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IDENTIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS
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Las micobacterias, especialmente las especies del complejo tuberculosis, son
responsables de numerosas infecciones en humanos (tabla 1). La Organizacion Mundial de
la Salud ha declarado a la tuberculosis (TB) como una emergencia mundial, muriendo cada
afo aproximadamente tres millones de personas por esta causa y desarrollandose alrededor
de nueve millones de nuevos casos por afio. Durante algunos afios se crey6 que se podria
erradicar la TB en los paises desarrollados. En la Ultima década, no obstante, la incidencia
en éstos no ha seguido la linea descendente que se habia proyectado. A pesar de que el
80% de la TB esta concentrada en 22 paises, el gran movimiento migratorio desde paises
con alta incidencia y con graves problemas de multirresistencia hacia paises desarrollados,
la existencia de bolsas de pobreza en el mundo industrializado y el desmantelamiento de
algunos programas de control de la TB, han jugado un papel importante en esta
reemergencia.

Para el control de la TB es necesario el diagnéstico precoz de los casos a fin de
interrumpir la cadena de transmisién. Los métodos microbiologicos tradicionales no son
eficientes, dada su lentitud. En los ultimos 20 afios se han desarrollado nuevos métodos de
aislamiento, identificacion, estudios de sensibilidad y tipificacion, tanto para Mycobacterium
tuberculosis como para el resto de las micobacterias. Ademas, aunque con menor
importancia en el ambito de la salud publica que M. tuberculosis, la frecuencia de
aislamiento de micobacterias no tuberculosas (MNT) va aumentando y, al mismo tiempo, se
van describiendo nuevas especies susceptibles de producir patologia en humanos. En el
afno 1975 el género Mycobacterium comprendia alrededor de 30 especies, actualmente se
han descrito alrededor de un centenar (tabla 2). Es necesario llegar en la identificacion al
nivel de especie para orientar el tratamiento de las distintas micobacterias, incluso dentro del
complejo tuberculosis. Los estudios de sensibilidad en M. tuberculosis son particularmente
importantes, tanto para la monitorizacion de las tasas de resistencia inicial en una
comunidad, que influiran en los tratamientos empiricos de los casos de esta comunidad,
como para la deteccion de cepas resistentes en pacientes con factores de riesgo. Los
estudios de sensibilidad en las MNT se limitan a pocas especies, el complejo Mycobacterium
avium, Mycobacterium kansasii y las micobacterias de crecimiento rapido no pigmentadas
con significacion clinica.

Por todo esto, el laboratorio de micobacteriologia clinica juega un papel importante
tanto en la atencion sanitaria como en el ambito de la salud publica, y ha de emitir los
resultados adecuados en el minimo tiempo posible. Se ha pasado por varias fases para
obtener respuestas con mayor rapidez, la utilizacion de medios de cultivo liquidos
radiométricos y no radiométricos para el aislamiento y estudios de sensibilidad, la aplicacion
de las técnicas cromatograficas y el desarrollo de técnicas de hibridacion de acidos
nucleicos para la identificacion, las técnicas de amplificacién de &cidos nucleicos para la
deteccion de M. tuberculosis directamente en la muestra clinica, la tipificacion molecular
para el seguimiento de cepas de interés y, finalmente, las técnicas de secuenciacién para la
identificacion. Asi pues, en los Ultimos afios han aparecido un conjunto importante de
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técnicas nuevas que es necesario utilizar de manera complementaria para generar una
informacién rapida y completa.

Cada laboratorio tiene que decidir su sistematica de trabajo en funciéon de la
comunidad a la que presta servicio y de la incidencia de M. tuberculosis y MNT en su
poblacion. La excelencia del laboratorio de microbiologia no sera efectiva si no existe una
estrecha colaboracion entre el laboratorio y los clinicos. Una muestra recibida en buenas
condiciones y con la informacion necesaria hara que el rendimiento del laboratorio sea el
esperado. Cuando existe esta colaboracion, los clinicos comparten con el laboratorio tanto la
calidad de sus resultados como la rapidez de éstos.

El diagnostico microbiol6égico de la tuberculosis y del resto de micobacteriosis ha
estado basado tradicionalmente, y no dejara de estarlo en un futuro, en el examen directo y
en el cultivo. La microscopia, aunque relativamente poco sensible, se mantiene como la
Unica prueba diagndstica capaz de dar una respuesta rapida (primeras 24 h) en muchos
laboratorios, independientemente de su presupuesto y sofisticacion. Ademas, nos da una
valoracion del grado de infecciosidad del paciente con tuberculosis pulmonar, indispensable
para el control de la infeccién en la comunidad. Es interesante la introduccion, en el trabajo
habitual, de las técnicas de amplificacién de acidos nucleicos en la muestra clinica para una
rapida confirmacion de la sospecha de TB en pacientes con examen directo positivo para
bacilos alcohol-acido resistentes. No es aconsejable su utilizacion sistematica. En muestras
con examen directo negativo es necesario que exista una sospecha clinica fundamentada
gue permita hacer una seleccion, tanto para las muestras respiratorias como para las no
respiratorias. Su interpretacion ha de ser prudente, debido a las limitaciones de este tipo de
técnicas (presencia de inhibidores, riesgo contaminaciones, etc.), y deben tenerse en cuenta
los datos clinicos y radiologicos. Estas técnicas permiten un diagnostico rapido y presentan
una elevada especificidad.

A lo largo de su trayectoria, el laboratorio de Micobacteriologia de I'Hospital de Sant
Pau de Barcelona ha ido introduciendo en su actividad asistencial todos aquellos avances
técnicos que, de manera razonable y eficiente, le han ayudado a conseguir sus objetivos en
el minimo tiempo posible. En su algoritmo de trabajo (Figura 1) se combinan técnicas
basadas tanto en las caracteristicas fenotipicas como en las genotipicas.

ALGORITMO DE TRABAJO

Las muestras que llegan al laboratorio se procesan segun su procedencia. Aquéllas
gue provienen de territorios contaminados con flora comensal se descontaminan (método de
NaOH/N-acetil-cisteina), mientras que las que provienen de territorios estériles se procesan
sin descontaminar. A todas ellas se les practica un examen directo (tincion de auramina),
urgente si es requerido por los clinicos, y se cultivan en medio sélido (Léwenstein-Jensen) y
liguido [BACTEC®12B, BACTEC"13A (BACTEC® System, Becton Dickinson) o
BacT/ALERT°MP (bioMérieux)], a diferentes temperaturas en funcién del tipo de muestra y
la orientacién clinica. En el caso de que se solicite especificamente o se trate de una
muestra con examen directo positivo, se realizara una prueba de amplificacion y deteccién
de acidos nucleicos en la muestra clinica [Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct Test
(MTD) Gen-Probe)].

TECNICAS DE IDENTIFICACION

Hibridacion con sondas de acidos nucleicos
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En funcién de la morfologia de la colonia, en caso de aislamiento en medio sélido, o
de la morfologia microscépica en medio liquido, se escoge una de las sondas Accuprobea
(Gen-Probe). La técnica de hibridacion de acidos nucleicos en medio liquido es sencilla y
rapida y se adapta a cualquier laboratorio. La experiencia demuestra que son reacciones
especificas y sensibles, por lo que sustituyen a las deméas técnicas de identificacion
convencional en aquellas especies para las que se dispone de sondas. Actualmente, estan
comercializadas sondas especificas para los complejos M. tuberculosis y M. avium, y para
Mycobacterium intracellulare, M. avium, Mycobacterium gordonae y M. kansasii. Si bien
estas sondas cubren la mayoria de aislamientos con importancia clinica son necesarias
otras técnicas alternativas de identificacion para el resto de especies.

Generalmente, el cultivo en medio liquido es el primero en positivizarse. En cualquier
caso, es necesario hacer un subcultivo en medio sélido para descartar la presencia de
cultivos mixtos, especialmente en enfermos inmunodeprimidos. Por otra parte, si el resultado
de la hibridacion es negativo, se haran los subcultivos necesarios para estudiar la velocidad
y temperatura Optima de crecimiento de la cepa asi como la produccién de pigmento. En las
micobacterias de crecimiento rapido no pigmentadas se realiza la prueba de la arilsulfatasa
y el crecimiento en McConkey sin cristal violeta para definir el complejo Mycobacterium
fortuitum.

Estas pruebas fenotipicas son imprescindibles para una buena interpretacion de las
pruebas moleculares, que se pondran en marcha simultineamente. Por otra parte, Si
procede, se pone en marcha el estudio de sensibilidad y la conservacion de la cepa.

Analisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion (PRA)

Esta técnica se basa en la amplificacién por PCR de un fragmento de 440 pb de un
gen que codifica para una heat shock protein de 65kDa presente en todas las micobacterias
y la posterior digestion del amplificado con dos enzimas de restriccion BstElly Haelll. Se
obtienen varios fragmentos de diferentes pesos moleculares. El nimero y tamafio de los
fragmentos de restriccion separados por electroforesis en un gel de agarosa son especificos
de especie. El patron de bandas se comparara con los algoritmos publicados (tabla 3),
pudiéndose identificar la mayoria de las especies aisladas. No siempre es facil calcular con
la precision que se requiere los pesos moleculares de las bandas obtenidas en los geles de
agarosa. Por otra parte, la aparicibn de patrones no descritos o variaciones en el patrén
dentro de una misma especie hacen que, en ocasiones, sea necesaria la aplicaciéon de otras
técnicas de identificacion. EI PRA es especialmente util para la identificacion de
micobacterias exigentes que crecen mal en los medios de cultivo soélido como
Mycobacterium genavense. La técnica, si bien relativamente sencilla, exige disponer de un
laboratorio de Biologia Molecular, lo que dificulta su introduccion en los laboratorios
convencionales.

Secuenciacion de la subunidad ribosomal 16s (rDNA)

Se secuencia una parte del gen que codifica para la subunidad 16s del ribosoma
(500pb). La secuencia obtenida se compara con las que estan incluidas en bases de datos
presentes en Internet como GenBank o RIDOM. Hay que destacar que, a diferencia de
GenBank, la base de datos RIDOM esta sometida a un exhaustivo control de calidad y a
actualizaciones taxonémicas lo que la hace especialmente recomendable. La secuenciacion
es util para la identificacion de todas las especies, excepto para diferenciar entre M. kansasii
y Mycobacterium gastri, Mycobacterium malmoense y Mycobacterium szulgai,
Mycobacterium marinum y Mycobacterium ulcerans y entre Mycobacterium abcessus y
Mycobacterium chelonae. En estos casos, es Util la técnica de PRA.
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Andlisis de las regiones de diferencia RD1, RD9, RD10, RD11 (Figura2)

Para la diferenciacion de las especies incluidas en el complejo M. tuberculosis es
necesaria otra técnica molecular, puesto que la gran homogeneidad genética entre ellas no
nos permite diferenciarlas por PRA o secuenciacion. Actualmente, utilizamos el algoritmo
publicado por Parsons et al., basado en la deteccidén por PCR de la presencia o ausencia de
unas regiones concretas denominadas “regiones de diferencia” en el genoma. Algunas de
estas secuencias han desaparecido en algunos miembros del complejo M. tuberculosis y
ello nos permite hacer su identificacion especifica. Dicho algoritmo no permite la
diferenciacion entre Mycobacterium bovis y Mycobacterium caprae, debiendo entonces
recurrir a otros esquemas publicados por otros autores como los de Brosch et al y Mostowy
etal.

Conclusioén

El laboratorio de micobacterias debe esforzarse en dar resultados fiables en el menor
tiempo posible. Para ello debera combinar el diagndstico microbiolégico clasico de las
micobacterias, basado en el examen directo, aislamiento por cultivo e identificacion
fenotipica, con un conjunto de técnicas moleculares. Estas técnicas permiten la deteccion de
M. tuberculosis directamente en la muestra clinica (amplificacién de acidos nucleicos) y la
identificacion rapida de los aislamientos. Se ha comentado el algoritmo de trabajo del
servicio de Microbiologia del Hospital de Sant Pau. Cada laboratorio debera definir las
técnicas a utilizar en funcién de sus posibilidades y las caracteristicas epidemiologicas de
las infecciones por micobacterias de la comunidad a la que sirve.

BIBLIOGRAFIA

ANONIMO. AMERICAN THORACIC SOCIETY. Diagnosis and treatment of disease caused by
nontuberculous mycobacteria. Am J Respir Crit Care Med 1997; 156:S1-25.

BrRoOsCcH R, GORDON S.V, MARMIESSE M, et al. A new evolutionary scenario for the
Mycobacterium tuberculosis complex. Proc Natl Acad Sci USA 2002; 99:3684-3689.

BROWN-ELLIOTT BA, WALLACE RJ. Clinical and taxonomic status of pathogenic nonpigmented
or late-pigmenting rapidly growing mycobacteria. Clin Microbiol Rev 2002; 15:716-
746.

BRUNELLO F, LiGOzzI M, CRISTELLI E, BONORA S, TORTOLI E, FONTANA R. Identification of 54
mycobacterial species by PCR-restriction fragment length polymorphism analysis of
the hsp65 gene. J Clin Microbiol 2001; 39:2799-2806.

CATTOIR V. Molecular identification of mycobacteria and detection of antibiotic resistance.
Ann Biol Clin (Paris) 2004; 62:405-413.

CLoubD J. L, NeAL H, ROSENBERRY R, et al. Identification of Mycobacterium spp. by using a
commercial 16S ribosomal DNA sequencing kit and additional sequencing libraries. J
Clin Microbiol 2002; 40:400-406.

DevALLOIS A, GOH K.S, RAsToGI N. Rapid identification of mycobacteria to species level by
PCR-restriction fragment length polymorphism analysis of the hsp65 gene and
proposition of an algorithm to differentiate 34 mycobacterial species. J Clin Microbiol
1997; 35:2969-2973.



. Y8ontrol
‘ & lidad
o1 EIMC IDENTIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS M. Garrigé y P. Coll Pagina 5 de 11

HARMSEN D, ROTHGANGER J, SINGER C, ALBERT J, FROSCH M. Intuitive hypertext-based
molecular identification of micro-organisms. Lancet 1999; 353:291.

LEBRUN L, EsPINASSE F, PoveDA J.D, VINCENT-LEVY-FREBAULT V. Evaluation of
nonradioactive DNA probes for identification of mycobacteria. J Clin Microbiol 1992;
30:2476-2478.

MosTowy S, CousINs D, BRINKMAN J, ARANAZ A, BEHR M.A. Genomic deletions suggest a
phylogeny for the Mycobacterium tuberculosis complex. J Infect Dis 2002; 186:74-
80.

PARSONS L.M, BROSCH R, CoLE S.T, et al. Rapid and simple approach for identification of
Mycobacterium tuberculosis complex isolates by PCR-based genomic deletion
analysis. J Clin Microbiol 2002; 40:2339-2345.

STEINGRUBE V. A, GiBSON J.L, BROwN B.A, et al. PCR amplification and restriction
endonuclease analysis of a 65-kilodalton heat shock protein gene sequence for
taxonomic separation of rapidly growing mycobacteria. J Clin Microbiol 1995; 33:149-
153.

TAYLOR T. B, PATTERSON C, HALE Y, SAFRANEK W.W. Routine use of PCR-restriction
fragment length polymorphism analysis for identification of mycobacteria growing in
liguid media. J Clin Microbiol 1997; 35:79-85.

TELENTI A, MARCHESI F, BALZ M, BALLY F, BOTTGER E.C, BODMER T. Rapid identification of
mycobacteria to the species level by polymerase chain reaction and restriction
enzyme analysis. J Clin Microbiol 1993; 31:175-178.

TENOVER F. C, CRAWFORD J.T, HUEBNER R.E, GEITER L.J, HORSBURGH C.R, Jr, GooD R.C.
The resurgence of tuberculosis: is your laboratory ready? J Clin Microbiol 1993;
31:767-770.



B 18ontrol
(®alidad

e EIMC IDENTIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS M. Garrigd y P. Coll Pagina 6 de 11

Muestra clinica

Examen directo Amplificacion y deteccion de acidos Cultivo
nucleicos en muestra directa |

Positivo Negativo

Medio liquido: morfologia microscopica (Ziehl-Neelsen)
Medio soélido: morfologia colonial

Subcultivos
[
Hibridacién de Velocidad de crecimiento
acidos nucleicos Pigmentacion
[
Negativa Positiva

PRA hsp65 »
P M. kansasii Complejo
. M. avium M. tuberculosis
No resolutivo M. intracellulare
M. gordonae |
Secuenciacién )
RDI multiplex
16s rRNA | P
i ] M. tuberculosis
Otras micobacterias M. bovis
— no tuberculosas M. bovis BCG
M. bovis sp caprae
M. africanum
M. microti

Figura 1. Algoritmo para la identificacién de aislamientos del género Mycobacterium.
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n 4/I PCR de RD 1, 9, 10
RD 1, 9, 10 positivos RD 1, 9, 10 negativos
M. tuberculosis \ M. bovis-BCG

. . : RD 1 positivo, RD 9 y 10 negativos '
RD1 y 10 pOSIt.IVOS,aRD 9 negativo i M. africanum tipo I, M. microti o M. bovis :
M. africanum tipo Il i '

PCRdeRD 3, 5, 11 I

i .

RD 3 pos/neg RD 3 neg RD 3 posineg
RD 5 pos/neg RD 5 pos/neg RD 5 neg
RD 11 pos RD 11 pos RD 11 neg
PZA sensible PZA sensible PZA resistent
M. africanum tipo | M. microti M. bovis

#variedad més frecuente en el este africano.
Pvariedad mas frecuente en el oeste africano.

Figura 2: Esquema de la identificacién de las especies del complejo M. tuberculosis
mediante la amplificacion de las regiones de diferenciacion (RD). (Parsons et al).
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Tabla 1. Manifestaciones clinicas de las principales micobacteriosis no tuberculosas humanas.

Implicacion . oo Infeccion 5 _
clinica P Pulmonar Ganglionarb utanea — ggteoarticular LosSttraumatica  pyiqoninada®
Subcutanea Post quirdrgica

Mas frecuente MAC? +++ ++ - - _ .t
M. abscessus + - + - + _
M. chelonae - - ++ - + _
Complejo M fortuitum® + - + + + -
M. haemophilum - + +++ + - -
M. kansasii +++ + - - - +
M. malmoense + + — - - -
M. marinum - - F+4 4 _ _
M. simiae + - - + _ +
M. szulgai ++ + + + - _
M. ulcerans - - +++ - - -
M. xenopi +++ - - - _ _

Excepcional M. mucogenicum - - - - + _
M. genavense - - - - — +
M. asiaticum + - - - - -
M. gordonae - - + - - _
M scrofulaceum - ++ - - - +
M. shimoidei + - - + _ +
M. smegmatis + - - - + -
Complejo M. terrae® - - - - + _

EMAC: Complejo M. avium.

linfadenitis.

‘Infeccion diseminada en el paciente inmunodeprimido.
dComplejo M. fortuitum: M. fortuitum y M. peregrinum.
®Compejo M. terrae: M. terrae, M. triviale y M. nonchromogenicum.
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Tabla 2. Lista de las especies y subespecies del género Mycobacterium?,

Numero Especie/subespecie Afo® Numero Especie/subespecie Afio® Numero Especie/subespecie Afio®
1 M. abscessus 1992 (1953) 30 M. fortuitum 1980 (1938) 64 M. murale 1999
2 M. africanum 1980 (1969) supsp acetamidolyticum 1986 65 M. neoaurum 1980 (1972)
3 M. agri 1981 (1972) supsp fortuitum 1990 (1938) 66 M. nonchromogenicum 1980 (1965)
4 M. aichiense 1981 (1973) 31 M. frederiksbergense 2001 67 M. novocastrense 1997
5 M alvei 1992 32 M. gadium 1980 (1974) 68 M. obuense 1981 (1971)
6 M. asiaticum 1980 (1971) 33 M. gastri 1980 (1996) 69 M. palustre 2002
7 M. aurum 1980 (1966) 34 M. genavense 1993 70 M. parafortuitum 1984 (1965)
8 M. austroafricanum 1983 35 M. gilvum 1980 (1971) 71 M. peregrinum 1922 (1962)
9 M. avium 1980 (1901) 36 M. goodii 1999 72 M. phlei 1980 (1899)
subsp. avium 1990 37 M. gordonae 1980 (1962) 73 M. porcinum 1980
subsp. paratuberculosis 1990 38 M. haemophilum 1980 (1978) 74 M. poriferae 1987
subsp. silvaticum 1990 39 M. hassiacum 1997 75 M. pulveris 1983
10 M. bohemicum 1998 40 M. heckeshornense 2001 (2000) 76 M. rhodesiae 1981 (1971)
11 M. botniense 2000 41 M. heidelbergense 1998 (1997) 77 M scrofulaceum 1980 (1956)
12 M. bovis 1980 (1907) 42 M. hiberniae 1993 78 M. senegalense 1980 (1973)
supsp. bovis 2002 (1970) 43 M. hodleri 1996 79 M. septicum 2000
subsp. caprae 2002 (1999) 44 M. holsaticum 2002 80 M. shimoidei 1982 (1975)
13 M. branderi 1995 45 M. immunogenum 2001 81 M. shottsii 2003
14 M. brumae 1993 46 M. interjectum 1995 (1993) 82 M. simiae 1980 (1965)
15 M. celatum 1993 47 M. intermedium 1993 83 M. smegmatis 1980 (1889)
16 M. chelonae 1980 (1923) 48 M. intracellulare 1980 (1949) 84 M. sphagni 1980
supsp. abscessus 1992 (1953) 49 M. kansasii 1980 (1955) 85 M. szulgai 1980 (1972)
subsp. chelonae 1980 (1972) 50 M. komossense 1980 (1979) 86 M. terrae 1980 (1966)
17 M. chitae 1980 (1967) 51 M. kubicae 2000 87 M. thermoresistibile 1980 (1966)
18 M. chlorophenolicum 1994 (1986) 52 M. lacus 2002 88 M. tokaiense 1981 (1973)
19 M. chubuense 1981 (1973) 53 M. lentiflavum 1996 89 M. triplex 1997 (1996)
20 M. confluentis 1992 54 M. leprae 1980 (1880) 90 M. triviale 1980 (1970)
21 M. conspicuum 1996 (1995) 55 M. lepraemurium 1980 (1912) 91 M. tuberculosis 1980 (1883)
22 M. cookii 1990 56 M. madagascariense 1992 92 M. tusciae 1999
23 M. diernhoferi 1983 (1965) 57 M. mageritense 1997 93 M. ulcerans 1980 (1950)
24 M. doricum 2001 58 M. malmoense 1980 (1977) 94 M. vaccae 1980 (1964)
25 M. duvalii 1980 (1971) 59 M. marinum 1980 (1926) 95 M. vanbaalenii 2002
26 M. elephantis 2000 60 M. microti 1980 (1957) 96 M. wolinskyi 1999
27 M. fallax 1983 61 M. montefiorense 2003 97 M. xenopi 1980 (1959)
28 M. farcinogenes 1980 (1973) 62 M. moriokaense 1986
29 M. flavescens 1980 (1962) 63 M. mucogenicum 1995

®Obtenidas de LBSN (list of bacterial names with standing in nomenclature) y DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikrooganismen und Zellkulturen GmbH).

PAfio de clasificacion y entre paréntesis el afio de la primera descripcion.
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Tabla 3. Diferenciacién de aislamientos de Mycobacterium al nivel de especie por PRA; los numeros

indican fragmentos de restriccion en pares de bases (Brunello et al.).

BstEI® Haelll fragmentos en pb” Especies
198 (197), 92 (87), 50 (58), 33 (40) M. confluentis
187 (184), 106 (107), 43 (NF), 38 (34) M. gilvum
177 (171), 91 (87), 74 (NF), 49 (45), 33 (36) M. tusciae
171 (181), 132 (126), 30 (42), 23 (36) M. triviale
No digestion 146 (145), 69 (69), 58 (58), 55 (54) M. brumae
145 (139), 99 (98), 60 (58), 53 (51), 39 (36) M. pulveris
136 (165), 129 (128), 64 (65), 47 (46), 20 (35) M. duvalii
131 (128), 106 (103), 75 (70), 44 (42), 38(36), 21 (22) M. szulgai
93 (87), 53 (59), 39 (36), 23 (22) M. gadium
13042 200 (198), 60 (60), 55 (59) M. chelonae subsp chelonae
[140] 178 (186), 69 (65), 58 (58) M. mucogenicum
163 (160), 108 (112), 106 (111) M. haemophilum
11743 204 (196), 72 (69), 60 (58), 56 (54), 43 (41) M. aichiense
313+10 [1250120] 187 (181), 132 (126), 42 (38), 36 (34) M. terrae
[325] 170 (172), 137(139), 58 (56) M. necaureum
167 (161), 128 (123), 59 (58), 42 (40), 38 (36) M. rhodesiae
151 (147), 142 (141), 60 (58), 42 (46) M. diernhoferi
147 (139), 84 (87), 58 (58) M. chitae
145 (139), 91 (94), 50 (58) M. nonchromogenicum tipo Il
130 (127), 111 (112), 71 (70), 59 (59) M. gordonae tipo \Ya
127 (127), 108 (103), 43 (42) M genavense
211+4 191 (188), 135 (126), 66 (NF) M. simiae tipo |
184 (179), 141 (137), 74 (72) M thermoresistibile
176 (172), 141 (149), 91 (95), 50 (51) M sphagni
167 (162), 96 (94), 53 (51), 46 (45), 42 ( 40), 37 (36) M. poriferae
155 (145), 136 (127), 45 (42), 39 (40) M. interjectum
150 (145), 127 (127), 100 (95), M. scrofulaceum
146 (145), 102 (106), 81 (78), M. marinum ¢
145 (146), 138 (140), 95 (98), 54 (52) M. fortuitum subsp. peregrinum
144 (139), 128 (123), 98 (101), 53 (52) M. porcinum
144 (145), 74 (69), 62 (58), 55 (52) M. chelonae subsp. abscessus
143 (139), 86 (87), 58 (58), 40 (37) M. obuense
141 (140), 85 (81), 51 (54), 33 (36) M. phlei
132 (140), 104 (106), 80 (76), 41 (41), 37 (36) M. branderi
128 (127), 105 (103), 82 (78) M. kansasii tipo I°
127 (127), 104 (103), 51(59) M avium/paratuberculosis
113 (112), 104 (106) M. asiaticum
23443 13545 160 (161), 142 (145), 61 (59), M. agri
[245]  g543 154 (154), 129 (123), 63( 58), 40 (45), 41 (36) M. smegmatis
[140/85 0 151 (146), 99 (100), 53 (52), M. alvei
80] 141 (150), 120 (124), 50 (58), 40 (43), 30 (36) M. tokaiense
140 (139), 130 (130), 73 (79), 43 (40), M. shimoidei
137 (139), 117 (123), 58 (59, M. fortuitum subsp. fortuitum
133 (126, 104 (103), 73 (69) M gastrikansasii
11742 152 (145), 131 (127), 63 (57), 44 (39) M. intracellulatre
99+4 147 (145), 109 (105), 81 (78) M. malmoense
[1250 145 (140), NF (106), 59 (40), 49 (36), 42 (33), 35(23) M. hiberniae
120/100] 130 (127), 111 (112), 43 (40), 39 (35) M. gordonae tipo e
11742 214 (210), 111 (115) M. gordonae tipo ne
84+5 166 (161), 103 (104), 56 (59), 44 (42), 39 (36) M. xenopi
[125 0 158 (161), 111 (112), 54 (57) M. gordonae tipo &
120/80] 157 (152), 131 (127), 71 (69) M tuberculosis complex
145 (139), NF (123), 64 (58), 39 (32) M. senegalense
142 (141), 124 (123), 61 (58), 54 (52), 43 (43) M. farcinogenes

®Los tamafios entre corchetes son los observados para estos fragmentos en patrones descritos anteriormente.
®Los tamafios entre paréntesis son los derivados del analisis de la secuencia; (NF) diana de restriccién no
encontrada en la secuenciacion. NF fragmento no encontrado en el patrén de PRA.
“la negrilla indica PRA que no figuran en algoritmos definidos por Telenti et al., Taylor et al y Devallois et al.
dEspecies con mas de dos cepas estudiadas, se publica el tamafio medio.



