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Resumen

Objetivo: determinar la mutacion S315T del gen katG en aislados de Mycobacterium tuberculosis resistentes a isoniacida mediante la técnica PCR-RFLP.
Materiales y métodos: A partir de 68 aislados de Mycobacterium tuberculosis se realizé el analisis de polimorfismo en productos de amplificacion de 1054 y 630 pb
que contenian la mutacion S315T del gen katG mediante PCR-RFLP empleando las enzimas de restriccion Mspl y Satl. Mediante SPSS se determiné sensibilidad,
especificidad, valores predictivo positivo y negativo, coeficientes de probabilidad positivo y negativo.

Resultados: E| 74,46% de aislados fenotipicamente resistentes y 4,76% fenotipicamente sensibles presentaron la mutacion del gen katG S315T. La PCR-RFLP para
S315T del gen katG presento 85,4% de sensibilidad y 95,2% de especificidad con Mspl y 85,4% de sensibilidad y 94,4% de especificidad con Satl.

Discusién: La PCR-RFLP tiene una alta capacidad resolutiva que depende de la enzima que se emplee como se observé en estudios previos. La presencia de la
mutacion S315T en pacientes virgenes al tratamiento sugiere la circulacion de aislados resistentes a Isoniacida.

Conclusion: La PCR-RFLP resulté una alternativa valida y rapida para el diagnostico de la resistencia a isoniacida, mediante la deteccién de la mutacion S315T del
gen katG en comparacién con el método convencional de las proporciones.

Palabras Clave: Mutaciones, Polimorfismo, Isoniacida, PCR-RFLP, Mycobacterium tuberculosis, katG.

Determination of S315T mutation within the katG gene in isoniazid-resistant Mycobacterium tuberculosis isolate by
PCR-RFLP

Abstract

Objetive: To determine the S315T mutation of the katG gene in Mycobacterium tuberculosis isoniazid-resistant isolates by PCR-RFLP.

Materials and Methods: Polymorphism analysis of 1054 and 630 bp products containing the S315T mutation of the katG gene was performed by PCR-RFLP using
the Mspl and Satl restriction enzymes from 68 Mycobacterium tuberculosis isolates. Sensitivity, specificity, positive and negative predictive values, positive and
negative likelihood ratio were determined using SPSS.

Results: 74.46% of isoniazid-resistant and 4.76% of isoniazid-sensitive isolates showed the S315T mutation in katG gene. The PCR-RFLP for S315T of the katG gene
had 85.4% sensitivity and 95.2% specificity with Mspl and 85.4% sensitivity and 94.4% specificity with Satl.

Discussion: The PCR-RFLP has a high resolutive capacity that depends on the enzyme that is used as it was observed in previous studies. The presence of the S315T
mutation in treatment-naive patients suggests the circulation of isolates resistant to isoniazid.

Conclusion: PCR-RFLP is a valid and rapid alternative for the diagnosis of isoniazid resistance, by detection of S315T mutation in the katG gene compared to the
conventional method of proportions.

Keywords: Mutation, Polymorphism, Isoniazid, PCR-RFLP, Mycobacterium tuberculosis, katG.

1 Unidad de Postgrado, Investigacion y Desarrollo. Universidad de Guayaquil, Recibido: 05/09/2017; Aceptado: 03/03/2018
Casona Universitaria. Chile y Olmedo. Guayaquil 090108, Ecuador.

2 Centro Nacional de Referencia de Micobacterias. Instituto Nacional de In- Como citar este articulo: J. Sanchez-Dominguez, et al. Determinacién de la
vestigacion en Salud Publica “Leopoldo Izquieta Pérez”-INSPI-LIP. Julian mutacion S315T del gen katG en aislados resistentes a Isoniacida de Mycobac-
Coronel, 905 y Esmeraldas, Guayaquil 090514, Ecuador. terium tuberculosis mediante PCR-RFLP. Infectio 2018; 22(4): 178-184

3 Carrera de Obstetricia. Facultad de Medicina. Universidad de Guayaquil,
Ciudadela Universitaria, Avenida Kennedy y Avenida Delta. Guayaquil
090514, Ecuador.

* Autor para correspondencia.

Correo electronico: moreyg@live.com



Determinacion de la mutacién S315T del gen katG en aislados resistentes a Isoniacida de Mycobacterium tuberculosis mediante PCR-RFLP

Introduccién

La tuberculosis (TB) en la actualidad es considerada como una
de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, gene-
rando cada vez mas preocupacion por el incremento en la pre-
valencia de variantes genéticas con resistencia a los farmacos
antituberculosos’. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
reportd que, en el afo 2015 cerca de 10,4 millones de perso-
nas contrajeron la enfermedad a nivel mundial, de las cuales
1,8 millones de personas fallecieron, y el 20% eran TB-MDR
(multidrogorresistencia) y de estos un 9,7% de las personas
con TB-MDR presentan XDR-TB2. Tratamientos subdptimos y
la mala adherencia a las terapias de drogas antituberculosas
contribuyen al aumento de la resistencia a farmacos; mientras
que tratamientos inadecuados aumentan el riesgo de trans-
mision directa de Mycobacterium tuberculosis resistente a los
medicamentos®*. Ecuador se encuentra entre los paises priori-
zados dada la gran carga de la enfermedad y el elevado indice
de TB-MDR, reportandose un 4,6% de TB-MDR en 2015°.

La isoniacida (INH: Isonicotinic Acid Hydrazide) una de las
drogas de primera linea junto a la Rifampicina (RFM), son
consideradas las drogas de mayor eficacia frente a una infec-
cién por Mycobacterium tuberculosis’. La INH actta inhibien-
do la biosintesis de los acidos micélicos de la pared celular, e
ingresa en el Mycobacterium tuberculosis como un profarma-
co por difusién pasiva y es activada por la enzima catalasa-
peroxidasa codificada por katG, para generar radicales libres,
que atacan a continuacion multiples objetivos en las células®.
Se ha reportado en varios estudios que la resistencia a iso-
niacida esta relacionada con mutaciones especificas en varios
genes importantes de Mycobacterium tuberculosis, existiendo
variantes genéticas tales como: katG (S315T, S315N, S315D,
S315l, S315R, V61G, Q247H, A62T, G383A, C701G, G1388T),
inhA (S94A, 121V, 121T, 147T, 1194T, 3, 258, 190) y su regién pro-
motora (-15 C-T, -8 T-C, T-A 6 T-G,-17 G-T), ahpC, nhd, kasA,
oxyR, furA, fabG1°?', de igual manera, se ha podido mostrar
que la aplicacion de PCR-RFLP del gen katG permite la identi-
ficacion eficiente de aislados resistentes a isoniacida pudiendo
emplearse como una prueba rapida de deteccion?>%,

AUn existiendo evidencia de la aplicacion de pruebas mo-
leculares en busqueda de la resistencia en Mycobacterium
tuberculosis, en el Ecuador no existen mayores estudios re-
lacionados a la identificacion de mutaciones que interfieren
en la accion de las drogas antituberculosas, ni las mutaciones
presentes en los genes relacionados a la resistencia a farma-
cos, limitando la deteccion de la resistencia a andlisis micro-
biolégicos, o escasamente se emplea métodos genotipicos
comerciales centrandose solo a la deteccién de resistencia a
Rifampicina (GeneXpert MTB/RIF), excluyendo otras tecno-
logias que pueden detectar genotipicamente resistencias a
otros medicamentos y que se emplean actualmente en varios
paises?. Por lo antes expuesto, el presente estudio propone
determinar la mutacién S315T del gen katG en aislados de
Mycobacterium tuberculosis resistentes a isoniacida median-
te la técnica PCR-RFLP utilizando las enzimas de restriccién

Mspl y Satl, estrategia que permitiria caracterizar en menor
tiempo la resistencia a Isoniacida comparado con el método
de las proporciones, sugiriendo su aplicacion como método
rapido de tamizaje, complementario de las pruebas fenoti-
picas, que permitan mejorar la vigilancia epidemioldgica de
esta enfermedad a nivel pais por el conocimiento de varian-
tes genéticas circulantes, personalizando el tratamiento y
disminuyendo los indices de TB-MDR.

Materiales y métodos

Un total de 68 aislados de Mycobacterium tuberculosis a los
que se les habia determinado previamente la resistencia
mediante el método de las proporciones de Canetti, Rist y
Grosset? fueron obtenidos del banco de cepas del Centro de
Referencia Nacional de Micobacterias del Instituto Nacional
de Investigacion en Salud Publica INSPI “Dr Leopoldo Izquie-
ta Pérez". El protocolo de investigacién fue aprobado por el
Comité de Etica de Investigacion de Seres Humanos de la
Universidad San Francisco de Quito bajo cédigo 2017-018E.

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realizé de acuerdo al protocolo des-
crito por van Soolingen et al.?*, con ligeras modificaciones. A
partir de 100 L de aislado de Mycobacterium tuberculosis
se adicion6 50 pL de lisozima (10mg/ml), incubando a 37°C
por una hora, luego se adicioné 80 pL de SDS 10% y 5 uL
de proteinasa K (10mg/ml), e incubé a 65°C por 10 minutos;
seguido se adicion6 100 pL de NaCl 5M y 100 uL CTAB/NacCl,
se mezcld e incubo a 65°C por 10 minutos; posteriormente
se agregd 100 pL de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1), se
agito y centrifugd por 20 minutos a 14.000 r.p.m., se transfirid
la fase acuosa y adiciond 60 pL de isopropanol al 90% y 2 uL
de RNAsa, se mezcl6 e incubd a -20°C hasta el siguiente dia.
Se centrifugd 20 minutos a 14.000 r.p.m a 4°C. Se descarto el
sobrenadante, se realizaron dos lavados con etanol al 70%
centrifugando cada vez por 20 minutos a 14.000 r.p.m., a 4°C.
El ADN se resuspendid en 200 pL de buffer TE 1X y se alma-
cend a -20°C hasta su utilizacion.

Ampilificacién del gen katG

Para determinar el polimorfismo de la regién 315 del gen
katG, dos productos fueron amplificados por reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR) con los iniciadores katG500fUT1
5’ACCCAACTGAATGGAGCATGGGCGGAC3’ (1054 pb), katG904:
5-AGCTCGTATGGCACCGGAAC-3 (630 pb), respectivamente y
katG1533rUT2:  5-ACGCACTTGACTTGTCTTCGTCGGGGTCGT-
GACCTCCCA-3 (modificado de Herrera-Ledn et al.®) los cuales
reconocen una regién circundante del codén 315. Las ampli-
ficaciones se realizaron en un volumen de reaccion final de
50pL conteniendo 1X de GoTaq Colorless Master Mix (Prome-
ga, Madison, WI 53711 USA) el cual contiene Taq DNA Polime-
rasa, 400pM dNTPs y 3mM MgCl, 0,25 uM de cada iniciador y
150 ng de ADN extraido. Las amplificaciones fueron llevadas
a cabo en un termociclador C1000 (Bio-Rad Laboratories, CA,
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USA) y las condiciones de PCR fueron desnaturalizacién ini-
cial a 94°C por 4 min, seguido de 40 ciclos a 94°C por 45 s,
hibridacion a 65°C por 45 s, extensién a 72°C por 1 min y una
extension final a 72°C por 5 min. Los productos de PCR fue-
ron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 2% con
SYBR safe bajo luz ultravioleta.

Resultados del PCR-RFLP del gen katG con Mspl y Satl

Para la generacion de los perfiles de digestion del fragmento
amplificado del gen katG se utiliz6 el procedimiento descrito
por Leung et al.”®. Los perfiles tedricos fueron analizados pre-
viamente “in silico” utilizando el programa online Webcutter
2.0. Los productos amplificados fueron digeridos por separa-
do con las enzimas de restriccion Msp/ (Promega, Madison,
WI 53711 USA) y Satl (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA). La enzima Mspl reconoce la secuencia de corte CTCGG,
y Satl GCTNGC, permitiendo detectar la mutacion en la posi-
cion nucleotidica 945, codon 315 del gen katG (AGC —ACC).

Las reacciones de digestion fueron preparadas para un vo-
lumen final de 20 pL, conteniendo 3,0 U de enzima Mspl, 1x
del Buffer 10X (suplementado con la enzima), 2 ug de BSA
acetilado, 10pg pL-1,y 2,0 U de enzima Sat /, 1X Buffer Anza™
10X acorde a las instrucciones del proveedor. Las mezclas de
reacciones fueron incubadas a 37-C por 4 horas en un equipo
de PCR C1000 (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). Los productos
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 3%
en buffer TAE 1X durante 3 horas a 100 voltios, y se visualizd
los fragmentos obtenidos bajo luz ultravioleta y digitalizados
en un fotodocumentador GelDoc XR (Bio-Rad Laboratories,
CA, USA). Los resultados de los perfiles PCR-RFLP de cada
enzima fueron interpretados acordes a estudios publicados
por Leung et al.”® y Herrera-Ledn et al.?'.

Analisis de datos

Los datos fueron sistematizados en una hoja de célculos de
Excel disefiada para el estudio la cual incluyé datos epide-
mioldgicos como edad, sexo, procedencia, tipo de muestra,
fase de tratamiento, susceptibilidad a isoniacida proporcio-
nados por el Centro de Referencia Nacional de Micobacterias
del Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica INSPI
“Dr Leopoldo Izquieta Pérez". Los andlisis de sensibilidad (S),
especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y negativo
(VPN), razén probabilistica positiva (LR+) y negativa (LR-)
fueron realizados mediante tablas cruzadas de 2 x 2 consi-
derando como prueba estandar los resultados del método
de las proporciones empleando el programa para Windows
SPSS versién 22 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Resultados

De los 68 aislados, 69,1% (47) correspondié a aislados fe-
notipicamente resistentes y 30,9% (21) a aislados fenotipica-
mente sensibles de acuerdo al método de las proporciones.
77,9% (53) provenia de hombres y 22,1% (15) de mujeres.
48,0% eran de pacientes virgenes al tratamiento (VT), 41,0%
habian abandonado el tratamiento (AT) y 11,0% se encontra-
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ba en control del tratamiento (CT). La mayoria de los aislados
provenian de Guayaquil (70,6%), seguidos por los obtenidos
en Babahoyo (8,8%), Quito (7,4%), Portoviejo (5,9%), Machala
(4,4%), Esmeraldas (1,5%) y Santa Elena (1,5%) (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion geografica de los aislados resistentes y sensibles a
Isoniacida (INH) de Mycobacterium tuberculosis.

Convenciones presentan la procedencia de los aislados en cada una de las
provincias: negro: Guayaquil; marrén: Quito; rojo: Machala; celeste: Babahoyo;
amarillo: Santa Elena; lila claro: Portoviejo; azul oscuro: Esmeraldas.

Se observé mediante electroforesis que al emplear PCR-RFLP
en el producto de 1054 pb con la enzima Mspl y Satl los ais-
lados resistentes y sensibles fenotipicamente presentaron
similar perfil de restriccion. A partir del producto de 630 pb
se pudo evidenciar la presencia de un fragmento de apro-
ximadamente 132 pb al utilizar Mspl y 205 pb con Satl, en
los aislados que presentaban la mutacion en el codén 315.
Los productos que presentaron bandas diferenciables fueron
confirmados por secuenciacién (datos no mostrados).

Al emplear las enzimas Mspl y Satl se determind que un 52,9%
de los aislados (35 resistente y 1 sensible) presenté el codon
mutado en la posicion S315T; un 38,2% y 33,8% no presen-
taron la mutacién; mientras un 8,8%y 13,2% presentaron un
perfil no diferenciable para Mspl y Satl, respectivamente.

Los aislados resistentes presentaron similar porcentaje del
perfil con mutacién (74,5%) con la enzimas Mspl y Satl, mien-
tras que en los aislados sensibles el 4,8% presento el perfil
con mutacidon para ambas enzimas (Tabla 1).

Al analizar la incidencia de los perfiles con mutaciéon S315T
y su relacién con los tratamientos antifimicos recibidos, se
puede observar que los aislados con mutaciéon presentan
igual porcentaje de incidencia entre los obtenidos de per-
sonas antes tratadas (AT) y virgenes al tratamiento (VT) con
23,5% respectivamente, para ambas enzimas utilizadas. En
los aislados resistentes fenotipicamente, aquellos que pro-
vienen de personas virgenes al tratamiento, un 34,0% de
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Tabla 1. Resultado comparativo de la susceptibilidad de Isoniacida (INH)
en aislados de Mycobacterium tuberculosis analizados mediante métodos

genotipicos y fenotipicos.

N° de
aislados (%)

Métodos fenotipicos y genotipicos

Método de las
Proporciones

PCR-RFLP
(n=68)

Mspl (n; %)

Satl (n; %)

R R (35/47; 74,5) R (35/47; 74,5)
47 (69,1) R S (6/47;12,8) S (6/47;12,8)
R ND (6/47; 12,8) ND (6/47; 12,8)
S R (1/21; 4,8) R (1/21; 4,8)
21(30,9) S S (20/21; 95,2) S (17/21; 81,0)
S ND (-) ND (3/21; 14,3)

R, resistente; S, sensible; ND, patrones no diferenciado.

estos aislados present6 la mutacion, seguido de los antes
tratados con 31,9%, para ambas enzimas. En el caso de los
aislados sensibles fenotipicamente, un 4,8% de los aislados
con la mutaciéon provienen de personas antes tratados, para
ambas enzimas utilizadas (Tabla 2).

Para determinar la especificidad y sensibilidad de la PCR-
RFLP, el método de las proporciones fue utilizado como la
prueba de referencia considerando que es el método estan-
dar empleado en la actualidad para evaluar la resistencia en
Ecuador. Se obtuvo 85,4% de sensibilidad y 95,2% de especi-
ficidad con Mspl y 85,4% de sensibilidad y 94,4% de especifi-
cidad con Satl para la deteccion de la resistencia a Isoniacida
en Mycobacterium tuberculosis (Tabla 3).

Discusion

La deteccion de la resistencia a drogas en pacientes con TB es
necesaria para combatir la creciente prevalencia de TB-MDR.
En los Ultimos afios se han realizado estudios relacionados
con la resistencia a medicamentos que han permitido el
desarrollo de métodos fenotipicos y genotipicos?.

La secuenciacién del genoma de Mycobacterium tuberculosis
y la identificacién de genes asociados a drogo-resistencia, ha
permitido la aplicacion de métodos de diagnostico genotipi-

cos tales como PCR-RFLP que ofrecen la posibilidad de iden-
tificar mutaciones relacionadas a resistencia®. Las mutacio-
nes en los genes de Mycobacterium tuberculosis katG e inhA,
han sido reportados como los responsables del 60 - 80% de
los aislados resistentes a isoniacida®=°.

En nuestro estudio se observé que la PCR-RFLP tiene una
aceptable capacidad resolutiva para la deteccion de resisten-
cia a isoniacida en aislados de Mycobacterium tuberculosis,
pero se debe tener presente que existen aislados que no pre-
sentan la mutacién y tienen un patrén fenotipico resistente
el cual podria estar relacionado a otros genes que confieren
resistencia a isoniacida, de igual manera, dependiendo de las
variantes geneticas de la mutacion 315 que sean mas fre-
cuentes, la capacidad resolutiva dependera de la enzima em-
pleada (Mspl: 95,2 (83,8-100,0), Satl: 94,4 (81,1- 100,0). Simi-
lares resultados han sido descritos por Herrera-Ledn et al.,'®y
Mathuria et al,, ', esto seria debido a que Mspl solo detecta la
sustitucion de Ser—Thr (AGC—ACC), mientras que Satl puede
detectar las otras sustituciones (AGC—ACC, ACA, ACT, ACG)
que ocurren en el coddn 315 que afectan los nucledtidos GC
en esta posicion.

Nuestros resultados mostraron que al emplear las enzimas
Mspl y Satl, el 74,5% de los aislados resistentes presentaron
perfil con la mutacion S315T, mientras que en los aislados
sensibles el 4,8% la presento. Estos resultados difieren de
trabajos previos publicados en los cuales solo se reporta la
presencia de perfiles de mutacion en la posicion S315T en
aislados resistentes” 1202231 e| 25,5% de aislados fenotipica-
mente resistentes que no presentaron la mutacion estudiada,
pudo deberse a la presencia de polimorfismos en regiones
diferente a la posicién S315T"2° en el gen katG u otros genes
que aporten resistencia a Isoniacida®™indiciendo a la sobre-
expresion que superen el poder inhibitorio de INH?%3'; otra
causa puede ser la presencia de mecanismos de resistencia
diferente a las mutaciones tales como mecanismos de barre-
ra (reduccion de la permeabilidad®>3 y bomba de eflujo®).
En cuanto a la presencia de un aislado sensible con la muta-
cion S315T, posiblemente se deba a que el limite de la de-
teccion por PCR-RFLP empleada se encuentre cercano al 1%
de resistentes que basado en el método de las proporciones

Tabla 2. Resultado comparativo de la susceptibilidad de Isoniacida (INH) en aislados de Mycobacterium
tuberculosis analizados mediante PCR-RFLP Mspl y Satl entre los diferentes tratamientos recibidos.

PCR -RFLP Mspl

Método de las .
Tratamiento

PCR -RFLP Satl

proporciones Mutante Normal Mutante Normal
n (%) n (%) n (%) n (%)
AT 15(31,9) 4(8,5) 15 (31,9) 4(8,5)
Resistente
(n= 47) VT 16 (34,0) 2(43) 16 (34,0) 2(43)
CcT 4(8,5) = 4(85) -
AT 1(4,8) 6 (28,6) 1(4,8) 5(23,8)
Sensible VT ] 14 (667) _ 12.57.1)
(n=21)
CcT - - = -

VT, virgen al tratamiento; AT, antes tratados; CT, con tratamiento; ND, no perfil determinado.
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Tabla 3. Parametro estadistico de la digestion por PCR-RFLP con Mspl y PCR-
RFLP con Satl en relacion al método de las proporciones para la detecciéon de
la mutacién del gen katG en aislados resistentes y sensibles a Isoniacida de
Mycobacterium tuberculosis.

PCR-RFLP Mspl

PCR-RFLP Satl
(n =68, 95% IC)

85,4 (73,3-87,4)
94,4(81,1- 100,0)

etros estadisticos (n =68, 95% IC)

85,4 (73,3-97,4)
95,2 (83,8-100,0)

Sensibilidad (%)
Especificidad (%)

Valor Predictivo Positivo (%) 97,2 97,2
Valor Predictivo Negativo (%) 76,9 73,9
Razén Probabilistica Positiva 17,9 15,4
Razén Probabilistica Negativa 0,15 0,15

pasa imperceptible y se considera como sensible, tambien
podria deberse a una inadecuada identificacion del perfil de
resistencia mediante la prueba de las proporciones en el ais-
lado sensible, y/o contaminacion del aislado después de su
conservacion.

Al analizar los diferentes casos de pacientes con TB, se pue-
do observar que, 46,05% de muestras con el perfil mutado
S315T mediante PCR-RFLP correspondié a pacientes antes
tratados (AT) y virgenes al tratamiento (VT), esto sugiere que
posiblemente estos pacientes no cumplieron el tratamiento
correctamente y/o abandonaron el mismo generando cepas
resistentes a esta droga, adicionalmente, que existan pacien-
te sin antecedentes de tratamiento (VT) y que presenten la
mutacion S315T sugiere que estan circulando dentro de la
poblacion, aislados de M. tuberculosis que presentan resis-
tencia previa a la isoniacida, haciendo poco efectiva la medi-
cacion recibida.

La sensibilidad general fue del 85,4% (1C95%:73,3-97,4), en
contraste a otros estudios que mostraron 88,2%23, 91,5%%,
95,0%%*, sin embargo, presenta un alto valor predictivo po-
sitivo (0,972) cuando se lo compara con el método de las
proporciones, lo que aseguraria que un 97,2% de los aislados
en los cuales se ha detectado mediante PCR-RFLP la muta-
cion S315T tendrian la resistencia al medicamiento, siendo
un porcentaje Util para la toma de decisiones terapéuticas
mientras se obtiene el resultado por cultivo microbioldgico,
de igual manera, es bien conocido que los valores predic-
tivos de las pruebas son directamente dependientes de la
prevalencia de la caracteristica de la poblacién particular®,
lo cual al considerar la prevalencia de resistentes a Isonia-
cida de nuestro estudio (69,12%) impacta en la dimsinucion
del VPP del test empleado, lo que se mejoraria ampliando la
poblacion de estudio.

En relacion a las muestras que presentaron patrones no di-
ferenciables (8,8% para Msply 13,2% para Satl ), es probable
que se deba a causas como: la presencia de mecanismos de
resistencia diferente a las mutaciones que afectan la per-
meabilidad de la membrana y bomba de eflujo, la calidad
de la muestra, errores técnicos y presencia de inhibidores los
cuales pueden afectar la calidad de amplificacion y posterior
generacion del perfil de restriccion.
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El contar con buenas practicas de laboratorio, que garanticen
condiciones pre-analiticas adecuadas, es primordial con la fi-
nalidad de evitar contaminaciones y/o falsos positivos.

Una desventaja de cualquier prueba genotipica es la incapa-
cidad de detectar mutaciones silenciosas (mutaciones que no
conducen a ningln cambio de aminoacido). Mutaciones en
otras regiones diferentes a la S315T dentro del mismo gen'>2°
u otros genes parte del genoma de Mycobacterium tuberculo-
sis pueden contribuir al desarrollo de la resistencia a isoniaci-
da®™, por lo cual realizar estudios con poblaciones mayores en
las que se involucre la identificacion de mutaciones de otros
genes relacionados a la resistencia en isoniacida u otros me-
dicamentos mejoraria la caracterizacion de las variantes gené-
ticas presentes en los linajes de Mycobacterium tuberculosis,
adicionalmente, al conocer las nuevas variantes presentes en
los diferentes genes relacionados a la resistencia se aporta-
ria al mejoramiento de los sistemas de deteccion comerciales
actuales, considerando que los aislados presentan variaciones
genéticas propias de su distribucién geografica’ 184043,

En conclusién, las pruebas moleculares no reemplazan los
métodos convencionales, sin embargo, son un eficiente mé-
todo de tamizaje cuando se combinan con datos clinicos y
epidemioldgicos, impactando significativamente en una diag-
nosis temprana de la resistencia, lo que contribuye a estrate-
gias de control de la resistencia de TB en los paises*. De igual
manera, investigaciones dirigidas al estudio de la resistencia
por secuenciamiento del genoma completo ayudarian en el
futuro a dilucidar los mecanismos moleculares de resistencia
a isoniacida u otros medicamentos en aislados de Mycobac-
terium tuberculosis circulantes en el Ecuador**’. La PCR-RFLP
resulta una alternativa confiable y répida para el diagnostico
de la resistencia a isoniacida, mediante la deteccién de muta-
cion S315T del gen katG, otros codones mutados del mismo
gen y/o demas genes que producen resistencia, en compara-
cion con el método convencional de las proporciones.
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