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Resumen: Debido al tratamiento diferencial que requieren las infecciones por micobacterias no tuberculosas 78
(MNT), es necesaria la identificacion precisa en aislamientos clinicos, para un manejo correcto, tratamiento 79
eficaz y estrategias de control apropiadas. Los métodos tradicionales, incluidas las pruebas fenotipicas, son 80
lentos, engorrosos y, a menudo, no definitivos. Los métodos basados en PCR, como el analisis de 81
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (PRA), aun consumen mucho tiempo y, en 82
ocasiones, conducen a una identificacién inexacta debido a que manejan fragmentos de secuencias 83
diferenciales, pero no de acuerdo a su origen evolutivo. La secuenciacion es el método mas preciso para la 84
identificacion de especies, siendo los genes 16S rRNA, hsp65 y rpoB considerados como candidatos para 85
estudios filogenéticos y diagnostico. En este estudio, desarrollamos un analisis filogenético utilizando las 86
secuencias de los genes 16S rRNA, hsp65 y rpoB de aislados clinicos de Mycobacterium, recolectados entre 87
2019 y 2022 para la categorizaciéon taxonomica de especies de Mycobacterium y evaluamos su uso para la 88
identificacion de especies de Mycobacterium de interés clinico. Ademas, analizamos la correlacion genotipo- 89
fenotipo usando caracteristicas como origen de la muestra, tasa de crecimiento y resistencia a 90
antimicrobianos. Se construy6 una matriz de alineamiento con base en las secuencias propias y un muestreo 91
del NCBI y se realizaron los analisis filogenéticos mediante PAUP 4.0. Los marcadores rpob y hsp65, 92
mostraron informacion filogenética a nivel de grupos de especies y subespecies, mientras que el gen 16S 93
rRNA, se mostr6é como el gen mas conservado, y arroj6 una estructura a nivel de complejos de especies que 94
puede ser utilizado como un primer nivel de identificacion. Los caracteres sinapomdorficos variaron entre 95
genes analizados, observandose una correlacion con el fenotipo. Las muestras clinicas mostraron homologia 96
filogenética con los grupos de M. abscessus, M. tuberculosis, M. avium, M. bovis, M. fortuitum, M intracellulare 97
y M. africanum. 98
Palabras clave: taxonomia, especies, subespecies, homologia filogenética, aislados clinicos, genes 99
conservados. 100
Abstract: Due to the differential treatment required by non-tuberculous mycobacteria (NTM) infections, 101
accurate identification in clinical isolates is necessary for correct management, effective treatment and 102
appropriate control strategies. Traditional methods, including phenotypic tests, are slow, cumbersome, and 103

often not definitive. PCR-based methods, such as restriction fragment length polymorphism (RFP) analysis, 104
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are still very time consuming and sometimes lead to inaccurate identification because they handle fragments 105
of differential sequences, but do not agree. to its evolutionary origin. Sequencing is the most accurate method 106
for species identification, with the 165 rRNA, hsp65, and rpoB genes being considered as candidates for 107
phylogenetic and diagnostic studies. In this study, we developed a phylogenetic analysis using the 165 108
rRNA, hsp65, and rpoB gene sequences of Mycobacterium clinical isolates, collected between 2019 and 2022 for 109
taxonomic categorization of Mycobacterium species, and evaluated their use for Mycobacterium species 110
identification. of clinical interest. In addition, we analyzed the genotype-phenotype correlation using 111
characteristics such as sample origin, growth rate, and antimicrobial resistance. An alignment matrix was 112
built based on own sequences and NCBI sampling, and phylogenetic analyzes were performed using PAUP 113
4.0. The rpob and hsp65 markers showed phylogenetic information at the level of groups of species and 114
subspecies, while the 165 rRNA gene was shown to be the most conserved gene, yielding a structure at the 115
level of species complexes that can be used as a first level of identification. The synapomorphic characters 116
varied between genes analyzed, observing a correlation with the phenotype. The clinical samples showed 117
phylogenetic homology with the groups of M. abscessus, M. tuberculosis, M. avium, M. bovis M. fortuitum, M. 118
intracellulare and M. africanum. 119
Keywords: taxonomy, species, subspecies, phylogenetic homology, clinical isolates, conserved genes. 120
121

122

1. Introduccion 123
124

Las especies de micobacterias no tuberculosas (MNT), son un grupo de organismos ambientales, que pueden 125
encontrarse en el agua, incluida el agua potable, el suelo, animales, plantas, alimentos, vegetacion y las heces 126
humanas. Estas especies tienen un potencial de causar diversas patologias, que varian desde infecciones 127
pulmonares, cutaneas y de tejidos blandos hasta infecciones mas profundas con o sin diseminacién sistémica. 128
Algunas especies de MNT son patogenos bien reconocidos, mientras que otras estan emergiendo recientementey =~ 129
auin no se conoce su potencial patogénico (Eisenstadt & Hall, 1995; Rahama & Thaker, 2013). 130

Actualmente, las enfermedades causadas por MNT aun aumentado en comparacion con M. tuberculosis, esto 131
puede estar relacionado con la introduccién de técnicas de laboratorio mas sensibles, al desarrollo de técnicas 132
genodmicas que permiten un diagnostico mas rapido de enfermedades micobacterianas y una diferenciacién mas 133
rapida de MNT (Field & Cowie, 2006). Se han identificado mas de 150 especies de Mycobacterium y, el rapido 134
aumento de especies identificadas se debe al avance de las técnicas genéticas (Tortoli, 2003). El progreso de la 135
genética y el desarrollo de modelos matematicos para el analisis, ademas de la aportacion de la red global de 136
secuencias genéticas disponibles en tiempo real en bases de datos de dominio ptiblico han contribuido al avance 137
y uso mas comun de los analisis filogenéticos (Faria et al., 2015). 138

139

Los estudios filogenéticos y taxondmicos de las especies de Mycobacterium se han basado en su gran mayoria 140
en el analisis del gen 16sRNA. Su alto contenido de informacién, naturaleza conservada y presencia en todos los 141
organismos han hecho de este gen un candidato apropiado para el andlisis filogenético y para la identificaciéon. 142
Sin embargo, todavia tiene algunas limitaciones, como es principalmente la similitud genética (superior al 94%) 143
que existe entre especies de los miembros del género Mycobacterium (Devulder et al., 2005). Por esta razon, la 144
combinacién de andlisis de marcadores como rpoB y hsp65 con el analisis del gen 16S rRNA se ha convertido en 145
un sistema eficaz para la identificacién de especies de micobacterias (Maleki et al., 2017). Siendo el gen de la 146
proteina de choque térmico de 65 kDa (hsp65) altamente conservado entre las especies de micobacterias con 147
regiones hipervariables (Telenti et al., 1993) y el gen rpoB que codifica la subunidad  de la ARN polimerasa 'y 148
contiene regiones de secuencias conservadas que flanquean regiones altamente variables (Boor et al.,, 1995), 149
utilizados como una herramientas alternativas o complementarias para identificar micobacterias (Adékambi et 150
al., 2003). 151

152

La identificacion correcta de las especies MNT es importante para elegir el tratamiento adecuado de los 153

pacientes o para prop0sitos epidemiologicos (Huang et al., 2020). El tratamiento va a depender de la especie de 154
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NTM. Segtin la especie este, puede ir desde el uso de antimicrobianos solos o en combinacidn, el uso de antifimicos 155
(anti-tuberculosos), hasta la debridacion quirtrgica. Por lo tanto, la identificacion de la mayoria de los 156
aislamientos de NTM debe alcanzar a nivel de especie y no inicamente como grupos de especies (Griffith et al., 157
2007), no solo para el tratamiento sino también para establecer si se trata de un colonizador de la muestra clinica 158
o un verdadero patogeno. 159
160

Las especies de MNT se clasifican tradicionalmente segtin sus tasas de crecimiento, en micobacterias de 161
crecimiento rapido (MCR) y micobacterias de crecimiento lento (MCL). Las especies que forman colonias visibles 162
en una placa de subcultivo en 3 a 7 dias se clasifican como MCR, mientras que las especies que tardan mas de 7 163
dias en formar una colonia visible se clasifican como MCL (Runyon, 1965). 164
165

Debido a que las MNT son un grupo heterogéneo de microorganismos, la susceptibilidad a los 166
medicamentos varia mucho dentro de las especies (Zhou et al., 2020). Actualmente, el tratamiento de casi todas 167
las infecciones por MCR incluye antibiéticos como macrdlidos (claritromicina, azitromicina), sulfas 168
(trimetoprima-sulfametoxazol), aminoglucésidos (amikacina, tobramicina), quinolonas (moxifloxacino, 169
ciprofloxacino), oxazolidinonas (linezolid), cefamicinas (cefoxitina), carbapenémicos (imipenem) y tetraciclinas 170
(minociclina, doxiciclina y tigeciclina). Mientras que para las infecciones causadas por el grupo de MCL, el 171
régimen ademas incluye etambutol, isoniazida, streptomicina y rifampicina (anti-tubeculosos) (Saxena et al.,, 172
2021). 173
174

Las diferencias en la susceptibilidad a los antimicrobianos que determinan las opciones de tratamiento entre 175

las diferentes micobacterias, suponen que la identificaciéon de las MNT a nivel de especie sea cada vez mas 176
importante desde el punto de vista clinico. Las pruebas de susceptibilidad a las micobacterias, por lo tanto, son 177
importantes para el manejo adecuado del paciente y debe realizarse en aislamientos clinicamente significativos 178
de ciertas micobacterias no tuberculosas (MNT) (Griffith et al., 2007). 179
180

Aunque las variaciones intraespecificas e interespecificas entre micobacterias de diferentes regiones 181
geograficas se han estudiado ampliamente utilizando secuencias de ADN de los genes 16S rRNA, rpoB y hsp65, 182
para estudios genéticos ecoldgicos, andlisis filogenéticos y evolutivos, existe una escasez de informacién sobre la 183
variacion genética entre micobacterias aisladas de poblaciones de varias regiones geograficas donde la infeccion 184
por micobacterias es un importante problema de salud (Hoefsloot et al., 2013). Ecuador dispone de informaciéon 185
limitada sobre la diversidad genética y epidemioldgica de micobacterias aisladas de muestras humanas (Buele 186
Chica, 2021) y en mayor proporcion en NTM ambientales (Musoiu Cedefio, 2020). 187
188

Por lo tanto, en este estudio, planteamos desarrollar un andlisis filogenético mediante el uso de las 189
secuencias de los genes 165 rRNA, hsp65 y rpoB para la categorizacion taxonomica e identificacion certera de 190
especies, la correlacion genotipo-fenotipo y la comprension de la prevalencia y estructura filogenética de las MNT 191

aisladas de muestras clinicas de un laboratorio privado de la ciudad de Quito, Ecuador. 192
193

2. Materiales and Métodos 194
2.1. Muestras/secuencias seleccionadas para el estudio 195
196

Se seleccionaron todas las muestras del género Mycobaterium spp. almacenadas en el servicio de 197
Microbiologia de Zurita & Zurita Laboratorios durante el periodo 2018-2022 de cultivos bacterianos provenientes 198
con origen respiratorio y no respiratorio, para un total de 57 muestras amplificadas por PCR y secuenciadas. 199

Previamente, las MNT fueron identificadas usando la tincién acidorresistente acidorresistente (Ziehl- 200
Neelsen). Las muestras fueron sembradas en medio Loewenstein-Jensen y en Middlebrook 7H9 en el sistema 201
bacteriolégico automatizado BACTEC 320. 202

203

Para fines de este estudio las cepas previamente aisladas e identificadas fueron descongeladas y 204
subcultivadas en medio agar chocolate para las de crecimiento rapido y en Lowenstein-Jensen para las de 205
crecimiento lento e incubadas a 35°C con CO: al 5 %. 206

207

La identificacion definitiva fue realizada mediante métodos moleculares usando la secuenciacion de los 208
genes 16S rRNA, rpoB, hsp65. Las secuencias se introdujeron en GenBank para su identificacion preliminar, sin = 209
embargo, en ciertos casos donde las especies estan estrechamente relacionadas las secuencias no pudieron 210
identificar definitivamente las cepas. Por lo que, todas las especies fueron sometidas a un analisis filogenético. 211
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212
Se utiliz6 la prueba de Fisher para evaluar las diferencias en los datos de las diferentes especies de 213
micobacterias analizadas. La significacion estadistica se fijé en p < 0,05. Los analisis se realizaron en Past4.06b 214

(Hammer et al., 2001). 215
216
2.2. Andlisis resistencia a antimicrobianos 217
218

Las muestras positivas fueron detectadas por el sistema BACTEC 960 (Becton Dickinson, EE. UU.). Las 219
pruebas de resistencia a antibioticos, se evalué mediante la técnica de microdilucion en caldo (MIC) usando las 220
placas del sistema Sensititre (Thermo Fisher Scientific, USA) para NTM de crecimiento lento (SLOMYCO) y NTM 221
de crecimiento rapido (RAPIDMYCO), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (Huang et al., 2020). 222

Los antibidticos probados para MCR fueron trimetoprima/sulfametoxazole, amikacina, claritromicina, 223
moxifloxacino, ciprofloxacino, linezolid, doxiciclina, tigeciclina, tobramicina, imipenem, minociclina, 224
amoxicilina/acido clavulanico, cefepima, ceftriaxona, y para MCL fueron: trimetoprima/sulfametoxazole, 225
amikacina, claritromicina, moxifloxacino, ciprofloxacino, linezolid, doxiciclina, etambutol, estreptomicina, 226
etionamida, isoniazida, rifabutina, y rifampicina. La interpretacién se realizo segtn las guias del CLSI (CLSI, 227
2018). Muchas micobacterias no tienen puntos de corte establecidos, por lo que para algunas de ellas ademas del 228
CLSI se reviso otras guias (Vega et al., 2016). 229

230

Se calculd el indice de resistencia antibacteriana (ARI) (Mohanta & Goel, 2014), para evaluar la resistencia 231
en las diferentes especies de micobacterias identificadas. Este indice relaciona la susceptibilidad a los patdgenos 232
y el uso de antibidticos para representar el nivel general de resistencia y la eficacia de la terapia con antibiéticos 233

(Klein et al., 2019). 234
235
236
2.3. Extraccion, amplificacion y secuenciacion gendémica 237
238

El ADN genoémico se extrajo usando el kit QIAamp DNA Minikit (QIAgen, Hilden, Alemania), directamente 239
de medio agar chocolate o del Lowenstein-Jensen una vez que las MNT formaron colonias visibles. Los 240
procedimientos y reactivos se utilizaron de acuerdo con el protocolo del fabricante. E1 ADN eluido se almacendéa 241
-20°C hasta el analisis por PCR. Se realiz6 la amplificacion de los genes 16S rRNA, rpoB y hsp65. Los cebadores 242

para amplificacion se pueden visualizar en la Tabla 1. 243
244
Tabla 1. Cebadores usados para amplificacion de genes 16S rRNA, rpoB y hsp65 245
Genes Cebadores Secuencia Tamario del Referencia
fragmento
hsp65 TB 11 ACCAACGATGGTGTGTCCT 400 pb (Telenti et al.,
TB 12 CTTGTCGAACCGCATACC 1993)
16S rRNA 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1500 pb (Heuer et al.,
1492R TACGGYTACCTTGTITACGACTT 1997)
rpoB rpoB-R AGCGGCTGCTGGGTGATCATC 720 pb (Adékambi et
rpoB-F GGCAAGGTCACCCCGAAGGG al,, 2003)
246

Se utilizaron las siguientes condiciones de ciclado: desnaturalizacion inicial de 4 min a 95 °C; 35 ciclos de 247

30s a 95°C, 1 min a 60°C (hsp65), 55°C (rpoB), 57°C (16S rRNA), 1 min a 72°C; y una extension final de 10 min a 248
72°C. Los productos de PCR fueron visualizados en electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % bajo luz ultravioleta. 249
Los productos de PCR de los tres genes fueron secuenciados por el método Sanger utilizando los mismos 250
cebadores de amplificacion, a excepcidon del gen 16S rRNA en los que se usaron los cebadores 518F (5'- 251
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3") y 800R (5-TACCAGGGTATCTAATCC-3") para cubrir toda la region 252
(Ghyselinck et al., 2013). 253
254

255

256

257

258
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2.4 Alineamiento de secuencias y BLAST

Las secuencias producto de los cebadores directo (forward) e inverso (reverse) fueron alineadas entre si usando
el programa Sequencher 5.4.6 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA) para obtener una secuencia
consenso (Edgar, 2004), rotulada con cddigo rescpectivo.

Las secuencias consenso fueron alineadas y comparadas con la base de datos de NCBI o GenBank usando
la herramienta de busqueda de alineamiento local basica BLAST-n NCBI, para realizar un primer nivel de
identidad o porcentaje de similaridad nucleotidica y el valor de cobertura.

Se muestrearon en NCBI secuencias de micobacterias para cada marcador (165 rRNA, rpoB y hsp659)
utilizando el criterio de aquellas secuencias de identidad cercana a los BLAST obtenidos con las muestras de
laboratorio. Un total de 167 secuencias fueron muestreadas; de ellas 53 para 16S, 57 para rpoB y 57 para hsp65. Se
incluyeron para el analisis secuencias de grupos hermanos de referencia y grupos externos como especies de
Tsukamurella, Gordonia y Nocardia (Ledesma et al., 2022). Las secuencias de especies de Mycobacterium y grupos de
referencia utilizadas se muestran en la Tabla 2 con sus respectivas localidades, origen de la muestra y cédigo de
acceso de GeneBank.

Tabla 2. Secuencias de especies de Mycobacterium y grupos de referencia con sus respectivas localidades, origen de la muestra y

codigo de acceso de GeneBank.

Codigo de
Genes acceso de Especie Localidad Origen de muestra
GeneBank
AJ508748.1 Nocardia puris Alemania absceso
KP137526.1 Nocardia cyriacigeorgica Iran muestra de suelo
X81923.1 Gordonia sputi Francia ND
AB624257.1 Gordonia iterans Japon esputo
AB239925.1 Mycobacterium kumamotonense Japon esputo
DQ157760.2 Mycobacterium arupense USA tendon
KR025879.1 Mycobacterium virginiense USA tendon
GU142938.1 Mycobacterium bovis Iran biopsia hueso
X52917.1 Mycobacterium tuberculosis Alemania ND
AJ536035.1 Mycobacterium kansasii Alemania ND
AJ536037.1 Mycobacterium avium subsp. avium Alemania ND
EF521892.1 Mycobacterium avium subsp. hominissuis Francia ND
165 X52927.1 Mycobacterium intracellulare Alemania ND
EU266632.1 Mycobacterium marseillense Francia ND
X52926.1 Mycobacterium szulgai Alemania ND
X52923.1 Moycobacterium gordonae Alemania ND
MW331596.1 Mycobacterium simiae Iran esputo
X55602.1 Mycobacterium thermoresistible Alemania ND
AF107039.2 Mycobacterium monacens Alemania ND
GU142927.1 Mycobacterium phlei Iran lavado bronquial
AY457083.1 Mycobacterium wolinskyi Francia ND
X55597.1 Moycobacterium obuense Alemania ND
HQ009482.1 Mycobacterium iranicum Iran lavado broncoalveolar
AY457066.1 Mycobacterium fortuitum Francia ND
AY457084.1 Mycobacterium farcinogenes Francia ND
AY457081.1 Mycobacterium senegalense Francia ND

259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275

276
277

278
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AF480588.1 Mycobacterium porcinum Canada ND
AY859684.1 Mycobacterium conceptionense Francia ND
AJ746070.2 Mycobacterium llatzerense Espana agua de hemodialisis
LC082316.1 Mycobacterium peregrinum Japon ND

AY457074 Mycobacterium mucogenicum Francia ND
AY859682.1 Mycobacterium phocaicum Francia ND
AF480593.1 Mycobacterium neoaurum Canada ND
AY449728.1 Mycobacterium cosmeticum USA lesién grar}ulo.matosa

subdérmica
KY392537.1 Mycobacterium aquaticum Italia agua de hemodialisis
ON194490.1 Mycobacterium abscessus subsp. abscessus China ND
AY457071.1 Mycobacterium abscessus Francia ND

JX266694.1 Mycobacterium chelonae Iran lavado broncoalveolar
HE654001.1 Mycobacterium immunogenum Alemania ND

X92981.1 Tsukamurella pulmonis Alemania esputo
Y12248.1 Tsukamurella tyrosinosolvens USA cultivo de sangre

JF491320.1 Mycobacterium monacense USA ND
JX154110.1 Mycobacterium chelonae Mexico ND
MZ927076.1 Mycobacterium immunogenum China piel
KU146534.1 Mycobacterium abscessus subsp. massiliense Espana pulmoén
JX154114.1 Mycobacterium abscessus subsp. bolletii Mexico ND
OL704725.1 Mycobacterium abscessus subsp. abscessus China esputo
AY458075.1 Mycobacterium abscessus Francia ND
AF547849.1 Mycobacterium kansasii Francia ND
AY299144.1 Mycobacterium tuberculosis Korseuardel ND
AF547803.1 Mycobacterium africanum Francia ND
AF547813.1 Mycobacterium bovis Francia ND
CP074075.1 Mycobacterium tuberculosis USA ND
AF547848.1 Mycobacterium intracellulare Francia ND

hsp65 KF224991.1 Mycobacterium yongonense Italia muestra pulmoénar
EU239788.1 Mycobacterium marseillense Francia tracto respirtorio
MW523771.1 Mycobacterium avium subsp. hominissuis USA agua potable
AF547808.1 Mycobacterium avium subsp. avium Francia ND
AY299137.1 Moycobacterium avium subsp. paratuberculosis Korseuardel ND
MT433534.1 Mycobacterium intracellulare subsp. chimaera USA suelo
AF547875.1 Mycobacterium simiae Francia ND
AF547840.1 Mycobacterium gordonae Francia ND
MF411147.1 Mycobacterium marinum Sudafrica ammalegs;i;ztlcos de
AF547878.1 Mycobacterium szulgai Francia ND
AF547880.1 Mycobacterium thermoresistibile Francia ND
AB239920.1 Mycobacterium kumamotonense Japon ND
MK587449.1 Mycobacterium virginiense Japon heces
EU191917.1 Moycobacterium arupense Francia ND
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AM421344.1 Mycobacterium llatzerense Espana agua de hemodialisis
AY458078.1 Mycobacterium mucogenicum Francia ND
DQ987726.1 Mycobacterium phocaicum Francia ND
AF547860.1 Mycobacterium neoaurum Francia ND
AY449730.1 Mycobacterium cosmeticum USA les1orslfl:32;1rlnoircr;atosa
AF547867.1 Mycobacterium porcinum Francia ND
AY458069.1 Mycobacterium peregrinum Francia ND
AM902957.1 Mycobacterium conceptionense Rei.no ND
Unido
AF547830.1 Mycobacterium farcinogenes Francia ND
AY458087.1 Mycobacterium fortuitum Francia ND
AY458072.1 Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum Francia ND
KY392538.1 Mycobacterium aquaticum Italia ND
FJ531484.1 Mycobacterium wolinskyi Brasil herida quirtirgica
AY299158.1 Mycobacterium phlei Korsejrdel ND
KT992221.1 Moycobacterium obuense Portugal ND
DQ381734.2 Mycobacterium iranicum Italia ND
KP284450.1 Nocardia sp. Cuba suelo agricola
AY903632.1 Nocardia puris Francia ND
KY818059.1 Nocardia beijingensis Brasil absceso cutdneo en la
cadera
AY299155.1 Mycobacterium mucogenicum Korseuardel ND
AP025457.1 Tsukamurella pulmonis Japon ND
CP001966.1 Tsukamurella paurometabola USA suelo
CP026746.1 Nocardia cyriacigeorgica USA ND
CP089214.1 Nocardia asteroides USA ND
CP059491.1 Gordonia jinghuaiqii China heces
LC549669.1 Mycobacterium marinum Japon agleaz dzoj:iji;iiic;lfijo
CP074075.1 Mycobacterium tuberculosis USA ND
LR699570.1 Mycobacterium tuberculosis variant bovis Francia organos animales
JF923622.1 Mycobacterium africanum USA ND
tpoB KU362968.1 Mycobacterium kansasii Iran esputo
JN881348.1 Mycobacterium szulgai USA muestra animal
KF910171.1 Moycobacterium gordonae Korseuardel bubdn
AP020326.1 Moycobacterium avium subsp. hominissuis Japon contenidos estomacales
de un potro abortado
EF521906.1 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis Francia ND
GQ153306.1 Mycobacterium avium subsp. avium USA ND
EF584444.1 Mycobacterium marseillense Francia tracto respirtorio
GQ153309.1 Mycobacterium chimaera USA ND
KP401758.1 Mycobacterium yongonense China muestra de vias

respiratorias
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KF910215.1 Mycobacterium intracellulare Korsejrdel toro
FJ418047.1 Mycobacterium simiae Italia ND
JN571260.1 Mycobacterium kumamotonense Italia ND
KR025887.1 Mycobacterium virginiense USA codo
KU362995.1 Mycobacterium thermoresistibile Iran esputo
JE712875.1 Mycobacterium neoaurum USA muestra animal
JQ906698.1 Mycobacterium iranicum I]’;ljsct)ess esputo
ON994958.1 Mycobacterium porcinum Espana tejido
JN400399.1 Mycobacterium conceptionense USA punta del catéter
JE706631.1 Mycobacterium senegalense USA muestra animal
JE712876.1 Mycobacterium peregrinum USA muestra animal
KY947149.1 Mycolicibacterium farcinogenes Iran esputo
JE346874.1 Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum USA muestra animal
FJ531483.1 Mycobacterium wolinskyi Brasil herida quirtrgica
KY392539.1 Mycobacterium aquaticum Italia ND
MK105546.1 Mycobacterium abscessus Iran esputo
KT185541.1 Mycobacterium abscessus subsp. abscessus Espana pulmoén
KF360857.1 Mycobacterium abscessus subsp. bolletii USA esputo
KU146533.1 Mycobacteroides abscessus subsp. massiliense Espana pulmoén
KT779874.1 Mycobacterium chelonae Bélgica ND
EU109285.1 Mycobacterium immunogenum Francia ND
AY859700.1 Mycobacterium phlei Francia ND
JN571227.1 Mycobacterium arupense Italia ND
KU361327.1 Mycobacterium monacense Ecuador lesion nodular
HM807441.1 Mycobacterium mucogenicum Italia ND
AM421395.1 Mycobacterium llatzerense Espana agua de hemodialisis
EU770581.1 Mycobacterium phocaicum Francia torres de enfriamiento

ND= No determinado

Se construy6 una matriz de alineamiento por cada gen o marcador mediante ClustalW en MacVector
software 18.2.5 con parametros de Penalidad de Creacion de Gap-GOP y Penalidad de Extension de Gap-GEP de
30.0 y 10.0 respectivamente buscando el mayor grado de homologia posicional.

2.5 Analisis Filogenéticos

Se utilizaron las respectivas matrices alineadas para la construccion de las hipotesis o arboles filogenéticos
como segundo nivel de identificacién, utilizando el software PAUP 4.0 (build 169) para optimizacion de
Parsimonia Maxima (MP) y MEGAX para Maxima Verosimilitud (ML) de los genes 16S rRNA, rpoB y hsp65.

El modelo de substitucion nucleotidica de cada matriz para el analisis de ML fue calculado por Model Test
bajo MEGAX calculado mediante el criterio de Akaike y Bayesian Inference Criteria (BIC). El arbol de ML fue
construido con un arbol inicial de MP y el modelo respectivo para cada matriz-gen-marcador.

La construccion de MP fue realizada con 1.000 réplicas de adicién al azar de taxa y caracteres y barrido de

ramas con TBR (Tree Bisection and Reconnection). Posteriormente se realiz6 un repesado de caracteres homdlogos
mediante el indice de consistencia recalculado (RCI) y se obtuvo los valores (en %) de soporte de ramas mediante
1.000 pseudoréplicas de bootstrap de la matriz como apoyo estadistico a posteriori de clados o ramas (Felsestein
1985). La secuencia de los analisis esta basada en trabajos previos (Ledezma et al 2021; Carrillo et al 2022, De la
Cadena et al 2022 y otros). Bajo el mismo procedimiento, luego de cada construccién por separado se realizé un
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analisis concatenado de los tres genes como verificacion por la topologia final del nivel de informacién de cada 300
gen. 301
302
Como tercer nivel de verificacion de identificacién molecular y con fines de clasificacién en complejos, 303
grupos y verificaciéon de especies filogenéticas (concepto de especie filogenética), se evaludé cada clado 304
monofilético mediante la divergencia entre e intra clados mediante la construccion de matrices de distancia (y % 305
divergencia x 100) mediante el modelo de p-distancia sin corregir, asi como entre secuencias obtenidas del NCBI 306
y las obtenidas en el laboratorio. 307
308
2.6 Consideraciones éticas 309
310
Las muestras de mycobacterias provienen del cepario de la Unidad e Investigaciones en Biomedicina de 311
Zurita&Zurita Laboratorios quien aprobo el uso de las micobacterias del cepario, y no tienen informacion 312
relacionada con datos de pacientes. 313
314
3. Resultados 315
3.1. Poblacion de estudio 316
Se recolectaron los datos de perfiles de sensibilidad, la naturaleza de la muestra clinica, tipo de crecimiento 317
y afo de recoleccion de todos los aislados. La mayoria de las micobacterias fueron aisladas de muestras 318
respiratorias (31/57; 54.4%), seguida de piel y tejidos blandos (25/57; 43.8%) y una efusién (1/57; 1.8%). 319
En el afio 2021, se recolectaron la mayoria de aislados (19/57; 33.3%), seguido del 2019 (14/57; 24.6%), 2022 320
(13/57; 22.8%), 2020 (6/57; 10.5%), y 2018 (5/57; 8.8%) (Tabla 3). 321
Tabla 3. Caracteristicas fenotipicas por complejos de micobacterias aisladas, cultivadas y almacenadas 322
*=valores estadisticamente significativos (p<0.05) 323
b M. M. M. avium P M. M.
Caracteristica avscessits P-value  intracellulare  P-value complex ) fortuitum P-value marimun P-value
chelonae value
complex (5) (8) complex (5) (1)
complex (35)
Respiratoria 18 0.3793 5 0.0586 7 0.0635 0 0.0327* 0 0.4423
Origen de - -
muestra No 17 0 1 5 1
respiratoria
2018 3 1 0 1 1 0.5666 1 0.397 0 1
2019 6 0.0581 3 0.1031 3 0.4134 2 0.5954 0 1
Afio 2020 3 0.5442 0 1 0 1 0 1 0 1
2021 16 0.0379* 2 1 1 0.2358 0 0.1492 0 1
2022 7 0.5061 0 0.3208 3 0.382 2 0.5837 1 0.2407
De 57 muestras, tres (3/57; 5.26%) fueron identificados como M. tuberculosis y 54 (94.74%) como MNT, por 324
métodos fenotipicos. En el 29.82% (17/57) de los casos, las MNT fueron clasificadas como micobacterias de 325
lento crecimiento (MCL) y el 70.17% (40/57) como micobacterias de rapido crecimiento (MCR). 326
Todas las muestras se amplifico el material genético para los genes 16s TRNA, rpoB y hsp65. Cuatro muestras 327
(L166, L493, L365, L495) fueron excluidas del andlisis filogenético para el gen 16s rRNA y del concatenado 328
ya que se obtuvo una secuencia con multiples picos para este gen. 329
3.2. Analisis resistencia a antimicrobianos 330
3.2.1. Analisis resistencia a antimicrobianos en MCR 331
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Todos los aislamientos se sometieron a pruebas de susceptibilidad. La amikacina fue el farmaco mas activo
frente a MCR. Ningun aislado fue resistente a amikacina. Una tinica cepa fue resistente a tigeciclina. Para
la claritromicina, el 7.5% (3/40) de MCR fueron resistentes. La tasa de resistencia a linezolid fue del 42.5%.
Las tasas de resistencia a amoxicilina/acido clavuldnico, cefepima y ceftriaxona mostraron una resistencia
del 100% en todos los aislamientos del grupo MCR. Las tasas de resistencia a minociclina (32/40; 80%),
imipenem (25/40; 62.5%), tobramicina (27/40; 67.5%), doxiciclina (32/40; 80%), ciprofloxacina (33/40; 82.5%),
moxifloxacino (20/40; 50%) y trimetoprima/sulfametoxazol (25/40; 62.5%) fueron altas para MCR (Tabla 4).
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350
Tabla 4. Perfil de susceptibilidad de micobacterias de crecimiento rapido usando el sistema Sensititre 351
Micobacterias de crecimiento rapido
= =
9] ]
S - ~ 2
g — X S X —~ —_ Q . = :L; ~
£ E E E 5 ; : : 5 2 : :
Cepa (n) Susceptibilidad 5 &£ £ 2 g g = 5 £ g g g = E g
K < g ke g 5 3 g g g B < & £
= E g i g & 8 8 4 E & 5 5 k3
= = [l — =
£ 5 = 5 - = > g v
£ g
= <
Mycobacterium Susceptible 11 (50%) 22 (100%) 20 9 (40.9%) 0 (0%) 13 (59.1%) 1 (4.5%) 21 4(182%)  3(13.6%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
abscessus (90.9%) (95.4%)
subsp. Resistente 11 (50%)  0(0%) 2(10%)  13(59%)  22(100%) 9 (40.9%)  21(95.4%) 1 (4.5%) 18 19 22 (100%) 22 (100%) 22 (100%) 22
abscessus (22) (81.8%) (86.4%) (100%)
Mycobacterium Susceptible 0(0%)  5(100%) 5(100%)  1(20%) 1(20%) 3 (60%) 1(20%)  5(100%) 1 (20%) 1(20%) 1(20%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
“”S"Ifss"s Resistente 5 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (80%) 4 (80%) 2 (40%) 4 (80%) 0 (0%) 4 (80%) 4 (80%) 4 (80%) 5(100%)  5(100%) 5 (100%)
subsp.
massiliense (5)
Mycobacterium Susceptible  1(100%)  1(100%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(100%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
abscessus Resistente 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(100%) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1(100%)  1(100%)  1(100%)  1(100%) 1 (100%)
subsp. bolletii
(1)
Mycobacterium Susceptible 0(0%)  7(100%) 7(100%) 5(71.4%) 1(14.3%) 5 (71.4%) 3(42.8%)  7(100%)  7(100%)  7(100%) 3 (42.8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
chelonae (7) Resistente 7 (100%) 0 (0%) 0(0%)  2(28.6%) 6 (85.7%) 2 (28.6%) 4 (57.1%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4(57.1%) 7 (100%)  7(100%) 7 (100%)
Mycobacterium Susceptible 0(0%)  2(100%) 2(100%)  2(100%) 2 (100%) 0 (0%) 2(100%) 2 (100%) 0 (0%) 2(100%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
""”“’PZ‘)’"E”S“ Resistente 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 2(100%)  2(100%) 2 (100%)
Mycobacterium Susceptible 3 (100%) 3 (100%) 2(66.7%)  3(100%) 3 (100%) 2 (66.7%) 2(66.7%) 3 (100%) 0 (0%) 2(66.7%) 2 (66.7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
fortuitum (3) Resistente 0 (0%) 0(0%)  1(333%)  0(0%) 0 (0%) 1(33.3%) 1(33.3%) 0 (0%) 3(100%) 1(33.3%) 1(33.3%) 3(100%)  3(100%) 3 (100%)
352
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3.2.2. Anadlisis resistencia a antimicrobianos en MCL

No se observ¢ resistencia a claritromicina en ninguin aislado. Las tasas de resistencia a ciprofloxacino (6/17;
42.8%), linezolid (6/17; 42.8%), trimetoprim/sulfametoxazol (5/17; 35.7%), moxifloxacino (5/17; 35.7%),
ethionamide (4/17; 28.6%), rifabutina (3/17; 21.4%), amikacina (2/17; 14.3%), rifampicina (2/17; 14.3%),
ethambutol (2/17; 14.3%), fueron inferiores al 50% a excepcion de estreptomicina (7/17; 50%), isoniazida

(7/17; 50%) y doxiciclina (11/17; 78.6%) (Tabla 5).
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360
Tabla 5. Perfil de susceptibilidad de micobacterias de crecimiento lento usando el sistema Sensititre 361
Micobacterias de crecimiento lento
9
=
2 —~
§ —~ § ;\? °\E D < éo, \? —~ —~ )
5 g = = = S S g = < S g S
] N c ~ ~
3 a g g g = g £ g s = = &
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Cepa (n) Susceptibilidad 8 -5 E 3 g = = = E g 2 5 g
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£
&

Mycobacterium Susceptible ~ 1(100%)  1(100%) 1(100%)  1(100%) 1 (100%) 1 (100%) 0 (0%) 1(100%)  1(100%)  1(100%) 0 (0%) 1 (100%) 1 (100%)
marinsm (1) Resistente 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Mycobacterium Susceptible 4 (57.1%) 6 7(100%) 3 (42.8%) 3 (42.8%) 2 (28.6%) 2(28.6%) 5(714%)  3(42.8%) 5 (714%)  3(42.8%)  6(85.7%) 5 (71.4%)

avium subsp (85.7%)
hominissuis (7) Resistente 3 (42.9%) 1 0(0%)  4(57.1%) 4 (57.1%) 5 (71.4%) 5(714%)  2(28.6%)  4(57.1%)  2(28.6%) 4(57.1%)  1(143%) 2 (28.6%)
(14.3%)
Mycobacterium Susceptible 0 (0%) 0(0%)  1(100%)  1(100%) 1 (100%) 1 (100%) 1(100%)  1(100%)  1(100%)  1(100%) 1 (100%) 1 (100%) 1 (100%)
avium complex (1) Resistente 1(100%)  1(100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Mycobacterium Susceptible  2(100%)  2(100%) 2 (100%)  2(100%) 2 (100%) 2 (100%) 0 (0%) 2 (100%) 1(50%) 2 (100%) 1 (50%) 2 (100%) 2 (100%)
intracellulare 2) Resistente 0(0%) 00%)  0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 2(100%) 0 (0%) 1(50%) 0.(0%) 1(50%) 0.(0%) 0(0%)
Mycobacterium Susceptible  2(66.7%)  3(100%) 3(100%) 2 (66.7%)  1(33.3%) 2 (66.7%) 0 (0%) 3(100%)  1(333%) 1(333%) 1(333%)  1(333%) 3 (100%)
""t’““’l””’(g)"’ Resistente 1(333%)  0(0%) 0(0%)  1(333%) 2 (66.7%) 1(33.3%) 3 (100%) 0 (0%) 2(667%)  2(66.7%)  2(66.7%) 2 (66.7%) 0 (0%)
complex
362
363
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Se observo diferencias entre entre los dos tipos de micbacterias (MCR y MCL) en cuanto al indice ARI (0.54
vs. 0.25). Las MCR mostraron una mayor tasa de resistance frente a las MCL. Las 3 subpespecies de M.
abscessus mostraron la mayor tasa de resistencia entre MCR en cuanto al indice ARI (0.65). Dentro del grupo
de MCL las cepas pertenecientes a M. avium mostraron una mayor tasa de resistencia segtine el indice ARI
(0.41). Tras el analisis del indice ARI se obtuvo que M. abscessus-chelone complex mostr6é un valor mas alto
frente a las demas complejos con un valor de 0.61 (Tabla 6 y Tabla 7).

Tabla 6. Calculo del indice de resistencia a antimicrobianos de aislados de MCL

Cepa (n) M. marinum M. avium M. avium M. M. intracellulare
1) subsp complex (1) intracellulare complex (3)
hominissuis )
(7)
Trimetoprim/sulfametoxazole 0 (0%) 3 (42.8%) 1 (100%) 0 (0%) 1 (33.3%)
n (%)

Amikacina n (%) 0 (0%) 1(14.3%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Claritromicina n (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Moxifloxacino n (%) 0 (0%) 4 (57.1%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33.3%)
Ciprofloxacino n (%) 0 (0%) 4 (57.1%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (66.7%)

Linezolid n (%) 0 (0%) 5 (71.4%) 0 (0%) 0 (0%) 1(33.3%)

Doxiciclina n (%) 1 (100%) 5 (71.4%) 0 (0%) 2 (100%) 3 (100%)

Ethambutol n (%) 0 (0%) 2 (28.6%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Estreptomicina n (%) 0 (0%) 4 (57.1%) 0 (0%) 1 (50%) 2 (66.7%)

Ethionamide n (%) 0 (0%) 2 (28.6%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (66.7%)

Isoniazida n (%) 1 (100%) 4 (57.1%) 0 (0%) 1 (50%) 2 (66.7%)

Rifabutina n (%) 0 (0%) 1(14.3%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (66.7%)

Rifampicina n (%) 0 (0%) 2 (28.6%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

ARI 0.15 0.41 0.15 0.15 0.41
Tabla 7. Calculo del indice de resistencia a antimicrobianos de aislados de MCR

Cepa (n) M. M. M. M. M. M. fortuitum (3)
abscessus abscessus abscessus  chelonae conceptionense
subsp. subsp. subsp. ) 5(2)
abscessus massiliense  bolletii (1)
(22) (5)

Trimetoprim/sulfametoxazo 11 (50%) 5 (100%) 0 (0%) 7 (100%) 2 (100%) 0 (0%)

le n (%)

Amikacina n (%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Claritromicina n (%) 2 (9.1%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (33.3%)
Moxifloxacino n (%) 13 (59.1%) 4 (80%) 1 (100%) 2 (28.6%) 0 (0%) 0 (0%)
Ciprofloxacino n (%) 22 (100%) 4 (80%) 1 (100%) 6 (85.7%) 0 (0%) 0 (0%)

Linezolid n (%) 9 (40.9%) 2 (40%) 1 (100%) 2 (28.6%) 2 (100%) 1 (33.3%)

Doxiciclina n (%) 21 (95.4%) 4 (80%) 1 (100%) 4 (57.1%) 0 (0%) 1 (33.3%)

Tigeciclina n (%) 1 (4.5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Tobramicina n (%) 18 (81.8%) 4 (80%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) 3 (100%)

Imipenem n (%) 19 (86.4%) 4 (80%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (33.3%)
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Minociclina n (%) 22 (100%) 4 (80%) 1 (100%) 4 (57.1%) 0 (0%) 1(33.3%)
Amoxicilina/acido 22 (100%) 5 (100%) 1(100%) 7 (100%) 2 (100%) 3 (100%)
clavulanico n (%)
Cefepime n (%) 22 (100%) 5 (100%) 1 (100%) 7 (100%) 2 (100%) 3 (100%)
Ceftriaxona n (%) 22 (100%) 5 (100%) 1(100%) 7 (100%) 2 (100%) 3 (100%)
ARI 0.66 0.66 0.64 0.47 0.43 0.40
385
3.3 Identificacion molecular mediante andlisis filogenéticos 386
Se construyeron los arboles filogenéticos de los tres genes 16s rRNA, rpoB y hsp65, primero a partir de los 387
genes por separado y luego usando los datos concatenados a partir de un solo conjunto de datos de 388
alineacion. Todos los arboles se enraizaron usando como grupos externos las secuencias de las especies de 389
Nocardia, Gordonia y Tsukamurella, formando un grupo monofilético y basal con respecto a las especies de 390
Muycobacterium que se ubicaron internamente en un grupo monofilético. Las topologias y mayoria de las 391
interrelaciones entre las especies de Mycobacterium fueron muy similares y consistentes en todos los arboles 392
construido, asi como los resultados de MP y ML. 393
394
3.3.1. Analisis filogenético gen 16s rRNA 395
Para la construccion del arbol filogenético con base en el gen 16s rRNA se utiliz6 una matriz de 396
alienamiento resultante de 1400 pares de base o caracteres posicionales por 102 secuencias o taxas. El arbol 397
resultante se muestra en la Figura 1. Se pudo observar la agrupacién de los miembros del género 398
Mycobacterium en cuatro clados principales. Dos de estos clados se componen de especies de crecimiento 399
lento, mientras que los otros dos clados se componen de especies de crecimiento rapido. Dentro del clado 400
de especies de crecimiento rapido, el subclado basal corresponde al grupo que denominamos “Fortuitum" 401
que abarca la mayoria de las otras especies de rapido crecimiento y el subclado interno o derivado como 402
“ Abscessus-Chelonae”. Las relaciones entre las especies del subclado “Fortuitum" fueron dificiles de 403
discernir, a diferencia de los miembros del subclado “Abscessus-Chelonae” que formaron un linaje 404
monofilético con un valor de bootstrap del 100% dentro de las otras especies de Mycobacterium de 405
crecimiento rapido y comprende el linaje de ramificacion mds profunda entre las especies de 406
Mycobacterium. Para el caso de las especies M. phlei, M. thermoresistible y M. monacense, que componen las 407
especies de crecimiento rapido y pertenecen al subclado “ Fortuitum”, se observé la formacién de un linaje 408
de ramificaciéon mas temprano dentro del género Mycobacterium. 409
De los dos clados de micobacterias de crecimiento lento, el subclado designado como "Tuberculosis- 410
Avium", contiene a la mayoria de las especies de micobacterias clinicamente importantes, como son M. 411
tuberculosis y M. avium; y el subclado "Terrae", que forma un clado hermano y derivado con el subclado 412
"Tuberculosis-Avium". 413
El porcentaje de divergencia de las secuencias 165 rRNA dentro de cada subclado fue bajo, las especies del 414
subclado”Terrae” tuvieron un valor de 1.46%, del subclado " Tuberculosis-Avium" un valor de 1.23%, del 415
subclado “Abscessus-Chelonae” un valor de 0.93%, y del subclado “Fortuitum” un valor de 1.15%. Para el 416
caso de complejos los porcentajes de divergencia fueron para M. tuberculosis complex 0.35%, M. avium 417
complex 0.079%, M. intracellulare complex 0.20%, M. abscessus-chelonae complex 0.20% y M. fortuitum 418
complex 0.1%. 419
La divergencia entre los complejos M. tuberculosis y M. avium fue del 1.80%, entre M. tuberculosis y M. 420
intracellulare fue 2%, entre M. avium y M. intracellulare fue 0.6% y la divergencia entre los complejos de M. 421

abscessus-chelonae y M. fortuitum fue del 3,97 %. 422
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De las 54 muestras analizadas usando el gen 165 rRNA, unicamente tres aislados fueron identificados a
nivel de especie: la muestra L572 como M. marinum, L535 como M. chelonae y L39 como M. fortuitum. Los
demads aislamientos se identificaron a nivel de complejo o grupo, siendo la mas predominante M. abscessus-
chelonae complex.

423
424
425
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3.3.2. Analisis gen rpoB 430
En el caso del gen rpoB, se utilizé una matriz de alienamiento resultante de 720 pares de base o caracteres 431
posicionales por 102 secuencias o taxas. Esta region no mostrd la misma topologia que la de un arbol 432
construido a partir del gen 16S rRNA tras el analisis filogenético. El arbol basado en el gen rpoB de 433
micobacterias se muestra en la Figura 2. 434
En la topologia de rpoB, Mycobacterium se muestra como un clado monofilético con respecto a los grupos 435
de referencia. Se observo la formacion de dos grupos monofiléticos claramente diferenciados. El grupo A 436
formado por las especies pertenecientes a los complejos M. tuberculosis, M. avium-intracellulare y M. 437
fortuitum y el grupo B formado por las especies del complejo M. abscessus-chelonae, que presenta una 438
ramificaciéon mas temprana dentro del género Mycobacterium. Esta distribucion de las especies podria estar 439
relacionada con la susceptibilidad a los antibioticos, asi las especies pertenecientes a M. abscessus-chelonae 440
complex con un valor mds alto ARI forman un clado separado con respecto a las otras especies de 441
micobacterias (Figura 2). 442
El gen rpoB no logro diferenciar entre subespecies o variantes de los diferentes complejos, a excepcion del 443
complejo M. abscessus en el cual se logré diferenciar claramente M. chelonae de M. abscessus, pero no se logré 444
la diferenciacién entre las subespecies del complejo M. abscessus agrupando a M. bolletii y M. massiliense 445
como M. bolletii/massiliense, unicamente M. abscessus subsp. abscessus formoé un grupo monofilético con un 446
bootstrap de 100% con los aislados relacionados. 447
Para el gen rpoB, el porcentaje de divergencia de las especies dentro de los complejos para M. tuberculosis 448
tuvieron un valor de 1.54%, M. avium un valor de 0.33%, M. intracellulare un valor de 0.80%, M. abscessus- 449
chelonae un valor de 2.76% y M. fortuitum un valor de 3.20%. 450
La divergencia entre los complejos M. tuberculosis y M. avium fue del 14.89%, entre M. tuberculosis y M. 451
intracellulare fue 14.61%, entre M. avium y M. intracellulare fue 5.6%, y la divergencia entre los complejos de 452
M. abscessus-chelonae y M. fortuitum fue del 12.28%. 453
De los 57 aislados clinicos se logré identificar 39 aislados a nivel de especie: 28 aislamientos se identificaron 454
como M. abscessus, de los cuales 22 fueron identificados a nivel del subespecie como M. abscessus subsp. 455
abscessus; siete aislados como M. chelonae; tres como M. fortuitum; y uno como M. marinum, los demas fueron 456
unicamente identificados a nivel de complejo o grupo. 457
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3.3.3. Analisis gen hsp65 461
Por ultimo se realiz6 el andlisis con el gen hps65, se utilizé una matriz de alineamiento resultante de 400 462
pares de base o caracteres posicionales por 105 secuencias o taxas. Se puede visualizar la formacién de dos 463
grupos claramente definidos aquellos pertenecientes al complejo M. abscessus-chelonae, M. tuberculosis, M. 464
avium, M. intracellulare, y el segundo grupo formado for el complejo M. fortuitum que presenta una 465
ramificaciéon mds basal. Tras el analisis estadistico de las caracteristicas demograficas, se identificé que la 466
diferenciacién de clados podria estar relacionada con el tipo de muestra, obteniendose que las especies 467
pertenecientes al primer clado se aislan con mayor frecuencia de muestras respiratorias, mientras que 468
aquellas del segundo clado se aislan principalmente de muestras no respiratorios (p=0.0157) (Tabla 8). 469
Tabla 8. Analisis estadistico para el gen hsp65 segun el origen de la muestra 470

gen Origen de la Primer clado Segundo clado p-value
muestra
hsp65 Respiratoria 29 0 0.0157*
No respiratoria 19 4

*=valores estadisticamente significativos (p<0.05) 471
Para el gen hsp65, el porcentaje de divergencia de las especies dentro de los complejos para M. tuberculosis 472
tuvieron un valor de 1.68%, M. avium un valor de 0.11%, M. intracellulare un valor de 1.10%, M. abscessus- 473
chelonae un valor de 2.98% y M. fortuitum un valor de 2.10%. 474
La divergencia entre los complejos M. tuberculosis y M. avium fue del 7.02%, entre M. tuberculosis y M. 475
intracellulare fue 7.46%, entre M. avium y M. intracellulare fue 4.16% y la divergencia entre los complejos de 476
M. abscessus-chelonae y M. fortuitum fue del 6.90%. 477
El gen hsp65 fue el tnico que logréd diferenciar especies y subespecies de los diferentes complejos de 478
Mycobacterium sp. Treinta y cinco (61.4%) aislamientos eran especies del complejo M. abscessus complex, 479
siendo M. abscessus subsp. abscessus la mas predominante de las subespecies con 22 aislamientos (62.8%), 480
seguida de M. abscessus subsp. massiliense con 5 aislamientos (14.3%) y M. abscessus subsp. bolletii con 1 481
aislamiento (2.8%). Siete (20%) aislamientos eran del grupo M. chelonae. Se identific6 3 aislamientos en el 482
complejo M. tuberculosis pero no logré diferenciar a sus especies individuales. En el caso de M. intracellulare 483
complex, unicamente dos aislamientos se diferenciaron como M. intracellulare, los otros 3 aislamientos se 484
lograron indentificar inicamente a nivel de complejo. Para el caso de M. avium complex, unicamente la 485
subespecie M. avium subsp. hominissuis se diferencié entre las demas subespecies formando una 486
ramificacion con 7 aislamientos con bootstrap de 86%. Un aislamiento no se logré diferencia mas alla del 487
nivel de complejo M. avium. Para M. fortuitum complex se logré diferenciar entre especies de este complejo, 488
obteniendose 2 aislamientos pertenecientes a la especie M. conceptionense y 3 aislamientos a M. fortuitum. 489
Ademas se identifico 1 aislamiento como M. marinum. 490
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3.3.4. Analisis de los genes concatenados 494
Se construy6 otro arbol filogenético basado en secuencias concatenadas de los 3 genes analizados, logrando 495
una mejor distribucion de las especies, incluido aquellas pertenecientes al clado “Fortuitum”, que no se 496
logrd con el analisis de los 3 genes individuales. No se pudo diferenciar entre las subespecies M. bolleti y 497
M. massillense. Tampoco se logré una diferenciacion clara de las especies pertenecientes a los complejos M. 498
tuberculosis y M. avium La topologia fue similar a la del arbol filogenético obtenido con el gen rpoB. 499
La divergencia de secuencia dentro de cada complejo fue de 1.09% para M. tuberculosis, 0.15% para M. 500
avium, 0.62% para M. intracellulare, 1.29% para M. abscessus-chelonae y 2.26% para M. fortuitum. La 501
divergencia entre los complejos de M. tuberculosis y M. avium fue del 5.72%, entre M. tuberculosis y M. 502
intracellulare fue 5.87%, entre M. avium y M. intracellulare fue 2.37%. Por ultimo , la divergencia entre los 503
complejos de M. abscessus-chelonae y M. fortuitum fue del 6.4%. 504
Con el analisis concatenado se identific a nivel de especie M. chelonae con 7 aislamientos con un bootstrap 505
de 78%, M. fortuitum con 3 aislamientos con un bootstrap de 58%, M. conceptionense con 2 aislados con un 506
boostrap de 96%, M. abscessus subs. abscessus con un bootstrap de 70% , M. marinum con 1 aislamiento con 507
un bootstrap del 100% y M. intracellulare con 3 aislamientos con bootstrap de 91%. 508
En comparacion con los 3 genes analizados, el método de tipificacion hsp65 tuvo mejor coincidencia de 509
identificacion a nivel de especies y subespecies, mientras que el analisis concatenado mostré una mejor 510
topologia. 511
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3.4. Andlisis de las especies de Mycobacterium no tuberculosas

Este estudio identificé a 35 (64,8%) Mycobacterium abscessus complex siendo el grupo mas prevalente.
Dentro de este complejo se identificaron Mycobacterium abscessus subsp. abscessus (n = 22), Mycobacterium
abscessus subsp. massiliense (n = 5), Mycobacterium abscessus subsp. bolletii (n =1). Se identificaron siete
Mycobacterium chelonae  (12.9%), siete (12.9%) Mycobacterium avium subsp hominissuis, tres (5.5%)
Mycobacterium fortuitum, dos (3.7%) Mycobacterium intracellulare, dos (3.7%) Mycobacterium conceptionenses,
una (1.8%) Mycobacteriuam marinum. Cuatro aislados que fueron identificadas tinicamente a nivel de
complejo una (1.8%) Mycobacterium avium complex y tres (5.5%) Mycobacterium intracellulare complex.
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4. Discusion

La incidencia de infecciones por MNT en muestras clinicas ha aumentado en varias regiones del mundo,
por lo que el diagndstico inmediato y la identificacion clara y precisa de especies de MNT causantes de la
enfermedad se ha convertido en una necesidad (Sharma & Upadhyay, 2020). En Ecuador, se desconoce la
incidencia de micobacterias atipicas en muestras clinicas y los inicos datos disponibles son reportes de
casos de algunas especies entre ellas M. scrofulaceum (Nasre-Nasser & Mufioz-Lopez, 2018), M. terrae
(Palacios Vargas, 2021), M. abscessus subsp. abscessus (Moreno-lzquierdo et al., 2020), M. timonense (Zurita et
al.,, 2014) y M. monacense (Romero et al., 2016). Por lo tanto, el presente estudio propone una via para
identificar de manera precisa las micobacterias y determinar la diversidad de especies aisladas de muestras
clinicas en Ecuador.

Las técnicas moleculares han permitido una identificacién precisa, rapida y confiable de las especies de
micobacterias, siendo las técnicas de secuenciaciéon de genomas completos las gold estandar para la
identificaciéon de MNT (Dohal et al., 2021). Sin embargo estas técnicas son costosas y requiere experiencia,
por lo que no esta disponible en los laboratorio de rutina en paises con recursos limitados (Kwon et al.,
2019). La secuenciacion de regiones altamente conservados e hipervariables como son 16S rRNA, rpoB y
hsp65, cuyos tamafios son aproximadamente 1500, 3500 y 1600 pb, respectivamente, han sido mas
extendidas y ampliamente utilizadas a nivel diagnostico (S. H. Kim & Shin, 2018). En varios estudios se ha
optado por seleccionar regiones parciales dentro de estos genes que cumplan con las caracteristicas de ser
altamente conservadas y con suficiente variabilidad intraespecie, logrando identificar los organismos de
forma precisa y reduciendo los costos. En nuestro estudio analizamos el gen 16S rRNA en su totalidad (1500
pb), mientras que para el gen hsp65 se analiz6 una region de 400 pb (Telenti et al., 1993) y para el gen rpoB
una region de 720 pb (Adékambi et al., 2003).

El analisis filogenético de 16S rRNA, rpoB y hsp65, en general mostr6 arboles que son topologicamente
similares. Para el caso del arbol 165 rRNA, los clados que abarcan la mayoria de las micobacterias de
crecimiento lento se lograron diferenciar claramente de las especies de crecimiento rapido. Esta
diferenciacion es evidente debido a la insercién de 12 a 14 nucleétidos en las secuencias de 165 rRNA en
MCL, que a menudo se usan como marcador para diferenciar entre MCR y MCL (Gupta et al., 2018). En el
andlisis realizado en este estudio se observé una insercién de 12 nucleétidos en las micobacterias de lento
crecimiento pertenecientes al subclado “Tuberculosis”, y una inserciéon de 14 nucledtidos pertenecientes a
micobacterias del subclado “Terrae” (Figura 1).

En cuanto al analisis filogenético del gen rpoB, el complejo M. abscessus-chelonae se separd del complejo M.
fortuitum formando un clado separado, esta diferenciacién puede estar relacionada con las caracteristicas
de resistencia. Siendo los miembros del complejo M. abscessus-chelonae, pertenecientes al grupo B, las
bacterias con mayores tasas de resistencia en comparacion con las micobacterias agrupadas con el grupo A
(Brown-Elliott & Wallace, 2002; Lee et al., 2015) (Figura 2). Los analisis estadisticos de perfiles de resistencia
a antimicrobianos mostraron que los miembros del complejo M. abscessus-chelonae, presentaron el mayor
indice ARI (0.61) con respecto a las demas especies. Este fenotipo generalmente se ha atribuido
impermeabilidad de la envoltura micobacteriana, siendo la pared celular de las M. abscessus y M. chelonae
de 10 a 20 veces menos permeable que las demas micobacterias, debido al mayor contenido de lipidos, lo
que coincide con que M. abscessus-chelonae complex sean la mas resistente a los antibiéticos (Ganapathy et
al., 2019).

El gen rpoB contienen informacidn util adicional relacionada con la susceptibilidad a la rifampicina de una
especie (o cepa) particularmente de micobacterias (Bum Joon Kim et al., 1999). La resistencia a RIF se asocia
en gran medida con mutaciones en un fragmento de 81 pb del gen rpoB, ademas de otros mecanismos como
la menor permeabilidad de la pared celular o una bomba de expulsién mejorada (Saxena et al., 2021).

Las MCR cuyos representantes mas comunes son M. abscessus (Chopra et al., 2011) y M. fortuitum (Woodley
et al., 1972), presentan resistencia intrinseca a la rifampicina, mientras que las MCL como el caso de M.
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tuberculosis pueden presentar resistencia adquirida mediada por mutaciones en el gen rpoB o por la
presencia de una bomba de expulsién mejorada (Sha et al., 2003). La resistencia en M. abscessus a la
rifampicina se atribuye a su pared celular tnica compuesta por un mayor contenido de lipidos y a la
presencia de ADP-ribosiltransferasas, a diferencia del resto de micobacterias cuyo principal mecanismo de
resistencia son las mutaciones en el gen rpoB (Lambert, 2002). A pesar de que M. fortuitum se encuentra
dentro del grupo de las MCR, para el caso de rifampicina se demostrd que las mutaciones en el gen rpoB
son las responsables dela alta tasa de resistencia al igual que en M. tuberculosis (Gillespie et al., 2005), la
presencia de mecanismos de resistencia similares hace que M. fortuitum sea considerado un sustituto util
de M. tuberculosis en estudios de pruebas de susceptibilidad (Gillespie et al., 2005). Esta diferencia en el
fenotipado de resistencia podria estar relacionado con la clara separacion observada en el analisis
filogenético.

La divergencia en el analisis filogenético de rpoB podria, ademas estar relacionada con el contenido de
G+C% en las especies de micobacterias. Se conoce que el gen rpoB permite una estimacion eficiente del
contenido de G+C% bacteriano (Adékambi et al., 2009), por lo tanto las especies que se encuentran en el
grupo A, correspondientes a los complejos M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare y M. fortuitum, que
presentan mayores contenidos de G+C%, con valores de 65.6%, 69.1%, 68% (Cuevas-Coérdoba et al., 2021) y
66% (Ho et al., 2012), respectivamente, formaron un grupo monofilético claramente diferenciado de los
miembros de las especies del grupo B correspondientes al complejo M. abscessus-chelonae que presentan los
valores mas bajos de G+C%, con un valor de 64.2% (Sassi & Drancourt, 2014).

Por ultimo, el arbol del gen hsp65 mostrd una agrupacién de las especies de los complejos M. abscessus-
chelonae M. tuberculosis, M. intracellulare y M. avium un solo clado separado de los miembros del complejo
M. fortuitum. Esta topologia estructurada entre clados podria estar relacionada con el tipo u origen de la
muestra, que tras el analisis estadistico mostré una diferencia estadisticamente significativa de los clados
vs tipo de muestra (p= 0.0157), sugiriendo que existe una mayor prevalencia de especies aisladas de
muestras respiratorias en el clado A en contraste con el clado B. Las especies del complejo M. abscessus-
chelonae se han aislado con mas frecuencia de infecciones respiratorias caracteristica que comparte con las
micobacterias de lento crecimiento, a diferencia de M. fortuitum, que produce una amplia variedad de
enfermedades extrapulmonares, siendo el 60% de los casos infecciones cutaneas (Brown-Elliott & Wallace,
2002). Se ha establecido que tres especies son las que componen la gran mayoria de las infecciones
pulmonares por micobacterias atipicas; estas son: M. avium, M. kansasii y M. abscessus (Winburn & Sharman,
2022), similar a los resultados obtenidos en nuestro analisis.

El gen hsp65 ademas es un factor de virulencia proteico, considerado como un importante elemento
controlador de la latencia de micobacterias (Sakai et al., 1999). Por lo tanto, la divergencia en el analisis
filogenético de hsp65 podria reflejar el potencial patégeno de los miembros del género Mycobacterium,
dividiendo a las micobacterias mas patogénicas en el grupo A y a la menos patogénicas en el grupo B, se
conoce que las especies de crecimiento lento son las mas patdgenas, siendo M. tuberculosis y M. leprae las
principales representantes, en comparacioén con las especies de rdpido crecimiento, a excepciéon de M.
abscesus que debido a su amplia coleccion de factores de virulencia se asemejan a las especies de lento
crecimiento (Ferrell et al.,, 2022). Un estudio previo realizdo una comparacién entre las enfermedades
pulmonares producidas por M. abscessus y M. avium destacando similitudes en cuanto a su patogenicidad
(Brown-Elliott & Wallace, 2002). Adicionalmente, se ha establecido que M. abscessus a nivel celular imita
los rasgos fenotipicos de las micobacterias de lento crecimiento patégenas, como su capacidad de sobrevivir
y replicarse dentro de los macrofagos, funcion que no es compartida por M. fortuitum, que son incapaces
de multiplicarse dentro de macréfagos y se eliminan rapidamente de las células infectadas (Roux et al.,
2016)

Los andlisis filogenéticos arrojan la identificacion molecular de nueve especies usando como marcadores
moleculares los genes 16S rTRNA, rpoB y hsp65, siendo la especie mas prevalente M. abscessus subsp. abscessus,
seguida de M. chelonae y M. avium subsp hominissuis. No todos los marcadores moleculares lograron llegar
a una identificacion a nivel de especie, similar al resultado reportado por Ledesma et al., 2022 (Ledesma et
al., 2022). El gen hsp65 arrojo resultados 6ptimos en cuanto a la identificacion de especies y subespecies.
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A pesar de que gen 16S rRNA se usa comtinmente para la identificacién bacteriana y cuenta con una gran
cantidad de informacién en la base de datos del NCBI (Clarridge, 2004), para el caso de las MNT, las
secuencias presentan poca variacion interespecifica, por lo que es posible que no distinga especies
estrechamente relacionadas (Ledesma et al., 2022), siendo la secuenciacion de la region 165 rRNA, por si
sola insuficiente (Zhou et al., 2019). En nuestro estudio, tinicamente tres aislamientos fueron identificados
a nivel de especie usando el gen 16S tRNA, M. marinum, M. chelonae, y M. fortuitum.

En este estudio, el porcentaje de divergencia entre los complejos M. abscessus-chelonae, M. tuberculosis y M.
bovis, M. fortuitum fue mas bajo usando el gen 165 rRNA en comparacion con rpoB y hsp65, lo que corrobora
la dificultad distinguir las especies utilizando tinicamente secuencias de 165 rRNA. Los miembros de estos
complejos pudieron distinguirse de mejor manera con el analisis de los genes hps65 y rpoB.

El gen rpoB, que codifica la subunidad b de la polimerasa de ARN, ha surgido como un gen candidato para
los andlisis filogenéticos y la identificacion de bacterias, especialmente cuando se estudian cepas
estrechamente relacionados (Adékambi et al, 2009). Varios estudios han indicado que la region
hipervariable del gen rpoB, ubicada entre las posiciones 2300 y 3300, es la mas adecuada para la
identificacion y discriminacion filogenética a nivel de especies y subespecies (Adékambi et al., 2009). En
nuestro estudio, 39 aislados fueron identificados a nivel de especie, 7 aislados como M. chelonae, 3 como M.
fortuitum, 1 como M. marinum y 28 fueron identificados como M. abscessus, de los cuales 22 fueron
identificados a nivel del subespecie como M. abscessus subsp. abscessus.

Para el caso de las subespecies M. abscessus, M. bolletii y M. masiliense que son especies que estan
estrechamente relacionadas la regién rpoB por si sola no fue suficiente para una buena discriminacién
(Zelazny et al., 2009). Encontrando valores de divergencia de 0.0% entre las subespecies M. bolletii y M.
masiliense y de 2.03% entre M. abscessus y M. bolletii, M. masiliense. Los valores de divergencia entre grupos
<2% en las secuencias rpoB indican que estos grupos pertenecen a la misma especie (Adékambi et al., 2006).
Esto fue mds marcado para M. massiliense y M. bolletii, que para M. abscessus. Las secuencias de rpoB en las
cepas de los grupos M. massiliense y M. bolletii no presentaron divergencia. Por tanto, segun el criterio de
Adékambi et al., M. massiliense y M. bolletii para este andlisis no constituyen especies diferentes (Adékambi
etal., 2006). La importancia de identificar correctamente las subespecies de M. abscessus radica en su perfil
antimicrobiano. Se conoce que M. abscessus y M. bolletii presentan resistencia inducible a macrolidos por
presencia del gen erm(41) funcional, mientras que M. massiliense es susceptible debido a que este gen esta
truncado y no es funcional (Borek et al., 2022). Por lo tanto, la identificacion correcta de las subespecies de
M. abscessus es de relevancia clinica.

El gen hsp65 constituye una buena opcion para identificacipon de MCR, debido a que muestra mas
variabilidad que los genes 165 rRNA y rpoB (Ringuet et al., 1999). En este estudio se logro identificar las
subespecies de M. abscessus mediante el analisis del gen hsp65, obteniendo un porcentaje de divergencia de
0.64% entre las subespecies M. bolletii y M. masiliense, 1.28% entre M. abscessus y M. masiliense y de 1.41%
entre M. abscessus y M. bolletii. Este gen es parte de la familia de proteinas de choque térmico de 60 kDa y
ha sido considerado como un marcador filogenético util en varios géneros de bacterias, debido a sus
estructuras primarias altamente conservadas (Chang et al., 2003). La presencia de una sola copia del gen en
el genoma, significa que no se transfiere facilmente de una bacteria a otra a diferencia del gen rpoB (Byoung
Jun Kim et al,, 2013), por lo tanto es adecuado para estudios filogenéticos de especies o de cepas
estrechamente relacionadas (H. Kim et al., 2005). El analisis a partir del gen hsp65, logré identificar 53
aislados a nivel de especie, siete pertenecientes a M. chelonae, 28 a M. abscessus ( 22 a M. abscessus; cinco a
M. massiliense; uno a M. bolletii), tres a M. tuberculosis, dos a M. intracellulare, siete a M. avium-hominissuis,
uno a M. marinum, dos M. conceptionense y tres M. fortuitum.

El posicionamiento parafilético parcial (en marcadores) de algunas especies de crecimiento rapido
pertenecientes al subclado “Fortuitum” y al subclado “Terrae”, presentes en el arbol basado en 16S rRNA,
rpoB 'y hsp65 se resolvieron en el arbol construido con secuencias de nucledtidos concatenadas, por lo tanto,
la disponibilidad cada vez mayor de marcadores que abarquen todo el genoma bacteriano, permite la
construccion de arboles filogenéticos mas robustos, logrando asi comprender de forma fiable las relaciones
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dentro del género Mycobacterium (Gupta et al., 2018). El analisis concatenado mostré una mejor topologia,
y logro la identificaciéon de la mayoria de aislados a nivel de especie y de subespecies, a excepcion de dos
aislamientos que solo se lograron identificar a nivel de complejo, similar a los analisis realizados en otros
estudios con genomas completos. Por lo tanto, una mayor cantidad de informaciéon genémica permite
establecer mejores relaciones evolutivas, la demarcacion de los diferentes taxones y por lo tanto, la
comprensién de las interrelaciones entre estas especies de micobacterias (Gupta, 2014).

5. Conclusiones

Los caracteres sinapomorficos (homologias posicionales compartidos de un ancestro inmediato comun)
para la identificacion y demarcacion confiable de diferentes clados monofiléticos de las micobacterias
variaron entre genes analizados, observandose una correlacion entre el gen hsp65 con los fenotipos de
patogenicidad y el tipo de muestras, rpoB con el perfil de resistencia, el contenido de G-C%, y 165 rRNA
con la tasa de crecimiento.

El gen 16S rRNA fue mas conservado y presentd menor variabilidad en comparacion con los genes rpoB y
hsp65. El gen hsp65 y rpoB presentd una mayor variabilidad por lo que permitié una aproximacién optima
de identificacion a nivel de especies e incluso a nivel de subespecies como el caso del gen hsp65. Estos
resultados filogenéticos enfatizan que se deben aplicar marcadores moleculares distintos del gen 16S rRNA
para obtener un esquema filogenético y evolutivo preciso, y analisis concatenados de los genes con mayor
informacion filogenética a niveles especificos.

Las muestras clinicas mostraron homologia filogenética con los grupos de M. abscessus (Mycobacterium
abscessus subsp. abscessus, Mycobacterium abscessus subsp. massiliense, Mycobacterium abscessus subsp. bolletii),
M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. avium (Mycobacterium avium subsp hominissuis), M. fortuitum M.
intracellulare y M. marinum.
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