lo.homIng 2 LIk
ay/tin 1uh nipss Lkd
CS{hniT Luh nip#> Lkd
/2/%ic Luh nivg> Lkd
/0{haip 1uh niMe? Lkd
b Inica2-hunin 14h J'IZMM::” L\]K@
95¢ 1 {iSill- a5RI02 6bl+95¢ Vin 1hi clngl> Lk

Solucion de sales de Aspergillus 50X
Y/f e 3kt
ai{hnit 1wh He 3kt
YlqsthnTC3
{21005y RS StSY Syt ilI-TI- nn- pn Yt
130z1- RS&lEIRI- 7{t mnnn Yt

Solucién Mg?* (2M)
ad/tiic 14h Hnlogs Likd
ad{hq unicgs Lkd
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NuUmeros de acceso de las secuencias utilizadas.

ANEXO

Tabla 8.1 - bgY Sii24 RS 100542 RSt GenBank RS fI-4 4506:SyOl-4 dzlifiTI-R1-40

Género Seccién/Complejo Especie benA camA
aflatoxiformans abDpmTTNc abDpwynTc
alliaceus (syn. A. albertensis) 9Cccmncp 9Cccmpon
arachidicola 9CHnompy 9CHAHANG
aspearensis aDpwrcch abDpwynnn
austwickii aDpMTT/H aDpmynTH
avenaceus Cingmnym Clingmnac
bertholletiae aDpwTeyh abahcpHHn
caelatus 9CcemnTn 9CcCMpHH
cerealis aDpwrcho aDpwmynco
coremiiformis 91 imnman 9§ IMAMMH
flavus 9Cccmnyp 9Cccmpny
hancockii a.ClamnnmunydMiHcanamHynnn a.ClamannoTTompanntTann
krugeri aYnpwnpy aYnpmpmt
lanosus aDpmTcoo abDpmynmt
leporis 9Ccemnai 9Cccmpnm
luteovirescens aDpmTcHp aDpvThhy
magaliesburgensis ayYnpMmme aYnpMpmm

Flavi texensis (= A. minisclerotigenes) 9CHnomny aDpwmynng
mottae laynonyc abDpmynpy
neoalliaceus abDpwmTTCo aDpwmymoo
nomiae ICHppncT I nmTpyy
novoparasiticus aDpmtcyn abDpmynpp
oryzae 9Cccmnyo 9Ccempnc
parasiticus 9Ccemnym I nvTpyn

Aspergillus .
pipericola aDpMTTMT abDpmynyT
pseudocaelatus aDpwmTcHe aDpuTpp
pseudonomiae 9Cccmnp 9CccMpH)
pseudotamarii 9CH/IOMHP 9CHNHMON
sergii aDpwmrcyy aDpmynp
sojae YimTpnon YimMTpppn
subflavus aDpuTTTO abDpmywmno
tamarii 9CcemnTn 9CccmpHC
togoensis ClingmnTT Cingmnyd
transmontanensis 1aynomnm laynonin
vandermerwei 9Ccemncy 9Cccmpnn
aculeatinus 9 1 MPOHHA 9§ MpOHM
aculeatus 19pTTYNC 9Cccmmny
brasiliensis ClCHOHTH Cbpdnpno
brunneoviolaceus (syn. A. fjiensis) 9Cccmmnp 9CcemmnT
carbonarius 9Ccemnip 9CcemmeT
costaricensis CliCHOHTT Cbpdnpnp

Nigri crassihyphae
ellipsoideus
ellipticus 1 pyppon 9CcemmTn
eucalypticola 91 nyHnop 91 nyHnoo
floridensis 19¢ynnmH 19¢ynnHG
heteromorphus 9Cccmmno 9Ccemmeh
homomorphus I yHnnamp Cbpdnpnd
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Género Seccién/Complejo Especie benA camA
ibericus 9CccMMNH 9Cccmmco
indologenus 1 pyppod TanwpTtpn
japonicus 19pTTYNN Cbpdnppm
labruscus Y¢dycnmn Y¢qycnny
luchuensis - pnnncH W-pnnnTtm
neoniger Cindmcm CingmTnn
niger (= A. lacticoffeatus) 9Ccemnyd 9Cccmmpn
piperis ClicHtono 9 1 MCOHCT
saccharolyticus 1aypoppo 1aypoppn
sclerotiicarbonarius 9 1 MPHHHG 9 1 MphHOP
sclerotioniger ClicHtonn CbpgnppT
serratalhadensis [¢doHHH [¢hdoHHo
trinidadensis 19¢ynnHn 19¢ynnon
tubingensis (= A. pulverulentus) 9Cccmnyc 9Cccmmpm
uvarum Tarnptpm Tartnptpp
vadensis 1 pyppom Cbpgnpcn
welwitschiae abpchocd Y/nynmpc
acrensis [¢Thpdyn [¢Tdhphym
arcoverdensis 1 _ymyynp 1 _ymyypc
assulatus S5VMMMIMHO abdchHHH
auratus 9Ccciyop 9Cccapnp
aureolus 9Ccchyny 9CcchyTT
australiensis 9Ccchymm 9Ccchyyn
bezerrae aYppTipmo aYphTipmp
brevipes 9CcchymH 9Ccchyym
brevistipitatus 1Cooocn 1Choooyy
caatingaensis I _Tnoypn I _Tnoycn
conversis 1Coooco 1CoooyT
curviformis
delicatus SVMMAMHN SVMMNMOH
denticulatus SVMMNMHP 5vmMnmoo
duricaulis 9CcchyHT 9Ccchydpt
elsenburgensis aYnpMHMp ayYnpmpmo
felis abpchoco W- nHMTMP

o fennelliae 1CNpTOHN 9Ccchprn
Fumigati
fischeri 9CcchThc 9Ccchycp
frankstonensis Y, ynypdn Y, ynyTHN
fumigatiaffinis Svnonyyp Svndnydm
fumigatus 9CcchTm 9Ccchycn
fumisynnematus 1 _HnynTC 1 _Hpddcy
galapagensis Svponmnp Svponmpm
hiratsukae 1CnpToOHN 1 yTncod
huiyaniae 1. TyTHMp I _TyTpCn
laciniosus 1. ytnTtpc 1 ytntMe
lentulus 9CcchyHp 9Ccchydpp
marvanovae 19¢TnoyT 19¢Tnoyd
multiplicatus SVMMIMH® SvmmnmoT
neoglaber 9 1 AaMnMANT 9§ IMAMHA
nishimurae I _Hnmocn 19¢pTnodH
novofumigatus Svnpnyyc Svnpnydo
oerlinghausensis Y¢oppcno Y¢oppcnp
papuensis 1 ytntoy 1 yTncgt
pernambucoensis 1 _Tnoypc 1 _TnoycH

ANEXO
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Género Seccién/Complejo Especie benA camA
pseudoviridinutans KJ914690 KJ914708
quadricinctus EF669806 EF669875
shendaweii AB488754 AB488762
siamensis AB646989 AB776704
similanensis KM095494 KC920701
solicola MN969370 EU220284
spathulatus EF669803 EF669872
spinosus EF669844 EF669914
stramenius EF669840 EF669910
sublevisporus AB488759 AB488767
takadae LC367646 LC367657
takakii AB787221 AB787566
tasmanicus AY685180 AY689367
tatenoi EF669838 EF669908
thermomutatus EF669805 EF669874
tsunodae AB488755 AB488763
tsurutae AB488760 AB488768
turcosus DQ534143 DQ534148
udagawae LT796063 LT796064
unilateralis EF669852 EF669923
viridinutans EF661252 DQ534162
waksmanii EF669794 EF669863
wyomingensis HF933359 HF933397
alabamensis KP987049 EU147583
allahabadii EF669531 EF669559
ambiguus EF669534 EF669564
aureoterreus EF669524 EF669538
bicephalus LT601381 LT601382
carneus EF669529 EF669569
citrinoterreus LN680657 LN680685
floccosus FJ491714 KP987066

Terrei heldtiae MK450981 MK451518
hortae FJ491706 KP987054
iranicus KP987045 KP987060
microcysticus EF669515 EF669565
neoafricanus EF669516 EF669543
neoindicus EF669532 EF669574
niveus EF669528 EF669573
pseudoterreus EF669523 EF669556
terreus EF669519 EF669544
abietophila IN112423

JN112425

angulospora IN112426
IN112427

. IJN112434
aquamarina IN112435

Exophiala arunalokei
asiatica
attenuata
bergeri EF551497
bonariae
brunnea IN112442
calicioides

ANEXO
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Género Seccién/Complejo Especie benA camA

campbellii

IN112444
cancerae

KF928567
capensis

KF928586
castellanii

JN112506

MG012745
cinerea

MG012746

KP347931
clavispora

KP347932
crusticola

KF928572
dermatitidis

MF320217
dopicola

KP347921
ellipsoidea

KP347919
embothrii MWO055976
encephalarti

IN112462
equina

JN112461
eucalypti
eucalypticola MH108039
eucalyptorum KC455228

EF551499
exophialae

EF551500
frigidotolerans
halophila IN112473
heteromorpha
hongkongensis IN625236
italica

EF551501
jeanselmei

EF551502
lacus

ON544227
lamphunensis

ON544228

ON544232
lapidea

ON544233
lavatrina
lecanii-corni
lignicola
macquariensis MH297438
mali
mansonii

IN112476
mesophila

IJN112478
moniliae

KP347924
nagquensis

KP347923
nidicola
nishimurae JX482552

EF551508
oligosperma

EF551507
opportunistica IJN112486
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Género Seccién/Complejo Especie benA camA
KY689829
palmae
KY689828
phaeomuriformis
JN112493
pisciphila
IN112496
polymorpha
prostantherae
pseudooligosperma MZ127830
hrophil IJN112497
sychrophila
4 P JN112498
quercina
radicis KT723463
JN112499
salmonis
KF928562
ON544238
saxicola
ON544239
) ) ON544240
siamensis
ON544241
HQ535833
sideris
HQ535834
spartinae
spinifera EF551516
tremulae KT894148
xenobiotica
angustum AJ889604
. AJ889584
apiospermum
MT813170
apiospermum
boydii AJ889590
ellipsoideum AJ889595
fusoideum AJ889601
Scedosporium . MT813192
americanum
MT813171
aurantiacum AJ889597
cereisporum KJ599659
dehoogii KT163401
desertorum AM409106
minutisporum AJ889592
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