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RESUMEN DE TESIS

Titulo: Identificacion de micobacterias no tuberculosas a través de la secuenciacion de 16S
rRNA, hsp65, rpoB ysodA en muestras de tejido de lesiones embebidas en parafina con
hallazgos clinicos e histologicos sugerentes de micobacteriosis atipica.

Dr. Fernando Lépez, Dr. Rigoberto Herndndez, Dra. Sonia Toussaint, Dr. Roberto Arenas
Antecedentes: Existen alrededor de 142 especies de Micobacterias no tuberculosas (MNT)
de las cuales aproximadamente la mitad son consideradas como una fuente potencial de
enfermedad para el ser humano. Son ubicuas en la naturaleza y se han aislado de fuentes
tan diversas como suelo, polvo, agua, leche y animales.

Objetivo: Identificacién de las MNT en muestras embebidas en parafina de lesiones de piel
con un cuadro clinico e histopatolégico sugerente de micobacteriosis atipica a través de la
secuenciacion del gen de la subunidad 16S rRNA.

Materiales y método: Se tomaron bloques de parafina de pacientes con diagndstico clinico y
patron histopatolégico sugerente de micobacteriosis del Hospital General "Dr. Manuel Gea
Gonzalez desde enero del 2001 a junio del 2016. Se extrajo el ADN de las muestras y se
amplifico el gen de la subunidad 16S rRNA por reaccién de cadena de polimerasa (PCR), se
realizo secuenciacion, la cual fue sometida a la base de datos del GenBank para buscar
homologias mediante el sistema BLASTN y determinar género y especie.

Resultados: Se realiz6 la PCR de la 16S rRNA en 61 muestras. De estas, 14 fueron
negativas para cualquier tipo de micobacteria, 12 muestras (26%) se identificaron como M.
tbcomplex, y 36 muestras correspondieron a diferentes especies de MNT, siendo las mas
frecuentes. M. abscessus 19% (N=9), M. massiliense 17% (N=8), M. fortuitum 13%(N=6). El
patrén histologico mas frecuente corresponde al granuloma supurativo en 38% (N=18), y
reaccion granulomatosa inespecifica en 23% (N=11). La localizacibn mas frecuente fue en
miembros superiores en 31% (N=15), seguido de cabeza y cuello en 19% (N=9) y miembros
pélvicos en 17% (N=8). Las variedades clinicas observadas en orden de frecuencia fueron
placa verrugosa 27% (N=13), abscesos 19% (N=9), lupus-like 15% (N=7), nodular diseminada
12% (N=6), paniculitis 10% (N=5), esporotricoide 8% (N=4) y ulcerosa 6% (N=3).

Conclusion: Se plantea el uso de la PCR en forma rutinaria para el diagnéstico de
micobacteriosis atipica en sospecha clinica e histopatoldgica de micobacteriosis cutdnea. Este
estudio refuerza la utilidad de la secuenciacion del gen 16S rRNApara la identificacion de
MNT.



Introduccién

Las micobacterias son bacterias aerobias en forma de bastén, aparecen ligeramente curvadas y miden
de 2 a4 um de largo y 0.2 a 0.5 um de ancho.! Estos organismos no forman esporas, son inméviles,
resisten a la decoloracién con acido o alcohol, son de crecimiento lento y poseen un genoma con alto

contenido de guanina y citosina (61 — 71%) en su DNA.?

Existen alrededor de 142 especies de MNT de las cuales aproximadamente la mitad son consideradas
como una fuente potencial de enfermedad para el ser humano.® El agua potable es considerado el

mayor reservorio para las MNT.*>*

Tradicionalmente las MNT han sido divididas en diferentes grupos basados en la morfologia de las
colonias, la velocidad de crecimiento y pigmentacion, factores que se consideran en el sistema de

clasificacion de Runyon, descrito en 1959 (Tabla 1).°*

A. Crecimiento lento

I. Fotocromogenas M. kansasii, M. marinum, M. xenopi, M.
Producen cristales amarillos por | simiae

exposicion a la luz.

Il. Escotocromdgenas M. scrofulaceum, M. xenopi, M. gordonae, M.

Desarrollan un pigmento amarillo brillante,
en la luz y en la oscuridad.

flavescens, M. szulgai

lll. No cromégenas

No producen pigmento o producen una
pequefia cantidad de pigmento amarillo
palido. Expuestas a la luz brillante no

M. avium-intracellulare, M. ulcerans, M.
terrae, M. triviale, M. celatum, M. shimodei,
M. gastri, M. malmoense, M.
nonchromogenicum

intensifican su coloracion.

B. Crecimiento rapido

IV. No cromégenas M. chelonae, M. fortuitum, M. mucogenicum,
M smegmatis, M. flavescens, M. neoaurum,
M. vaccae, M. pheli, M. thermoristible, M.
canariasense, M. cosmeticum, M.

monacense, M. psychrotolerans

Modificado de Arenas R. Micobacteriosis atipicas. En: Arenas R. Dermatologia. Atlas,
diagnéstico y tratamiento. 4ta. ed. México: Mc Graw Hill; 2009, p.395-397.

En México existe poca informacién acerca de la epidemiologia molecular de las especies de
micobacterias. En 2009, Alvarado-Esquivel, et al., reportaron su experiencia con el estudio a través de
métodos moleculares para determinar las especies de micobacterias presentes en 30 cultivos de éstas
y 42 muestras de tejido embebido en parafina.” De los 72 extractos de DNA encontraron positividad en
26 (36.1%) y 23 (31.9%) para especies de micobacterias por PCR o ensayo por sonda lineal,
respectivamente. Se encontraron a M. tuberculosis complex y M. genus en ganglios linfaticos; M.
genus en muestras de cerebro y vagina, M. tuberculosis en liquido sinovial. Se aisl6 M. gordonae, M.
smegmatis, M. kansasii, M. genus, M. fortuitum/M. peregrinum y M. tuberculosis en orina. M.

chelonae/M. abscessus se encontraron en liquido pericardico y M. kansasii en aspirado gastrico.



La enfermedad ocurre usualmente en pacientes con enfermedad pulmonar previa o con condiciones
de inmunodepresion.’En el caso particular de las infecciones por MNT en piel o articulaciones, en
pacientes sin inmunodeficiencias es frecuente encontrar el antecedente de traumatismos o inyecciones

de esteroides; lo cual no se reporta en pacientes con deterioro de la inmunidad.’(Tabla 2)

Tabla 2. Principales micobacterias ambientales que pueden causar enfermedad en
seres humanos

Especies Principales sitios de infeccidn

M. avium? Pulmonar

M. intracellulare Ganglios linfaticos

M. scrofulaceum Pulmonar, Ganglios linfaticos

M. kansasii Pulmonar

M. xenopi Pulmonar

M. malmoense Pulmonar

M. fortuitum Tejidos blandos/heridas quirlargicas

M. chelonei Tejidos blandos/heridas quirargicas

M. ulcerans Tejidos blandos

M. marinum Tejidos blandos/heridas quirargicas

% El complejo de M. aviumintracellulare (MAC), también es conocido como M.

aviumintracellularescrofulaceum (MAIS).

Tomado de Davies, PDO. The mycobacterioses. Imaging 2008;20:252—-263.

El estudio histolégico convencional es de utilidad ya que permite una estrategia rapida de
aproximacion diagnéstica de micobacteriosis.  Sin embargo, frecuentemente carece de datos
caracteristicos durante los tres primeros meses,™ la sensibilidad de la microscopia se ha calculado en
22-65%.'Se ha reportado la presencia granulomas supurativos, tuberculoides, sarcoidales y similares
a noédulos reumatoides. Un granuloma se define como la coleccién de histiocitos, usualmente

epitelioides. Existen varios tipos de granulomas. (Fig. 1)

Fig. 1. Patrones de inflamacidon granulomatosa. A. Granuloma sarcoidal. B. Granuloma tuberculoide. C.
Granuloma en empalizada. D. Granuloma supurativo. Un quinto patrén es el granuloma intersticial®.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica cuyo objetivo es obtener un gran
namero de copias de un fragmento de DNA en particular. El fragmento que se amplifica, una vez
secuenciado permite identificar organismos a nivel de género y de especie.'® La subunidad de la 16S

rRNA es un polirribonucleétido de aproximadamente 1.500 bp, a partir de cuya secuencia se puede



obtener informacién filogenética y taxondmica. Es el mas utilizado para la identificacion de especies,
cuenta con mas de 90.000 secuencias de numerosos géneros bacterianos en el Centro Nacional para
la Informacién Biotecnolégica (NCBI).* No existen guias que regulen los parametros al comparar la
similitud de secuencias para la identificacién bacteriana a partir de la subunidad 16S rRNA. Se ha

propuesto un nivel de semejanza de 97% para determinar la especia bacteriana.®

El objetivo de este estudio fue realizar la identificacibn molecular de las MNT de muestras embebidas
en parafina a través de la secuenciacion del gen de la subunidad 16S rRNA, que contaran con datos
clinicos e histolégicos compatibles con micobacteriosis atipica del Hospital General Manuel Gea

Gonzalez.

Material y Método

Se realizo un estudio descriptivo, observacional, abierto, retrospectivo y transversal. Se estudiaron
muestras de tejidos incluidos en bloques de parafina de pacientes con hallazgos clinicos e
histopatologicos sugerentes de micobacteriosis atipica de la Division de Dermatologia del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” desde Enero de 2000 hasta junio del 2016. Se incluyeron

muestras que tuvieran suficiente material para las pruebas moleculares.

Se realiz6 el pretratamiento de desparafinizacion colocando una pequefia seccién (20 mg) de tejido
embebido en parafina en un tubo de 2 ml y mediante la utilizacién de xilol y alcohol fue desparafinado.
La extraccion de ADN se realiz6 utilizando el sistema comercial DNeasyBlood and Tissue (Qiagen,
Ventura, CA. USA). Brevemente, al tejido sin parafina y seco se le agregd buffer de lisis lisis y
proteinasa K (20 pg/ml) y se incubé a 56°C por 12 h.

Posteriormente para purificar el ADN, la mezcla de lisis fue colocarla en una columna de afinidad y
centrifugar a 8 mil rpm durante 1 min. La columna que contiene el ADN fue lavada y centrifugado a 13
mil rpm durante 1 min. El ADN se obtuvo al colocar 50 pl de agua estéril en la columna y centrifugar a
13 mil rpm durante 1 min.

El ADN fue visualizado en el gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio para determinar su
pureza, concentraciébn e integridad. Posteriormente la concentracion de DNA fue determinada
utilizando un espectofotbmetro de luz ultravioleta de 260 nm-280 nm y se utilizaron 100 ng de ADN
total para amplificar el gen de la subunidad 16S rRNA. Finalmente al ADN fue almacenado a 4°C hasta

Su uso.

Amplificacion de la subunidad 16S rRNA: Se amplificd un producto de 1120 pbutilizando los iniciadores
fD1 (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y rP2 (55 ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3). Las

condiciones de amplificacidonfueron: un ciclo de amplificacion inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de



35 ciclos de amplificacion a 96°C por 30 segundos, alineacién a 70°C por 1 minuto y extensién a 72°C

por un minuto, seguido de una extension final a 72°C por 5 minutos.*®

Los productos de amplificacion se purificaron con el sistema comercial Gelextraccién kit (Qiagen, La
Jolla, CA. USA) para su secuenciacion en ambas direcciones mediante el método Taq FS
DyeTerminatorCycleSequencingFluorescence-BasedSequencing, en el equipo Perkin
Elmer/AppliedBiosystems Modelo 3730. La secuencia completa de nucledtidos se compard con la
base de datos del GenBank para determinar su homologia mediante el sistema nucleotideBlast del
National Center of Biotechnologylnformation (NCBI) para la identificacibn de cada microorganismo

evaluado.

Resultados

Se realiz6 la extraccion de ADN total de 61 muestras (N=61) (Fig. 2a).En 47 muestras se amplific6 un
producto de 1200 pb aproximadamente (Fig. 2b).Los 47 productos de PCR fueron purificados y
secuenciados en ambos sentidos y se obtuvo una secuencia consenso (Fig. 2c). La secuencia de
nucleétidos fue sometida a la base de datos del GenBank y se encontraron homologias en todas las

secuencias comparadas con el sistema BLASTN.

Subunidad 16S M. tuberculosis complex
1200 bp

(b) Amplificacion de la subunidad 16S

(a) Extraccion de DNA de tejido embebido en parafina ribosomal mediante PCR punto final

1250 pb < = 1200 pb

1000 pb
750 pb
500 pb

250 pb

(c) Secuenciacion directa de los
productos de amplificacion

: Busqueda de homologias en la
l i base de datos del GenBank
\ AN : ‘ (NCBI)

Fig. (2)proceso de identificacion mediante PCR del gen 16s.(a)extraccion de DNA total, (b) amplificacion
de la subunidad 16S mediante PCR en gel de agarosa, carril 3 marcador de peso molecular 1200 pb, carril 4
— 6 muestras positivas para micobacterias a 1200 pb aproximadamente. (c)secuencia de nucledtidos.



Una vez realizada la busqueda de homologias,se alinearon las secuencias por medio del programa

vector NTI, para encontrar las diferenciasnucleotidicas en las regiones variables del gen 16SrRNAde

las muestras analizadas(Fig. 3). Para la visualizacion grafica de los resultados obtenidos en la

secuencias se utilizo el programa TreeView (http://taxponomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html). En

el cual se observa el brazo principal comprendido por M. tuberculosis, M. bovis, M. canetti, M. caprae,

M. africanum,M. tbcomplex (muestra clinica), yM. tbcomplex (muestra clinica), Se observa estrecha

relacién de M. kansassi con el brazo principal por una diferencia de 6 nucleétidos en el alineamiento.

Las micobacterias mas alejadas de M. tuberculosis son M. fortuitum, M. massiliense, M. chelonae, con

diferencia de al menos 50 nucleétidos en las regiones variables de la secuencia del gen 16SrRNA(Fig.

4).
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(1) --AGGACCA-CACACTTCATGGTGAGTGGTGCAAAG--CTTTTGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAA
(103) ATAGGACCA-CACACTTCATGGTGAGTGGTGCAAAG--CTTTTGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAA
(90) ATATTTCCTTCTGGTTGCATGGCTGGGAGGGGAAAG--CTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTTATGGCTTACCAA
(134) ATATGACCA-CGCGCTTCATGGTGTGTGGTGGAAAG--CTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAA
(96) ATAGGACTC-CGGACTGCATGGTCTGGGGTGGAAAG--CTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAA
(1) — e ] GTTGGAGGGGTAACGGCCTACCAA
(151) ATAGGACCT-TTAGACGCATGTCTTTTGGTGGAAAG--CTTTTGCGGTCGTGGCATGGGCCCGCCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAA
(137) ATAGGACCA-CTTGGCGCATGCCTTGTGGTGGAAAG--CTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAA
——————————————————————————— GGTGGAAAGCGCTTTAGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAA
--GGTGGAAAGCGCTTTAGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAA
--GGTGGAAAGCGCTTTAGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAA
--GGTGGAAAGCGCTTTAGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAA
--GGTGGAAAGCGCTTTAGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAA
——————————————————————————— GGTGGAAAGCGCTTTAGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAA
——————————————————————————— GGTGGAAAGCGCTTTAGCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAA
GGTGGAAAG CTTT GCGGTGTGGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAA
300 350
—————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— ATTGCACAA

(96) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(200) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(188) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(231) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTCGGGAATATTGCACAA
(193) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(25) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(248) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(234) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(74) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(74) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(74) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(74) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(74) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(74) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(74) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
(251) GGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA

351 400 450

(10) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGACGAAG---CGAA-———————— AGTGA
(196) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGACGAAG---CGAA-———————— AGTGA
(300) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGACGAAG---CGAA-———————— AGTGA
(288) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGACGAAG---CGCA-———————— AGTGA
(331) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTACAATAGGGACGAAG---CGCA-———————— AGTGA
(293) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCACAGACGAAG---CGCE-----—--—- AGTGA

(125) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTACGGGTTGTAAACCTCTTTCACTATCGACGAAGGTTCGGGTTTTCTCGGATTGA
(348) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTTCGGGTTTTCTCGGATTGA
(334) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTCCGGGTTCTCTCGGATTGA
(174) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTCCGGGTTCTCTCGGATTGA
(174) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTCCGGGTTCTCTCGGATTGA
(174) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTCCGGGTTCTCTCGGATTGA
(174) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTCCGGGTTCTCTCGGATTGA
(174) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTCCGGGTTCTCTCGGATTGA
(174) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTCCGGGTTCTCTCGGATTGA
(174) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTCCGGGTTCTCTCGGATTGA
(351) TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTCCGGGTTCTCTCGGATTGA



451
M. abscessus
M. chelonae
M. massiliense
M. flavescens
M. fortuitum
M. mageritense
M. marinum
M. wvulneris
M. kansasii
M. africanum
M. bovis
M. canettii
M. caprae
M. tb complex
M. tbcomplex
M. tuberculosis
Consensus

551
M. abscessus
M. chelonae
M. massiliense
M. flavescens
M. fortuitum
M. mageritense
M. marinum
M. wvulneris
M. kansasii
M. africanum
M. bovis
M. canettii
M. caprae
M. tb complex
M. tbcomplex
M. tuberculosis
Consensus

651
M. abscessus
M. chelonae
M. massiliense
M. flavescens
M. fortuitum
M. mageritense
M. marinum
M. wvulneris
M. kansasii
M. africanum
M. bovis
M. canettii
M. caprae
M. tb complex
M. tbcomplex
M. tuberculosis
Consensus

751
M. abscessus
M. chelonae
M. massiliense
M. flavescens
M. fortuitum
M. mageritense
M. marinum
M. wvulneris
M. kansasii
M. africanum
M. bovis
M. canettii
M. caprae
M. tb complex
M. tbcomplex
M. tuberculosis
Consensus

851
M. abscessus
M. chelonae
M. massiliense
M. flavescens
M. fortuitum
M. mageritense
M. marinum
M. wvulneris
M. kansasii
M. africanum
M. bovis

500
(98)
(284)
(388)
(376)
(419)
(381)
(225)
(448)
(434)
274)
274)
274)
274)
274)
274)
274)
(451)

(198)
(384)
(488)
(476)
(519)
(481)
(325)
(548)
(534)
(374)
(374)
(374)
(374)
(374)
(374)
(374)
(551)

(298)
(484)
(588)
(576)
(619)
(581)
(425)
(648)
(634)
474)
474)
474)
474)
474)
474)
474)
(651)

(398)
(584)
(688)
(676)
(719)
(681)
(525)
(748)
(734)
(574)
(574)
(574)
(574)
(574)
(574)
(574)
(751)

(498)
(684)
(788)
(776)
(819)
(781)
(625)
(848)
(834)
(674)
(674)

550
CGGTACCTACAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTACCTACAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTACCTACAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTACCTATAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTACCTATAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTATGTGCAGAAGAAGGACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTAGATGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTEGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTAGGTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTAGGTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTAGGTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTAGGTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTAGGTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTAGGTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTAGGTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTAGGTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTEGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTAGGTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT
CGGTAGGTGGAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGT

600 650
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAAACTCACAGCTTAACTGTGGGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAAACTCACAGCTTAACTGTGGGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAAACTCACAGCTTAACTGTGGGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTCCGTGAAAACTCACAGCTTAACTGTGGGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAAACTCACAGCTTAACTGTGGGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAAACTCACAGCTTAACTGTGGGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTGGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGATTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG
AGGTGGTTTGTCGCGTTGTTCGTGAAATCTCACGGCTTAACTGTGAGCGTGCGGGCGATACGGGCAGACTAGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTG

700 750
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGBAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGCCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGBAGCGAA
GTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAA

800 850
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTGAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTCCTTCCTTGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGTACCCC

900 950
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGECCGCAAGGCTAAAACTCAAAGAAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCAAGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
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(698)
(884)
(988)
(976)
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(981)
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(1034)
(874)
(874)
(874)
(874)
(874)
(874)
(874)
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(798)
(984)
(1051)
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(1134)

(1151)

(1074)

GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC

951 1000 1050
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGTACCTAGAGATAGGTATTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGTACCTAGAGATAGGTATTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGTATCTAGAGATAGGTATTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGACTGCAGAGATGTGGTTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCCGGCAGAGATGTCGGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TTACCTGGGTTTGACATGCACAGGACGCGTCTAGAGATAGGCGTTCCCTTGTGGCCTGTGTGCAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA

1051 1100 1150
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTATGTTGCCAGCGGGTAATGCCGGGGACTCGTAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTATGTTGCCAGCGGGTAATGCCGGGGACTCGTAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTATGTTGCCAGCGGGTAATGCCGEG === === === == = e — e e e e e e e
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCGCGTTATGGCGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAG---~
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGCGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCGGGTAATGCCGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCGGGTAATGCCGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGTGAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAG

1151 1200 1250
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCAGTACAGAGGGCTGCGAAGCCGTAAGGTGGAGCGAAT
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCAGTACAGAGGGCTGCGAAGCCGCAAGGTGGAGCGAAT

GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAAT G-~ === === == mmmm o e e
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATG-~~~=====—————————
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGC === === = ——m e e m e e e e
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGCGAGGTTAAGCGAAT
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGCGAGGTTAAGCGAAT
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGCGAGGTTAAGCGAAT
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGCGAGGTTAAGCGAAT
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGCGAGGTTAAGCGAAT
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGCGAGGTTAAGCGAAT
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGCGAGGTTAAGCGAAT
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGCGAGGTTAAGCGAAT
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGATGCCGCGAGGTTAAGCGAAT

1251 1300 1350
CCCTT-AAAGCTGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACG
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M. caprae (1173) TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCETC-———————=——=— === m—mmm e m e

M. tb complex (1173) TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCETC - ——— === === == o o e e e e

M. tbcomplex (1173) TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCETC - ——— === === == m o o e e e
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Fig. (3) alineamiento de la secuencia de nucledtidos de la subunidad 16S rRNA, de diferentes especies
de Mycobacterium, mediante el método del vecino mas cercano “neighbourJoining” con el programa
vector NTI. Bloques amarillos (regiones conservadas), bloques azules (regiones variables). Fila inferior
correspondiente a secuencia consenso.
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Fig. (4) Arbol filogenético (filograma) de las secuencias de nucleétidos de especies encontradas del
género Mycobacterium, utilizando el gen de la subunidad 16S rRNA ribosomal.La raiz del arbol
pertenece a la secuencia de M. tuberculosis.

De las 61 muestras analizadas por PCR, 14 fueron negativas para el géneroMycobacterium, se
identificoM. tbcomplex en el 26% (N=12), las otras especies de micobacterias identificadas fueronM.
abscessus 19% (N=9), M. massiliense 17% (N=8), M. fortuitum 13%(N=6), M. chelonae 8.5% (N=4), M.
flavescensy M. mageritense4% (N=2) respectivamente, M. marinum, M. vulneris, M. fuerth
(fuerthensis), M. Kansassi se identificaron en 1 muestra correspondiente al 2% respectivamente. En

una de las muestras (Gea716-09), se identificaron 2 micobacterias (M. tbcomplex y M. abscessus).



El analisis de los datos clinicos revelo que la edad minima fue 12 afios y maxima de 93 afios, con una
media de 38 afios, el 49%(N=23) se presentd entre la segunda y tercera década de la vida. La
localizaciones mas frecuente corresponde a miembros toracicos en 31%(N=15), cabeza y cuello en
19%(N=9), miembros pélvicos en 17%(N=8)y abdomen en 10%(N=5). El tiempo de evolucién de la
dermatosis varia desde una semana hasta 15 afios. Las variedades clinicas observadas en orden de
frecuencia fueron placa verrugosa 27% (N=13), abscesos 19% (N=9), lupus-like 15% (N=7), nodular
diseminada 12% (N=6), paniculitis 10% (N=5), esporotricoide 8% (N=4) y ulcerosa 6% (N=3).

El patrén histolégico mas frecuentemente encontrado corresponde al granuloma supurativo en 38%
(N=18), seguido de la reaccién granulomatosa inespecifica en 23% (N=11), un patrén mixto en 10% y

tuberculoide en 8.5% (N=4), también se observaron paniculitis, alopecia cicatrizal y cicatriz.

Discusién

Este estudio contiene una de las muestras mas grandes de MNT en los Gltimos afios en nuestro pais y
es el mas grande realizado en lesiones de piel en México hasta la fecha. Se obtuvieron datos
epidemioldgicos importantes, a partir de técnicas moleculares que permiten identificar el género y la
especie.En México son escasos los estudios en los cuales se ha utilizado la identificacion molecular
de MNT. Recientemente se utilizo este método para identificar MNT en vegetales listos para comer
(Ready-to-eat) y agua potable en la ciudad de México.'”**El uso de marcadores genéticos en bacterias
tales como 16S, hsp65, sodA y rpoB, para su identificacién ha ganado terreno en las Ultimos afios y es
la secuencia 16Sribosomaluna de lasmas comunmente utilizada para la identificacién de las especies
de MNT ya que es altamente especifica y sensible detectando incluso muestras con ADN escaso.'’En
este estudio se observd viabilidad para realizar PCR de MNT en muestras de tejido embebidas en
parafina de hasta con 10 afios de antigiiedad, otros estudios han demostrado la alta sensibilidad y

especificidad de PCR en este tipo de muestras.

Es importante destacar que a diferencia de la enfermedad pulmonar en donde el grupo M.

?L%en nuestro estudio realizado en muestras de piel

aviumcomplex(MAC)es el masprevalente.
embebidas en parafina no se identific6 este microorganismo. Aunque no era el objetivo de este
estudio, la micobacteria principalmente identificada fue M. tuberculosis complex (M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum) grupo al cual recientemente se agregaron M. canetti, y M. caprae.?**® Esto resalta
la importancia epidemioldgica de las micobacterias, ya que México permanece como un pais con alta

prevalencia en tuberculosis.?

En nuestro pais se han observado todas las formas clinicas y aislado gran parte de las MNT

patégenas; Sin embargo; en este estudio se identificaron MNT rara vez reportadas, tal es el caso de M.



fuerth (fuerthensis) encontrado en una paciente que presento abscesos posterior a aplicacion de
mesoterapia, esta micobacteria fue descrita recientemente como idéntica a M. chelonaey que hasta
hace poco no se conocia como causante de enfermedad en humanos.M. chelonae es una
micobacteria de crecimiento rapido que rara vez afecta humanos, se encuentra principalmente en agua
corriente y se ha relacionado en multiples reportes con el uso de terapias alternativas como la

mesoterapia.?®

Las técnicas moleculares empleadas permiten ademas identificar subespecies 0 especies
estrechamente relacionadas, tal es el caso de M. massiliense la cual se encuentra incluida en el grupo
M. abscessus,”®pero que su identificacién es de relevancia clinica, ya que esta MNT presenta alta
susceptibilidad a terapia con claritromicina, piedra angular del tratamiento en casos de micobacterias
atipicas a diferencia de M. abscessus subsp.abscessus que presenta resistencia a este medicamento

hasta en el 86% de los casos.?’

En la literatura se habla de una estrecha relacion entre los estados de inmunosupresién y su
asociacion con infecciones por MNT, sobre todo en el grupo de pacientes con VIH/SIDA.*La
predisposicion en estos pacientes se da por un defecto o desregulacién en la inmunidad mediada por
células. En las muestras analizadas en este estudio se encontr6 solo 1 caso de confeccién HIV/MNT,
asociada a M. massiliense, que pertenece al grupo de micobacterias de crecimiento rapido (M.
abscessus, M. chelonae, yM. fortuitum) que juegan un rol importante en infecciones de piel y catéteres

en los pacientes con inmunosupresién.®

Una de las entidades clinicas mas reconocidas en la literatura, es el granuloma de las piscinas o
granuloma de las peceras; cuyo agenta causal es M. marinum, esta MNT causa enfermedad sistémica
crénica en los peces y accidentalmente infecta humanos, sobre todo trabajadores de acuarios, ya que
su aislamiento principal proviene de peces ornamentales.®® En este estudio se identificé Gnicamente un

caso relacionado con esta micobacteria.

Conclusién

Los hallazgos encontrados en este estudio apoyan el uso de PCR en caso de sospecha de
micobacteriosis atipica en lesiones de piel como herramienta diagnéstica, esto podria impactar de
manera positiva en el tratamiento de pacientes con infeccidén por estos agentes, acortando el tiempo de
diagnostico y para la eleccion de tratamiento especificO cada agente. La secuencia del gen 16S dela
subunidadrRNA permite identificar de manera sensible y especifica las MNT en muestras embebidas

en parafina.
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