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Some Methods to Characterize Mycobacteria

Culture on Selective Media

Single Loci Gene Sequencing 

Pulsed‐Field Gel Electrophoresis (PFGE)

MALDI‐TOF MS

PCR and Hybridization Assays

Whole Genome Sequencing

M.avium

M. chimaera
M.intracellulare

M. abscessus

Red – slowly growing mycobacteria
Blue – rapidly growing mycobacteria

Web‐Accessible Database of hsp65 Sequences from Mycobacterium 
Reference Strains. Jianli Dai, Yuansha Chen, and Michael Lauzardo. 
J Clin Microbiol. 2011 Jun; 49(6): 2296–2303

This phylogeny based on 
hsp65 gene sequence

M. tuberculosis

Phylogenetic Diversity of Nontuberculous Mycobacteria

Suspected TB cases that are actually NTM

“NTM‐associated disease is much more common than previously 
thought: more common than TB in the industrialized world and likely 
increasing in prevalence globally” Emerg Infect Dis. 2016 Mar;22:365‐9

Leveraging Advances in Tuberculosis Diagnosis and Treatment to Address Nontuberculous Mycobacterial Disease.  Raju
RM, Raju SM, Zhao Y, Rubin EJ.  Emerg Infect Dis. 2016 Mar;22:365‐9
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Next Generation Sequencing Platforms

Next Generation sequencing enables the rapid and robust sequencing of whole 
bacterial genomes.

We can take advantage of the dramatic decrease in next‐
generation sequencing costs 

Cost to Sequence Human Genome

http://www.genome.gov/sequencingcosts/

Mapping Sequence Reads to a Reference Genome

DeletionMapped 
Reads

Mapped 
Reads
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As we approach “affordable” bacterial genome sequencing, the 
challenge remains with streamlining high throughput workflows, 
analysis strategies, data archiving, and genomic data sharing.

Data 
Generation

Data 
Analysis

Bacterial Preparation

Genomic DNA isolation

Genomic Library Construction

Next Generation Sequencing and Genomic Analysis

Phylogenomic Comparisons 
SNP and INDEL analysis

Plasmid Analysis
Phenotypic Implications

Sequence Analysis Pipeline

Plasmid
pMAB
22 proteins

Genome
4920 proteins

Non mycobacterial virulence genes in the genome of the emerging pathogen Mycobacterium abscessus."
Ripoll F., Pasek S., Schenowitz C., Dossat C., Barbe V., Rottman M., Macheras E., Heym B., Herrmann J.L., Daffe M., Brosch R., 
Risler J.L., Gaillard J.L.
PLoS ONE 4:E5660‐E5660(2009)

M. abscessus subspecies abscessus
genome organization
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Non mycobacterial virulence genes in the genome of the emerging pathogen Mycobacterium abscessus."
Ripoll F., Pasek S., Schenowitz C., Dossat C., Barbe V., Rottman M., Macheras E., Heym B., Herrmann J.L., Daffe M., 
Brosch R., Risler J.L., Gaillard J.L.
PLoS ONE 4:E5660‐E5660(2009)

Comparison of Mycobacterial Genomes

Non mycobacterial virulence genes in the genome of the emerging pathogen Mycobacterium abscessus."
Ripoll F., Pasek S., Schenowitz C., Dossat C., Barbe V., Rottman M., Macheras E., Heym B., Herrmann J.L., Daffe M., 
Brosch R., Risler J.L., Gaillard J.L.
PLoS ONE 4:E5660‐E5660(2009)

Integrated Prophage Elements in M. abscessus

Non mycobacterial virulence genes in the genome of the emerging pathogen Mycobacterium abscessus."
Ripoll F., Pasek S., Schenowitz C., Dossat C., Barbe V., Rottman M., Macheras E., Heym B., Herrmann J.L., Daffe M., 
Brosch R., Risler J.L., Gaillard J.L.
PLoS ONE 4:E5660‐E5660(2009)

Genome organization in mycobacteria
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Whole‐genome sequencing to identify transmission of Mycobacterium abscessus between patients with cystic fibrosis: a retrospective 
cohort study.  Bryant JM, Grogono DM, Greaves D, Foweraker J, Roddick I, Inns T, Reacher M, Haworth CS, Curran MD, Harris SR, 
Peacock SJ, Parkhill J, Floto RA.  Lancet. 2013 May 4;381(9877):1551‐60. doi

Potential NTM Transmission in CF clinics
Suggestive genomic evidence of person to person transmission of NTM

NTM Phylogenomics – based on whole genome sequence comparisons

Phylogenomics of Brazilian epidemic isolates of Mycobacterium abscessus subsp. bolletii reveals relationships of global 
outbreak strains. Davidson RM, Hasan NA, de Moura VC, Duarte RS, Jackson M, Strong M.
Infection Genetics and Evolution Sep 18;20C:292‐297. 2013 

NTM Phylogenomics – based on whole genome sequence polymorphisms

Genome sequencing of Mycobacterium abscessus isolates from patients  in the United States and 
comparisons to globally diverse clinical strains.  Rebecca M. Davidson, Nabeeh A. Hasan, Paul R. Reynolds, 
Sarah Totten, Benjamin Garcia, Adrah Levin, Preveen Ramamoorthy, Leonid Heifets, Charles L. Daley, and 
Michael Strong. Journal of Clinical Microbiology, 52:3573‐3582 (2014). 
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Genome sequencing of Mycobacterium abscessus isolates from patients  in the United States and 
comparisons to globally diverse clinical strains.  Rebecca M. Davidson, Nabeeh A. Hasan, Paul R. Reynolds, 
Sarah Totten, Benjamin Garcia, Adrah Levin, Preveen Ramamoorthy, Leonid Heifets, Charles L. Daley, and 
Michael Strong. Journal of Clinical Microbiology, 52:3573‐3582 (2014). 

Genomic Comparisons

Where do NTM infections originate?
NTM Sequencing For Surveillance

Microbiology: Bacterial transmission tactics. Michael Strong and Rebecca M. Davidson. 
Nature, 543: 495‐496 (2017).

0.04

CF006-M52912

CF020-M58168

Brazil GO-06

TX15S111MC9282

CF001-T18588

TX1S1510930

CF020-W72413

CF016-M60832

CF006-M58263

Papworth20a

Malaysia152

NIHCI1729

TX15S109MC9457

CF006-T21203

Malaysia154

UKCF47J26

TX15S114MC9452

BDT

CF001-T18217

CF006-H58662

CF017-W541

NIHCI75

NIHCI73

CF001-T19956

Malaysia94

Papworth30a

Malaysia24

CF008-M43219

NIHCI76

TX15S115MC7698

ATCC 19977T

TX15S124MC9539

Papworth30i

CF016-M76075

Papworth3b

TX15S107MC7915

Papworth23a
CF016-M63607

CF001-T11586

CF001-H42410

Brazil CRM0020

CF016-M56278

CF017-M53753

CF013-M49400

CF008-M54164

CF001-T17746

NIHCI122

CF024-T48371

CF017-W71918

Papworth3n

Papworth3a

CF001-T17041

NIHCI614

Papworth19m

TX15S108MC9544

CF026-H74309

Papworth9a

CCUG 48898T

CF026-F64516

Papworth3m

CF008-M66369

NTM Sequencing For Surveillance
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NTM Sequencing For Surveillance –M. abscessus

Population Genomics of Mycobacterium abscessus from United States Cystic Fibrosis Care Centers.   
Davidson RM, Hasan NA, Epperson LE, Benoit JB, Kammlade SM, Levin AR, Calado de Moura V, Hunkins
J, Weakly N, Beagle S, Sagel SD, Martiniano SL, Salfinger M, Daley CL, Nick JA, Strong M.  Ann Am Thorac
Soc. 2021 .

NTM Sequencing For Surveillance –M. abscessus

Population Genomics of Mycobacterium abscessus from United States Cystic Fibrosis Care Centers.   
Davidson RM, Hasan NA, Epperson LE, Benoit JB, Kammlade SM, Levin AR, Calado de Moura V, Hunkins
J, Weakly N, Beagle S, Sagel SD, Martiniano SL, Salfinger M, Daley CL, Nick JA, Strong M.  Ann Am Thorac
Soc. 2021 .
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NTM Sequencing For Surveillance –M. abscessus

Population Genomics of Mycobacterium abscessus from United States Cystic Fibrosis Care Centers.   
Davidson RM, Hasan NA, Epperson LE, Benoit JB, Kammlade SM, Levin AR, Calado de Moura V, Hunkins
J, Weakly N, Beagle S, Sagel SD, Martiniano SL, Salfinger M, Daley CL, Nick JA, Strong M.  Ann Am Thorac
Soc. 2021 .

NTM Sequencing For Surveillance –M. abscessus

Population Genomics of Mycobacterium abscessus from United States Cystic Fibrosis Care Centers.   
Davidson RM, Hasan NA, Epperson LE, Benoit JB, Kammlade SM, Levin AR, Calado de Moura V, Hunkins
J, Weakly N, Beagle S, Sagel SD, Martiniano SL, Salfinger M, Daley CL, Nick JA, Strong M.  Ann Am Thorac
Soc. 2021 .

NTM Sequencing For Surveillance – M. avium Complex

Population Genomics and Inference of Mycobacterium avium Complex Clusters in Cystic Fibrosis Care Centers, United 
States   Nabeeh A. Hasan, Rebecca M. Davidson, L. Elaine Epperson, Sara M. Kammlade, Sean Beagle, Adrah R. Levin, 
Vinicius Calado de Moura, Joshua J. Hunkins, Natalia Weakly, Scott D. Sagel, Stacey L. Martiniano, Max Salfinger, 
Charles L. Daley, Jerry A. Nick, and Michael Strong. Emerging Infectious Diseases 27:11 (2021). 
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NTM Sequencing For Surveillance – M. avium Complex

Population Genomics and Inference of Mycobacterium avium Complex Clusters in Cystic Fibrosis Care Centers, United 
States   Nabeeh A. Hasan, Rebecca M. Davidson, L. Elaine Epperson, Sara M. Kammlade, Sean Beagle, Adrah R. Levin, 
Vinicius Calado de Moura, Joshua J. Hunkins, Natalia Weakly, Scott D. Sagel, Stacey L. Martiniano, Max Salfinger, 
Charles L. Daley, Jerry A. Nick, and Michael Strong. Emerging Infectious Diseases 27:11 (2021). 

NTM Sequencing For Surveillance – M. avium Complex

Population Genomics and Inference of Mycobacterium avium Complex Clusters in Cystic Fibrosis Care Centers, United 
States   Nabeeh A. Hasan, Rebecca M. Davidson, L. Elaine Epperson, Sara M. Kammlade, Sean Beagle, Adrah R. Levin, 
Vinicius Calado de Moura, Joshua J. Hunkins, Natalia Weakly, Scott D. Sagel, Stacey L. Martiniano, Max Salfinger, 
Charles L. Daley, Jerry A. Nick, and Michael Strong. Emerging Infectious Diseases 27:11 (2021). 

NTM Sequencing For Surveillance – M. avium Complex

Population Genomics and Inference of Mycobacterium avium Complex Clusters in Cystic Fibrosis Care Centers, United 
States   Nabeeh A. Hasan, Rebecca M. Davidson, L. Elaine Epperson, Sara M. Kammlade, Sean Beagle, Adrah R. Levin, 
Vinicius Calado de Moura, Joshua J. Hunkins, Natalia Weakly, Scott D. Sagel, Stacey L. Martiniano, Max Salfinger, 
Charles L. Daley, Jerry A. Nick, and Michael Strong. Emerging Infectious Diseases 27:11 (2021). 
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What can we learn about Mycobacteriophage using 
NTM genomics?

Cluster O : Lytic Phage

Graham Hatfull, PhD and colleagues – The Actinobacteriophage Database  

Genomic Analyses Reveals Prophage in NTM

Characterization of integrated prophages within diverse species of clinical nontuberculous mycobacteria. 
Cody Glickman, Sara M. Kammlade, Nabeeh A. Hasan, L. Elaine Epperson, Rebecca M. Davidson, Michael 
Strong. Virology Journal 17:124 (2020). 

Genomic Analyses Reveals Prophage in NTM

Characterization of integrated prophages within diverse species of clinical nontuberculous mycobacteria. 
Cody Glickman, Sara M. Kammlade, Nabeeh A. Hasan, L. Elaine Epperson, Rebecca M. Davidson, Michael 
Strong. Virology Journal 17:124 (2020). 
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Genomic Analyses Reveals Prophage
Mediated Virulence Proteins

Characterization of integrated prophages within diverse species of clinical nontuberculous mycobacteria. 
Cody Glickman, Sara M. Kammlade, Nabeeh A. Hasan, L. Elaine Epperson, Rebecca M. Davidson, Michael 
Strong. Virology Journal 17:124 (2020). 

Genome Analysis Enables Genome Wide Comparisons

Intraspecies plasmid and genomic variation of Mycobacterium kubicae revealed by the complete 
genome sequences of two clinical isolates.  Jo Hendrix, L. Elaine Epperson, David Durbin, Jennifer R. 
Honda, Michael Strong. Microbial Genomics (2020). 

Genome Analysis Reveals Plasmid Diversity in NTM

Intraspecies plasmid and genomic variation of Mycobacterium kubicae revealed by the complete 
genome sequences of two clinical isolates.  Jo Hendrix, L. Elaine Epperson, David Durbin, Jennifer R. 
Honda, Michael Strong. Microbial Genomics (2020). 
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Genomic Encoded Features Pertinent to Drug Resistance

Evaluation of the new GenoType NTM‐DR kit for the molecular detection of antimicrobial resistance  in non‐
tuberculous mycobacteria  Faiza Mougari,  Jade Loiseau,  Nicolas Veziris,  Christine Bernard,  Béatrice Bercot, 
Wladimir Sougakoff,  Vincent Jarlier,  Laurent Raskine,  Emmanuelle Cambau, on behalf of the French National 
Reference Center for Mycobacteria   Author Notes Journal of Antimicrobial Chemotherapy, Volume 72, Issue 6, June 
2017, Pages 1669–1677

Genome sequencing of Mycobacterium abscessus isolates from patients  in the United States and comparisons 
to globally diverse clinical strains. Rebecca M. Davidson, Nabeeh A. Hasan, Paul R. Reynolds, Sarah Totten, 
Benjamin Garcia, Adrah Levin, Preveen Ramamoorthy, Leonid Heifets, Charles L. Daley, and Michael Strong. 
Journal of Clinical Microbiology, 52:3573‐3582 (2014). 

Phenotypic Characterization of NTM strains

In M. tuberculosis – very strong genotype to 
phenotype correlations in Drug Resistance

WHO – June 2021
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In M. tuberculosis – very strong genotype to 
phenotype correlations in Drug Resistance

Strong, unpublished

Genome Proteome Interactome

OMIC approaches to Mycobacteria

Microbiome

Human Side of Mycobacterial Disease

Network Analysis of Human Genes Influencing Susceptibility to Mycobacterial Infections 
Ettie Lipner, Benjamin J. Garcia, Michael Strong. PLOS ONE. 11: e0146585, (2016). 
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We now sequence 100s of mycobacterial genomes per year.

We have expanded our understanding of the diversity of clinically 
important NTM species through genomic comparisons.

Phylogenomic characterization facilitates outbreak analysis, putative 
transmission analysis, and diversity investigations.

We welcome new projects pertinent to public health, patient health, and 
scientific advancement.

Summary

Thanks to:
Nabeeh Hasan PhD 
Elaine Epperson PhD 
Rebecca Davidson PhD
Josephina Hendrix
Cody Glickman, PhD
Jenn Honda PhD
Sean Beagle
Adrah R. Levin
Vinicius Calado de Moura
Ed Chan MD 
Jane Gross MD
Jerry A. Nick MD
Max Salfinger MD
Charles L. Daley MD 
And many other critical NTM collaborators
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