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de micobactinas para identifica~ao 
de micobacterias na pratica clinica 
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i\ produ~Ao de mieobaclin"" fui feita utill7ando o m~todo em duas 
etapas do Atido ctilcnadiaruinu-di-o-bidroJifenllac~lico (EDDBA). 
'\o\RS propostos de sistelllllli de •olventt'S forom urllizAdos p ara 
anollsar 17 tspkiC$ mioobacteriltn>L• em cromatogratla por camada 
flno. J'odas as cspeeics do comple>.u :\I AIS (intlulndo um excmplo de 
rada scrotlpo do complcxo M. ul'ium) furmllram ntlcobactions 
irlenUt·a~C. Ut arordo com res-ultados vrh·ius, Clldu uma etas Hp~dts 
llu~ ~rupu-t 1\f. ka11sasii.;l1. mari1111m, e ,\1. lcrrue, ,\f. gusn·~ ft·l. tri•,inle 
foruuarum mit~ohac.~tinas distintas. 1U. SZlllgai t AI. Jlua~t:t'n,v furma ram 
um me~nut JHulrin de rnicobact1nas, dif'crcntc doqud es encnntrados 
noutr·n• cs;oecies mi.,obacterlaoas lnduludo M. g11rdtmal! • :If. 
asiulicmu. Em cuntr~ditr3n corn obsen'tt~6es pn'eedcntt-s ~uhre o 
complc•o M. lloi>erculmi<, a. nossas tovestlga~i5cs moslrao·am difer~n­
~as nos pado·oes de m icuhactinas ~ntr~ tl1. bovis BCC c M. tuhercul~A<i'i. 
0 ot~lodo proposlO para a rrndnf:iO dt m{tobnctinas e COmpativel 
co no um esquema de identilica~o mkobacrerlnna. 

l':olavnu-chavc: ~ocobaclinas. cspecres Mycobact~dllm 

C I) Centro d.1 MaiM" n110hus ~ 'J roplCat:s•1HMTJ\.inm::nidldc Nn\·111 c1r l .i4xta Rua 
da Junquc1r.l 9(,, 1100 Lasboll. Pon:usal. 

(2) Unit~ de Ia 1 uberculn~ ~~des MyoobactCru:s:. lostitut ruteur. 7$724, P:trio: r.M,..-, JS • 

....... ~ •. 
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RI'VISTA PORTUGUIJSA llc PMlUMOU'l<OIA 

SUMMARY 

The etbylenediamine-di~-bydro~ypbenyl-acetie acid (EDDHA) 
tw~step method was used for mycobactln production. New solvant 
systems were proposed for tbeir analysis by n.C nnd were used to 
examine 17 mycobacterial species. All tbe species tested within the 
MArS complex (indudin1: ilne example frnm each ~erotyp~ of the M. 
111rfltm COfllltlu) furmt!tl'ideuli~J mycobadin". n~~mlhl t~nncerning .'lf. 
lcun.\t£.fii and J~ mun'num, as "cU ¥S ,'t-1. terrue, t.-1. ga\Trl :.nd 1lf. rril,oiaJe 
~·crt U1 aar~mcJU with tlte prtvious fi1•diugs, i.t:. ~.wch ~pt:dt$ formed 
• disdnet myeobaelin. M. SZJt/flai and M.j/UI'ft><'fm,\ ronn<'<i identical 
mycobaclln patterns, differing from those or other mycobacterial 
species tested Including M. gordonae and M. asiaticum. Contrary to 
previous obstrvallons ron«rniog tbt M. mbrrcu/osis complex. our 
invtstl~:atlon§ showed difftrtl\~es betwe<>n tbe "'· bo•·ls sec ond /11. 
IJI~rculnd• mycohactin profiles. 'l he method proposed for myrobac· 
tin prDducliun and detection i• dii'N'II)' •ppllcablt In classical 
identification sc.heme. for mycobacteria. 

Ke)+ words: Mycobnctius, .'vfvcubuc:tenum xp~.:ci~:' 

lNTRODUCAO \IATF.RIAL € METUllU~ 

F.~lirves bacte.rumas A utili;.....,an tilts micobaclinas na identifi~o de 
csptctes mtcobactcriana.q foi p<'Op<lsta pur v<ino> 

auton:s ( 1-7). \olostnimos que a• ~f>l.'coes dn complex to 
Mycobacterium fortllilllm podiam ser clataoncootc 

idcntificadas pelas suas micobactmas (H) e que a~ 

e~pccic' rdxcionadas M. avium. M. imrac£'1111/arc, c 
M. scmfulucmtm, ,vr. paratuberculosis (MAIS) <1SSim 
queM. slmiae todas produzcm a rrocsma micob<Oclina. 
distinllt das micobactinas doutras especies o.nolisn<ll" 
incl uindo M. terrae, M gastri, M. trivia/c. M.iwM<L~ii 
e M. muri11um e>tda uma das quais produzio a sun 
micobacuna caracteristica (9). E•tc' <-,tudos indit,.mm 
que H~ micobactinas micobactenana• po<liam l>Cr iJtci> 
pam u diagn()stico diferencial. Por esta 111Z4o, ocMmoo. 
deseJ6vcl estcndl.T o exame das micobacunas n outms 
espectes micobactcrianas. lsto foi posslvel u~ndo um 
melhor metodo par.< a produ<;:iio e a extrac-.oo da• 

mtcobachnas (9) e, cnmo dcsl.Tito oeste rrabalho, 
usando varios sistemas de solventcs par~ ~ cromato­
gmlin em C!lrnada fina. 

A' ~s1irpcs usadas nes1e estudo (por grande pane 

c"irp~' ck rcfcrencia) apresentam-sc na Tabeln J. 
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A gentes Quimicos 

1\ micobactina-J (Rh6nc-'vt.t.ricu"· Lyon, rran~n) 

tot utlhzada como refi::rcuci" I''"'" M. rwrmuberculo­
sts. 

Cri!seimento e p rodu~ao de mlcobactlnllS no mcio 
EDDHAC\'R-7R9-J:licerol 

0 crescimento bactennno e a producdo de mjoo­

boclina.q usando o metodo em duas etapas do EUU HA 

foi efectuado como prcviamcnte descrito (9). Resu­
mindo, as micobacteriAs foram cultivadas em lOml de 

meio lfquido (NB-7H9-gliceool) cwtl.t:nclo 5gdchytlm­
lcd Bacw Nutrient I:Jroth (Ditco. Detroit , MichigAn, 

\lovernbrollk.t~:rnbro 19Yb 



VALOR POTDIClAL UIJ 1'1\S(}LIISA Oil MJCOBACTINAS PARA IDENTII'ICA!;:AO 
DE MICOBACTERlAs NA I'KATICA CLiNICA 

TABELAI 

Cru (lt,}l~rh:u~;Uu pur (;rumutografia em c.amadAiina d:tS micobJctinas rerricas 

l'.sp(ci .. OriKt:m" Elucows' (resultados em Rl) 

A B c D 

,\t/. tfj'W/t(,'!Wf 1410KiliJI AlTC?~n 0.51, 0.47. 0.51; 0.38 0.47; 11.40 NE 
OJ&: 0.35 0.25.0.22 0.29: ll.2h 

~( aw ,,,It f) 38 0.22 0.24 0.21 

.H ~n·lum" II.W 0.66 0.59 NE 

.H. l>rH'L\' /If'(,' 140040001 lo~t. Pustcur ll.4i>: I) 41 0.43; 0.37. 0.44;0.411: Nil 
Puri:. 0.28:0.22 0.34; 0.29 

M. f1a,"NN1u 140230001 ATTC 14474 0.44 0.44 0.44 Nil 

M.Jt.(t~lrJ 14014001 ATIC 15754 0.24 114'1 0.31 '4 E 

."-/. }J<Jt tlt.mue 141l211l0111 A TTC 14470 0.40; 0.3~ 0.25; 11 11:0.16 0.3 1, 0.2~.0.22 Nli 

,\f irtlltH.:,{Iulurt.• 140111MMll ATTC 13950 0.58 0.1>5 05' NE 

.\.f kiWff'?Sil' 140110001 ATrC I ~478 0.49 0.5 0.46 0.37 

M. mtwlnum 140120001 AITCY27 0.40 0.62 11.4A O . .lS 

,1/, purarulwrru/().<J.t" o_w 0.65 0.59 NE 

M. sr:rotulacermr 140220001 ATTC 199RI 11.59 0.66 0.59 NE 

M . . WIIIUH.' 1 4 11l~QOOI ATTCH~75 0.;9 0.65 0.57 Nil 

M .<-ulgnl 140241MMll NCTC 10831 0.46; 0.34 ll.44 0.43 N E 

M lvrm" 140320001 AlT(' H7~5 0.53 0.59 0.53 Nb 

~"''· J/'{11/(t/ 140330002 T-254·:1 0.40 0.62 0 43 NE 

M. lubtrc.1tlosis 140010001 ATTC2J2~4 0.50: 0 46; 0..10 0.43; 0.37; 0.44; 0 40,0.34, NE 
(IIJ7Rv) 0. 28;0.12 0 29:0.2S 

• (.li'T,Coll<climdel'l,...,n• """""'lobcm~Joo<(Franc:<~ All'X\ A-- fn>:Uai~W<Colle<:lloo(llmtod ~,>' .. ), NCTC. NDuonalCU!= Type 
<:ollcction (\Jnitcd JCing~•)m). co 1. Tuberculosis Ltbontory. (',.enter fur DiSt:lllil.l U>ntrol (United State~). 
"Pu.ra o complexo M. avic.mt uu~o~ ll.;tir(JI! d~ cuda scrotipo ttli c:xaminada, 
'M. wmm1 t:surpe A· utlliMd.l 1M'! no~sv t:stw.l~>:untcrior (9). 
~ MJcuboc:un.a J (Rb6ne-MCricuiC I .yvn, Fnwr;a} to1 uuhsadl como refcrenc.a p!IJ\'1 M. pansntbti'Culolls. 
' 1:1""""' A) _.,.,.2..,~ A) ...,klnilnb'clo<ol'onlllo (9:11, V>'\'}, () ... ~~lilr1Doldc.lol>oxann (4·3_3, vMv), c 0) CWlOllctc de 
pcu(llcaoiC(Q(.() de ctUo(1:4 (-. ,.,,,. t Nc:m Iadas Q ~ bamao.alis.adtswm o domte D: NJ: • nJ,ncfoctuado 
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R£VISTA PORTUOUI!SA DE P)'IEUMOLOOIA 

U.S.A.), 5.2g Middlebrook 7H9 brolh (Difco) e IOml 
gliccrul, por IOOOml. Ap6s = empn micial de crc•ci­
menm, a~ hactL-rilll> foram separadas por centnfu~o 
e tn~nsfendas para n mcsmo meio complementndo 
com lmg/ml do agente quelantc F.DDHA desferrodo. 
A n:mo(iao do ferro pelo EDDHA n~o permillu o 
CI'Cl>Cimcnto bacteri3110 mas indu7iu nma produ(iao 
opl ima de micobactinas entre I 0 c 20 elias de incuba-
9iio dunmll:" primeirn ecapa de produ9iio. 

Prepara~lo d o EOOHA 

0 acido etilenodiammo-di-o-lntlrl>Xifenilacetico 
(EDOHA) (Sigma Chemical Co .• St I .unis, \1issouri, 
U.S./\.), foi lihcrtauo do ferro contammnnte "'""do o 
metodo sugerido por ROGERS (tO): Uma solll(iiio de 
lOg de EDDHA em I?Oml de HC'I 11\' foi fervtdn com 
a~;ita~ilo durnntc I h. Dct>oi~ clc arrdccida e fillrndu. a 

soluyiio foi diluidacom 1500rnl ck acclona pura. o seu 
pH toi aju~t:tdo ale 6.0 com l'.aOH I'\, c por final foi 
manudn a 4°C. No dia segumte. o precipiiHdo fo1 
fiUrado e rediluidn em acetona duos ve7.es. F.n1 ~cgui­

dll o prectpttado foi tlcsidratado :1 40"C durante lllllll 
noite e conservado num rccipiente pl:lstico. 

0 EDDHA asstm prcparndo foi adictonndo an 

meio de cu hurd usando o metodnllc ONG er al. ( 11 ): 
l'ara n prcpm-·~1:iio de um:~ solu9iin miic. lg de El>l)Hi\ 
foi dt~sol vi<lo em 15m I de NaOH IN 0 pi! foi ajuStll­
do a \1.0 com HC'I concenrrado. e o volume total da 
solu~3o fm awllCnlado parn 20 mltg de F.ODIIA c.om 
agua desulada. 

.t::xtra~ao da~ micobactinas 

As bacrerias tbrnm separud•s por centnfuga~ilo c 
ressuspcnsas em etanol durante 24 horas. Apos uma 
nova cemrifugru,'li<>, o cxrracro alcoolico foi recupern­
do cas micobactmB.q qoliiVeis em 31cool foram detec· 
tada.q cnm uma solu~do alcoolica de l'eCI3 0.1 M. A 
solu~§o incolor iniciul de micobactinas oao fcrricas 
torna-sc cor tijolo ap6s a fixayiio do ferro. 0 extrac1o 

fu1 ent8o scco por cvapomc;in em cvaporndor rotutivn 
sob v:lcuo, e em ~cguida redissolvidn em clorofom110 
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para ser fnvado trc~ vctcs pur parri~ao bif3sica com 
agua dtsulnda eiinunnndo a..q.qim n cxccsso de FeCI,. 

Purilic•'Yiio das micobnctlnas 

Depois de cxtraidas da massa bactennna as 11\icu­
bacuna~ de M. lxm., BCG e M. tubcrcu/osL~ fonun 
separnda~ dos lipidu' wnlaminantes por cromotO!!lll· 
fia em colunas de sihcn gel 60 (0.0063- 0.200 mm) 
(:VIerck. Darmstadt. i\kntanha) A puritica~ao final 
fni fcthl usando uma segw1da coluna de silic.a gel 60 
(0.040-0 061 mm) (Merck, Dannstadt, Alcmanha). Os 
eluente' ulili/Hlius foram: I) cloroformin (4 vc£<>~ u 
volume dn col una), p<~ra eliminar os cnrotcnnirlcs c 
outros liptdos niio pol arcs; 2) clorofonruo/metnnol 
(98:2, wv) JXlr.l recu1X!mr a micobactina. 0 I!UUHA 
~ outros lipidos mamtvc• am->c rctidos na coluna. i\ 
purifil:lll,:~io final fot dcterminat1a [)tlr cromalogro fin 
em c1un~da fina de sflica gel 60 (F254, 0.2 mm) 

(Merck, Darmstadt. Alemanha). 

Ct·omatogratia JlOr .:;unada finn 

Parn as ourra~ nncubal:tinas extractos bruin' tic 
micobacnna (fracc;do ~nlil\•cl em clorofonmo) lhmm 

dir~:ctamente ol>setvadns ern plac;ts de sflica gel <>O 
(:VIc1ck, Darmstadt, i\lemanha) '""" os segumtcs 
SIStemas de clucntes: A} propano-2-nl, R) acetomtn­
lolcloroformio (9·1 I, v!v), C) ncctona!lcAntidro­
rurdnOiciclohexano (4:3:3. v/V!v). c U) eranolipclrolco 
de eter/et lio acelalc (I :4:6, v/v/v) . 

Rf:SLLTAOOS E OJSCI:SS..\0 

. Os resultados de cromatogtafia porcamada tina da 

ruuifi..: de 17 especies de micobactCrias estao reswni­
dos na Tal:>cla I e f'igums I a 3. 
Os novas sistenms de cluenres proposlu> neste esludo 
foram usados pam cunfirmar estudo~ Rntcriores sobt·e 
a possil>thdade de tlifcrenciar especrcs micobactem~­
nas usando a eromotografia em cnmada fins para 
anali~su as suas micobactinas. Todas as especie~ tlu 

Jo.ovcmhm!Dczembru I ')')b 



VALOR POTE:-ICIAL DE PE.SQIIISA DE t.UCOBACTlNAS PARA IOEN1'11'1CAI;A0 
DE MJCOBACTERIAS NA PRATICA CLiNICA 

n~. I Ctuu.:t.cri?Jit;8u pnl' cr.:'nn,li08JJ flu ~m camada ril1i\ das OliCOl>a.;Lina.'i dM esp6cies mloobuctcnanA~ ~:t.Jecc.ionatlus Os di fcrontes 
'I i ~ tc mas de \ rll\'t:'l1tes. utilizudol'> fnrnm· A) propano~:,'! .. ()J, B) (n:c:lonitriiU/cf()roformio ~ 9: l I. v/v) C) 
,lC<IOtlWklruidrufur•n<>'c•rlo ho""lO ( 4.3:3. vl\"!v). < D) (UilOii<lcr de pe0'61eoiwlo OC<il!IO (I :4:h, vl\"iv). Filo:. I c 2 """""'m 
~i,.·a.flk'Ul\: IL'C mtcnh.,t iiMS pwifK"Uda.~t de ·\.1 hfn·n BCG \! .\f, mhnn1lMiJ. fih.t J. 1\f. rcrrtu: filJ 4.ltl. guMrt; fila ~ -\.f 
trn•h1h•. fila 6. :\1. }1m•escem, til~ 7, M. Korrlunnae: hi,, H. M. lzulgm: lila 9, .·1.-f .• wuim'. fila (0, M. a.ff(Jlir:um: filo I t, .. w. avlum; 
li In J 2. M. inll'uc:c:J/ufare; 1il:1 I'\, .\1 S~1 u{uluc.eum: liln 14. M. ;.xrrutubt'IY:rtln.t/.t; lilo 15 •. H. ktmw.fii · ti 1." 16. ,'ttl. rnurmum,· 
hla 17 • .\1 mumli 

complexo MAIS tM avium. tv/. imruc.-1/ulare. M. 
tcrofulaccum, e tanrh<:w M. pararuben;ul~~o<ix c ,\{. 
''"11ae) produzn11111 ruicobactinas idSoncns. F.81•s 
micnbaclinas sao constderavdm<:nte menos polarc' 
que as mrcobactinas de outra.• c•pecies e foram lilcil­
rnemc clislinguidas destns peloq •cus elev:idOs valore~ 
de Rf iTubcl" I). Esles resulmdos lor-am consoliOO.dos 
com a aooh~e de urn cxemp I ar de cada ~croriPQ do 
c;.omplexo M. uvium. Os resultados obtitlns com M. 
kwfSasii eM. marirmm, c tambcm com M. rerrue. M 

guxtri c M tm•ialc es~o de ~~eurc.lo com os resultado'! 
anteriorcs (Q), i.e. cadn especic formou mrcobactinlll> 
difererlles. 

No' a~ cspccic~ cxaminadas foram M szulgal. M. 
flave.<C<'Il' c M gordonae. As dua~ prinu:ims forma­
ram 1>adrile:; de mi<:obactinas idenhco~ c rl i fcrcntcs 
dos de M. gordon11e M. asiaticum mostmu urn p;riliiio 
de nucobnctina' clift-"TCnle dos padraes da.• espc:-ci".,; 
IICSIC CSltrcJO. 

F.sta investiga<;3o apresenta novas observa~<les 
quanto it c.liferenci~do entre M. boVIS BCG e M. 
tuberculoxi• Os tmbalhos antenore~ sohrc o <eomplexo 
de M. tuh~rc:ulo.~IS (M. mbcrculosis, M. lwvis. c M. 
africanum) apre>.cnlltram estas esp«res como tcntlo 
micobactinas rdentrcas <JUC se podiam resolver em 
<Jrmlrt> produtos porcromalot>r•fia em camnda tina (2). 
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REVlSTI\ PORTUOUESA DE PNEUMOLOOll\ 

Fig.l Cromatografoa poe COJtulllo fino de \inos""""'i"'S docomplu(l MAtS mostlllndn • umfonnidade da> ' """ mo<.-obactmas. lll< 
diferen1ts sistemasdl! Wl\ocnh:s utilizado~ ton~m· A\ propan0-2--ul. 8) acctomtnrolclnrnfom\tO (9: 11,,,'/v), C) ucclonu/tctra.tdm· 
filrM'Io/cic)o hexauo (4.3.3. viv!v). 

Ab Figurds 1 e 3 e a rabela I mosiJ'am <I"'' os padroes 
de micoh~ctinas de M. l>ovls UCU e de M. lttlwrculo­
sis difcrcm uiiu w oa acumulac;ao do produto p1 iucipal 
(do polar no mcnos polar, segunda e quonn mauch• 
para M. l>o•Lf BCG c prime ira mancha para M. lulH!r· 
allos1s) mas tambe.n na <lifcrenci~ de uma mtco­

hactina adicional para M. '"""""los1s. mancha mats 
polar, n>ando o eluente C. 

0 mctodo proposro parn o proclu~iiu das micobacti­
n.as (mctndu em duas e1apas) (9) e pn•~ H ""' detec<;ao 
(anahse por cromalngralia em camadol linn) cleo 
resulrndos reprodutivcis que confinnam a clcv•da 
imponanctn toxonomica das micobactinll.~. Po• 0111ro 
latlo cste rnetodo 6 paniculRrl0~11te interessnnte porque 
e dirccll1menre aplicilvel, em larga escala, dentro de 
wtt ~~~~'TTlll classico de identifi~ de micobacten­
as (8,12). A panir do isolamcnto inicial ale a analise 
por cromntogmfia em cHmadol tina n quanlidade de 
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ntero eo 1cmpo nCCl·$s<\rios para a anahsc sao: 2x (I 0 
ml) de me1o de cull uno (t:tapa de crescunento), 2x 10 a 
2x20 drns de cu It"''" ~cguntlo que as micobacterias 
sejam a crescimento 11ipid" "'' Iento (ecapa de Cresci­
mento e etapa de produ~iio) c , 24h para a extracc;ao e 
analise por cromatogrotin em tallllllhr tina 

IJn"' inva;tiga<;.iio baseada num nwnero mais clc,,ado 
de esl irJl"''· c>pu.ialmcnre no caso do e<Hnrlex..r M. 
rubtln11/rl1i1, scria ncc~s6ria para poder aprccrar o ex ten­
sao d:l cspeet.fi<:tdnde utdicada pcla, ~s observa~tles. 

E urn dado pnmonli•l que no dragn6stJco de 
dtrcn\'llS causadas por nucobacteria' >cjam desenvolvr­
dns lccnicas especificas e fiaveis, tilcilrm:nlc incorpo· 
radas nos csqucmas c.l:lssicos de idc111ificm;iio de 
rsola<los clinico,. na nossa invcsngn,lio pan.:cc 
provavcl que a analr\c das micobactinas possa scr 
ulilizada dentro de wna mLina pcrmitindo a dtfereocia-
9iHI clc rnicubactt\rias clinicnmente signilicalivas. 
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VALOR POTENCIAL DE P£SQUISA DE MICOBACTINAS l'AI!A IDENTIFICA(AO 
1>£ MJCOLIAC'J'(:RJ.~S I\ A PRATICA CLi:-IICA 

8 8 T T .B B T T B B T T 
Fig . .\- Lront:.t lorrah:~ pnr t.:\m;,dn tin-. daft nurolnu.:tiuu~ tic M. lmws BCG c M. tuberculo.d.f li:l7Rv. ( )~ ch1er,.nrt'5 s•su·1nas de 

:.;ohcnlc' Hllh~·•rlnioi lbr:•m· A) prOJ)Ono .. .Z·ol. B) uwlouitrilu/clmnfumun (9: II , \'/v), ( :) itCCtona:'r.er.r.111<1 rnli•r;<~no/cit lohexrmo 
(4;J:J.VI\•V) "\lmhnlo•y R =- M l~e,•·•·'· l3CG. T - M. mb(!r<:tth).\'t\' HJ"/Ih. 

AGRAOECI~It..'ll OS 

1\~rudec(.,IJV:f u Hu);tO L. l>a\'ld pclo scu mlt:n"~j:;f i' ronscJhos 
duto.nte e)t~: 11 ulJalho. 5.B.D. crJ n.:cch•cntc tic IIIYI,, hol cr;~ p.1m 

BmLIOGRA I' IA 

I. 

1 

llAIH 'LAY It, f<WING OF. RA ILI!Uiil: l' . . l<olation 
id-:nufic:atu>n, nnrl Stnlctuml OHUI):,iM ur the mycohacun ... or 
M)'(:Qbactertuw nvium Ml'CObtlt/t'flllnl tnlercel!u1arP, 
J\~Kubu<.·tcrmm .ttm/ttltu~um ... and ,4../y..·tJbutlt·rmm JNli'GfU· 
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