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D e t e r m i n a c i ó n  d e  l a  f r e c u e n c i a  e n  l a s  m u t a c i o n e s  d e  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A  e n  a i s l a d o s  

d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s r e s i s t e n t e s  a  I s o n i a c i d a ,  m e d i a n t e P C R - R F L P .  

R E S U M E N  

L a  d e t e r m i n a c i ó n  c o n v e n c i o n a l  d e l a  r e s i s t e n c i a e n  M .  t u b e r c u l o s i s e s  u n a  t é c n i c a  d e m o r a d a,  

c o n s t i t u y e n d o  l a s  t é c n i c a s  m o l e c u l a r e s  c o m o u n a  a l t e r n a t i v a q u e  h a  g a n a d o  r e l e v a n c ia  

f u e r t e m e n t e  e n  l o s  ú l t i m o s  a ñ o s.  L a s  m u t a c i o n e s  e n  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A  h a n  s i d o  e s t u d i a d a s 

a m p l i a m e n t e p o r  e s t a r  r e l a c i o n a d a s  a  l a r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a .  S i n  e m b a r g o ,  no  s e  d i s p o n e n  

e s t u d i o s  e n  n u e s t r o  m e d i o  s o b r e  l a  f r e c u e n c i a  d e  d i c h a s  m u t a c i o n e s  a p l i c a n d o  h e r r a m i e n ta s  

m o l e c u l a r es .  E l  p r e s e n t e  t r a b a j o  t i e n e  c o m o  o b j e t i v o  d e t e r m i n a r  l a  f r e c u e n c i a  e n  l a s  m u t a c i o n e s  

d e  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A  e n  a i s l a d o s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i da  

m e d i a n t e  l a  t é c n i c a  P C R- R F L P .  E n  a i s l a d o s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s d e l  C e n t r o  N a c i o na l  d e  

R e f e r e n c i a  d e  M i c o b a c t e r i a s  s e  r e a l i z ó  e l  a n á l i s i s  d e l  p o l i m o r f i s m o  e n  l a  r e g i ó n  3 1 5  d e l  g e n  

k a t G  y  e n  l a  r e g i ó n  p r o m o t o r a  d e l  g e n  i n h A  m e d i a n t e  P C R- R F L P  c o n  

l a s  e n z i m a s M s p I  y  S a tI .  L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n  e v a l u a d o s  e m p l e a n d o  e l  p r o g r a m a  

S P S S  d e t e r m i n á n d o s e   l a  s e n s i b i l i d a d  ( S ) ,  e s p e c i f i c i d a d  ( E ) ,  v a l o r e s  p r e d i c t i v o  p o s i t i v o  ( V P P )  

y  n e g a t i v o  ( V P N ) ,  c o e f i c i e n t e s  d e  p r o b a b i l i d a d  p o s i t i v o  ( L R + )  y  n e g a t i v o  ( L R- ) ,  í n d i c e s  d e  

Y o u d e n ( I J ) .  S e  i n c l u y e r o n  6 8 a i s l a d o s  c l í n i c o s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s.  E l  7 4 %  d e  c e p a s  r e s i s t e n te s  

f u e r o n  p o s i t i v as  p a r a  m u t a c i ó n  d e l  g e n  k a t G  S 3 1 5 T  ( p o s i c i ó n  9 4 5) .  L a  t é c n i c a  R F L P  p a r a  l a 

m u t ac i ó n  d e l  g e n  k a t G  a l c a n z a :  S :  8 5 % ,  E :  9 5 % ,  V P P : 9 7 % ,  V P N :  7 3 , 9 % ,  L R + :  1 7 , 9 ,  L R - :  

0 , 1 5 ,  I J :  0 , 8 .  S e  c o n c l u y e  q u e  l a  P C R - R F L P  r e s u l t a  u n a  a l t e r n a t i v a v á l i d a  y  r á p i d a  p a r a  

d e t e c c i ó n  d e  r e s i s t e n c i a  a  l a  i s o n i a c i da ,  m e d i a n t e  l a  d e t e c c i ó n  d e m u t a c i ó n  e n  e l  g e n  k a t G  

S 3 1 5 T  e n  c o m p a r a c i ó n  c o n  e l  m é t o d o  c o n v e n c i o n a l  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s .   

P a l a b r a s  C l a v e:  M u t a c i o n e s ,  P o l i m o r f i s m o,  I s o n i a c i d a ,  P C R- R F L P ,  M .  t u b e r c u l o s i s,  k a t G  e  

i n h A  
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A B S T R A C T  

T h e  c o n v e n t i o n a l  d e t e r m i n a t i o n  o f  r e s i s t a n c e  i n  M .  t u b e r c u l o s i s i s  a  d e l a y e d  t e c h n i q u e ,  

c o n s t i t u t i n g  m o l e c u l a r  t e c h n i q u e s  a s  a n  a l t e r n a t i v e  t h a t  h a s  g a i n e d  p r o m i n e n c e  i n  r e c e n t  y e a r s  

s t r o n g l y .  M u t a t i o n s  i n  k a t G  a n d  i n h A  g e n e s  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  a s  t h e y  r e l a t e  t o  

r e s i s t a n c e  t o  i s o n i a z i d .  H o w e v e r ,  n o  s t u d i e s  h a v e  i n  o u r  m i d s t  o n  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e s e  

m u t a t i o n s  u s i n g  m o l e c u l a r  t o o l s .  T h i s  s t u d y  a i m s  t o  d e t e r m i n e  t h e  f r e q u e n c y  o f  m u t a t i o n s  i n  

k a t G  a n d  i n h A  g e n e s  i s o l a t e d  f r o m  M y c o b a c t e r i u m r e s i s t a n t  t o  Is o n i a z i d  b y  P C R- R F L P  

t e c h n i q u e  t u b e r c u l o s i s .  I n  i s o l a t e s  o f  M .  t u b e r c u l o s i s N a t i o n a l  R e f e r e n c e  C e n t e r  f o r  

M y c o b a c t e r i a  p o l y m o r p h i s m  a n a l y s i s  i t  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  r e g i o n  3 1 5  o f  t h e  k a t G  g e n e  a n d  

i n  t h e  p r o m o t e r r e g i o n  o f  i n h A  g e n e  b y  P C R- R F L P  w i t h  M s p I  a n d  S a tI  e n z y m e s .  T h e  r e s u l t s  

w e r e  e v a l u a t e d  u s i n g  S P S S  d e t e r m i n e d  t h e  s e n s i t i v i t y  ( S ) ,  s p e c i f i c i t y  ( E ) ,  p o s i t i v e  p r e d i c t i v e  

v a l u e  ( P P V )  a n d  n e g a t i v e  ( N P V ) ,  c o e f f i c i e n t s  n e g a t i v e  p o s i t i v e  p r o b a b i l i t y  ( L R  + )  a n d  ( LR )  

r a t e s  Y o u d e n  ( I J ) .  6 8  c l i n i c a l  i s o l a t e s  o f   M .  t u b e r c u l o s i s w e r e  i n c l u d e d .  7 4 %  o f  r e s i s t a n t  s t r a i n s  

w e r e  p o s i t i v e  f o r  g e n e  k a t G  S 3 1 5 T  m u t a t i o n  ( p o s i t i o n  9 4 5 ) .  T h e  R F L P  t e c h n i q u e  f o r  g e n e  

m u t a t i o n  k a t G  r e a c h e d :  S :  8 5 % ,  s p e c i f i c i t y  9 5 % ,  P P V  9 7 % ,  N P V :  7 3 . 9% ,  L R  + :  1 7 . 9 ,  L R-  

0 . 1 5 ,  I J :  0 ,  8 .  W e  c o n c l u d e  t h a t  t h e  P C R- R F L P  i s  a  v a l i d  a l t e r n a t i v e  f o r  r ap i d  d e t e c t i o n  o f  

r e s i s t a n c e  t o  Is o n i a z i d ,  b y  d e t e c t i n g  m u t a t i o n  i n  t h e  g e n e  k a t G  S 3 1 5 T  c o m p a r e d  w i t h  t h e  

c o n v e n t i o n a l  p r o p o r t i o n  m e t h o d . 

K e y w o r d s :  M u t a t i o n ,  P o l y m o r p h i s m ,  I s o n i a z i d ,  P C R- R F L P ,  M .  t u b e r c u l o s i s  k a t G a n d  i n h A  
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I N T R O D U C C I O N  

L a  t u b e r c u l o s i s  e s  u n a  e n f e r m e d a d  i n f e c c i o s a  c a u s a d a  p o r  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s 

b a c t e r i a  p a t ó g e n a  d e  h u m a n o s ,  q u e  a f e c t a  l o s  p u l m o n e s,  l a  m i s m a  q u e s e  t r a n s m i t e  d e  p e r s o n a  

a  p e r s o n a  p o r  v í a  a é r e a  y  s e g ú n  s e a  l a c o n d i c i ó n  i n m u n o l ó g i c a  p u e d e  m a n t e n e r  l a  e n f e r m e d a d  

e n  e s t a d o  l a t e n t e  o  d e s a r r o l l a r l a  y  m a n i f e s t a r  s í n t o m a s  c a r a c t e r í s t i c o s  c o m o  t o s ,  s u d o r e s ,  

e x p e c t o r a c i ó n ,  e t c ,  y  s i n  e l  t r a t a m i e n t o  a d e c u a d o  p o d r í a  l l e g a r  a  l a  m u e r t e  ( O M S ,  2 0 1 6 ).  

C o n s t i t u y én d o s e  e n u n  p r o b l e m a  p a r a  l a  s a l u d  p ú b l i c a  m u n d i a l ,  y a  q u e  a p r o x i m a d a m e n t e  u n  

t e r c i o  d e  l a  p o b l a c i ó n  m u n d i a l  e s t á  i n f e c t a d a  y  e s  l a  r e s p o n s a b l e  d e  m i l l o n e s  d e  m u e r t e s  c a d a  

a ñ o   ( B a h r a m i ,  B a h r m a n d ,  S a f a r p o u r ,  M a s o u m i ,  &  S a i f i ,  2 0 1 3 ).  

L a  t u b e r c u l o s i s  e s  t r a t a b l e  y  c u r a b l e  e n  l a  m a y o r í a  d e  l o s  c a s o s ,  s i e m p r e  y  c u a n d o  s e  r e c i b a  e l  

t r a t a m i e n t o  m e d i c a m e n t o s o  a d e c u a d o  y  o p o r t u n o,  p e r o  t a m b i é n  e x i s t e n  c a s o s  e n  l o s  q u e  l a s  

b a c t e r i a s  n o  s e  v e  a f e c t a d a  p o r  l a  m e d i c a c i ó n  ( d r o g a s  d e  l a s  d i f e r e n t e s  l í n e a s )  y  s e  c o n o c e  c o m o  

t u b e r c u l o s i s  r e s i s t e n t e  ( C D C ,  2 0 1 6 ).   L a  t u b e r c u l o s i s  m u l t i d r o g o r e s i s t e n te ( T B M D R )  e s  

c a u s a d a  p o r  c e p a s  q u e  n o  r e s p o n d e n  a l  t r a t a m i e n t o  m e d i c a m e n to s o  d e  p r i m e r a  l í n e a  ( m í n im o  

I s o n i a c i d a y  R i f a m p i c i n a ) r e q u ir i e n d o  s e r  t r a t a d a  c o n  m e d i c a m e n t o s  d e  s e g u n d a  l í n e a ;  c u a n d o  

l a  r e s i s t e n c i a  s e  c o m p l i c a  s e  c o n o c e  c o m o  t u b e r c u l o s i s  u l t r a r r es i s t e n t e  ( T B X R )  y  s o l o  r e s p o n d e  

a  p o c o s  m e d i c a m e n t o s  a n t i t u b e r c u l o s o s  ( O M S ,  2 0 1 6 ).  

E l  c r e c i m i e n t o  e m e r g e n te  d e  l a  t u b e r c u l o s i s  m u l t i d r o g or e s i s t e n te  h a  l l e v a d o  q u e  e n  l o s  ú l t i m o s  

a ñ o s  s e  r e a l i c e n  e s t u d i o s  r e l a c i o n ad o s  c o n  l a  r e s i s t e n c i a  a  m e d i c a m e n t o s  y  q u e  s e  d e s a r r o l l e n  

m é t o d o s  d e  d i a g n ó s t i c o q u e  s e a n  c a p a z  d e  d e t e c t a r l a  p r o n t a m e n t e.  ( G u p t a  &  A n u p u r b a ,  2 0 1 5 ).  

L a  s e c u e n c i a c i ó n  d e l  g e n o m a  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s y  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  g e n e s  

a s o c i a d o s  a  d r o g o- r e s i s t e n c i a ,  h a  p e r m i t i d o  l a  a p l i c a c i ó n  d e  m é t o d o s  d e  d i a g n ó s t i c o  

g e n o t í p i c o s  q u e  o f r e c e n  l a  p o s i b i l i d a d  d e  i d e n t i f i c a r  m u t a c i o n e s  r e l a c i o n a d a s  a  r e s i s t e n c i a ,  

d e n t r o  d e  l o s  c u a l e s  l a  t é c n i c a  d e  P C R  p e r m i t e  l a a m p l i f i c a c i ó n  d e  l a  r e g i ó n g e n é t i c a q u e  
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c o n t i e n e  l a  m u t a c i ó n  p a r a  u n a  p o s t e r i o r  i d e n t i f i c a c i ó n  m e d i a n t e  t é c n i c a s  m o l e c u l a r e s  

c o m p l e m e n t a r i a s  d e n t r o  d e  l o s  c u a l e s  l a  P C R- R F L P ,  s e c u e n c i a c i ó n ,  P C R  e n  t i e m p o r e a l ,  

G e n o t y p e  M T B D R  P L U S,  D N A - M i c r o a r r a y s ,  e n t r e  ot r o s ,  s o n  u t i l i z a d o s  ( C u e v a s  C o r d o v a  &  

Z e n t e n o  C u e v a s ,  2 0 1 0 ) .  V a r i o s  e s t u d i o s  h a n  p e r m i t i d o  d e t e r m i n a r  q u e  la s  m u t a c i o n e s  e n  l o s  

g e n e s  k a t G  e  i n h A  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s s o n  l o s  r e s p o n s a b l e s  d e l  7 0- 8 0 %  d e  l o s  

a i s l a d o s  r e s i s t e n t e s  e s p e c i a l m e n t e  a  I s o n i a c i d a ( R o m a y ,  y  o t r o s ,  2 0 1 2 ).  

A u n q u e  en  n u e s t r o  p a í s  s e  h a n  i m p l e m e n t a d o  v a r i o s  p r o g r a m a s  p a r a  p r e v e n i r ,  t r a t a r  y  e v i t a r  l a  

m o r t a l i d a d c a u s a d a  p o r  e s t a  e n f e r m e d a d ,  e n f a t i z a n d o  e s f u e r z o s  p a r a  p r e v e n i r  l a  p r o p a g a c i ó n  

d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s,  s e  d e s c o n o c e n  e s t u d i o s  g e n é t i c o s  r e l a c i o n a d o s  a  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  l a s  

m u t a c i o n e s  r e l a c i o n a d a s  c o n  l a  r e s i s t e n c i a  a  l o s  m e d i c a m e n t o s  a n t i t u b e r c u l o s o s ,  e s  p o r  e l l o  

q u e  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o  t i e n e  c o m o  f i n a l i d a d  d e t e r m i n a r  l a  f r e c u e n c i a  d e  l a s  m u t a c i o n e s  d e  l o s  

g e n e s  k a t G  e  i n h A  e n  a i s l a d o s  c l í n i c o s  r e c i b i d o s  e n  e l  C R N  d e  M i c o b a c t e r i a s  d e l  I N S P I- L I P  

d e l  a ñ o  2 0 1 5 ,  u t i l i z a n d o  l a  t é c n i c a  m o l e c u l a r  P C R- R F L P  c o m o e s t r a t e g i a  c o m p l e m e n t a r i a d e  

d i a g n ó s t i c o  r á p i d o  p a r a  l a  d e t e c c i ó n  d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s . 

P L A N T E A M I E N T O  D E L  P R O B L E M A  

L a  t u b e r c u l o s i s  e s  u n a  a m e n a z a  m u n d i a l  p a r a  l a  s a l u d  p ú b l i c a ,  s e g ú n  l a  O M S  e n  e l  2 0 1 4  s e  

r e g i s t r a r o n   9 , 6  m i l l o n e s  d e  p e r s o n a s  e n f e r m a s  d e  tu b e r c u l o s i s ,  1 , 5  m i l l o n e s  m u r i e r o n  a  c a u s a  

d e  l a  m i s m a ,  1 4 0  m i l  c o r r e s p o n d í a n  a  n i ñ o s  y  4 8 0  m i l  p e r s o n a s  d e sa r r o l l a r o n  T B  M D R  e n  e l  

m u n d o,  a d e m á s  c o n s t i t u y e  u n a  d e  l a s  t r e s  p r i n c i p a l e s  c a u s a s  d e  m u e r t e  e n  p a c i e n t e s  c o n  V I H  

( O M S ,  2 0 1 6 ).  E n  l a  r e g i ó n  d e  l a s  A m é r i c a s ,  s e  e s t i m a r o n  2 7 6  m i l  c a s o s  n u e v o s  d e  T B  e n e l  

2 0 1 2  ( 2 9 c a s o s  d e  T b  p o r  1 0 0  m i l  h a b i t a n t e s ),  1 9  m i l  m u e r t e s ,  a  l a s  q u e  s e  s u m a n  o t r a s  6  m i l  

p r o d u c i d a s  e n  a f e c t a d o s  c o n  c o- i n f e c c i ó n  T B / V I H  ( 1 , 9 c a s o s  p o r  1 0 0  m i l  h a b i t a n t e s ) y  7  m i l  

c a s o s  d e  T B- M D R ,  d e  l o s  q u e  e l  6 7  %  o c u r r i ó  e n  A m é r i c a  d e l  S u r  ( P u b l i c a ,  2 0 1 6 ).   E n  e l  

E c u a d o r  l a  t a s a  d e  m o r t a l i d a d p r o d u c i d a  p o r  T B h a  d i s m i n u i d o  p r o g r e s i v a m e n t e  d e s d e  e l  a ñ o  
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2 0 0 5 ( 5 , 8 8  c a s o s  p o r  1 0 0  m i l  h a b i t a n t e s)  a l  2 0 1 4  e n  l a  c u a l  s e g ú n  l a  O M S  e x i s t i ó  u n a  t a s a  2 , 9 

p o r  1 0 0  m i l  h a b i t a n t e s .   E n  e l  2 0 1 4  f u e r o n  r e p o r t a d o s 4 . 8 9 7  c a s o s  n u e v o s  d e  T B  q u e  

a c t u a l m e n t e  s e  e n c u e n t r a n  e n  t r a t a m i e n t o  b a j o  D O T S  ( t r a t a m i e n t o  a c o r t a d o  d i r e c t a m e n te  

o b s e r v a d o ,  p o r s u s  s i g l a s  e n  i n g l é s ) ,  e s t r a t e g i a  q u e  a d o p tó  d e s d e  e l  2 0 0 1  e l  M i n i s t e r i o  d e  S a l u d  

P ú b l i c a  ( M S P )  c o n  l a  f i n a l i d a d  d e  g a r a n t i z a r  l a  c u r ac i ó n  d e l  e n f e r m o ( M S P ,  2 0 1 6 ).  S e g ú n  l a  

O M S  s e  r e p o r t a r o n  1 7 3 6  c a s o s  ( n u e v o s  y  r e t r a t a m i e n t o s )  q u e  f u e r o n  d i r e c c i o n a d o s  p a r a  

r e a l i z a r  p r u e b a s  d e  T B M D R ( O M S ,  2 0 1 6 ).  

L a  T B M D R  n o  r e s p o n d e  a  l o s  t r a t a m i e n t o s  c o n v e n c i o n a l e s  c o n  I s o n i a c i d a y  R i f a m p i c i n a ,  y  

p u e d e  o c u r ri r  p o r  e l  u s o  i n a p r o p i a d o  o  i n c o r r e c t o  d e  l o s  m e d i c a m e n t o s  y a  s e a  p o r q u e  l o s  

p a c i e n t e s  n o  c o m p l e t a n  e l  t r a t a m i e n t o ( a b a n d o n o ) o  t o m a n  e n  f o r m a  i r r e g u l a r  y  s i n  s e g u i r  l a s  

i n d i c a c i o n e s  p r e s c r i t a s  p o r  e l  m é d i c o,  a d e m á s ,   e l  u s o  d e  m e d i c a m e n t o s  d e  m a l a  c al i d a d ,  l a  

a u s e n c i a  d e  l o s  m e d i c a m e n t o s  c o r r e c t o s ,   e r r o r e s  e n  l a  p r e s c r i p c i ó n ,  d o s i s  o  d u r a c i ó n  d e l  

t r a t a m i e n t o ,  r e c a í d a s  l u e g o  d e  h a b e r  s i d o  t r a t a d o s ( C D C ,  2 0 1 6 ).  D e s d e  u n  p u n t o  d e  v i s t a  

m i c r o b i o l ó g i c o ,  l a  r e s i s t e n c i a  e s  c a u s ad a  p o r  m u t a c i o n e s  e n  e l  g e n o m a  d e  l a s  m i c o b a c t e r i a s ,  

e s p e c í f i c a m e n t e  e n  l o s  g e n e s  q u e  c o d i f i c a n  p a r a  b l a n c o s  d e  l a s  d r o g a s,  l o  c u a l  v u e l v e  i n e f i c a z  

e l  m e d i c a m e n t o  f r e n t e  a  l a  b a c t e r i a  m u t a n t e.  D i v e r s o s  e s t u d i o s  h a n  m o s t r a d o l a s  m u t a c i o n e s  

q u e  p r o v o c a n  r e s i s t e n c i a  a  I s o n i a c i d a,  e n c o n t r á n d o s e  q u e  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A  e s t á n  e n t r e  l o s  

m á s  f r e c u e n t e s q u e  p r e s e n t a n  e s t e  t i p o  d e  m u t a c i o n e s ( A r r á i z ,  B e r m ú d e z ,  &  U r d a n e t a ,  2 0 0 5 ).  

L a  t u b e r c u l o s i s  m u l t i r r e s is t e n t e  r e q u i e r e  u n a  i m p o r t a n t e  a t e n c i ó n  e n  n u e s t r o  p a í s  y a  q u e  l a  

d e t e c c i ó n  t a r d í a  d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s  y/ o  e l  d e s c o n o c i m i e n t o  d e  s u s  r e s p e c t i v a s m u t a c i o n e s  

c o n s t i t u y e  u n  g r a n  i n c o n v e n i e n t e  p o r q u e  d i s m i n u y e  l a  e f i c a c i a  d e  l o s  p r o g r a m a s  n a c i o n a l e s  d e  

c o n t r o l ,  a u m e n t a n d o  e l  r i e s g o  d e  t r a n s m i s i ó n  d e  r e s i s t e n c i a  m e d i c a m e n t o s a  a  o t r a s  p e r s o n a s ,  

d a n d o  l u g a r  a  c a s o s  n u e v o s  c a d a  a ñ o  y  a  c o- i n f e c c i o n e s  e n  p a c i e n t e s  i n m u n o d e p r i m id o s  

i m p i d i e n d o  u n  c o n t r o l  a d e c u a d o . 
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F O R M U L A C I O N  D E L  P R O B L E M A  

C o n  b a s e  e n  l o  a n t e s  e x p u e s t o,  y  c o n o c i e n d o  q u e  e n  e l  p a í s  l a  d e t e c c i ó n  d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s  s e  

b a s a  e n  p r u e b a s  c l á s i c a s  q u e  m i d e n  l a  c a p a c i d a d  d e  c r e c i m i e n t o  e n  m e d i o  q u e  c o n t i e n e n  l a s  

d i f e r e n t e s  d r o g a s  a n t i t u b e r c u l o s a s ,  s e  h a c e  e v i d e n t e  q u e  l a f r e c u e n c i a  e n  l a s  m u t a c i o n e s  d e l o s  

g e n e s  k a t G  e  i n h A ,  l o s  m i s m o s  q u e  e s t á n  r e l a c i o n a d o s  a  r e s i s t e n c i a,  e n  a i s l a d o s  d e  

M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s r e s i s t e n t e  a  I s o n i a c i d a e s  d e s c o n o c i d a  e n  n u e s t r o  p a í s ,  y  q u e  l a 

d e t e c c i ó n  a p r o p i a d a  d e  l a  r e s i s t e n c i a  p e r m i t i r í a p r e v e n i r  l a  t r a n s m i s i ó n  y  a p l i c a r  e l  t r a t a m i e n to  

a p r o p i a d o ,  a c o r d e  a  n u e s t r o  m e d i o .  

J U S T I F I C A C I Ó N :  

E l  m a n e j o  y  c o n t r o l  d e  l a  t u b e r c u l o s i s  s e  v e  o b s t a c u l i z a d o  p o r  el  i n c r e m e n t o  d e  c e p a s  

m u l t i r r e s i s t e n tes  p o r  l o  c u a l  re s u l t a  i m p o r t a n t e  r e a l i z a r  u n r e c o n o c i m i e n t o  t e m p r a n o  d e  l a  

r e s i s t e n c i a,  a  t r a v é s  d e  e s t u d i o s  d e  l o s  g e n e s  a s o c i a d o s  a  l a  m i s m a.  L a  d e t e r m i n a c i ó n d e  

m u t a c i o n e s  e n  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A  m e d i a n t e  e l  m é t o d o  P C R- R F L P ,  a s í  c o m o  s u  v a l i d a c i ó n  

c o m o  h e r r a m i e n t a  d e  d e t e c c i ó n  d e r e s i s t e n c i a  a  l a  I s o n i a c i d a e n  n u e s t ro  p a í s,  p e r m i t i r á n  s e n ta r  

l a s  b a s e s  q u e  g u í e n e l  d e s a r r o l l o  d e  e s t r a t e g i a s  p o s t e r i o r e s  d i r i g i d a s  a  u n  d i a g n ó s t i c o  m á s  r á p id o  

d e  l a s  c e p a s  r e s i s t e n t e s  y  q u e  c o n t r i b u y a n  a  l a  i m p l e m e n t a c i ó n  d e  u n a t e r a p i a  m e d i c a m e n to s a 

m á s  a d e c u a d a,  c o n s i d e r a n d o  q u e  l o s  e s q u e m a s  c o r t o s  p r o p u e s t o s  p o r  l a  O M S  d e j a n  d e  s e r  l a  

m e j o r  o p c i ó n  e n  p a c i e n t e s  r e s i s t e n t e s ( C u e v a s  C o r d o v a  &  Z e n t e n o  C u e v a s ,  2 0 1 0 ).  

O B J E T O  D E  E S T U D I O  

A i s l a d o s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s.  

C A M P O  D E  E S T U D I O  

R e s i s t e n c i a  a n t i m i c r o b i a n a .  M u t a c i o n e s  e n  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A .  
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O B J E T I V O  G E N E R A L  

D e t e r m i n a r  l a  f r e c u e n c i a  d e  l a s  m u t a c i o n e s  e n  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A  e n  a i s l a d o s  d e  

M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a ci d a  p r o c e d e n t e s  d e l  C N R  d e  M i c o b a c t e r i a s 

d e l  I N S P I  ñ L IP ò e n  e l  a ñ o  2 0 1 5 ,  m e d i a n t e P C R - R F L P . 

O B J E T I V O S  E S P E C I F I C O S  

¶ O b t e n e r m e d i a n t e  P C R- R F L P   l o s  p e r f i l e s  d e  r e s t r i c c i ó n c o n  l a s  e n z i m a s  d e  r e s t r i c c i ó n  

M s p I  y  S a t I d e l  g e n  k a t G  e n  c e p a s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s q u e  p e r m i t a n  

d i f e r e n c i a r  c e p a s s e n s i b l e s  y  r e s i s t e n t e s  a  I s o n i a c i d a.   

¶ O b t e n e r m e d i a n t e  P C R- R F L P   l o s  p e r f i l e s  d e  r e s t r i c c i ó n c o n  l a s  e n z i m a s  d e  r e s t r i c c i ó n  

M s p I  y  S a t I d e l  g e n  i n h A  e n  c e p a s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  q u e  p e r m i t a n  

d i f e r e n c i a r  c e p a s s e n s i b l e s  y  r e s i s t e n t e s  a  I s o n i a c i d a.  

¶ R e a l i z a r  a n á l i s i s  c o m p a r a t i v o  e n t r e  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  d e l a  P r u e b a  d e  

s e n s i b i l i d a d  a  d r o g a s  y  P C R - R F L P  e s t a b l e c i e n d o l o s  n i v e l e s  d e  s e n s i b i l i d a d ,  

e s p e c i f i c i d a d ,  v a l o r  p r e d i c t i v o  p o s i t i v o  ( V P P ) ,  v a l o r  p r e d i c t i v o  n e g a t i v o  ( V PN ) ,  

e f i c a c i a  d i a g n ó s t i c a ,  r a z ó n  d e  p r o b a b i l i d a d  p o s i t i v a ,  r a z ó n  d e  p r o b a b i l i d a d  n e g a t i v a q u e  

p e r m i t a n  d e t e r m i n a r  s u  a p l i c a b i l i d a d  d i a g n ó s t i c a . 

N O V E D A D  C I E N T I F I C A :    

L a  n o v e d a d  c i e n t í f i c a  d e  e s t e  t r a b a j o  e s t á d a d a  p o r  l a  u t i l i z a c i ó n  d e  l a  t é c n i c a  P C R- R F L P  c o m o  

m é t o d o  d e  d e t e c c i ó n  r á p i d a  p a r a  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  m u t a c i o n e s  e n  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A ,  

a s o c i a d o s  c o n  l a  r e s i s t e n c i a  a  l a  i s o n i a c i d a ,  m e d i c a m e n t o  d e  p r i m e r a  l í n e a   u s a d o  p a r a  t r a t a r  l a  

t u b e r c u l o s i s .  L os  r e s u l t a d o s  q u e  s e  o b t e ng a n c o n t r i b u i r á n  a  f o r t a l e c e r e l  c o n o c i m i e n to  

r e l a c i o n a d o  a  l a  r e s i s t e n c i a  a  m e d i c a m e n t o s y  a b r e n  u n a  p u e r t a  p a r a  f u t u r a s  i n v e s t i g a c i o n e s 

e n c a m i n a d a s  a l  e s t u d i o  d e  l a  m a y o r í a  o  n u e v a s  m u t a c i o n e s  e n l a s  c e p a s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s q u e  

i n f l u y e n  e n  l a  r e s i s t e n c i a   m e d i c a m e n t o s a  e n  n u e s t r o  p a í s .   
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C A P I T U L O  I :   

M A R C O  T E O R I C O  

1 . 1 . T E O R I A S  G E N E R A L E S   

L a  t u b e r c u l o s i s  h a  e x i s t i d o  e n  l a  h u m a n i d a d  d e s d e  é p o c a s  m u y  a n t i g u a s ,  e n c o n t r á n d o s e  e n  

r e l i q u i a s  d e  E g i p t o  a n t i g u o  ( m o m i a s ) ,   I n d i a  y  C h i n a ;  d u r a n t e  l a  E d a d  M e d i a  s e  e n c o n t r a r o n  

p r u e b a s  d e  t u b e r c u l o s i s  e n  l o s  g a n g l i o s  l i n f á t i c o s  y  s e  c r e í a  q u e  l o s  r e y e s  po d í a n  c u r a r  l a  

e n f e r m e d a d  a l  t o c a r  l a s  u l c e r a c i o n e s ;  e n  e l  s i g l o  X V I I I  s u  i n c i d e n c i a  a u m e n t o  d e b i d o  a  l a s  

c o n d i c i o n e s  i n s a l u b r e s  y  d e s n u t r i c i ó n  y  s e  l a  c o n o c í a  c o m o  l a  p l a g a  b l a n c a .  E n  1 8 8 2  e l  

m i c r o o r g a n i s m o  f u e  d e s c u b i e r t o  p o r  R o b e r t  K o c h  y  p o r  e l l o  s e  l a lla m a  ta m b i® n  ñ b a c ilo  d e  

K o c h ò , e n  1 9 2 1  se  in tro d u jo  la  p rim e ra  v a c u n a  lla m a d a  B C G , y  e n  1 9 4 4  se  u tiliz a ro n  los 

p r i m e r o s  a n t i b i ó t i c o s  c o n t r a  l a  t u b e r c u l o s i s   ( M a n d a l ,  2 0 1 6 ).  

E l  g é n e r o  M y c o b a c t e r i u m e s  e l  ú n i c o  d e n t r o  d e l a  f a m i l i a  d e  l a s b a c t e r i a s M y c o b a c t e r i a c e a e .  

L a s  m i c o b a c t e r i a s  s o n  b a c i l o s  l a r g o s  d e  3  a  5 µ m  d e  lo n g i t u d ,  n o  f o r m a d o r e s  d e  e s p o r a s ,  

a e r o b i o s ,  n o  s e  t i ñ e n  c o n  f a c i l i d a d ,  p e r o  u n a  v e z  t e ñ i d o s  r e s i s t e n  l a  d e c o l o r a c i ó n  c o n  u n a  

m e z c l a  d e  á c i d o a l c o h o l ;  s u  e s t r u c t u r a  e s  r i c a  e n  l í p i d o s  y  s u  A D N  c o n t i e n e  d e  6 2- 7 0 %  d e  

g u a n i n a  y  c i t o s i n a.  E x i s t e n  5 0  e s p e c i e s  d e l  g é n e r o,  e n t r e  e l l a s  p a t ó g e n o s ,  s a p r o f i t a s  y  

o p o r t u n i s t a s ( R o d r i g u e z ,  2 0 1 6 ).  S e  c l a s i f i c a n  d e  a c u e r d o  a  s u  v e l o c i d a d  d e  c r e c i m i e n t o  ( r á p i d o  

o  l e n t o ) ,  m o r f o l o g í a  y  c a p a c i d a d  d e  p r o d u c i r  p i g m e n t a c i ó n  d e  l a s  c o l o n i a s  e n  m e d i o  s ó l i d o 

( M o r e n o ,  A l c a i d e  F e r n á n d e z  d e  V e g a ,  G o n z a l e z ,  &  P a l a c i o s ,  2 0 1 6 ).   P a r a  f i n e s  p r á c t i c o s s e  

c l a s i f i c a n  e n 3  g r u p o s :   

¶ C o m p l e j o  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s:  c o n f o r m a d o  p o r  M .  t u b e r c u l o s i s , M .  

a f r i c a n u m ,  M .  b o v i s  y  M .  m i c r o t i,  s o n  l a s  b a c t e r i a s  c a u s a n t e s  d e  l a  t u b e r c u l o s i s .   

¶ L e p r a ,  c a u s a d a  p o r  M .  l e p r a e.  

¶ M i c o b a c t e r i a s  a t í p i c a s  o  n o  t u b e r c u l o s a s .   

https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
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M y c o b a c t e r i u m t u b e r c u l o s i s e s  e l  p r i n c i p a l  r e s p o n s a b l e  d e  l a  t u b e r c u l o s i s  e n  h u m a n o s,  e s  u n a  

b a c t e r i a  e n  f o r m a  d e  b a c i l o  r e c t o,  l i g e r a m e n t e  c u r v a d o y  d e l g a d o  qu e  m i d e 0 . 2 - 0 . 7  x  1- 1 0  

m i c r a s  ( µ m ),  s e  c a r a c t e r i z an  p o r  s e r  g r a m  p o s i t i v a s,  a l c o h o l- a c i d o  r e s i s t en t e s ,  a e r o b i o  e s t r i c t o ,  

i n m ó v i l e s ,  c o n  u n a  t a s a  d e  c r e c i m i e n t o  l e n t a ,  y  n o  f o r m a  c a p s u l a s  n i  e s p o r a s ( F i g u r a  N
o

1 ) .  E s  

r e s i s t e n t e  a l  f r i o ,  c o n g e l a c i ó n  y  d e s e c a c i ó n  y  e s  s e n s i b l e  a l  c a l o r ,  l u z  s o l a r  y  l u z  u l t r a v i o l e t a  

( b i o ,  2 0 1 6 ).   

 

F i g u r a  N
o

1 . B a c i l o  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s . 

                  F u e n t e :  ( O M C ,  2 0 1 6 ) 

L a  p a r e d  c e l u l a r  d e  l a s  m i c o b a c t e r i a s  e s  a b u n d a n t e e n  l í p i d o s  q u e  i n c l u y e n  á c i d o s m i c ó l i c o s,  

c e r a s  y  f o s f a t i d o s .   E n  l a  c é l u l a l o s  l í p i d o s  s e  u n e n  a  p r o t e í n a s  y  p o l i s a c á r i d o s  ( J a w e t z ,  2 0 0 2 ).  

E l  g e n o m a  d e  M .  t u b e r c u l o s i s  H 3 7 R v  f u e  p u b l i c a d o  e n  1 9 9 8  y  h a  s i d o  u t i l i z a d o  c o m o  

r e f e r e n c i a  d e  m ú l t i p l e s e s t u d i o s  a c t u a l e s ,  t i e n e  u n  t a m a ñ o  a p r o x i m a d o  d e  4  m i l l on e s  d e  p a r e s  

d e  b a s e s  y  c o d i f i c a  a l r e d e d o r  d e  4 0 0 0  g e n e s ,  q u e  c o d i f i c a n  p a r a  e n z i m a s  i n v o l u c r a d a s  e n  e l  

m e t a b o l i s m o  d e  l o s  á c i d o s g r a s o s  o  p a r a  p r o t e í n a s  l o c a l i z a d a s  e n  l a  p a r e d e s  y  m e m b r a n a  c e l u l a r  

i m p l i c a d o s  e n  l a  v i r u l e n c i a ,  p a t o g é n e s i s ,  l a t e n c i a  y  s u p er v i v e n c i a ( M a u l e n ,  2 0 1 1 ).  S u  g e n o m a  

c o n t i e n e  u n  6 5 , 5 %  d e  C i t o s i n a / G u a n i n a  c o n s t a n t e  a  l o  l a r g o  d e  t o d a  l a  s e c u e n c i a ,  a d e m á s  e s  

r i c o  e n  D N A   r e p e t i t i v o ,  e s p e c i a l m e n t e  e n  f o r m a  d e  s e c u e n c i a s  d e  i n s e r c i ó n  c o m o  l a  I S 6 1 1 0  

( G e n o m e s ,  2 0 1 6 ).  

L o s  a v a n c e s  e n  h e r r a m i e n t a s  d e  b i o l o g í a  m o l e c u l a r  y  e l  c o n o c i m i e n t o  d e l  g e n o m a  d e  M .  

t u b e r c u l o s i s,  h a  p e r m i t i d o  e l  e s t u d i o  d e  l o s  m e c a n i s m o s  d e  r e s i s t e n c i a  a  m e d i c a m e n to s  
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a n t i t u b e r c u l o s o s  e  i d e n t i f i c a r  l a s  m u t ac i o n e s  d e  l o s  g e n e s  a s o c i a d o s  a  l a  r e s i s t e n c i a,  y a  q u e  l a s  

p r i m e r a s  c e p a s  r e s i s t e n t e s  s u r g e n  d e s p u é s  d e  l a  a p a r i c i ó n  d e  l o s  p r i m e r o s  m e d i c a m e n to s  

a n t i t u b e r c u l o s o s . ( A l m e i d a  D a  S i l v a  &  P a l o m i n o ,  2 0 1 1 ).   

L a  r e s i s t e n c i a  a  d r o g a s  s e  l a  p u e d e  d e f i n i r  c o m o  l a  c a p a c i d a d  q u e  t i e n e n  l a s  c e p a s  d e  M .  

t u b e r c u l o s i s p a r a  c r e c e r  a  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  a n t i b i ó t i c o s  m a y o r e s  q u e  l a s  c e p a s  s e n s i b l e s .  L a s  

c e p a s  s i l v e s t r e s  s o n  a q u e l l a s  q u e  n o  h a n  s i d o  e x p u e s t a s  a  d r o g a s  a n t i t ub e r c u l o s a s  y  l a s  c e p a s  

c o n  r e s i s t e n c i a  n a t u r a l  s o n  a q u e l l a s  c e p a s  s i l v e s t r e s  r e s i s t e n t e s  a  u n a  d r o g a  s i n  h a b e r  s i d o  

e x p u e s t a  a  l a  m i s m a .  L a  r e s i s t e n c i a  a  m e d i c a m e n t o s  e n  M .  t u b e r c u l o s i s,  s e  d e b e  p r i n c i p a l m e n te  

a  a l t e r a c i o n e s  e n  l a  s e c u e n c i a  d e  n u c l e ó t i d o s  e n  l o s  g e n e s  q u e  c o d i f i c a n  b l a n c o s  d e  l o s  

a n t i b i ó t i c o s  ( A r r á i z ,  B e r m ú d e z ,  &  U r d a n e t a ,  2 0 0 5 ) 

S e  c o n o c e n  d o s  m e c a n i s m o s  d e r e s i s t e n c i a  a  l o s  m e d i c a m e n t o s e n  M y c o b a c t e r i u m:  L a  

r e s i s t e n c i a  i n t r í n s e c a c a u s a d a  p o r  u n a  e s t r u c t u r a  i n u s u a l  d e  l a  p a r e d  c e l u l a r  q u e  c o n t i e n e  á c i d o s 

m i c ó l i c o s,  y  q u e  p r o v o c a  u n a  b a j a  p e r m e a b i l i d a d  a  m u c h o s  c o m p u e s t o s  c o m o  a n t i b i ó t i c o s  y  

o t r o s  a g e n t e s  q u i m i o t e r a p é u t i c o s,  e s t e  m e c a n i s m o  e s  i m p o r t a n t e  d e b i d o  a  q u e  l i m i t a  e l  n ú m e r o 

d e  m e d i c a m e n t o s  d i s p o n i b l e s  p a r a  e l  t r a t a m i e n t o ,  f a v o r e c i e n d o  l a  a p a r i c i ó n  d e  c e p a s  

r e s i s t e n t e s . L a  r e s i s t e n c i a  a d q u i r i d a  a  d i f e r e n c i a  d e  o t r a s  b a c t e r i a s  e n  l a s  c u a l e s  e s  p o r  

t r a n s f e r e n c i a  h o r i z o n t a l  d e  e l e m e n t o s  g e n é t i c o s  m ó v i l e s  c o m o  i n t e g r o n e s ,  p l á s m i do s o  

t r a n s p o s o n e s,  e n  M .  t u b e r c u l o s i s e s  c a u s a d a  p o r  l a  m u t a c i ó n e s p o n t a n e a  d e  g e n e s  

c r o m o s ó m i c o s  q u e  p r o d u c e n  l a  a p a r i c i ó n  d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s  d u r a n t e  e l  t r a t a mi e n to  

m e d i c a m e n t o s o  s u b  ó p t i m o .  E n  l o s  p r o c a r i o t a s ,  la  t a s a  d e  m u t a c i ó n e s  i n v e r s a m e n te  

p r o p o rc i o n a l  a l  t a m a ñ o  d e l  g e n o m a  y d e p e n d e  d e l  t i p o  d e  m e d i c a m e n t o ,  p e r o  p a r a  l a  m a y o r í a  

d e  l o s  m e d i c a m en t o s  a n t i t u b e r c u l o s o s  e s  d e  1 0
- 9

 m u t a c i o n e s  p o r  d i v i s i ó n  c e l u l a r  y  e s t a  e s  l a  

p r i n c i p a l  r a z ó n  p o r  l a  q u e  s e  a d m i n i s t r a  u n  t r a t a m i e n t o  c o m b i n a d o ,  y a  q u e  e l  r i e s g o  d e  q u e  u n  

m u t a n t e  t e n g a  d o s  m u t a c i o n es  d e  r e s i s t e n c i a  e s  m e n o r  a  1 0
- 1 8

 ( A l m e i d a  D a  S i l v a  &  P a l o m i n o ,  
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2 0 1 1 ).  L a  r e s i s t e n c i a  a  m ú l t i p l e s  d r o g a s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s e s  d e b i d o  a  q u e  a c u m u l a n  

m u t a c i o n e s  i n d i v i d u a l e s  e n  l o s  g e n e s  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  r e s i s t e n c i a  a  u n  m e d i c a m e n to  

d e t e r m i n a d o  ( A r r á i z ,  B e r m ú d e z ,  &  U r d a n e t a ,  2 0 0 5 ).  L o s  m e d i c a m e n t o s  d e  p r i m e r a  l í n e a  q u e  

s e  u t i l i z a n  p a r a  e l  t r a t a m i e n t o  d e  M .  t u b e r c u l o s i s s o n  I s o n i a c i d a ,  R i f a m p i c i n a ,  P i r a z i n a m i d a ,  

E s t r e p t o m i c i n a  y  E t a m b u t o l ;  l a s  c e p a s  r e s i s t e n t e s  a  p o r  l o  m e n o s  I s o n i a c i d a  y  R i f a m p i c i n a  d a n  

l u g a r  a  l a  t u b e r c u l o s i s  m u l t i re s i s t e n t e .   

L a  i s o n i a c i d a ( I N H ) ,  d e s c u b i e r t a  e n  1 9 5 2 ,  e s  u n a  p r o d r o g a  b a c t e r i c i d a,  c o n  u n a  e s t r u c t u r a  

s i m p l e  q u e  c o n t i e n e  u n  a n i l l o  d e  p i r i d i n a  y  u n  g r u p o  h i d r a c i n a ( f i g u r a  N
o

2 ) ,  a  p e s a r  d e  s u  

s i m p l i c i d a d t i e n e  u n  m e c a n i s m o  d e  r e s i s t e n c i a  m á s c o m p l e j o  q u e  l o s  o t r o s  m e d i c a m e n t o s .  S u  

a c t i v i d a d  a n t i b i ó t i c a  e s t á  r e l a c i o n a d a  c o n  l o s  g e n e s q u e  i n c l u y e n  c a t a l a s a  p e r o x i d a s a ( k a t G )  

( v a n  S o o l i n g e n  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) ,  e n o y l- a c i l o  r e d u c t a s a ( i n h A )  ( B a s s o  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) ,  a l q u i l-

h y d r o p e r o x i d o r e d u c t a s a ( a h p C )  ( S h e r m a n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) ,  ce t o a c y l- a c y l  p r o t e í n a  t r a n s p o r t a d o r a  

s i n t e t a s a ( k a s A )  ( M d l u l i  e t  a l . ,  1 9 9 8 )  y  N A D H  d e s h id r o g e n a s a ( n d h )  ( L e e  e t  a l .,  2 0 0 1 ).  ( T u n g -

Y i u  L e u n g , ,  y  o t r o s ,  2 0 0 3 ).   

 

F i g u r a  N
o

2 .  E s t r u c t u r a  q u í m i c a  d e  I s o n i a c i d a 

F u e n t e :  ( V i l c h e z e  &  J a c o b s  J r ,  2 0 1 4 ) 

L a  i s o n i a c i d a  s e  t r a n s f o r m a  e n  s u  p r i n c i p i o  a c t i v o  g r a c i a s  a  l a  a c t i v a c i ó n  b a c t e r i a l  p o r  l a  e n z im a  

c o d i f i c a d a  p o r  e l  g e n k a t G ,  e l  p r o d u c t o  a c t i v a d o  r e a c c i o n a  c o n  N A D
+

 p a r a  f o r m a r  I N H- N A D ,  

p r o d u c i e n d o  i n h i b i c i ó n  d e  l a  b i o s í n t e s i s  d e  á c i d o s m i c ó l i c o s e s e n c i a l e s  d e  l a  p a r e d  c e l u l a r  

b a c t e r i a n a  m e d i a n t e  l a  i n h i b i c i ó n  d e  e n o i l  A C P- r e d u c t a s a  d e p e n d i e n t e  d e  N A D H ,  q u e  e s tá  

c o d i f i c a d a  p o r  i n h A ,  p e r m i t i e n d o  q u e  e l  m i c r o o r g a n i s m o  s e  v u e l v a  s u s c e p t i b l e  a  l a  a c c i ó n  d e  



1 2  

 

 

 

 

r a d i c a l e s  d e  o x i g e n o  r e a c t i v o  y  a  o t r o s  e l e m e n t o s  e xt e r n o s  d e  r e s p u e s t a  d e l  h u é s p e d  y  p o r  

c o n s i g u i e n t e  l a  m u e r t e  c e l u l a r  m i c o b a c t e r i a l .  ( V i l c h e z e  &  J a c o b s  J r ,  2 0 1 4 ) L a  c o n c e n t r a c i ó n  

i n h i b i t o r i a  m í n i m a  ( C I M )  d e  l a  i s o n i a c i d a  e s  d e  0 , 0 5 µ g / m l .  ( F o n t a l v o  &  G o m e z ,  2 0 1 5 ) 

L a  r e s i s t e n c i a  a  I N H  p u e d e  o c u r r i r  p o r  l a s  m u t a c i o n e s  e n  a l g u n o s  g e n e s  c o m o  k a t G ,  i n h A ,  k a s A ,  

o x y R  y  a h p C ,  s i n  e m b a r g o  d e l  7 0- 8 0 %  d e  l a  r e s i s t e n c i a  I N H  e s t á a s o c i a d a  c o n  l a s  m u t a c i o n e s  

e n  e l  c o d ó n  3 1 5  d e  k a t G  ( T a d e s s e ,  y  o t r o s ,  2 0 1 6 ).  E l  g e n  k a t G  t i e n e  u n  t a m a ñ o  d e  2 2 2 3 p b  

( N C B I ,  2 0 1 6 ),  c o d i f i c a  p a ra  l a  e n z i m a  c a t a l a s a  p e r o x i d a s a,  m u t a c i o n e s  o  d e l e c i o n e s  e n  e s te  

g e n ,  i n h i b e n  l a  a c t i v i d a d  c a t a l a s a  y  e s t á n  r e l a c i o n a d a s  c o n  e l  6 0 %  d e  l a s  c e p a s  r e s i s t e n t e s  a  

i s o n i a c i d a , l a s  m u t a c i o n e s  e s t á n  l o c a l i z a d a s  p r i n c i p a l m e n t e  e n  e l  c o d ó n  3 1 5  S e ri n a  ( A G C )  

c o r r e s p o n d i e n t e  a  l a  p o s i c i ó n  n u c l e o t i di c a  9 4 5,  e l  c u a l  c a m b i a  a  Tr e o n i n a  ( A C C ) ,  A s p a r a g i n a  

( A A C )  o  A r g i n i n a  (A G A ) ,  o t r a s  m u t a c i o n e s  m e n o s  f r e c u e n t e s  s e  e n c u e n t r a n  e n  l o s  c o d o n e s  

3 0 0 - 3 2 1 - 4 1 8 - 4 6 3 - 5 0 1 - 5 2 5 - 5 8 7 - 7 0 0  ( C u e v a s  C o r d o v a  y Z e n t e n o  C u e v a s ,  2 0 1 0 ).  V é a s e  f i g u r a  

N
o

 3 . 

 

F i g u r a  3 .  M u t a c i o n e s  e n  e l  g e n  k a t G .  A :  A l a n i n a  C :  C i s t e í n a  D :  A-  a s p á r t i c o  E :  A .  g l u t á m i c o  F :  

F e n i l a l a n i n a  G :  G l i c i n a  H :  H i s t i d i n a  I :  I s o l e u c i n a  M :  M e t i o n i n a  N :  A s p a r a g i n a  P :  P r o l i n a  Q :  G l u t a m i n a  

R :  A r g i n i n a  S :  S e r i n a  T :  T r e o n i n a  W :  T r i p t ó f a n o  V :  V a l i n a 

F u e n t e :  ( F o n t a l v o  &  G o m e z ,  2 0 1 5 ) 
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P o r  o t r a  p a r t e ,  el  g e n  i n h A ,  e s  o t r o  b l a n c o  d e  a c c i ó n  d e  l a  is o n i a c i d a,  e l  m i s m o  q u e c o d i f i c a  

p a r a  l a  e n z i m a  E n o y l  A C P  r e d u c t a s a ,  l a  c u a l  a l  s e r  i n h i b i d a  p o r  l a  i s o n i a c i d a  a c t i v a d a  b l o q u e a 

l a  s í n t e s i s  d e  á c i d o s m i c ó l i c o s d e  l a  p a r e d  c e l u l a r,  m u t a c i o n e s  d e  l a  r e g i ó n  p r o m o t o r a  d e  i n h A  

e n  l a  p o s i c i ó n  - 1 5  d o n d e  s e  p r o d u c e  e l  c a m b i o  d e  c i t o s i n a  p o r  t i m i n a   ( C- 1 5 T )  ( V i l c h e z e  &  

J a c o b s  J r ,  2 0 1 4 ) i n d u c e n  l a  s o b r e e x p r e s i ó n  d e l  g e n  p r o d u c i e n d o n i v e l e s  e l e v a d o s  d e  l a  e n z i m a  

e n o y l  r e d u c t a s a  l o s  m i s m o s  q u e  n o  p u e d e n  s e r i n h i b i d o s  p o r l a  i s o n i a c i d a ; c o m ú n m e n t e e s ta s  

m u t a c i o n e s s e  e n c u e n t r a n  e n  c e p a s  m o n o r e s i s t e n t e s  y  s e  r e l a c i o n a n  a p r o x i m a d a m e n t e  c o n  e l  

2 5 %  d e  l o s c a s o s  d e  r e s i s t e n c i a  a  I N H.  ( A r r á i z ,  B e r m ú d e z ,  &  U r d a n e t a ,  2 0 0 5 ) L a s m u t a c i o n e s  

e n  e l  g e n  i n h A  n o  s o l o  c a u s a n  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  s i n o  t a m b i é n  a  e t h io n a m i d a  ( F o n t a l v o  &  

G o m e z ,  2 0 1 5 ).  

1 . 1 . 1 . E p i d e m i o l o g i a  d e  l a  T u b e r c u l o s i s . 

L a  t u b e r c u l o s i s  s i g u e  s i e n d o  u n a  a m e n a z a  m u n d i a l  p a r a  l a  s a l u d  p ú b l i c a ,  y  s e  m a n t i e n e  c o m o  

u n a  d e  l a s  e n f e r m e d a d e s  i n f e c c i o s a s  d e  m a y o r  m o r t a l i d a d  e n  e l  m u n d o ,  s e g ú n  e l  r e p o r t e  d e  l a  

O M S  e n  e l  2 0 1 4  s e  r e g i s t r a r o n 9  m i l l o n e s  d e  p e r s o n a s  q u e  e n f e r m a r o n  d e  t u b e r c u l o s i s   y  1 . 5  

m i l l o n e s  f a l l e c i e r o n  ( 3 6 0.0 0 0  d e  l a s  c u a l e s  e r a n  V I H  p o s i t i v a s ) . M á s  d e l  9 5 %  d e   l a s  m u e r te s  

o c u r r i e r o n  e n  p a í s e s  c o n  i n g r e s o s  m e d i a n o s  y  b a j o s,  e l  m a y o r n ú m e r o d e  c a s o s o c u r r i ó  e n  A s i a , 

A m é r i c a y  Á f r i c a .  A p r o x i m a d a m e n t e  u n  m i l l ó n  d e  n i ñ o s  e n t r e  l o s  0  y  1 4  a ñ o s  e n f e r m a r o n  d e  

t u b e r c u l o s i s  y  1 4 0  m i l  m u r i e r o n  a  c a u s a  d e  l a  m i s m a  ( O M S ,  2 0 1 6 ) 

L a  e p i d e m i a  m u n d i a l  d e  l a  t u b e r c u l o s i s  e s t á  s i e n d o  a g r a v a d a  p o r  l a  c r e c i e n t e  a p a r i c i ó n  d e  c e p a s  

r e s i s t e n t e s  a  l o s  m e d i c a m e n t o s  a n t i t u b e r c u l o s o s  q u e  s e  h a n  v e n i d o  u s a n d o  p o r  d é c a d a s .  E n  e l  

2 0 1 4 ,  s e  r e p o r t a r o n  a  n i v e l  m u n d i a l  4 8 0  m i l  c a s o s  d e  t u b e r c u l o s i s  m ul t i r r e s i s t e n t e   y  d e  e s t o s  

u n  9 , 7 %  a p r o x i m a d a m e n t e  c o r r e s p o n d e n  a  t u b e r c u l o s i s  u l t r a r r e s i s t e n t e  ( O M S ,  2 0 1 6 ) 

E n  l a  r e g i ó n  d e  l a s  A m é r i c a s,  g ra c ia s a  la  e stra te g ia  ñ A lto  a  la  T u b e rc u lo sisò , l a  m o r t a l i d a d  

d i s m i n u y o  e n  u n  6 3 %  e n t r e  1 9 9 0  y  2 0 1 3 ,  l a  c a r g a  d e  l a  t u b e r c u l o s i s  v a r í a  s e g ú n  e l  p a í s  s i e n d o  
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m á s s u s c e p t i b l e s  q u i e n e s  v i v e n  e n  z o n a s  m a r g i n a l e s  d o n d e  n o  h a y  a c c e s o  a  s e r v i c i o s  b á s i c o s  y  

d e  s a l u d .  E n  e l  2 0 1 3  la  i n c i d e n c i a  d e  l a  t u b e r c u l o s i s  en  l a  r e g i ó n  f u e  d e  2 9  ca s o s  p o r  c a d a  1 0 0 

m i l  h a b i t a n t e s ,  2 8 5 . 2 0 0  p e r s o n a s  e n f e r m a r o n  d e  T B  y  1 7  m i l  m u r i e r o n ,  m i e n t r a s  q u e  6 . 9 0 0  

p e r s o n a s  e n f e r m a r o n  d e  t u b e r c u l o s i s  m u l t i r r e s i s t e n te  y  f u e r o n  n o t i f i c a d o s  2 2 0 . 5 0 0  c a s o s  

n u e v o s  d e  t u b e r c u l o s i s  ( O P S ,  2 0 1 6 ) 

E n  e l  E c u a d o r  l a  t a s a  d e  m o r t a l i d a d  h a  d i s m i n u i d o  p r o g r e s i v a m e n t e  d e s d e  e l  a ñ o  2 0 0 5 ,  

r e p o r t á n d o s e  e n  e l  2 0 1 4  l o s  s i g u i e n t e s  d a t o s :  u n a  t a s a  d e  2 , 9  p o r  1 0 0  m i l  h a b i t a n t e s,  e l  n ú m e r o  

d e  c a s o s  n u e v o s  y  r e c a í d a s  f u e  d e  5 1 5 7  d e  l o s  c u a le s  2 2 4  c o r r e s p o n d e n  a  m e n o r e s  d e  1 5  a ñ o s;  

u n  t o t a l  d e l  1 7 3 6  c a s o s  e n t r e  n u e v o s  y  r e t r a t a m i e n to s  f u e r o n  r e p o r t a d o s  p a r a  r e a l i z a r  p r u e b a s  

p a r a  T B M D R ,  d e  l o s  c u a l e s  s e  c o n f i r m a r o n  4 5 1  c a s o s  y  1 7 9  c a s o s  i n i c i a r o n  t r a t a m i e n t o  p a r a  

T B M D R  ( O M S ,  2 0 1 6 )  

L a s  p r o v i n c i a s  m á s  a f e c t a d a s  e n  n u e s t r o  p a í s  so n  G u a y a s  y  M a n a b í  q u e  c u b r e  e l  6 5 %  d e  l o s  

c a s o s  r e p o r t a d o s  ( I n f o r m a ,  2 0 1 6 ).  S e g ú n  l a  O M S  l a s m e t a s  s o n  r e d u c i r  l a  t a s a  d e  m o r t a l i d a d  

e n  u n  9 0 %  y  l a  i n c i d e n c i a  d e  n u e v o s  c a s o s  e n  u n  8 0 %  y  e l i m i n a r  l o s  c o s t o s  c a t a s t r ó f i c o s  

d e b i d o s  a  l a  m i s m a  ( O M S ,  2 0 1 6 ).  

1 . 2 . T E O R I A S  S U S T A N T I V A S  

L a  t u b e r c ul o s i s  e s  u n a  e n f e r m e d a d  i n f e c t oc o n t a g i o s a ,  t r a n s m i t i d a  p o r  e l  a i r e  y   q u e  a t a c a  

f r e c u e nt e m e n t e a  l o s  p u l m o n e s ;  l o s  s í n t o m a s  s o n  t o s  y  f l e m a  p o r  m á s  d e  1 5  d í a s ,  f i e b r e ,  

d e b i l i d a d ,  c a n s a n c i o ,  s u d o r e s ,  p é r d i d a  d e  a p e t i t o .  E l  d i a g n ó s t i c o  o p o r t u n o  d e  u n a  p e r s o n a  

i n f e c t a d a ,  p e r m i t e  q u e  r e c i b a e l  t r a t a m i e n t o  a d e c u a d o  y  d e j e  d e  s e r  c o n t a g i o s a  ( S a l u d ,  2 0 1 6 ) 

1 . 2 . 1 . D i a g n ó s t i c o  d e  l a  T u b e r c u l o s i s .   

E l  d i a g n ó s t i c o d e  l a  T B  s e  b a s a  e n  i d e n t i f i c a r  e l  a g e n t e  c a u s a l ;  f r e n t e  a  l a  s o s p e c h a  d e  

t u b e r c u l o s i s  p o s t e r i o r  a  l a  v a l o r a c i ó n  c l í n i c a  d e  s i g n o s  y  s í n t o m a s ,  j u n t o  c o n  e l  s o p o r t e  d e  

R a y o s  X  d e  t ó r a x  q u e  p e r m i t e n  u n a  v i s u a l i z a c i ó n  d e  l a  e x i s t e n c i a  o  n o  d e  c a v i t a c i o n e s  e n  l o s  
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p u l m o n e s ; r e s u l t a  m u y  i m p o r t a n t e  r e a l i z a r  u n  d i a g nó s t i c o  r á p i d o  y  e f e c t i v o  d e  l a s  m u e s t r a s  

p a r a  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  l a s  c e p a s  m i c o b a c t e r i a n a s ,  y a  s e a  q u e  p r o v e n g a n  d e l  t r a c t o  r e s p i r a t o r i o 

( e s p u t o  n o r m a l  o  i n d u c i d o ,  c o n t e n i d o  g á s t r ic o ,  l a v a d o  b r o n q u i a l  y  b r o n c o a l v e o l a r ,  b i o p s i a s  

e n d o s c ó p i c a s  o  q u i r ú r g i c as )  o  d e  o t r o s  ó r g a n o s ( o r i n a ,  L C R ,  s a n g r e  y  m é d u l a  ó s e a  e n  

i n m u n o d e p r i m i d o s ,  p u n c i o n e s  a s p i r a t i v a s  y  b i o p s i a s)  y a  q u e  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  

p e r m i t i r á n  d a r  i n i c i o  a l  t r a t a m i e n t o  a d e c u a d o .  ( B e l d a  &  P a l m e r o ,  2 0 1 0 ) 

U n a  v e z  o b t e n i d a s  l a s  m u e s t r a s  s e  r e a l i z a n  f r o t i s  o  e x t e n d i d o s  p a r a  l a  p r u e b a  d e  b a c i l o s c o p ía ,   

c o n  e l  f i n  d e i d e n t i f i c a r  a  l o s  b a c i l o s  t u b e r c u l o s o s ,  q u e  t i e n e n  l a  c a r a c t e r í s t i c a  d e  s e r  á c i d o 

a l c o h o l  r e s i s t e n t e s ,  e s  d e c i r  q u e  p u e d e n  c a p t a r  e n  s u  p a r e d  l a  f u c s i n a  ( f u c s i a )  o  a u r a m i n a  

( a m a r i l l o s  f l u o r e s c e n te )  y  r e t e n e r  l a  c o l o r a c i ó n  a  p e s a r  d e l  u s o  d e  d e c o l o r a n t e s  c o m o  l a  m e z c la  

d e  á c i d o  y  a l c o h o l.  L a  c o l o r a c i ó n  d e  Z i e h l- N e e l s e n  e s  l a  t é c n i c a  r e c o m e n d a d a  p o r  l a  O M S  y  l a  

u t i l i z a d a  e n  t o d o s  l o s  l a b o r a t o r i o s  c o m o  p r u e b a r á p i d a  d e  d i a g nó s t i c o ,  l a  d e s v e n t a j a  p r i n c i p a l  

e s  q u e  r e q u i e r e  g r a n  c a r g a  b a c i l a r  p a r a  s u  d e t e c c i ó n ( O P S ,  M a n u a l  p a r a  e l  D i a g n o s t i c o  d e  l a  

T u b e r c u l o s i s .  P a r t e  1 .  B a c i l o s c o p i a ,  2 0 1 6 ),  s i n  e m b a r g o  c u a n d o  l a  c a r g a  b a c i l a r  e s  p e q u e ñ a  s e  

r e a l i z a  e l  d i a g n o s t i c o  a  t r a v é s  de l  c u l t i v o ,  q u e  s e  b a s a  e n  e l  c r e c i m i e n t o  y  v i s u a l i z a c i ó n  d e  l a s  

c o l o n i a s ,  l o s  m e d i o s  d e  c u l t i v o  c o m ú n m e n t e  u t i l i z a d o s  s o n  d e  O g a w a  K u d o h ( O K )  o  

L o w e n s t e i n  J e n s e n  ( L J ) ,  e st e  m é t o d o  ( c u l t i v o )  e s  d e m o r a d o  y  t o m a  d e  4  a  6  s e m a n a s,  p e r o  d e  

g r a n  u t i l i d a d  p a r a  e l  d i a g n ó s t i c o  y  l a  p o s t e r i o r  a p l i c a c i ó n  d e  p r u e ba s  d e  s e n s i b i l i d a d  a  d r o g a s  

a n t i t u b e r c u l o s a s ( O P S ,  M a n u a l  p a r a  e l  d i a g n o s t i c o  b a c t e r i o l o g i c o  d e  l a  tu b e r c u l o s i s  P a r t e  2  ,  

2 0 1 6 ).  

U n  m é t o d o  c o n v e n c i o n a l  a m p l i a m e n t e  u t i l i z a d o  y  r e c o m e n d a d o  p o r  l a  O M S p a r a  d e t e c c i ó n  d e  

s e n s i b i l i d a d  a  d r o g a s e s  e l  m é t o d o  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s  d e s c r i t o  p o r  C a n e t t i  y  G r o s s e t ( 1 9 6 3 ) ,  

e l  c u a l  d e t e r m i n a  e l  p o r c e n t a j e  d e  c r e c i m i e n t o  d e  l a s  c o l o n i a s  i n o c u l a d a s  e n  m e d i o s  l i b r e s  d e  

a n t i b i ó t i c o s ,  f r e n t e  a l  c r e c i m i e n t o  e n  m e d i o s  d e  c u l t i v o  c o n  d i l u c i o n e s  d e  a n t i b i ó t i c o s  ( G u p ta  

&  A n u p u r b a ,  2 0 1 5 ).  S e  l o  co n s i d e r a  e l  e s t á n d a r  d e  o r o  p a r a  l a  s e n s i b i l i d a d  a  i s o n i a c i d a ,  
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r i f a m p i c i n a ,  e t a m b u t o l  y  e s t r e p t o m i c i n a ,  l a  d e s v e n t a j a  e s  e l  t i e m p o  d e  r e s p u e s t a  q  s u e l e  s e r  d e  

6 0 - 9 0  d í a s ,  y a  q u e  s e  r e a l i z a  p o s t e r i o r  a l  c u l t i v o  d e  l a  m u e s t r a  c o n  r e s u l t a d o  p o s i t i v o  p a r a  M .  

t u b e r c u l o s i s ( U g a r t e ,  P o n c e  ,  &  M o o r e ,  2 0 0 8 ) 

A  p e s a r  q u e  l o s  m é t o d o s  c o n v e n c i o n a l e s  s o n  f i a b l e s  y  p r e c i s o s  s u  t i e m p o  d e  r e s p u e s t a  e s  

d e m a s i a d o  l a r g o ,  l o  c u a l  e s  u n  i n c o n v e n i e n t e  p a r a  l a  d e t e c c i ó n  r á p i d a  d e  l a s  c e p a s   r e s i s t e n te s 

a  d r o g a s ,  r a z ó n  p o r  l a  c u a l  e n  l o s  ú l t i m o s  a ñ o s  s e  h a n  d i s e ñ a d o  y  e v a l u a d o  d i f e r e n t e s  m é t o d o s  

p a r a  u n  d i a g n ó s t i c o  r á p i d o  d e  l a  r e s i s t e n c i a ( G u p t a  &  A n u p u r b a ,  2 0 1 5 ).   L o s  m é t o d o s  r á p i d o s 

d e  d e t e c c i ó n  s e  l o s  p u e d e  c l a s i f i c a r  e n:  m é t o d o s  f e n o t í p i c o s  b a s a d o s  e n  e l  c u l t i v o  

m i c r o b i o l ó g i c o  d e  l a  m u e s t r a ;  y  m é t o d o s  g e n o t í p i c o s  b a s a d o s  e n  e l  A D N  d e  l a s  m i c o b a c t e r i a s  

p r e s e n t e s  e n  l a  m u e s t r a .   

M é t o d o s  f e n o t í p i c o s:  b a s a d o s  e n  l a  d e t e c c i ó n  d e  l o s  e f ec t o s  d e  l o s  m e d i c a m e n t o s  e n  e l  

c r e c i m i e n t o  b a c t e r i a n o  y e n  e l  m e t a b o l i s m o  c e l u l a r c o m p a r a d o s  c o n  c o n t r o l e s  n o  e x p u e s t o s  a l  

m e d i c a m e n t o .  L a s  p r u e b a s  b a s a d a s  e n  e l  m e t a b o l i s m o  c e l u l a r s o n  p r u e b a s  r á p i d a s  c o n  

r e s u l t a d o s  d e  1- 2  d í a s p o s t e r i o r e s  a  l a  o b t e n c i ó n  d e  l a  c e p a,  q u e  d e t e c t a n e l  c o n s u m o  d e  

o x í g e n o ,  p r o d u c c i ó n  d e  C O 2  r a d i o a c t i v o ,  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a ,  o  c a m b i o s  e n  l a  p r e s i ó n  

a t m o s f é r i c a  e n  l o s  f r a s c o s  d e  c u l t i v o  ( G u p t a  &  A n u p u r b a ,  2 0 1 5 ;  C u e v a s  C o r d o v a  &  Z e n t e n o  

C u e v a s ,  2 0 1 0;  V a n  D e u n ,  P a l o m i n o ,  &  M a r t i n , 2 0 1 0 ) .  E n t r e  l o s  m é t o d o s  f e n o t í p i c o s  m á s  

c o m u n e s t e n e m o s : 

¶ B a c t e c  4 6 0 e s  u n  m é t o d o  r a d i o m é t r i c o  q u e  i d e n t i f i c a  e l  c r e c i m i e n t o  d e  m i c o b a c t e r i a s  

e n  m e d i o s  d e  c u l t i v o  c o n  d e t e r m i n a d o  m e d i c a m e n t o  a n t i t u b e r c u l o s o s ,  m e d i a n t e  e l  

m a r c a j e  d e  á c i d o  p a l m í t i c o  c o n  C 1 4 ,  e l  c o n s u m o  d e l  á c i d o  g r a s o  p o r  e l  c r e c i m i e n to  

b a c t e r i a n o  p r o d u c i r á  C O2 , e l  m i s m o  q u e  e s  d e t e c t a d o  y  m e d i d o.  

¶ M G I T  9 6 0  ( t u b o  i n d i c a d o r  d e  c r e c i m i e n t o  m i c o b a c t e r i a n o )  e s  u n  m é t o d o  r á p i d o,  

a u t o m a t i z a d o ,  q u e  p e r m i t e  l a  d e t e c c i ó n  d e l  c r e c i m i e n t o  b a c t e r i a n o  m e d i a n t e  u n  s e n s o r  

e s p e c i a l  d e  f l u o r e s c e n c i a  s e n s i b l e  a l  c o n s u m o  d e  o x í g e n o    
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¶ M O D S   e s  u n  m é t o d o  q u e  d e t e c t a  e l  c r e c i m i e n t o  r á p i d o  d e  c o l o n i a s e n  m e d i o  l í q u i d o ,  

e l  c u a l  h a  s i d o  i n o c u l a d o  c o n  m u e s t r a  d e  e s p u t o  y  a n t i b i ó t i c o ,  l a s  m i c r o c o l o n i a s  s e  

v i s u a l i z a n  c o n  m i c r o s c o p i o  d e  l u z  i n v e r t i d a.  

¶ I n d i c a d o r  C o l o r i m é t r i c o  R E D O X :  s e  b a s a n  e n  l a  r e d u c c i ó n  d e  u n  i n d i c a d o r  

c o l o r i m é t r i c o  d e b i d o  a l  c r e c i m i e n t o  d e  M i c o b a c t e r i a s  e n  m e d i o s  q u e  c o n t i e n e n  

a n t i b i ó t i c o s ,  e l  c a m b i o  d e  c o l o r  d e  i n d i c a d o r  e s  d i r e c t a m e n t e  p r o p o r c i o n a l  a l  n ú m e r o  

d e  b a c t e r i a s  v i a b l e s .  A l a m a r  a z u l  y  R e s a z u r i n a  s o n  d o s  m é t o d o s  r e d o x .   

¶ N i t r o r e d u c t a s a   s e  b a s a  e n  l a  c a p a c i d a d  d e  M .  t u b e r c u l o s i s d e  r e d u c i r  e l  n i t r i t o  a n i t r a t o  

e n  m e d i o  l í q u i d o ,  u n  c a m b i o  e n  l a  c o l o r a c i ó n d e  r o s a  a  r o j o  o  v i o l e t a  e s  i n d i c a t i v o  d e  

m i c o b a c t e r i a s  r e s i s t e n t e s .   

M é t o d o s  g e n o t í p i c o s:  l l a m a d o s  t a m b i é n  m é t o d o s  m o l e c u l a r e s ,  s e  e n f o c a n  s o b r e  l a  d i v e r s i d a d 

e n  l o c a l i z a c i ó n  y  n ú m e r o d e  v a r i o s  e l e m e n t o s  r e p e t i t i v o s  d e l  A D N  b a c t e r i a n o .  L a  a m p l i f i c a c i ó n  

d e l  m a t e r i a l  g e n é t i c o  p e r m i t e  l a  d e t e c c i ó n  d e  m u t a c i o n e s  g e n é t i c a s  q u e  c o n f i e r e n  r e s i s t e n c i a  a  

c i e r t o s  m e d i c a m e n t o s  a n t i t u b e r c ul o s o s  (ŧ A C Z E K , y  o tro s, 2 0 1 5 )  

L a s  p r u e b a s  d e  a m p l i f i c a c i ó n  d e  á c i d o s  n u c l e i c o s  p e r m i t e n  o b t e n e r  r e s u l t a d o s  e n  h o r a s ,  s o n  d e  

a l t a  e s p e c i f i c i d a d  y s e n s i b i l i d a d ,  p o r  l o  q u e  p a r a  e v i t a r  f a l s o s  p o s i t i v o s  s o l a m e n t e  s e  a n a l i z a n  

e s p u t o s  B A A R  p o s i t i v o s ,  s u  d e s v e n t a j a  e s  e l  c o s t o .  E n  t o d as  l a s  t é c n i c a s  m o l e c u l a r e s  p r i m e r o  

s e  d e b e  e x t r a e r  e l  m a t e r i a l  g e n é t i c o ,  l u e g o  r e a l i z a r  l a  a m p l i f i c a c i ó n  d e l  A D N  q u e  c o n t i e n e  l o s  

g e n e s  m u t a d o s  q u e  c o n f i e r e n  r e s i s t e n c i a  p o r  l a  t é c n i c a  d e  P C R  y  f i n a l m e n t e  i d e n t i f i c a r  

m e d i a n t e  m é t o d o s  c o m p l e m e n t a r i o s  ( S e c u en c i a c i ó n ,  R F L P ,  G e n o T y p e  M T B D R ,  L I P A ) 

( C u e v a s  C o r d o v a  &  Z e n t e n o  C u e v a s ,  2 0 1 0 ) 

E n  e l  c a s o  d e  i s o n i a c i d a ,  v a r i o s  e s t u d i o s  p r e v i o s  c o m o  R o m a y  e t  a l . ,  2 0 1 2  y  N u r u l  e t  a l . ,  2 0 1 6 

h a n  r e p o r t a d o  m u t a c i o n e s  e n  a l g u n o s  g e n e s  (k a t G ,  i n h A,  a h p C )  q u e  s o n  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  

r e s i s t e n c i a  a  e s t e  m e d i c a m e n t o .  E n t r e  l a s  t é c n i c a s  g e n o t í p i c a s  m á s  c o m u n e s  p a r a  d e t e c c i ó n  d e  

r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  t e n e m o s : 
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¶ S e c u e n c i a c i ó n:  E s  e l  m é t o d o  m o l e c u l a r  e s t á n d a r  d e  o r o ,  q u e  i d e n t i f i c a  y  a n a l i z a  l a  

s e c u e n c i a  de  n u c l e ó t i d o s  d e  u n a  r e g i ó n  d e  A D N  p e r m i t i e n d o  l a  l o c a l i z a c i ó n  e s p e c í f i c a 

d e  l a  m u t a c i ó n  c a u s a n t e  d e  r e s i s t e n c i a .  R e q u i e r e  o b t e n c i ó n  d e  A D N  d e  l a  c e p a ,  

a m p l i f i c a c i ó n  d e  l a  r e g i ó n  d e l  g e n  e n  e s t u d i o  y  p o s t e r i o r  s e c u e n c i a c i ó n  a u t o m á t i c a  y  

f i n a l m e n t e  s e  o b t i en e  l a  s e c u e n c i a  d e  n u c l e ó t i d o s .  P a r a  d i a g n o s t i c a r  l a  r e s i s t e n c i a  a  

m e d i c a m e n t o s ,  s e  p u e d e  s e c u e n c i a r  e l  g e n  d e  i n t e r é s  y  l u e g o  c o m p a r a r  c o n  l a  d e  u n a  

c e p a  s e n s i b l e  p a r a  i d e n t i f i c a r  l a s  m u t a c i o n e s  e s p e c í f i c a s .  L a  l i m i t a c i ó n  s o n  l o s  c o s t o s  

d e  r e a c t i v o s ,  m a t er i a l e s  y  e q u i p o s  ( C u e v a s  C o r d o v a  &  Z e n t e n o  C u e v a s ,  2 0 1 0 ).  A d e m á s  

p a r a  o b t e n e r  d a t o s  c o m p l e t o s  d e  r e s i s t e n c i a  a  d i f e r e n t e s  m e d i c a m e n t o s ,  s e  d e b e  r e a l i z a r  

u n a  s e c u e n c i a c i ó n  c o m p l e t a  d e l  g e n o m a  b a c t e r i a n o  o  h a c e r  v a r i a s  s e c u e n c i a c i o n e s  d e  

l o s  g e n e s ,  y a  q u e  c o m o  e s  e l  c a s o  d e  i s o n i a c i d a  e n  e l  c u a l  l a  r e s i s t e n c i a  a  e s te  

m e d i c a m e n t o  p u d i e r a  e s t a r  d a d a  e n  d i f e r e n t e s  g e n e s  o  e n  v a r i as  p o s i c i o n e s  d e n t r o  d e l  

m i s m o  g e n  ( G u p t a  &  A n u p u r b a ,  2 0 1 5 ) 

¶ R e a l  T i m e  P C R :  E s t a  t é c n i c a  p e r m i t e  d e t e c t a r  l a  a m p l i f i c a c i ó n  d e l  A D N  e n  t i e m p o  

r e a l ,  m e d i a n t e  l a  h i b r i d a c i ó n  d e  á c i d o s n u c l e i c o s  c o n  s o n d a s  m a r c a da s  c o n  

f l u o r e s c e n c i a  ( F r e t ,  T a q m a n ,  b e a c o n s )  q u e  c o n t i e n e n  l a  r e g i ó n  d e l  g e n  d e  i n t e r é s  

c a u s a n t e  d e  r e s i s t e n c i a  a l  m e d i c a m e n t o ,  m o n i t o r e an d o  l a  i n t e n s i d a d  d e  l a  f l u o r e s c e n c ia  

q u e  e s  p r o p o r c i o n a l  a l  A D N  a m p l i f i c a d o ,  s u  p r i n c i p a l  v e n t a j a  e s  l a  v e l o c i d a d  p a r a  

o b t e n er  r e s u l t a d o s  y  m e n o r  r i e s g o  d e  c o n t a m i n a c i ó n  p o r q u e  l a  r e a c c i ó n  o c u r r e  e n  e l  

m i s m o  t u b o .  ( G u p t a  &  A n u p u r b a ,  2 0 1 5 ) 

¶ S S C P ( P o l i m o r f i s m o  c o n f o r m a c i o n a l  d e  h e b r a  s e n c i l l a  p o r  P C R ):  e s  u n  m é t o d o  q u e  

i d e n t i f i c a  c e p a s  m u t a d a s  c o n  b a s e  e n  q u e  l a s  d i f e r e n c i a s  e n  l a  s e c u e n c i a  d e  h e b r a s  

i n d i v i d u a l e s  d e  A D N  e n  c o n d i c i o n e s  n o  d e s n a t u r a l i z a n t e s ,  o c a s i o n a n  d i f e r e n c i a s  e n  

a u t o p l e g a m i e n t o  ( c o n f o r m a c i ó n  e s p a c i a l )  y  p o r  t a n t o  d i s t i n t o  p a t r ó n  d e  m i gr a c i ó n  e n  
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g e l e s  d e  p o l i a c r i l a m id a  e n  c o m p a r a c i ó n  c o n  c e p a s  s e n s i b l e s .  ( C u e v a s  C o r d o v a  &  

Z e n t e n o  C u e v a s ,  2 0 1 0 ) 

¶ G e n o T y p e  M T B D R p l u s :  e s  u n a  t é c n i c a  r á p i d a ,  d i s p o n i b l e  c o m e r c i a l m e n te  q u e  u t i l i z a  

t i r a s  r e a c t i v a s  d e  n i t r o c e l u l o s a ,  q ue  c o n t i e n e n  f i j a d a s  e n  s u  s u p e r f i c i e ,  r e g i o n e s  

p a r c i a l e s  d e  l o s  g e n e s  r p o B ,  k a t G  e  i n h A;  s e  b a s a  e n  u n a  m u l t i p l e x  P C R  q u e  g e n e r a  

v a r i o s  p r o d u c t o s  d e  a m p l i f i c a c i ó n  q u e  r e c o n o c e n  l a s  m u t a c i o n e s  g é n i c a s  ( m á s  

f r e c u e n t e s  a s o c i a d a s  a  r e s i s t e n c i a  d e  r i f a m p i c i n a  e i s o n i a c i d a )  s o b r e  l a  t i r a ,  m e d i a n te  

h i b r i d a c i ó n  r e v e r s a  ( A s e n c i o ,  y  o t r o s ,  2 0 1 2 ) 

¶ M i c r o a r r a y s :  e s t e  m é t o d o  s e  b a s a  e n  l a  u n i ó n  d e  A D N  a m p l i f i c a d o  a  s o n d a s  d e  

o l i g o n u c l e ó t i d o s  m a r c a d o s  c o n  f l u o r o c r o m o s y  a d h e r i d o s  a  u n a  m e m b r a n a  o  s o p o r t e  d e  

v i d r i o .  L a  f l u o r e s c e n c i a  e m i t i d a  s e  m i d e  y  d e p e n d e  d e l  g r a d o  d e  u n i ó n  p r o d u c i d a  y  e s to  

p e r m i t e  d e t e c t a r  g e n e s  p o r t a d o r e s  d e  m u t a c i o n e s .   P e r m i t e  a n a l i z a r  d e  f o r m a  s i m u l t á n e a 

y  a u t o m á t i c a  l a  r e s i s t e n c i a  a  v a r i os  m e d ic a m e n t o s  y  c i e n t o s  d e  m u t a c i o n e s  d e  u n o  o  

d i f e r e n t e s  g e n e s e n  u n  s o l o  e n s a y o.   ( V a n  D e u n ,  P a l o m i n o ,  &  M a r t i n ,  2 0 1 0 ) 

P C R - R F L P :  P o l i m o r f i s m o  e n  l a  l o n g i t u d  d e  l o s  f r a g m e n t o s  d e  r e s t r i c c i ó n,  s e  r e f i e r e  a  

s e c u e n c i a s  n u c l e o t í d i c a s e s p e c i f i c a s  e n  e l  A D N ( p r o d u c t o  a m p l i f i c a d o  p o r  P C R ),  q u e  

s o n  r e c o n o c i d a s  y  c o r t a d a s e n  d i f e r e n t e s  r e g i o n e s , p o r  e n z i m a s  d e  r e s t r i c c i ó n  l l a m a d a s  

e n d o n u c l e a s a s,  p r o d u c i e n d o  f r a g m e n t o s  d e  d i f e r e n t e  t a m a ñ o  y  n u m e r o  t a n t o  e n  e l  A D N  

s i l v e s t r e  c o m o  e n  e l  m u t a n te ,  q u e  l u e g o  s o n  e v i d e n c i a d o s  m e d i a n t e  e l e c t r o f o r e s i s  e n  

g e l  d e  a g a r o s a.   ( J a v e d ,  M a h m o o d ,  S h a h i d ,  &  K h a l i q ,  2 0 1 6 ).  T i e n e  u n a  a p l i c a c i ó n  

p o t e n c i a l  p a r a  e l  d i a g n ó s t i c o  d e  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a d e b i d o  a  l a  m u t a c i ó n  e n  e l  

g e n  k a t G  ( m u t a c i ó n  S 3 1 5 T ) ,  l o s  r e s u l t a d o s  s e  o b t i e n e n  e n  8  - 1 0  h o r a s  p o s t e r i o r e s  a  l a  

e x t r a c c i ó n  d e l  A D N ( C u e v a s  C o r d o v a  &  Z e n t e n o  C u e v a s ,  2 0 1 0 ) 
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1 . 3 . T E O R I A S  E M P I R I C A S  

E n  l o s  ú l t i m o s  a ñ o s  s e  h a n  v e n i d o  r e a l i z a n d o  v a r i o s  e s t u d i o s  r e l a c i o n a d o s  a  l a  r e s i s t e n c i a  a  

I s o n i a c i d a  y  l o s  g e n e s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s i m p l i c a d o s  e n  l a  m i s m a ,  s i e n d o  l o s  m á s  f r e c u e n te s  

k a t G  e  i n h A . M a r a h a t t a  e t  a l . ,  2 0 1 1  d e m o s t r a r o n l a  m u t a c i ó n  S 3 1 5 T  d e l  ge n  k a t G  e n  c e p a s  

r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a  m e d i a n t e  l a  t é c n i c a  d e  P C R- R F L P  u t i l i z a n d o  l a  e n z i m a  d e  r e s t r i c c i ó n  

M s p I ,  e n c o n t r a n d o  q u e  e l  6 2 ,2 %  d e  3 7  a i s l a d o s  r e s i s t e n t e s p r e s e n t a r o n  l a  m u t a c i ó n  y  c o n c l u y e n  

q u e  h a y  u n a  a l t a  p r e v a l e n c i a  d e  l a  m i s m a,   p o r  l o  c u a l  l a  d e t e c c i ó n  t e m p r a n a  d e  l o s  p a c i e n t e s  

p o r t a d o r e s  d e  c e p a s  r e s is t e n t e s  a  i s o n i a c i d a  f a c i l i t a rá n  m o d i f i c a r  e l  t r a t a m i e n t o  y  t o m a r  

m e d i d a s  d e  c o n t r o l  a d e c u a d a s  p a r a  r e d u c i r  e l  r i e s g o  d e  u n  d e s a r r o l l o  m a y o r  d e  l a  e n f e r m e d a d  

y  e v i t a r  l a  t r a n s m i s i ó n  d e  l a  t u b e r c u l o s i s  m u l t i r r e s i s t e n t e .   

R e z a  M o a d d a b ,  F a r a j n i a ,  K a r d a n ,  Z am a n l o u ,  &  Y o u s e f  A l i k h a n i ,  2 0 1 1,  e s t u d i a r o n l a s  

m u t a c i o n e s  m á s  c o m u n e s  e n  e l  g e n  k a t G  m e d i a n t e  P C R - R F L P ,  s u s  h a l l a z g o s  m o s t r a r o n  q u e e l  

5 6 %  d e  s u s  m u e s t r a s  e s t u d i a d a s  t e n í a  l a  m u t a c i ó n  e n  k a t G 3 1 5  y  e l  2 0 %  e n  k a t G 4 6 3 ,  y  u n  2 0 %  

n o  p r e s e n t a r o n  m u t a c i ó n ,  p o r  l o  c u a l  c o n c l u y e n  q u e  l a  P C R- R F L P  e s  m u y  ú t i l  p a r a  i d e n t i f i c a r  

l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  e n  m á s  d e l  7 6 %  d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s,  y  p u e d e  s e r  

u s a d a  c o m o  u n  m é t o d o  r á p i d o  d e d e t e c c i ó n  d e  r e s i s t e n c i a .   

T e s s e m a ,  B e e r , E m m r i c h ,  S a c k ,  &  R o d l o f f ,  2 0 1 2 r e a l i z a r o n  u n  a n á l i s i s  d e  l a  f r e c u e n c i a  d e  l a s  

m u t a c i o n e s  d e  l o s  g e n e s  a s o c i a d o s  c o n  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a ,  r i f a m p i c i n a  y  e t a m b u t o l  e n  

a i s l a d o s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s e n  E t i o p i a ,  u t i l i z a n d o  m é t o d o s  m o l e c u l a r e s ,  

e n c o n t r a n d o  q u e  e n  u n  t o t a l  d e  2 6 0  a i s l a d o s  c l í n i c o s ,  s e  o b s e r v a r o n  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a ,  

r i f a m p i c i n a  y  e t a m b u t o l  e n  3 5 ,  1 5  y  8  a i s l a d o s  r e s p e c t i v a m e n t e .  D e  l o s  3 5  a s i l a d o s  r e s i s t e n te s  

a  i s o n i a c i d a ,  3 3  p r e s e n t ar o n  m u t a c i o n e s  e n  e l  g e n  k a t G  S 3 1 5 T  y  2  c e p a s  t e n í a n  m u t a c i ó n  e n  e l  

g e n  i n h A  C 1 5 T ,  c o n  e l l o  c o n c l u y e n  q u e  l a s  m u t a c i o n e s  a s o c i a d a s  c o n  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  

s e  o b s e r v a n  p r i n c i p a l m e n t e  e n  e l  c o d ó n  3 1 5  d e l  g e n k a t G .   
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R o m a y  e t  a l . , 2 0 1 2,  d e t e r m i n a r o n  c o m o  c o n t r i b u y e  l a  m ut a c i ó n  e n  e l  c o d ó n  3 1 5   d e l  g e n  k a t G  

e n  l a  e x p r e s i ó n  f e n o t í p i c a  d e  r e s i s t e n c i a ,  m e d i a n t e  P C R- R F L P .  L o s  a n á l i s i s  d e  s u s c e p t i b i l i d a d  

a  d r o g a s  l o  h i c i e r o n  p o r  e l  m é t o d o  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s  d e  C a n e t t i  y  n i t r a t o  r e d u c t a s a .  S u s  

r e s u l t a d o s  e v i d e n c i a r o n q u e  1 5  c e p a s  d e  u n  t o t a l  d e  1 7  c e p a s  f e n o t í p i c a m e n t e  r e s i s t e n t e s  a  

i s o n i a c i d a  m o s t r a r o n  l a  m u t a c i ó n  S 3 1 5 T  e n  e l  g e n  k a t G ,  c o n  u n a  s e n s i b i l i d a d  d e  8 8 , 2 4 % ,  1 0 0 %  

d e  e s p e c i f i c i d a d ,  1 0 0 %  d e  v a l o r  p r e d i c t i v o  p o s i t i v o ,  9 2 %  d e  v a l o r  p r e d i c t i v o  n e g a t i v o , y  u n a  

a l t a  c o n c o r d a n c i a  c o n  l o s  m é t o d o s  f e n o t í p i c o s  ( k a p p a = 0 , 8 5  ( p  m e n o r  a  0 , 0 1 ) ,  c o n c l u y e n d o  q u e  

l a  m u t a c i ó n  S 3 1 5 T e s  e l  m e c a n i s m o  d e  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  p r e d o m i n a n t e  e n  l a s  c e p a s  d e  

s u  r e g i ó n  d e  e s t u d i o y  q u e  e s t a  c a r a c t e r í s t i c a  p u e d e  s e r  u t i l i z a d a  c o m o  h e r r a m i e n t a  d i a g n o s t i c a  

r á p i d a  p a r a  d e t e c t a r  c e p a s  r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a ,  c o n  g r a n  a y u d a  e n  e l  t r a t a m i e n t o  d e  l o s  

p a c i e n t e s .   

A r j o m a n d z a d e g a n e t  a l . ,  2 0 1 5,  d i s e ñ a r o n  y  e v a l u a r o n  m é t o d o s  m o l e c u l a r e s  r á pi d o s  p a r a  

d e t e c t a r  l a s  m u t a c i o n e s  e n  l o s  g e n e s  r e l a c i o n a d a s  c o n  l a  r e s i s t e n c i a  a  m e d i c a m e n to s  

a n t i t u b e r c u l o s o s  d e  p r i m e r a  y  s e g u n d a  l í n e a ,  u t i l i z a n d o  m é t o d o s  d e  P C R- R F L P ,  M A S - P C R ,  

A S - P C R  y  s e c u e n c i a c i ó n  ( g o l d  e s t a n d a r )  c o m o  a l t e r n a t i v a  a  l a s  p r u e b a s  d e  s e ns i b i l i d a d  a  

d r o g a s  q u e  s o n  d e m o r a d a s .  E n  s u  e s t u d i o  e n c o n t r a r o n  q u e  d e  1 2 0  a i s l a d o s  c l í n i c o s  r e s i s t e n te s  

y  s e n s i b l e s ,  h u b o  u n a  p r e v a l e n c i a  d e l  8 8 %  d e  l a  m u t a c i ó n  d e l  g e n  k a t G 3 1 5  e n  l o s  a i s l a d o s  

r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a  p o r  AS - P C R  y  d e l  9 5 , 6 %  p o r  P C R- R F L P ; e l  9 3 %  d e  l o s  a i s l a d o s  

r e s i s t e n t e s  a  r i f a m p i c i n a  c o n  m u t a c i o n e s  p u n t u a l e s  f u e r o n  d e t e c t a d o s  c o n  M A S- P C R  m i e n t r a s  

q u e  e l  7 5 %  p o r  A S- P C R .  C o n c l u y e n d o  q u e  l a  P C R- R F L P ,  M A S - P C R  y  s e c u e n c i a c i ó n  f u e r o n  

m é t o d o s  q u e  d i e r o n  r e s u l t a d o s  e x i t o s o s  e n  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  l a s  m u t a c i o n e s  a s o c i a d a s  c o n  l a  

r e s i s t e n c i a  a  l o s  m e d i c a m e n t o s  a n t i t u b e r c u l o s o s  d e  p r i m e r a  y  s e g u n d a  l í n e a .   

ŧ a c z e k e t  a l . ,  2 0 1 5,  p u b l i c a r o n  u n  e s t u d i o  d e  a n á l i s i s  e p i d e m i o l ó g i c o  d e  c e p a s  d e  

M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s a i s l a d a s  d e  p a c i e n t e s  q u e  v i v e n  e n  p e q u e ñ a s  z o n a s  u b i c a d a s  e n  

P o l o n i a,  d e  8  p a c i e n t e s  p e r t e n e c i e nt e s  a  c u a t r o  g r u p o s  d e  f a m i l i a s u t i l i z a n d o  t é c n i c a s  



2 2  

 

 

 

 

m o l e c u l a r e s   c o m o e l  g o l d  s t a n d a r d  I S 6 1 1 0- R F L P  y  o b t u v i e r o n p a t r o n e s  d e  b a n d a s  m u y  

s i m i l a r e s  e n t r e  i n d i vi d u o s  d e  l a  m i s m a  f a m i l i a  y  e n  e l  c a s o  d e  p a c i e n t e s  q u e  v i v e n  e n  p u e b l o s  

p e q u e ñ o s ;  s i n  e m b a r g o,  e n c o n t r a r o n d i f e r e n c i a s  e n t r e  p a c i e n t e s  q u e  v i v e n  e n  p u e b l os  d e  m a y o r  

n ú m e r o  d e  h a b i t a n t e s,  l o  c u a l  l e s  p e r m i ti ó  c o n c l u i r  q u e  h a b r í a  u n a  p r o b a b i l i d a d  a l t a  d e  

t r a n s m i s i ó n  d i r e c t a  e nt r e  f a m i l i a r e s  q u e  v i v e n  j u n t o s,  a l  i g u a l  q u e   p e r s o n a s  q u e  v i v e n  c e r c a  e n  

d o n d e  e l  o r i g e n  d e  t r a n s m i s i ó n  s e r í a  u n a  f u e n t e  c o m ú n ,  s u g i r i e n d o  q u e  l o s  m é t o d o s  

m o l e c u l a r e s  u s a d o s  e n  l a  e p i d e m i o l o g í a  d e  l a  t u b e r c u l o s i s  p e r m i t e n  r e c o n o c i m i e nt o s  r á p i d o s  

d e  c e p a s  e s p e c í f i c a s  y  s u p e r v i s a r  l a  t r a n s m i s i ó n  d e  l a  e n f e r m e d a d .  

G u p t a  &  A n u p u r b a ,  2 0 1 5 r e a l i z a r o n u n a  r e v i s i ó n  d e  l o s  m é t o d o s  d i s p o n i b l e s  p a r a  l a  d e t e c c i ó n  

d e  l a  r e s i s t e n c i a  a  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s i n c l u y e n d o p r i n c i p i o s ,  v e n t a j a s  y  d e s v e n t a j a s  

d e  l o s  m é t o d o s  f e n o t í p i c o s  y  g e n o t í p i c o s.  L o s  m é t o d o s  a u t o m a t i z a d o s  e n  c u l t i v o  l í q u i d o ,  d a n  

r e s p u e s t a s  m á s t e m p r a n a s  p e r o  r e q u i e r e n  d e  e q u i p o s  c o m p l e j o s  y  p e r s o n a l  c a p a c i t a d o a d e m á s  

q u e  s u  c o s t o  e s  e l e v a d o .  L o s  m é t o d o s  mo l e c u l a r e s  s o n  r á p i d o s p a r a  l a  d e t e c c i ó n  y  b u s c a n  

d e t e r m i n a n t e s  g e n é t i c o s  d e  l a  r e s i s t e n c i a  e n  l u g a r  d e l  f e n o t i p o ,  s u  l i m i t a n t e  e s  e l  c o s t o  y  l a  f a l t a  

d e  e s t u d i o s  r e l a c i o n a d o s  a  l a s  m u t a c i o n e s  e n  l o s  g e n e s  d e r e s i s t e n c i a  a  l o s  m e d i c a m e n t o s ,  

c o n c l u y e n d o f u e  q u e  l a s  p r u e b a s  d e  s e n s i b i l i d a d  a  d r o g a s  s o n  a u n  e l  g o l d  e s t á n d ar  p a r a  

d e t e c c i ó n  d e  r e s i s t e n c i a a  p e s a r  d e  s u  l a r g o  t i e m p o  d e  r e s p u e s t a  y a ú n f a l t a  u n  m é t o d o  q u e  s e a  

e f i c a z ,  s e n s i b l e ,  e s p e c i f i c o ,  r á p i d o  y  b a r a t o ,  p a r a  e l  d i a g n ó st i c o  d e  t u b e r c u l o s i s  m u l t ir r e s i s t e n te .   

B o r n a s i  e t  a l . , 2 0 1 5 c o m p a r a r o n  d o s  t é c n i c a s  m o l e c u l a r e s  A S- P C R  y  R F L P ,  p a r a  d e t e r m i n a r  

l a   m u t a c i ó n  e n  e l  c o d ó n  3 1 5  d e l  g e n  k a t G  q u e  e s t á  r e l a c i o n a d o  c o n  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a ,  

p a r a  e l l o  s e l e c c i o n a r o n  6 0  a i s l a d o s  c l í n i c o s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s d i f e r e n c i a d o s  

c o m o  s e n s i b l e s  o  r e s i s t e n t e s  s e g ú n  e l  m é t o d o  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s  o b t e n i é n d o s e  2 7  s e n s i b l e s  y  

3 3  r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a .  L o s   r e s u l t a d o s  d e l  s e c u e n c i a m i e n t o  m o s t r a r o n  q u e  A S- P C R  t u v o  

u n  8 1 , 4 8 %  d e  s e n s i b i l i d a d  y  P C R - R F L P  t u v o  1 0 0 %  d e  e s p e c i f i c i d a d  p a r a  d e t e c t a r  m u t a c i o n e s  

e n  e l  c o d ó n  3 1 5.  N i n g u n a  c e p a  s e n s i b l e  p r e s e n tó  l a  m u t a c i ó n .  P o r  e l l o  c o n c l u y e n  q u e  l o s  d o s  
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m é t o d o s  s o n  r á p i d o s  y  s i m p l e s  p a r a  d e t e c t a r  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  y  s o n  r e c o m e n d a b le s  

p a r a  t r a b a j o s  d e  r u t i n a .   

J a v e d ,  M a h m o o d ,  S h a h i d ,  &  K h a l i q ,  2 0 1 6,  d e m o s t r a r o n  m e d i a n t e  P C R- R F L P  l a  r e s i s t e n c i a  d e  

M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s a  l a  o f l o x a c i n a  y  c o m p a r a r o n  l o s  r e s u l t a d o s  c o n  l o s  q u e 

o b t u v i e r o n   a l  r e a l i z a r p r u e b as  d e  s e n s i b i l i d a d  a  d r o g a s ,  e n  s u  e s t u d i o  in c l u y e r o n  1 1 8  c a s o s  

s o s p e c h o s o s  y  o b t u v i e r o n  f r e c u e n c i a s  d e  9 4 , 9 2 %  d e  s e n s i b l e s  y  5 , 0 8 %  d e  r e s i s t e n t e s  m e d i a n te  

l a s  p r u e b a s  d e  s e n s i b i l i d a d  a  d r o g a s ,  y  9 7 , 5 %  d e  s e n s i b l e s  y  2 , 3 %  d e  r e s i s t e n t e s  m e d i a n t e  l a  

P C R - R F L P ,  c o n  l o  c u a l  c o n c l u y e n  q u e  l a  P C R- R F L P  e s  ú t i l  p a r a  l a  d e t e c c i ó n  r á p i d a  d e  

m u t a c i o n e s  y  s e  p u e d e  u t i l i z a r  p a r a  e l  d i a g n ó s t i c o  d e  l a  r e s i s t e n c i a  a  m e d i c a m e n t o s ,  a d e m á s  

s u g i e r e n  c o n f i r m a r  m e d i a n t e  s e c u e n c i a m i e n t o  a n t e s  d e  c o m e n z a r  e l  t r a t a m i e n t o  d e  s e g u n d a  y  

t e r c e r a  g e n e r a c i ó n d e b i d o  a  q u e  e l  s i t i o  d e  r e s t r i c c i ó n  e s  l a  p i e d r a  a n g u l ar  d e  l a  P C R- R F L P  y  

l a  m u t a c i ó n  p u d i e r a  e s t a r  e n  o t r a  p a r t e .  R e c o m i e n d an  q u e  a n t e s  d e  i n i c i a r  u n  t r a t a m i e n t o ,  l o s  

p a c i e n t e s  d e b e n  s o m e t e r s e  a  p r u e b a s  d e  s e n s i b i l i d a d  a  d r o g a s  ( m é t o d o  d e  l a  p r o p o r c i ó n )  y  a  

m é t o d o s  g e n o t í p i c o s ,  p a r a  i d e n t i f i c a r  q u é  t i p o  d e  r es i s t e n c i a  t i e n e n  y  q u e  s ea n  t r a t a d o s  a c o r d e  

a l  r e s u l t a d o e v i t a n d o  q u e  e s t a s  c e p a s  r e s i s t e n t e s  s e  p r o p a g u e n  a  p o b l a c i ó n  s a n a .   

A b k a r  e t  a l . , 2 0 1 6 e s t u d i a r o n l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  p r o d u c i d a  p o r  l a  r e g i ó n  p r o m o t o r a  d e l  

g e n  i n h A ,  e n c o n t r a n d o  q u e  e l  1 1 , 9 % d e  4 2  c e p a s  r e s i s t e n t e s ,  t e n í a n m u t a c i ó n  e n  l a  p o s i c i ó n  -

1 5  y  t o d a s  t e n í a n  m u t a c i o n e s  e n  k a t G  3 1 5,  q u e  u n a  c e p a  s e n s i b l e  f e n o t í p i c a m e n t e  a  i s o n i a c i d a  

p r e s e n t o  l a  m u t a c i ó n  e n  i n h A ;  p o r  l o  c u a l  c o n c l u y e n  q u e  l a  d e t e c c i ó n  m o l e c u l a r  d e  l a  m u t a c i ó n  

d e  i n h A  - 1 5 C  a  T ,  n o  p r o v e e  r e s u l t a d o s  e f e c t i v o s  e n  c o m p a r a c i ó n  c o n  l o s  m é t o d o s  q u e  

i n v e s t i g a n  k a t G  3 1 5 ,  y  p o r  e l l o  n o  r e c o m i e n d a n  s u  u s o  e n  l a  p r á c t i c a  d e  r u t i n a  o  c o m o  m é t o d o  

c o m p l e m e n t a r i o  p a r a  d e t e c t a r  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a .   

 T a d e s s e  e t  a l . , 2 0 1 6  r e a l i z a r o n  u n  e s t u d i o  m o l e c u l a r  p a r a  e v a l u a r  l a  f r e c u e n c i a d e  l a s  

m u t a c i o n e s  e n  a i s l a d o s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a  y  r i f a m p i c i n a ,  

e n c o n t r a n d o  q u e  e l  3 6 ,6 %  ( 4 1 / 1 1 2 )  y  e l  3 0 , 4 %  ( 3 4 / 1 1 2 ) p r e s e n t a r o n  m u t a c i o n e s  q u e  c o n f e r í a n  
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c a r a c t e r í s t i c a s  d e  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  y  r i f a m p i c i n a  r e s p e c t i v a m e n t e ,  y  q u e  d e  l o s  4 1  c a s o s  

d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a  e l  8 7 , 8 %  p r e s e n t o  m u t a c i o n e s  e n  e l  g e n  k a t G  S 3 1 5 T ,  y  e l  9 , 8 %  

t e n í a  m u t a c i o n e s  e n  e l  g e n  i n h A  C 1 5 T ,  l o  c u a l  c o n c l u y e  q u e  l a s  mu t a c i o n e s  m á s  f r e c u e n te s  

a s o c i a d a s  c o n  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  y  r i f a m p i c i n a  f u e r o n  o b s e r v a d a s  e n  e l  c o d ó n  3 1 5  d e   

k a t G  y  e n  e l  c o d ó n  5 3 1  d e  r p o B .  
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C A P I T U L O  I I  

M A R C O  M E T O D O L O G I C O  

2 . 1 .  M e t o d o l o g í a  

2 . 1 . 1  T i p o  d e  e s t u d i o :  

E s t u d i o  o b s e r v a c i o n a l ,  c u a n t i t a t i v o ,  d e s c r i p t i v o  y  t r a n s v e r s a l .  

2 . 1 . 2  Á r e a  d e  e s t u d i o :  

B i o t e c n o l o g í a   

2 . 1 . 3  U n i v e r s o y  M u e s t r a  

E l  u n i v e r s o  d e  l a  m u e s t r a  e s t u v o  c o n f o r m a d o  p o r  un  t o t a l  d e  9 4  a i s l a d o s  c l í n i c o s  

d e  M y c o b a c t e r i u m t u b e r c u l o s i s s e n s i b l e s  y  r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a  p r e v i a m e n t e  d i f e r e n c i a d o s  

p o r  e l  m é t o d o  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s , r e c i b i d o s  e n  e l  C N R d e  M i c o b a c t e r i a s d e l  I N S P I- L I P  d e l  

a ñ o  2 0 1 5.  L a  m u e s t r a  f u e  n o  p r o b a b i l í s t i c a ,  o b t e n i d a p o r  c o n v e n i e n c i a  e n  f u n c i ó n  d e l  p a t r ó n  

d e  s e n s i b il i d a d  o  r e s i s t e n c i a  a  l a i s o n i a c i d a .  

2 . 1 . 4  C r i t e r i o s  d e  s e l e c c i ó n :  

S e  i n c l u y e r o n  l a s  mu e s t r a s  d e  a i s l a m i e n t o  d e M y c o b a c t e r i u m t u b e r c u l o s i s p r e v i a m e n te  

c l a s i f i c a d a s  s e g ú n s u  p a t r ó n  d e  s e n s i b i l i d a d  o  r e s i s t e n c i a  a  l a i s o n i a ci d a ,  p r o c e s a d a s  e n  e l  a ñ o  

2 0 1 5  y  s e  e x c l u y e r o n  a q u e l l a s  m u e s t r a s  s i n  r e g i s t r o  c o m p l e t o  d e  i n f o r m a c i ó n .   

2 . 2 . M é t o d o s   

L a s  m u e s t r a s  f u e r o n  s e l e c c i o n a d a s s e g ú n d i s p o n i b i l i d a d  y  d e  a c u e r d o  a  s u  p e r f i l  f e n o t í p i c o  d e  

r e s i s t e n c i a  o  s e n s i b i l i d a d  a i s o n i a c i d a , p r e v i a m e n t e r e a l i z a d o  p o r  e l  C N R d e  M i c o b a c t e r i a s d e l  

I N S P I  d e  l a  c i u d a d  d e  G u a y a q u i l  d u r a nt e  e l  a ñ o  2 0 1 5 ,  o b t e n i é n d o s e  6 4  c e p a s  r e s i s t e n t e s  y  3 0  

c e p a s  s e n s i b l e s .  S e  o b t u v o  i n f o r m a c i ó n  c l í n i c a  y  e p i d e m i o l ó g i c a  q u e  i n c l u í a n  e d a d ,  s e x o ,  

p r o c e d e n c i a ,  t i p o  d e  m u e s t r a  y  f a s e  d e  t r a t a m i e n t o d e  c a d a m u e s t r a s e g ú n  l a s  n o r m a s y  c r i t e r i o s  

d e  c o n f i d e n c i a l i d a d d e l  C N R .    
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2 . 2 . 1  E x t r a c c i ó n  d e  A D N   

L a s  c e p a s  s e  m a n t e n í a n  e n  c r i o  p r e s e r v a c i ó n  a - 7 0 ° C ,  s e  p r o c e d i ó  a  r e a l i z a r  s u  i n a c t i v a c i ó n  

e n  t e r m o c i c l a d o r a  8 0 ° C  p o r  3 0  m i n u t o s ( p r o t o c o l o  a d o p t a d o  p o r  I N S P I  d e  s u  s u p r a n a c i o n a l  

C h i l e ) , y  s e  d e j ó  e n f r i a r  a  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e . 

P a r a  l a  e x t r a c c i ó n  d e l  A D N  s e  u t i l i z ó  e l  p r o t o c o l o  d e s c r i t o  p o r G a r d e s &  B r u n s ,  1 9 9 3 , a l  

m i s m o  q u e  s e  l e  h i c i e r o n  a l g u n a s  m o d i f i c a c i o n e s  d e  a c u e r d o  a l  p r o t o c o l o  d e l  l a b o r a t o r i o  d e l  

C N R .  P a r a  la  e x t r a c c i ó n  d e  A D N  l a s c e p a s  i n a c t i v a d a s  c o n t e n i d a s  e n t u b o s e p p e n d o r f ,  s e l e s 

a g r e g ó  5 0 u l  d e  l i s o z i m a ( 1 0 m g / m l ) ,  s e  i n c u b ó  a  3 7
o

C  p o r  u n a  h o r a  e n  ( t e r m o m i x e r ) ,  s e  a d i c i o n ó  

8 0 u l  d e  S D S  1 0 %  y  5 u l  d e p r o t e i n a s a K  ( 1 0 m g / m l ) ,  s e  i n c u b ó  a  6 5
o

C  p o r  1 0  m i n u t o s ,  s e  

a d i c i o n a r o n  1 0 0 u l  d e N a C l  5 M  y  1 0 0 u l  C T A B / N a C l ,  s e  m e z c l ó  e  i n c u b o  a  6 5
o

C  p o r  1 0  

m i n u t o s ,  s e  a g r e g ó  1 0 0 u l  d e  C l o r o f o r m o : A l c o h o l  I s o a m i l i c o  2 4 : 1 ,  s e  a g i t ó y  c e n t r i f u g ó p o r  2 0  

m i n u t o s  a  1 4 0 0 0  r e v o l u c i o n e s  p o r  m in u t o ,  s e  t r a n s f i r i ó  l a  f a s e  a c u o s a  a  o t r o  v i a l ,  s e  

a d i c i o n ó 6 0 u l  d e i s o p r o p a n o l a l  9 0 %  y  2 u l  d e R N A s a ,  s e  m e z c l ó  e  i n c u b ó a  - 2 0
o

C  d u r a n t e  t o d a  

l a  n o c h e .  S e  c e n t r i f u g o  2 0  m i n u t o s  a  1 4 0 0 0  r e v o l u c i o n e s  p o r  m i n u t o  a  4
o

C .  S e  d e s c a r t ó  e l  

s o b r e n a d a n t e ,  s e  r e a l i z ar o n  d o s  l a v a d o s  c o n  e t a n o l  a l  7 0 %  c e n t r i f u g a n d o  c a d a  v e z  p o r  2 0  

m i n u t o s  a  1 4 0 0 0  r e v o l u c i o n e s  p o r  m i n u t o  a  4
o

C .  S e  d e s c a r t ó  e l  s o b r e n a d a n t e  y  s e  d e j ó  l o s  

t u b o s e p p e n d o r f c o n  l a s  t a p a s  a b i e r t a s  h a s t a  q u e  s e  e v a p o r e  p o r  c o m p l e t o  e l  e t a n o l .  

S e r e s u s p e n d i ó e l  A D N  e n  2 0 0 u l  d e  b u f f e r  T E  1 X .  L o s  A D N  s e  a l m a c e n a r o n  a  - 2 0
o

C .  

2 . 2 . 2  C u a n t i f i c a c i ó n  d e  A D N  

E l  A D N  e x t r a í d o  f u e  c u a n t i f i c a d o  u s a n d o  u n e s p e c t r o f o t óm e t r o  q u e  m i d e  l a a b s o r b a n c i a  a  

2 6 0  n m  y  2 8 0 n m ,  p a r a  l o  c u a l  s e  h i z o  l a  c a l i b r a c i ó n  d e l  e q u i p o  c o n  5 0mL  d e  b u f f e r  T E  1 X  c o m o  

b l a n c o ,  p o s t e r i o r m e n t e  s e  d i l u y e r o n  l a s  m u e s t r a s  e n  u n a  p r o p o r c i ó n  d e  1 : 3  c o n   b u f f e r  T E  1 X  

y  s e  c o l o c a r o n 5 0mL  d e c a d a  d i l u c i ó n e n  e l  e q u i p o  p a r a  i r  o b t e n i e n d o  l o s  r e s u l t a d o s  r e s p e c t i v o s .  

L a  m e d i d a  a  2 6 0 n m  p e r m i t e  c a l c u l a r  l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  A D N .  E l  r a d i o  e n t r e  l a s  l e c t u r a s  a  
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2 6 0  y  2 8 0 n m  p e r m i t e  c a l c u l a r  l a  p u r e z a  d e l  á c i d o  n u c l e i c o .  U n  A D N  p u r o  t i e n e  u n  r a d i o  d e  1 , 8  

a  2 ,  v a l o r e s  i n f e r i o r e s  i n d i c a n  c o n t a m i n a c i ó n  d e l  A D N . 

2 . 2 . 3  P C R  p a r a  a m p li f i c a c i ó n  d e l  g e n k a t G  e  i n h A   

L a  a m p l i f i c a c i ó n  d e  l o s  A D N  b l a n c o  d e  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A  s e  r e a l i z a r o n e m p l e a n d o  

s e c u e n c i a s  d e  i n i c i a d o r e s o b t e n i d a s  d e  t r a b a j o s  p r e v i o s  ( T o l a n i e t  a l . , 2 0 1 2 ;  P a l o m i n o e t  

a l . ,  2 0 1 4 ;  C o l m a n e t  a l . , 2 0 1 5 ) y  d e  i n v e s t i g a c i o n e s  r e a l i z a d a s a n t e r i o r m e n t e  e n  e l  C N R-

I N S P I ;  e n  e l  c a s o  d e l  g e n k a t G  s e  u t i l i z a r o n  d o s  i n i c i a d o r e s  s e n t i d o s  y  u n  s o l o a n t i s e n t i do  p a r a  

l a  o b t e n c i ó n  d e  d o s f r a g m e n t o s  d e  t a m a ñ o  d i f e r e n t e 1 0 5 4 p b ( i n i c i a d o r e s  u b i c a d o s  e n  l a s  

p o s i c i o n e s  5 0 0  y  1 5 3 3 d e  k a t G )  y  6 3 0 p b ( i n i c i a d o r e s  u b i c a d o s  e n  l a s  p o s i c i o n e s  9 0 4  y  1 5 3 3  d e  

k a t G ) ;  e n  e l  c a s o  d e l  g e n i n h A  s e  t r a b a j ó  c o n  i n i c i a d o r e s p a r a  o b t en e r  u n  s o l o  p r o d u c t o  d e  

1 1 2 0 p b q u e  i n c l u y e  l a  r e g i ó n  p r o m o t o r a  d e l  g e n . ( V é a s e t a b l a  N
o

 1 ) .   

T a b l a  N
o

 1 . S e c u e n c i a s  d e  i n i c i a d o r e s  p a r a  a m p l i f i c a c i ó n  g e n e s k a t G  e  i n h A  

G e n  S ecu en cia d e in iciad ores 5ËŸ 3Ë P o s i c i ó n  e n  e l  g e n o m a  d e   

M .  t u b e r c u l o s i s ( C P 0 0 9 4 8 0 . 1 ) 

T a m a ñ o  

( p b )  

k a t G  k a t G 5 0 0f U T 1  

5 ´ A C C C A A C T G A A T G G A G C A T G

G G C G G A C 3  ́

 

k a t G 1 5 3 3 r U T 2  

5 ´ A C G C A C T T G A C T T G T C T T C G T

C G G G  

G T C G T G A C C T C C C A 3  ́

 

2 1 5 0 9 3 6 

 

2 1 4 9 8 8 3 

1 0 5 4

  

k a t G  k a t G 9 0 4  

f 5 ´ A G C T C G T A T G G C A C C G G A A

C 3 ´  

 

k a t G 1 5 3 3 rU T 2  

5 ´ A C G C A C T T G A C T T G T C T T C G T

C G G G G T C G T G A C C T C C C A 3  ́

 

2 1 5 0 5 1 2 

 

2 1 4 9 8 8 3 

6 3 0  

i n h A  i n h A p r o m o t e r F U T 1  

5 ´ A C C C A A C T G A A T G G A G C A G A

A A  G G G A T C C G T C A T G G T 3  ́

 

i n h A r U T 2  

5 ´ A C G C A C T T G A C T T G T C T T C G T

T T T G C A C G  T C G A G T T C G A 3  ́

 

1 6 6 8 8 0 2 

 

1 6 6 8 9 2 1 

1 1 2 0 
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S e  t o m a r o n  l a s  c o n d i c io n e s  d e  a m p l i f i c a c i ó n  p a r a l o s  d o s g e n e s  r e p o r t a d a s  p o r  C o l m a n e t  

a l . ,  2 0 1 5 p a r a  e l l o  la s  r e a c c i o n e s  s e  r e a l i z a r o n m e d i a n t e  l a  m e z c l a  d e  2 5  µ l  d e  G o T a q  C o l o r l e s s  

M a s t e r  M i x  ( P r o m e g a ) q u e  c o n t i e n e  T a q  D N A  P o l i m e r a s a ,  4 0 0 µ M  d N T P s  y  3 m M  M g C l 2 ;  2 2  

µ l  d e  a g u a  l i b r e  d e  n u c l e a s a s  ( P r o m e g a ) ,  1  µ l i n i c i a d o r  s e n t i d o ,  1  µ l i n i c i a d o r  a n t i s e n t i d o  y  1  

µ l  d e  A D N  e x t r a í d o  d e  l a s  c e p a s  b a c t e r i a n a s,  p a r a  o b t e n e r  u n  t o t a l  d e  5 0 µ l  d e  r e a c c i ó n ( T a b la  

N
o  

2 ) .  L a  m e z c l a  d e  P C R  f u e  l l e v a d a  a  t e r m o c i c l a d o r T h e r m a l C y c l e r  B i o r a d ,  m o d e l o  C  1 0 0 0 ,  

y  c o r r i d a  e n  t r e s  f a s e s :  u n  c i c l o  d e  de s n a t u r a l i z a c i ó n  i n i c i a l , f a se  d e  d e s n a t u r a l i z a c i ó n ,  

a n i l l a m i e n t o  y  e x t e n s i ó n ,  y  u n  c i c l o  d e  e x t e n s i ó n  f i n a l ;   l a s  c o n d i c i o n e s  d e   t e m p e r a t u r a s  y  

t i e m p o s  e n  c a d a  f a s e  p a r a  c a d a  g e n  a m p l i f i c a d o  s o n  i n d i c a d a s e n  l a s  t a b l a s  N
o  

3  y  N
o

 4 .   

T a b l a  N
o

 2 :  M e z c l a  p a r a  P C R  

 

R e a c t i v o  C o n c e n t r a c i ó n  S o l  M a d r e C a n t i d a d  e n  µ l  p o r  t u b o  

 

G o T a q  C o l o r l e s s  M a s t e r  M i x 2 X  2 5  µ l  

 

I n i c i a d o r s e n t i d o 1 0  µ M  1  µ l  

 

I n i c i a d o r  A n t i s e n t i d o 1 0  µ M  1  µ l  

 

A g u a  l i b r e  d e  n u c l e a s a s  2 2  µ l  

 

A D N    1  µ l  

 

V o l u m e n  t o t a l  p o r  r e a c c i ó n    5 0  µ l  

 

T a b l a  N
o  

3 .  C o n d i c i o n e s  p a r a  P C R  d e l  g e n  k a t G  

C i c l o s   T e m p e r a t u r a  T i e m p o  

1 X  D e s n a t u r a l i z a c i ó n  i n i c i a l 9 5 ° C  5  m i n u t o s 

3 9 X    D e s n a t u r a l i z a c i ó n   9 5 ° C  0 , 4 5  m i n u t o s 

          A n i l l a m i e n t o  6 5 ° C  0 , 4 5  m i n u t o s 

          E x t e n s i ó n   7 2 ° C  0 , 4 5  m i n u t o s 

1 X   E x t e n s i ó n  f i n a l 7 2 ° C  5  m i n u t o s 
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T a b l a  N
o  

4 .  C o n d i c i o n e s  p a r a  P C R  d e l  g e n  i n h A  

C i c l o s  T e m p e r a t u r a  T i e m p o  

1 X  D e s n a t u r a l i z a c i ó n  i n i c i a l 9 4 ° C  5  m i n u t o s 

4 0 X    D e s n a t u r a l i z a c i ó n   9 4 ° C  0 , 4 0  m i n u t o s 

          A n i l l a m i e n t o  6 0 ° C  0 , 4 5  m i n u t o s 

          E x t e n s i ó n   7 2 ° C  1  m i n u t o 

1 X   E x t e n s i ó n  f i n a l 7 2 ° C  5  m i n u t o s 

  

S e  r e a l i z a r o n  r e a c c i o n e s  c o n t r o l  n e g a t i v o  c o n  a g u a  d e s t i l a d a  y  p o s i t i v o  c o n  u n  A D N  e x t r a í d o  

p r o p i o  d e l  l a b o r a t o r i o . S e  p r o c e d i ó  a  r e a l i z a r  u n a  s e g u n d a  a m p l i f i c a c i ó n  p a r a  a q u e l l o s  

p r o d u c t o s  q u e  n o  f u e r o n  o b s e r v a d o s  i n i c i a l m e n t e .   

2 . 2 . 4  E l e c t r o f o r e s i s  p a r a  p r o d u c t o s  d e  P C R  

L o s  p r o d u c t o s  d e  a m p l i f i c a c i ó n f u e r o n  e v i d e n c i a d o s m e d i a n t e  e l e c t r o f o r e s i s ,  u t i l i z a n d o  g e l  d e  

a g a r o s a  a l  2 %  e n  b u f f e r  T A E  1 X ,  t e ñ i d o  c o n  S Y B R  s a f e ; s e  d e p o s i t ó  e n  c a d a  p o c i l l o ,  7 µ l  d e  

m u e s t r a  c o n  1 µ l  d e  b u f f e r  d e  c a r g a ,  s e  m i g r ó  p o r  1  h o r a  a  1 0 0 V .  P o s t e ri o r m e n t e  s e  v i s u a l i z ó  

e n  l u z  U V  d e  f o t o d o c u m e n t a d o r  ( B i o r a d ) .   

2 . 2 . 5  P C R - R F L P   

P a r a  d e t e r m i n a r  e l  p o l i m o r f i s m o  d e  l a  r e g i ó n  3 1 5  d e l  g e n k a t G  q u e  e s  r e p o r t a d o  e n  m á s  d e l  

6 0 %  d e  l a s  c e p a s  r e s i s t e n t e s  a I s o n i a c i d a y  d e l  g e n i n h A  s e  u t i l i z ó  e l  p r o c e d i m i e n t o  d e s c r i t o  

p o r  H e r r e r a- L e ó n  e t  a l . , 2 0 0 5 . D e  l o s  9 4  a m p l i c o n e s  d e  c a d a  g e n ,  s e  h i z o  u n a  s e l e c c i ó n d e  l o s  

m i s m o s  p a r a  l a p o s t e r i o r d i g e s t i ó n  c o n  l a s  e n z i m a s  d e  r e s t r i c c i ó n M s p I  y  S a t I ( U h l  e t  a l , 1 9 9 5 ),  

m i s m a s  q u e f u e r o n  e v a l u a d a s p r e v i a m e n t e ñ in  silic oò  p a ra  o b te n e r lo s sitio s d e  re stric ci·n  

t e ó r i c o s ,  u t i l i z a n d o  e l  p r o g r a m a  o n l i n e  W e b c u t t e r  2 . 0 . S e  c o n s i d e r a r o n 

s o l a m e n t e a q u e l l a s m u e s t r a s q u e  h a b í a n  a m p l i f i c a d o  p a r a l o s  t r e s  p r o d u c t o s  k a t G  5 0 0 ,  k a t G  

9 0 0  e  i n h A  m a s  l a s  q u e  a m p l i f i c a r o n  p a r a e l   p r o d u c t o d e  k a t G  9 0 0  d e  6 3 0 p b o b t en i é n d o s e  u n  

t o t a l  d e  6 8  m u e s t r a s  d e  A D N e n  l a  c u a l e s  s e  p r o c e d i ó  a  r e a l i z a r  l a  d i g e s t i ó n  d e  l a  t o t a l i d a d  d e  
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l a s  m u e s t r a s ,  m i e n t r a s  q u e  p a r a  l o s  p r o d u c t o s  d e  a m p l i f i c a c i ó n  d e  1 0 5 4 p b  d e k a t G  5 0 0  y  

1 1 2 0 p b  d e  in h A , s e  s e l e c c i o n a r o n  2 0  y  1 5  m u e s t r a s  a m p l i f i c a d a s  r e s p e c t i v a m e n t e .  L a s  

r e a c c i o n e s  d e  d i g e s t i ó n  f u e r o n  p r e p a r a d a s  p a r a  u n  v o l u m e n  f i n a l  d e  2 0 µ l ,  u t i l i z a n d o  l o s  

r e a c t i v o s  y  v o l ú m e n e s  i n d i c a d os  e n  l a  t a b l a  N
o  

5  s e g ú n  l a  e n z i m a  d e  r e s t r i c c i ó n  e m p l e a d a ;  p a r a  

p o s te r i o r m e n t e  s e r d i g e r i d a s a  3 7
o

C  p o r  4  h o r a s ,  s e g u i d a  d e  e l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e  a g a r o s a  a l  

3 %  e n  b u f f e r  T A E  1 X  d u r a n t e  3  h o r a s  a  1 0 0  v o l t i o s ,  s e  v i s u a l i z ó  l o s f r a g m e n t o s  o b t e n i d o s e n  

f o t o d o c u m e n t a d o r  ( b i o r a d ) .   

T a b l a  N
o

 5 .  R e a c t i v o s  p a r a  D i g e s t i ó n  c o n  e n z i m a s  M s p I  y  S a t I 

R e a c t i v o s C o n c e n t r a c i ó n  

S o l u c i ó n  M a d r e  

µ l  p o r  t u b o  d i g e s t i ó n  

e n z i m a  M s p I  

µ l  p o r  t u b o  d i g e s t i ó n  

e n z i m a  S a t l 

B u f f e r  B  1 0 X  2  µ l  2  µ l  

B S A  -  0 , 2 0  µ l  -  

E n z i m a  M s p I 1 0 U / µ l  0 , 1 5  µ l  -  

E n z i m a  S a t I 5 U /  µ l  -  0 , 3  µ l  

A g u a  u l t r a  p u r a -  7 , 6 5  µ l  7 , 7 0  µ l  

A m p l i c ó n  A D N    1 0  µ l  1 0  µ l  

V o l u m e n  t o t a l  2 0  µ l  2 0  µ l  

  

2 .3 .  H i p ó t e s i s :  

L a s  m u t a c i o n e s  d e  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A  s o n  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  e n  

a i s l a d o s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s y  p u e d e n  s e r  d e t e c t a d o s  m e d i a n t e  P C R- R F L P  c o m o  

m é t o d o  d e  d i a g n ó s t i c o  r á p i d o  c o m o  a l t e r n a t i v a  a  l o s  m é t o d o s  c o n v e n c i o n a l e s  u t i l i z a d o s  

n o r m a l m e n t e . 
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2 .4 .  O p e r a c i o n a l i z a c i ó n  d e  v a r i a b l e s : 

 O P E R A C I O N A L I Z A C I O N  D E  V A R I A B L E S    

V A R I A B L E  T I P O  D E  

V A R I A B L E  

D E F I N I C I O N  D I M E N S I O N    I N D I C A D O R /  

I N T R U M E N T O  

E S C A L A   

E D A D   C u a n t i t a t i v a  

c o n t i n u a 

I n d e p e n d i e n t e 

 

T i e m p o  t r a n s c u r r i d o  

d e s d e  e l  

n a c i m i e n t o h a s t a  l a  

f e c h a  d e  r e a l i z a c i ó n  

d e l  e s t u d i o 

A ñ o s  

c u m p l i d o s  

N ú m e r o  d e  a ñ o s  

q u e  c o n s t a  e n  l a  

b a s e  d e  d a t o s  

Z I N E X T A    

I n t e r v a l a r : 

1 .< 2 0  a ñ o s 

2 .2 0  a  3 9 

3 .4 0  a  5 9 

4 .  6 0  a  7 9 

S E X O   C u a l i t a t i v a  

n o m i n a l 

I n d e p e n d i e n t e 

C a r a c t e r í s t i c a s  q u e  

d i f e r e n c i a n  h o m b r e  

d e  m u j e r 

F e n o t i p o S e x o  q u e  c o n s t a  

e n  b a s e  d e  d a t o s  

Z I N E X T A   

D i c o t ó m i c a : 

1 . m a s c u l i n o 

2 . f e m e n i n o 

P R O C E D E N C I A   C u a l i t a t i v a  

n o m i n a l   

I n d e p e n d i e n t e 

L u g a r  d e l  q u e  

p r o c e d e  u n a  p e r s o n a 

C i u d a d C i u d a d  d e  

p r o c e d e n c i a  d e  l a  

m u e s t r a  q u e  

c o n s t a   e n  b a s e  

d e  d a t o s  

Z I N E X T A  

C u a l i t a t iv a  

p o l i t ó m i c a : 

1 .G u a y a q u i l 

2 .  Q u i t o 

3 .  B a b a h o y o 

4 .  M a c h a l a 

5 .  P o r t o v i e j o 

6 .  

E s m e r a l d a s 

7 .  S a n t a  

E l e n a 

T I P O  D E  

T R A T A M I E N T O  

A N T I T U B E R C U L O S O   

C u a l i t a t i v a  

n o m i n a l 

I n d e p e n d i e n t e 

M o m e n t o  e n  q u e  u n  

p a c i e n t e  i n g r e s a  p a r a  

r e c i b i r  e l  t r a t a m i e n t o 

T i p o  F a s e  e n  q u e  s e  

e n c u e n t r a  e l  

t r a t a m i e n t o  

a n t i t u b e r c u l o s o  a  

l a  f e c h a  d e l  

e s t u d i o  q u e  

c o n s t a  e n  b a s e  d e  

d a t o s  Z I N E X T A  

C u a l i t a t i v a 

p o l i t ó m i c a : 

1 . a b a n d o n o  

d e  

t r a t a m i e n t o 

2 . v i r g e n  d e  

t r a t a m i e n t o 

3 . c o n t r o l  d e  

t r a t a m i e n t o 

R E S I S T E N C I A  A  

I S O N I A C I D A   

C u a l i t a t i v a  

n o m i n a l 

D e p e n d i e n t e 

C u a l i d a d  p e c u l i a r  d e  

u n a  e s p e c i e q u e  l e  

h a c e  r e s i s t e n t e  a l  

t r a t a m i e n t o  c o n  

I s o n i a c i d a 

R e s i s t e n c i a R e s i s t e n c i a  a  

i s o n i a c i d a  

d e t e r m i n a d o  p o r  

p r u e b a  d e  

s e n s i b i l i d a d  a  

d r o g a s  c o n  

m é t o d o  d e  l a s  

p r o p o r c i o n e s  

C u a l i t a t i v a  

d i c o t ó m i c a : 

1 :  n o 

2 :  s i  

  

M u t a c i ó n  d e l  g e n  k a t G  

 

C u a l i t a t i v a 

I n d e p e n d i e n t e 

P o l i m o r f i s m o  e n  

s i t i o s  d e  r e s t r i c c i ó n      

G e n o t í p i c a P o l i m o r f i s m o s  

e v i d e n c i a d o s  

m e d i a n t e  t é c n i c a  

P C R - F R L P  y  

e l e c t r o f o r e s i s 

C u a l i t a t i v a  

d i c o t ó m i c a : 

1 :  n o 

2 :  s i  

M u t a c i o n e s  d e l  g e n i n h A   C u a l i t a t i v a 

I n d e p e n d i e n t e 

P o l i m o r f i s m o  e n  

s i t i o s  d e  r e s t r i c c i ó n     

G e n o t í p i c a P o l i m o r f i s m o s  

e v i d e n c i a d o s  

m e d i a n t e t é c n i c a  

P C R - F R L P  y  

e l e c t r o f o r e s i s 

C u a l i t a t i v a  

d i c o t ó m i c a : 

1 :  n o 

2 :  s i  
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2 . 5 .  G e s t i ó n  d e  d a t o s .  

T o d o s  l o s  d a t o s  f u e r o n  r e c o g i d o s  e n  u n  f o r m u l a r i o  d e  r e c o l e c c i ó n  d i s e ñ a d o  p o r  l a  a u t o r a q u e  

i n c l u í a  d a t o s  e p i d e m i o l ó g i c o s  c o m o  e d a d ,  s e x o ,  p r o c e d e n c i a ,  t i p o  d e  m u e s t r a ,  f a s e  d e  

t r a t a m i e n t o ,  s u s c e p t i b i l i d a d  a  i s o n i a c i d a.  U n a  v e z  r e c o l e c t a d o s  s e  p r o c e d i ó  a  l a  c o d i f i c a c i ó n  d e  

l o s  m i s m o s  e n  v a l o r e s  n u m é r i c o s  p a r a  u n a  m á s  f á c i l  d i g i t a c i ó n .  L a  i n fo r m a c i ó n  f u e  i n g r e s a d a  

e n  u n a  b a s e  d e  d a t o s  m e d i a n t e  e l  p r o g r a m a  S P S S  v e r s i ó n  2 2  d o n d e  s e  p r o c e d i ó  a  l a  t a b u l a c i ó n  

y  a n á l i s i s .  

A  c o n t i n u a c i ó n  s e  r e a l i z ó  t a b l a s  c r u z a d a s  d e  2  p o r  2 ,  t o m a n d o  c o m o  c o l u m n a s  ( g o l d  e s t á n d a r )  

a  l a  r e s i s t e n c i a  a  l a  i s o n i a c i d a  p o r m é t o d o  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s  y  e n  l a s  f i l a s  l a  p o s i t i v i d a d  o  

n e g a t i v i d a d  p a r a  m u t a c i ó n  a l  g e n  k a t G  m e d i a n t e  P C R - R F L P .  

 R e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a t o t a l  

M u t a c ió n  k a t G +  -   

+  A  ( V P ) B  ( F P ) A + b  

-  C  ( F N ) D  ( V N ) C + d 

T o t a l A + c B + d  A + b + c + d 

 

V P :  v e r d a d e r o s  p o s i t i v o s ,  F N :  f a l s o s  p o s i t i v o s ,  C :  f a l s o s  n e g a t i v o s ,  D :  v e r d a d e r o s  n e g a t i v o s 

D e  l a s  t a b l a s  o b t e n i d a s  s e  c a l c u l a r o n : 

S e n s i b i l i d a d  =  ( a / a + c ) 

E s p e c i f i c i d a d  =  ( d / b + d ) . 

I n t e r v a l o  d e  c o n f i a n z a  9 5 %  p a r a  l a  s e n s i b i l i d a d  y  e s p e c i f i c i d a d :   

Ὅὅω υ ϷὛ Ὓ
Ὓ ρ Ὓ

ά
 

Ὅὅω υ ϷὉ Ὁ
Ὁ ρ Ὁ

ὲ
 

D o n d e  m  r e p r e s e n t a  e l  n ú m e r o  d e  m u t a d o s  y  n  r e p r e s e n t a  e l  n ú m e r o  s i n  m u t a c i ó n.  
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E l  v a l o r  p r e d i c t i v o  p o s i t i v o  ( V P P )  =  a / ( a + b ) . 

E l  v a l o r  p r e d i c t i v o  n e g a t i v o  ( V P N )  =  d / ( d + c ) . 

C o e f i c i e n t e  d e  p r o b a b i l i d a d  p o s i t i v o  o  l i k e l i h o o d r a t i o  p o s i t i v o  ( L R + )  =  s e n s i b i l i d a d / ( 1-

e s p e c i f i c i d a d ).  

C o e f i c i e n t e  d e  p r o b a b i l i d a d  n e g a t i v o  o  l i k e l i h o o d  r a t i o  n e g a t i v o  ( L R- )  =  ( 1 -

s e n s i b i l i d a d ) / e s p e c i f i c i d a d.  

S e  o b t u v i e r o n  l o s  í n d i c e s  d e  Y o u d e n  c o n  l a  f ó r m u l a  I J =  s e n s i b i l i d a d + ( e s p e c i f i c i d a dï1 ) . 

F i n a l m e nt e  s e  r e a l i z ó  u n  a n á l i s i s  d e  c o r r e l a c i o n e s  m e d i a n t e  c h i  c u a d r a d o  d e  P e a r s o n  p a r a  

d e t e r m i n a r  a s o c i a c i ó n  e s t a d í s t i c a  e n t r e  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  y  v a r i a b l e s  c o m o  t i p o  d e  

t r a t a m i e n t o ,  c i u d a d  d e  o r i g e n ,  e d a d ,  s e x o ,  y  m u t a c i ó n e n  g e n  k a t G .    

2 . 6 .  C r i t e r i o s  é t i c o s  d e  l a  i n v e s t i g a c i ó n .   

P e s e  a  q u e  l a  i n v e s t i g a c i ó n  n o  r e p r e s e n t ó  r i e s g o  a l g u n o  p a r a  l o s  p a c i e n t e s , t o d a  l a  i n f o r m a c ió n  

o b t e n i d a ,  f u e  p r e v i a  a u t o r i z a c i ó n  d e  l a  D i r e c c i ó n  d e l  C e n t r o  N a c i o n a l  d e  R e f e r e n c i a  d e  

M i c o b a c t e r i a s ,  I N S P I ,  s i g u i e n d o  l o s  l i n e a m i e n t o s  d e  p e r m i s i ó n  d e  d a t o s ,  l o s  m i s m o s  q u e  s e r á n  

t r a t a d o s  c o n  e l  n i v e l  d e  c o n f i d e n c i a l i d a d  r e s p e c t i v o  q u e  p r e c a u t e l e  l a  s e g u r i d a d  d e  l o s  

p a c i e n t e s .  
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C A P I T U L O  I I I  

R E S U L T A D O S  

3 . 1  D e s c r i p c i ó n  d e  l a  p o b l a c i ó n  d e  e s t u d i o 

E n  e s t e  e s t u d i o  s e  i n c l u y e r o n  9 4  m u e s t r a s  d e  a i s l a d o s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s,  

d i f e r e n c i a d o s  p o r  e l  m é t o d o  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s  e n  3 0  s e n s i b l e s  y  6 4  r e s i s t e n t e s ; d e  l a  t o t a l i d a d  

d e  m u e s t r a s  e l 7 4 %  c o r r e s p o n d í a n  a  h o m b r e s  y  2 6 %  a  m u j e r e s ;  e l  p r o m e d i o  d e  e d a d  f u e  d e  

3 5 , 1 9  a ñ o s  (D S ±  1 4 , 0 2 ) ,  l a  m a y o r í a  d e  a i s l a d o s  p r o c e d í a n  d e  p a c i e n t e s  q u e  s e  e n c o n t r a b a n  e n  

e l  i n t e r v a l o  d e  2 0  a  3 9  a ñ o s  ( 6 7% )  s e g u i d o s  p o r  e l  i n t e r v a l o  d e  4 0  a  5 9  a ñ o s  ( 1 7% ) ,  ( 9 , 6 % )  

m a y o r e s  a  6 0  a ñ o s  y  ( 6 , 4 % )  f u e r o n  m e n o r e s  a  2 0  a ñ o s  y .  A  co n t i n u a c i ó n  s e  p r e s e n t a n  e n  l a  

T a b l a  6  l o s  i n te r v a l o s  d e  e d a d  d e l  g r u p o : 

T a b l a  6 .  D i s t r i b u c i ó n  d e  a i s l a d o s  c l í n i c o s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s d e  a c u e r d o  a  

i n t e r v a l o s  d e  e d a d .  C N R  I N S P I .  2 0 1 5 . 

I n t e r v a l o  d e  e d a d  N o . %  

<  2 0  6  6 , 4  

2 0  a  3 9 6 3  6 7  

4 0  a  5 9 1 6  1 7  

6 0  a 7 9  9  9 , 6  

T o t a l  9 4  1 0 0 , 0 

                              F u e n t e :  b a s e  d e  d a t o s  Z I N E X T A 

L a s  m u e s t r a s  p r o v e n í a n  e n  s u  m a y o r í a d e  l a  c i u d a d  d e  G u a y a q u i l   ( 7 4 , 4 7% )  s e g u i d o  e n  o r d e n  

d e  f r e c u e n c i a  p o r  l a  c iu d a d  d e  B a b a h o y o  ( 7 , 4 5 % )  y  Q u i t o  ( 6 , 3 8% )   c o m o  s e  o b s e r v a  e n  l a 

F i g u r a  4:  

 

F i g u r a  4 .  D i s t r i b u c i ó n  d e  a i s l a d o s  c l í n i c o s d e  a c u e r d o  a  l a  p r o c e d e n c i a.  C N R  I N S P I .  2 0 1 5 .      
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L a s  m u e s t r a s  o b t e n i d a s  f u e r o n  d e  t i p o  p u l m o n a r  ( 9 6 , 8 % )  y  e x t r a p u l m o n a r  ( 3 , 2 % ) ,  y  p r o v e n í a n  

d e  p a c i e n t e s  v í r g e n e s  d e  t r a t a m i e n t o  ( 4 5 % ) ,  l a  f r e c u e n c i a  d e   a b a n d o n o  d e  t r a t a m i e n t o  f u e  4 2 %  

y  c o n t r o l  d e  t r a t a m i e n t o ( p r o c e s o  d e  t r a t a m ie n t o ) 1 3 % .  V é a s e  T a b l a   7.  P a r a  m a y o r  i n f o r m a c ió n  

e n  r e l a c i ó n  a  l a  re f e r e n c i a  d e  l o s  d a t o s  e p i d e m i o l ó g i c o s  d e  l a s  m u e s t r a s  v é a s e  e n  e l A n e x o  1 .  

T a b l a  7 .  D i s t r i b u c i ó n  d e  a i s l a d o s  c l í n i c o s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s d e  a c u e r d o  a  

f a s e  d e  t r a t a m i e n t o.  C N R  I N S P I .  2 0 1 5 . 

F a s e  d e  t r a t a m i e n t o N o . %  

V í r g e n e s d e  t r a t a m i e n t o 4 2  4 5  

A b a n d o n o  d e  t r a t a m i e n to 4 0  4 2  

C o n t r o l  d e  t r a t a m i e n t o 1 2  1 3  

T o t a l  9 4  1 0 0  

 

3 . 2  R e s u l t a d o s  d e  l o s  a n á l i s i s  g e n o t í p i c o s  d e  l a s  c e p a s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s 

3 . 2 . 1 .  R e s u l t a d o s  d e  a m p l i f i c a c i ó n  p o r  P C R 

E n  e l  t o t a l  d e  c a s o s  s e  r e a l i z ó  a m p l i f i c a c i ó n  m e d i a n t e  l a  t é c n i c a  P C R ,  o b t e n i é n d o s e  r e s u l t a d o s  

p o s i t i v o s  y  n e g a t i v o s  p a r a  a m p l if i c a c i ó n  d e  c a d a  u n o  d e  l o s  p r o d u c t o s  p a r a  l o s  g e ne s k a t G  ( 2  

p r o d u c t o s )  e  i n h A  ( 1  p r o d u c t o )  c o m o  s e  a p r e c i a  e n  l a  T a b l a  8:   

T a b l a  8 .  A m p l i f i c a c i ó n  p o r  P C R  g e n e s  k a t G  e  i n h A .  C N R  I N S P I .  2 0 1 5 . 

G e n  # m u e s t r a s  a m p l i f i c a d a s # m u e s t r a s  n o  a m p l i f i c a d a s 

k a t G 5 0 0   6 1  3 3  

k a t G 9 0 0  6 8  2 6  

i n h A  6 4  3 0  

 

D e  l a s  9 4  m u e s t r a s  a m p l i f i c a d a s ,  4 6  a m p l i f i c a r o n  p a r a  l o s  t r e s p r o d u c t o s ,  1 7  p a r a  d o s 

p r o d u c t o s,  2 0  p a r a  u n  s o l o  p r o d u c t o y  1 1  m u e s t r a s  n o  a m p l i f i c a r o n  p a r a  n i n g ú n  p r o d u c t o .   

L a  e l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e  a g a r o s a  p e r m i t i ó  l a  v i s u a l i z a c i ó n  d e  l o s  p r o d u c t o s  o b t e n i d o s  d e  l o s  

g e n e s  c o n  s u  r e s p e c t i v o  t a m a ñ o  e n  p a r e s  d e  b a s e s .  V é a s e  F i g u r a  5,  e l  n u m e r o  i n s c r i t o  e n  l a  

p a r t e  s u p e r i o r  c o r r e s p o n d e  a  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  l a  m u e s t r a ,  l a  4  y  1 0  c o r r e s p o n d e n  a  c e p a s  
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s e n s i b l e s  m i e n t r a s  qu e  l a  5 1 ,  5 8  y  8 0  p r o c e d e n  d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a,  p a r a  u n  ma y o r  

d e t a l l e  d e  l o s  p r o d u c t o s  d e  P C R p a r a  t o d a s  l a s  m u e s t r a s  r e v i s a r  e l  A n e x o  2 d o n d e  s e  d e t a l l a n  

t o d a s  l a s  f i g u r a s  c o r r e s p o n d i e n t e s.  

                               A                                                B                                             C 

 

F i g u r a  5 .  A m p l i f i c a c i ó n  p o r  P C R  d e  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A,  e l e c t r o f o r e s i s e n  g e l  d e  a g a r o s a .  

C N R  I N S P I .  2 0 1 5,  o b s e r v e  l o s  t a m a ñ o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  d e  c a d a  r e g i ó n  a m p l i f i c a d a.  ( M )  

m a r c a d o r  d e  p e s o  m o l e c u l a r  d e  1 0 0 p b .  A )  k a t G  5 0 0,  e n  l a s  l í n e a s  2  a  l a  6   s e  o b s e r v a  e l  

p r o d u c t o  a m p l i f i c a d o  d e  1 0 5 4 p b ,  ( B )  i n h A ,  e n  l a s  l í n e a s  7  a l  1 1  s e  o b s e r v a  e l  p r o d u c to  

a m p l i f i c a d o  d e   1 1 2 0 p b ;  ( C )  k a t G  9 0 0 ,  l í n e a s  1 2  a  l a  1 6  l a  a m p l i f i c a c i ó n  d e l  p r o d u c t o  d e  

6 3 0 p b .a n a l i z a d a  d e  A D N  a m p l i f i c a d o  ( 4 ,  1 0 ,  5 1 ,  5 8  y  8 0 ):   

3 . 2 . 2 .  R e s u l t a d o s  d e  d i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  R F L P.  

R e a l i z a d a  l a  a m p l i f i c a c i ó n  s e  a c e p t a r o n  p a r a  l o s  a n á l i s i s  p o s t e r i o r e s  a  6 8  m u e s t r a s,  i n c l u y e n d o  

l a s  4 6  q u e  h a b í a n  a m p l i f i c a d o  p a r a  l o s  3  p r o d u c t o s  m á s  t o d a s  l a s  q u e  a m p l i f i c a r o n  p a r a  e l  g e n  

k a t G 9 0 0  y  d e s c a r t a n d o  a q u e l l a s  q u e  n o  d i e r o n  r e s u l t a d o  p a r a  a m p l i f i c a c i ó n;  s u m a n d o  e n  t o t a l 

6 8  m u e s t r a s  d e  l a s  c u a l e s  4 7  c o r r e s p o n d í a n a  c e p a s  r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a  y  2 1  s e n s i b l e s ;  l a  

d i s t r i b u c i ó n  d e h o m b r e s  f u e  d e l  7 7 , 9 % ( 5 3 )  y  d e m u j e r e s 2 2 , 1 %  ( 1 5 ) .   

D e  l a s  4 7  c e p a s  r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a  3 7  c o r r e s p o n d í a n  a  h o m b r e s  y  1 0  a  m u j e r e s .  M a y o r  

d e t a l l e  s e  e n c u e n t r a  e n  e l  a n e x o  5 . 



3 7  

 

 

 

 

E l  p r o m ed i o  d e  e d a d  d e l  g r u p o  f u e  d e  3 3 , 7 5  a ñ o s  ( D S±  1 3 , 6 )  c o n  u n  v a l o r  m í n i m o  d e  1 5  y  u n  

m á x i m o  d e  7 5  a ñ o s . l a  m a y o r í a  d e  l o s  a i s l a d o s  c l í n i c o s  p r o c e d í a n  d e  p a c i e n t e s  q u e  s e  

e n c o n t r a r o n  e n  e l  i n t e r v a l o  d e  2 0  a  3 9  a ñ o s  ( 7 3 , 5 % )  s e g u i d o s  p o r  e l  i n t e r v a l o  d e  4 0  a  5 9  a ñ o s  

( 1 3 , 2 % ) ,  4  p a c i e n t e s  ( 5 , 9 % )  f u e r o n  m e n o r e s  a  2 0  a ñ o s  y  5  ( 7 , 4 % )  m a y o r e s  a  6 0  a ñ o s .  A  

c o n t i n u a c i ó n  s e  p r e s e n t a n  e n  l a  T a b l a  9 l o s  i n te r v a l o s  d e  e d a d  d e l  g r u p o : 

T a b l a  9 .  D i s t r i b u c i ó n  d e  a i s l a d o s  c l í n i c o s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s d e  a c u e r d o  a  

i n t e r v a l o s  d e  e d a d .  C N R  I N S P I .  2 0 1 5 . 

I n t e r v a l o  d e  e d a d  N o . %  

<  2 0  4  5 , 9  

2 0  a  3 9 5 0  7 3 , 5  

4 0  a  5 9 9  1 3 , 2  

6 0  a  7 9 5  7 , 4  

T o t a l  6 8  1 0 0 , 0 

 

R e s p e c t o  a  l a  p r o c e de n c i a l a  m a y o r í a  d e  a i s l a d o s  c l í n i c o s  p r o c e d í a n  d e  l a  c i u d a d  d e  G u a y a q u i l  

( 7 0 , 6 % )  s e g u i d o  p o r  l a  c i u d a d  d e  B a b a h o yo  ( 8 , 8% )  y  Q u i t o  ( 7 , 4 % ).  T a b l a  1 0.  D e  l a s  4 8  c e p a s  

d e  l a  c i u d a d  d e  G u a y a q u i l ,  3 3  f u e r o n  r e s i s t e n t e s  y  1 4  s e n s i b l e s ,  m a y o r  d e t a l l e  s e  e n c u e n t r a  e n  

e l  a n e x o  5:  

T a b l a  1 0 .  D i s t r i b u c i ó n  d e  a i s l a d o s  c l í n i c o s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s d e  a c u e r d o  a  c i u d a d  d e  

p r o c e d e n c i a .  C N R  I N S P I .  2 0 1 5 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

C i u d a d  N o . %  

G u a y a q u i l 4 8  7 0 , 6  

Q u i t o  5  7 , 4  

B a b a h o y o 6  8 , 8  

M a c h a l a 3  4 , 4  

P o r t o v i e j o 4  5 , 9  

E s m e r a l d a s 1  1 , 5  

S a n t a  E l e n a 1  1 , 5  

T o t a l  6 8  1 0 0 , 0 



3 8  

 

 

 

 

L a s  m u e s t r a s  p r o v e n í a n  d e  p a c i e n t e s  v í r g e n e s  d e  t r a t a m i e n t o  a l  m o m e n t o  d e l  e s t u d i o  c o n  3 2  

c a s o s  ( 4 8 % ) ,  e n  a b a n d o n o  d e  t r a t a m i e n t o  s e  r e p r e s e n t ó  t a m b i é n  u n  p o r c e n t a j e  i m p o r t a n te  

( 4 1 % )  y  a p e n a s  7  p a c i e n t e s  ( 1 1 % )  s e  e n c o n t r a b a n  e n c o n t r o l  d e l  t r a t a m i e n t o . V é a s e  F i g u r a  6 

 

F i g u r a  6 .  D i s t r i b u c i ó n  d e  m u e s t r a s  d e  p a c i e n t e s  c o n  t u b e r c u l o s i s  d e  a c u e r d o  a  f a s e  d e  t r a t a m i e n t o .  

C N R  I N S P I .  2 0 1 5 .     

  

 D e  l a s  4 7  m u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a,  2 2  c o r r e s p o n d e n  a  a b a n d o n o s  d e  t r a t a m i e n t o ,  1 8  

f u e r o n  v í r g e n e s  d e  t r a t a m i e n t o  y  7  e s t a b a n  e n  c o n t r o l  d e  t r a t a m i e n t o .  R e v i s a r  a n e x o  5 .           

3 . 2 . 2 .1 . D i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  R F L P c o n  e n z i m a  M s p I.  

S e  t o m a r o n l a s  6 8  m u e s t r a s  q u e  a m p l i f i c a r o n  p a r a  e l  p r o d u c t o  d e  6 3 0 p b  d e l  g e n  k a t G 9 0 0  p a r a  

r e a l i z a r  l a  d i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  c o n  M s p I  d e  l o s  a m p l i c o n e s  d e  k a t G 5 0 0 ,  k a t G 9 0 0  e  i n h A .  L a  

e n z i m a M s p I  r e c o n o c e  l a  s e c u e n c i a  d e  c o r t e C ŷ C G G,  p e r m i t i é n d o l e  r e c o n o c e r  l a  m u t a c i ón  e n  

l a  p o s i c i ó n  n u c l e o t í d i c a  9 4 5 ,  c o d ó n  3 1 5  d e l  g e n  k a t G  (A G C  Ÿ A C C )  

L o s  f r a g m e n t o s  t e ó r i c o s  q u e  s e  e s p e r a n  o b t e n e r  c o n  s u s  r e s p e c t i v o s  t a m a ñ o s  l u e g o  d e  r e a l i z a r  

l a  d i g e s t i ó n d e l  g e n  k a t G  9 0 0  t a n t o  e n  c e p a s  c o n  m u t a c i ó n y  s i n  m u t a c i ó n,  s e  d e t a l l a n  e n  l a  

s i g u i e n t e  t a b l a:   

T a b l a  1 1 .  D i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  c o n  M s p I  d e  k a t G  9 0 0  

k a t G  9 0 0  6 3 0  p b F r a g m e n t o s e s p e r a d o s d e  A D N  ( p b ) 

M u t a c i ó n  p o s i t i v a  (A G C Ÿ A C C ) 6 5  1 3 2  1 4 7    -  2 2 8  

M u t a c i ó n  N e g a t i v a   6 5   -  1 4 7  1 5 3  2 2 8  

 

4 8 %



3 9  

 

 

 

 

L o s  f r a g m e n t o s  t e ó r i c o s  q u e  s e  e s p e r a n  o b t e n e r  c o n  s u s  r e s p e c t i v o s  t a m a ñ o s  l u e g o  d e  r e a l i z a r  

l a  d i g e s t i ó n  d e l  g e n  k a t G  5 0 0  t a n t o  e n  c e p a s  c o n  m u t a c i ó n y  s i n  m u t a c i ó n ,  s e  d e t a l l a n  e n  l a  

s i g u i e n t e  t a b l a :   

T a b l a  1 2 . D i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  c o n  M s p I  d e  k a t G  5 0 0  

k a t G  5 0 0  1 0 5 4  p b F r a g m e n t o s  e s p e r a d o s  d e  A D N  ( p b ) 

M u t a c i ó n  p o s i t i v a  

(A G C Ÿ A C C ) 

6 5  7 9  1 1 8  1 3 2  1 3 6  1 4 7    -  2 2 8  

M u t a c i ó n  N e g a t i v a   6 5  7 9  1 1 8   1 3 6  1 4 7  1 5 3  2 2 8  

 

E n  a m b o s  c a s o s  cu a n d o  la  m u ta c i· n  A G C Ÿ A C C e n  e l g e n  k a t G  e s t á  p r e s e n t e  l a  e n z i m a  M s p I 

c o r t a  e l  A D N  y  s e  p r o d u c e  u n  f r a g m e n t o  a d i c i o n a l  d e  1 3 2 p b ,  l a  a u s e n c i a  d e  l a  m u t a c i ó n  n o  

g e n e r a  f r a g m e n t o  a d i c i o n a l . 

P a r a  e l  c a s o  d e  l a  d i g e s t i ó n  d e l  g e n  i n h A ,  l o s  f r a g m e n t o s  t e ó r i c o s  q u e  s e  e s p e r a n  o b t e n e r  c o n  

s u s  r e s p e c t i v o s  t a m a ñ o s ,  s e  d e t a l l a n  e n  l a  si g u i e n t e  t a b l a :   

T a b l a  1 3 . D i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  c o n  M s p I  d e  i n h A  

i n h A  1 1 2 0  p b F r a g m e n t o s  e s p e r a d o s  d e  A D N  ( p b ) 

 4 8  7 4  7 5  8 2  9 1  9 5   1 0 6  1 1 6  

 

E n  l a  F i g u r a  7 ,  s e  a p r e c i a  q u e  c o n  e l  g e n  k a t G  9 0 0  s e  d i s t i n g u e  l o s  c a s o s  p o s i t i v o s  p a r a  

m u t a c i ó n  ( m u e s t r a  5 8  y  8 0 )  d o n d e  s e  e v i d e n c i a  l a  p r e s e n c i a  d e l  f r a g m e n t o  a d i c i o n a l  d e  1 3 2 p b .  

E n  l o s  n e g a t i v o s  p a r a  l a  m u t a c i ó n  ( m u e s t r a s  4 ,  1 0  y  5 1 )  h a y  a u s e n c i a  d e  f r a g m e n t o  d e  1 3 2 p b .  

E n  l a s  m u e s t r a s  d e  l o s  g e n e s k a t G  5 0 0,  s e  o b s e r v a  v a r i o s  f r a g m e n t o s  d e  i g u a l  t a m a ñ o  e n  t o d a s  

l a s  m u e s t r a s  y  n o  s e  d i s t i n g u e  l a  p r e s e n c i a  d e l  f r a g m e n t o  a d i c i o n a l  d e  1 3 2 p b  h a c i e n d o  

im p o sib le  d ife re n c ia r e n tre  p o sitiv o s y  n e g a tiv o s p a ra  m u ta c i· n  A G C Ÿ A C C . E n  to d a s las 

m u e s t r a s  d e l  g e n  i n h A  s e  o b s e r v a n  d o s  f r a g m e n t o s  d e  t a m a ñ o  s i m i l a r  e n  c a d a  u n a  s i n  q u e  s e a  



4 0  

 

 

 

 

p o s i b l e  d i f e r e n c i a r  e n t r e  c e p a s  m u t a d a s  y  n o  m u t a d a s . L a s  m u e s t r a s  4  y  1 0  c o r r e s p o n d e n  a  

c e p a s  s e n s i b l e s  y  l a s  m u e s t r a s  5 1 ,  5 8  y  8 0  a  c e p a s  r e s i s t e n t e s .   

                         A                                       B                                      C 

  

F i g u r a  7 . D i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  P C R- R F L P  p a r a  g e n e s  k a t G  e  i n h A  c o n  e n z i m a  M s p I ,  

e l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e  a g a r o s a,  m u e s t r a s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  C N R  I N S P I .  2 0 1 5.  

S e  o b s e r v a :  ( M )  m a r c a d o r  d e  p e s o  m o l e c u l a r  d e  1 0 0 p b ,  ( A )  k a t G  5 0 0,  l í n e a s  2- 6  n o  s e  

e v i d e n c i a  e l  f r a g m e n t o  d e  1 3 2 p b ,  ( B )  i n h A ,  l í n e a s  7- 1 1  t i e n en  i g u a l  n ú m e r o  d e  f r a g m e n t o s,  ( C )  

k a t G  9 0 0 ,  l í n e a s  1 2- 1 4  s e  e v i d e n c i a n  d o s  f r a g m e n t o s  y  e n  l a s  l í n e a s  1 5  y  1 6  s e  o b s e r v a  u n  

f r a g m e n t o  a d i c i o n a l  d e  1 3 2 p b  i n d i c a t i v o  d e  m u t a c i ó n .   

 D e  l a s  6 8  m u e s t r a s  d e l  g e n  k a t G 9 0 0  q u e  f u e r o n  d i g e r i d a s  se  o b t u v i e r o n  3 6  m u e s t r a s  c o n  l a  

m u t a c i ó n  e n  l a  p o s i c i ó n  9 45  c o d ó n  3 1 5 y 2 6  m u e s t r a s  n o  p r e s e n t a r o n  m u t a c i ó n.  P a r a  l o s  

p r o d u c t o s  d e  k a t G  5 0 0  s e  r e a l i z ó  l a  d i g e s t i ó n  d e  2 0  m u e s t r a s ,  s u s p e n d i é n d o s e  e l  p r o c e s o  d e b id o  

a  q u e  n o  s e  p u d o  d i f e r e n c i a r  l a  p r e s e n c i a  d e l  f r a g m e n t o  a d i c i o n a l  d e  1 3 2 p b  i n d i c a t i v o  d e  

m u t a c i ó n .  P a ra  e l  p r o d u c t o  d e  i n h A  s e  r e a l i z ó  l a  d i g e s t i ó n  d e  1 5  m u e s t r a s ,  y  e n  t o d a s  s e  

o b t u v i e r o n  f r a g m e n t o s  s i m i l a r e s  a  l o s  t e ó r i c o s  e s p e r a d o s ,  l o  q u e  i m p i d i ó  d i f e r e n c i a r  p r e s e n c ia  

o  a u s e n c i a  d e  m u t a c i ó n  q u e  p e r m i t a  a s o c i a r  a  r e s i s t e n c i a  o  s e n s i b i l i d a d  a  i s o n i a c i d a . P a r a  m a y o r  

d e t a l l e  d e  l a s  m u e s t r a s  d i g e r i d a s  r e v i s a r  A n e x o  3 . 



4 1  

 

 

 

 

3 . 2 . 2 .2 .  D i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  R F L P  c o n  e n z i m a  S a t I .  

S e  t o m a r o n  d e  b a s e  l a s  6 8  m u e s t r a s  q u e  a m p l i f i c a r o n  p a r a  e l  p r o d u c t o  d e  6 3 0 p b  d e l  g e n  

k a t G 9 0 0  p a r a  r e a l i z a r  l a  d i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  c o n  S a t I d e  l o s  a m p l i c o n e s  d e  k a t G 5 0 0 ,  k a t G 9 0 0  

e  i n h A .  .  L a  e n z i m a  S a t I  r e c o n o c e  l a  s e c u e n c i a  d e  c o r t e G C ŷ N G C  p e r m i t i é n d o l e  r e c o n o c e r  l a  

p o s i c i ó n  n u c l e o t í d i c a  9 4 5 ,  d e l  g e n  k a t G  A G C  c u a n d o  n o  h a y  m u t a c i ó n,  d i f e r e n c i á n d o l o  d e  l a s  

d i f e r e n t e s  m u t a c i o n e s  q u e  c o n f i e r e n  l a  r e s i s t e n c i a  a  k a t G 3 1 5 . 

L o s  f r a g m e n t o s t e ó r i c o s q u e  s e  e s p e r a n  o b t e n e r  c o n  s u s  r e s p e c t i v o s  t a m a ñ o s  l u e g o  d e  r e a l i z a r  

l a  d i g e s t i ó n  d e l  g e n  k a t G  9 0 0  t a n t o  e n  c e p a s  c o n  m u t a c i ó n y  s i n  m u t a c i ó n ,  s e  d e t a l l a n  e n  l a  

s i g u i e n t e  t a b l a :   

T a b l a  1 4 .  D i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  c o n  S a t I  d e  k a t G  9 0 0  

k a t G  9 0 0  6 3 0  p b F r a g m e n t o s  d e  A D N  ( p b ) 

M u t a c i ó n  P o s i t i v a (A G C Ÿ A C C )  1 3 5  1 4 8   2 4 7  

M u t a c i ó n  N e g a t i v a  1 3 5  1 4 8  2 0 5  2 4 7  

 

L o s  f r a g m e n t o s  t e ó r i c o s  q u e  s e  e s p e r a n  o b t e n e r  c o n  s u s  r e s p e c t i v o s  t a m a ñ o s  l u e g o  d e  r e a l i z a r  

l a  d i g e s t i ó n  d e l  g e n  k a t G  5 0 0  t a n t o  e n  c e p a s  c o n  m u t a c i ó n y  s i n  m u t a c i ó n ,  s e  d e t a l l a n  e n  l a  

s i g u i e n t e  t a b l a :   

T a b l a  1 5 .  D i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  c o n  S a tI  d e  k a t G  5 0 0  

k a t G  5 0 0  1 0 5 4  p b F r a g m e n t o s  e s p e r a d o s  d e  A D N  ( p b ) 

M u t a c i ó n  p o s i t i v a  

(A G C Ÿ A C C ) 

6 6  -  8 1  1 3 5  1 4 8  1 8 3    -  2 8 1  

M u t a c i ó n  N e g a t i v a   6 6  7 6  8 1  1 3 5  1 4 8  1 8 3  2 0 5  2 8 1  

 

C u a n d o  n o  h a y  la  m u ta c i· n  A G C Ÿ A C C  e n  e l g e n  k a t G  l a  e n z i m a  S a tI  c o r t a  e l A D N  y  s e  

p r o d u c e  u n  f r a g m e n t o d e  2 0 5 p b ,  l a  p r e s e n c i a d e  l a  m u t a c i ó n  i m p i d e  e l  r e c o n o c i m i e n t o  d e  l a  

e n z i m a  y  n o  g e n e r a  f r a g m e n t o  a d i c i o n a l . 
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L o s  f r a g m e n t o s  t e ó r i c o s  q u e  s e  e s p e r a n  o b t e n e r  c o n  s u s  r e s p e c t i v o s  t a m a ñ o s  l u e g o  d e  r e a l i z a r  

l a  d i g e s t i ó n  e n  e l  c a s o  d e l  g e n  i n h A ,  s e  d e t a l l a n  e n  l a  s i g ui e n t e  t a b l a :   

T a b l a  1 6 .  D i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  c o n  S a tI  d e  i n h A  

i n h A  1 1 2 0  p b F r a g m e n t o s  e s p e r a d o s  d e  A D N  ( p b ) 

 9 2  1 1 6  1 2 5  1 4 6   1 6 9  2 6 8  

 

E n  l a  F i g u r a  8 ,  s e  a p r e c i a  q u e  c o n  e l  g e n  k a t G  9 0 0  s e  d i s t i n g u e  l o s  c a s o s  p o s i t i v o s  p a r a  

m u t a c i ó n  ( m u e s t r a  5 8  y  8 0 )  d e b i d o  a  l a  a u s e n c i a  d e l  f r a g m e n t o  d e  2 0 5 p b  q u e  s i  e s t á  p r e s e n te  

e n  l a s  m u e s t r a s  n e g a t i v a s  p a r a  l a  m u t a c i ó n  ( 4 ,  1 0  y  5 1 ) .  E n  l a s  m u e s t r a s  d e  l o s  g e n e s  k a t G  5 0 0,  

s e  o b s e r v a  v a r i o s  f r a g m e nt o s  d e  i g u a l  t a m a ñ o  e n  t o d a s  l a s  m u e s t r a s  y  n o  s e  d i s t i n g u e  l a  

p r e s e n c i a  d e l  f r a g m e n t o  a d i c i o n a l  d e  2 0 5 p b  i m p i d i e n d o d i f e r e n c i a r  e n t r e  p o s i t i v o s  y  n e g a t i v o s  

p a ra  m u ta c i· n  A G C Ÿ A C C . E n  to d a s la s m u e stra s d e l g e n  i n h A  s e  o b s e r v a n  f r a g m e n t o s  d e  

t a m a ñ o  s i m i l a r  e n  c a d a  u n a  s i n  q u e  s e a  p o s i b l e  d i f e r e n c i a r  e n t r e  c e p a s  m u t a d a s  y  n o  m u t a d a s . 

L a s  m u e s t r a s  4  y  1 0  c o r r e s p o n d e n  a  c e p a s  s e n s i b l e s  y  l a s  m u e s t r a s  5 1 ,  5 8  y  8 0  a  c e p a s  

r e s i s t e n t e s .   

 

F i g u r a  8 . D i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  P C R- R F L P  p a r a  g e n e s  k a t G  e  i n h A  c o n  e n z im a  S a tI ,  

e l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e  a g a r o s a,  m u e s t r a s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s .  C N R  I N S P I .  2 0 1 5.  

S e  o b s e r v a :  ( M )  m a r c a d o r  d e  p e s o  m o l e c u l a r  d e  1 0 0 p b ,  ( A )  k a t G  5 0 0 ,  l í n e a s  2- 6  p r e s e n t a n  

v a r i o s  f r a g m e n t o s  y  n o  s e  e v i d e n c i a  l a  a u s e n c i a  d e l  f r a g m e n t o  d e  2 0 5 p b , ( B )  i n h A ,  l í n e a s  7- 1 1  
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t i e n e n  i g u a l  n ú m e r o  d e  f r a g m e n t o s ,  ( C )  k a t G  9 0 0 ,  l í n e a s  1 2- 1 4  s e  e v i d e n c i a  u n  f r a g m e n to  

a d i c i o n a l  d e  2 0 5 p b  i n d i c a n d o  a u s e n c i a  d e  m u t a c i ó n y  e n  l a s  l í n e a s  1 5  y  1 6  n o  s e  o b s e r v a  u n  

f r a g m e n t o  a d i c i o n a l . 

D e  l a s  6 8  m u e s t r a s  d e l  g e n  k a t G 9 0 0  q u e  f u e r o n  d i g e r i d a s  s e  o b t u v i e r o n  3 6  m u e s t r a s  c o n  l a  

m u t a c i ó n  e n  l a  p o s i c i ó n  9 4 5  c o d ó n  3 1 5 y  2 3  m u e st r a s  n o  p r e s e n t a r o n.  P a r a  l o s  p r o d u c t o s  d e  

k a t G  5 0 0  s e r e a l i z ó  l a  d i g e s t i ó n  d e  2 0 m u e s t r a s y  s e  s u s p e n d i ó e l  p r o c e s o  d e b i d o  a  q u e  n o  s e 

p u d o  d i f e r e n c i a r  l a a u s e n c i a  d el  f r a g m e n t o  d e  2 0 5 p b  i n d i c a t i v o  d e  m u t a c i ó n ,  m i s m o  q u e  

p r e s e n t an  l a s  c e p a s  s i n  m u t a c i ó n .  P a r a  e l  p r o d u c t o  d e  i n h A  s e  r e a l i z ó  l a  d i g e s t i ó n  d e  1 5  

m u e s t r a s ,  y  e n  t o d a s  s e  o b t u v i e r o n  5  f r a g m e n t o s  s i m i l a r e s  a  l o s  t e ó r i c o s  e s p e r a do s ,  l o  q u e  

i m p i d i ó  d i f e r e n c i a r  p r e s e n c i a  o  a u s e n c i a  d e  m u t a c i ó n  q u e  p e r m i t a  a s o c i a r  a  r e s i s t e n c i a  o  

s e n s i b i l i d a d  a  i s o n i a c i d a .  P a r a  m a y o r  d e t a l l e  d e  l a s  m u e s t r a s  d i g e r i d a s  r e v i s a r  A n e x o  4 . 

3 . 2 . 3 .  D i s t r i b u c i ó n  d e  c a s o s  p o s i t i v o s  y  n e g a t i v o s  a  m u t a c i ó n  e n  e l g e n  k a t G  c o n  e n z i m a s  

M s p I  y  S a t I .  

E n  l a  T a b l a  1 7  s e  o b s e r v a  l a  c o m p a r a c i ó n  d e  l o s  re s u l t a d o s  o b t e n i d o s  l u e g o  d e  r e a l i z a r  l a  

d i g e s t i ó n  d e  l a s  6 8 m u e s t r a s  d e  k a t G  9 0 0 ,  c o n  M s p I  y  S a t I .  C o n  l a s  d o s  e n z i m a s  s e  o b t u v i e r o n 

i g u a l  n ú m e r o  d e  m u e s t r a s  c o n  l a  m u t a c i ó n  e n  l a  p o s i c i ó n  9 4 5 ,  c o d ó n  3 1 5,  s i n  e m b a r g o,  c o n  

M s p I  s e  o b t u v i e r o n  2 6  m u e s t r a s  s i n  m u t a c i ó n  y  c o n  S a t I  f u e r o n  2 3.  E l  d e t a l l e  d e  l a s  m u e s t r a s  

c o n  y  s i n  m u t a c i ó n  s e  e n c u e n t r a  e n  e l  A n e x o  5 . 

T a b l a  1 7 .  N u m e r o  d e  m u e s t r a s  p o s i t i v a s  y  n e g a t i v a s  a  m u t a c ió n  d e l  g e n  k a t G 9 0 0  c o n  

e n z i m a  M s p I  y  S a t I .  C N R  I N S P I .  2 0 1 5  

M u t a c i ó n   M s p I  S a t I  

P o s i t i v o s 3 6  3 6  

N e g a t i v o s 2 6  2 3  

s i n  r e s u l t a d o 6  9  

T o t a l   6 8  6 8  
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3 . 2 . 4 .  F r e c u e n c i a  d e  c a s o s  p o s i t i v o s  y  n e g a t i v o s  a  m u t a c i ó n  e n  e l  g e n  k a t G  c o n  e n z i m a 

M s p I  e n  r e l a c i ó n  a  r e s i s t e n c i a  f e n o t í p i c a .   

L a s  6 8  m u e s t r a s  p r e v i a m e n t e  d i f e r e n c i a d a s  p o r  e l  m é t o d o  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s  c o m o  s e n s i b l e s  

o  r e s i s t e n t e s  f u e r o n  c o m p a r a d a s  c o n  lo s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  d e s p u é s  d e  l a  d i g e s t i ó n 

e n z i m á t i c a c o n  M s p I ,  d a n d o  c o m o  r e s u l t a do  q u e 3 5  ( 7 4 , 4 6 % )  m u e s t r a s  r e s i s t e n te s  

f e n o t í p i c a m e n t e  p o s e e n  l a  m u t a c i ó n  e n  e l  g e n  k a t G  p o s i c i ó n  9 4 5  c o d ó n  3 1 5 ,  m i e n t r a s  q u e  6  

m u e s t r a s  ( 1 3 , 3 % )  p o s e e n  r e s i s t e n c i a  f e n o t í p i c a  p e r o  n o  i n d i c a n  m u t a c i ó n  e n  l a  p o s i c i ó n  a n t e s  

i n d i c a d a .   E n  e l  c a s o  d e  l a s  m u e s t r a s  s e n s i b l e s  f e n o t í p i c a m e n t e  s o l o  1  ( 4 , 7 6 % )  p r e s e n tó  l a  

m u t a c i ó n  e n  k a t G  ( T a b l a  1 8) .  

T a b l a  1 8 .  F r e c u e n c i a  d e  c a s o s  p o s i t i v o s  y  n e g a t i v o s  a  m u t a c i ó n  e n  e l g e n  k a t G  c o n  

e n z i m a  M s p I  e n  r e l a c i ó n  a  r e s i s t e n c i a  f e n o t í p i c a . 

E n z i m a  M s p I  R e s i s t e n t e s   F r e c u e n c i a S e n s i b l e s F r e c u e n c i a 

+  M u t a c i ó n   3 5  7 4 , 4 6 %  1  4 , 7 6 %  

- M u t a c i ó n   6  1 3 , 3 %  2 0  9 5 , 2 3 %  

S i n  r e s u l t a d o   6  1 3 , 3 %  0   

T o t a l  4 7  1 0 0 %  2 1  1 0 0 %  

                         F u e n t e :  a n á l i s i s  g e n o t í p i c o  p o r  t é c n i c a  P C R- R F L P     

3 . 2 . 5 .  F r e c u e n c i a  d e  c a s o s  p o s i t i v o s  y  n e g a t i v o s  a  m u t a c i ó n  e n  e l  g e n  k a t G  c o n  e n z i m a  

S a t I  e n  r e l a c i ó n  a  r e s i s t e n c i a  f e n o t í p i c a .  

S e  c o m p a r ó  l a  r e s i s t e n c i a  y  s e n s i b i l i d a d  f e n o t í p i c a  d e  la s  6 8  m u e s t r a s  p r e v i a m e n te  

d i f e r e n c i a d a s  p o r  e l  m é t o d o  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s  c o n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  d e  l a  d i g e s t i ó n  

e n z i m á t i c a  c o n  S a tI ,  o b t e n i e n d o   c o m o  r e s u l t a d o  q u e 3 5  ( 7 4 , 4 6 % )  m u e s t r a s  r e s i s t e n te s  

f e n o t í p i c a m e n t e  p o s e e n  l a  m u t a c i ó n  e n  e l  g e n  k a t G  p o s i c i ó n  9 4 5  c o d ó n  3 1 5 ,  m i e n t r a s  q u e  6  

m u e s t r a s  ( 1 3 , 3 % )  p o s e e n  r e s i s t e n c i a  f e n o t í p i c a  p e r o  n o  i n d i c a n  m u t a c i ó n.  E n  e l  c a s o  d e  l a s  

m u e s t r a s  s e n s i b l e s  f e n o t í p i c a m e n t e  s o l o  1  ( 4 , 7 6 % )  p r e s e n tó  l a  m u t a c i ó n  e n  k a t G  ( T a b l a  1 9) .  
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T a b l a  1 9 .  F r e c u e n c i a  d e  c a s o s  p o s i t i v o s  y  n e g a t i v o s  a  m u t a c i ó n  e n  e l  g e n  k a t G  c o n  e n z i m a  S a t I  

e n  r e l a c i ó n  a  r e s i s t e n c i a  f e n o t í p i c a . 

E n z i m a  S a tI  R e s i s t e n t e s   F r e c u e n c i a S e n s i b l e s F r e c u e n c i a 

+  M u t a c i ó n   3 5  7 4 , 4 6 %  1  4 , 7 6 %  

- M u t a c i ó n   6  1 3 , 3 %  1 7  8 0 , 9 5%  

S i n  r e s u l t a d o   6  1 3 , 3 %  3  1 4 , 2 8 %  

T o t a l  4 7  1 0 0 %  2 1  1 0 0 %  

 

3 . 3 .  R e s u l t a d o s  d e  l a  e f i c a c i a  d i a g n ó s t i c a 

A  c o n t i n u a c i ó n  s e p r e s e n t a n  l o s  i n d i c a d o r e s  e s t a d í s t i c o s  d e  e f i c i e n c i a  d i a g n ó s t i c a  d e  l a  t é c n i c a  

P C R - R F L P  p a r a  l a  p o s i t i v i d a d  d e  l a  m u t a c i ó n  e n  e l  g e n  k a t G  9 0 0  m e d i a n t e  l a s  2  e n z i m a s  d e  

r e s t r i c c i ó n  c o m p a r a d a s  c o n  e l  r e p o r t e  d e  l a s  p r u e b a s  d e  s e n s i b i l i d a d  a  d r o g a s  (m é t o d o  d e  l a s  

p r o p o r c i o n e s ) 

T a b l a  2 0 .  S e n s i b i l i d a d ,  e s p e c i f i c i d a d ,  v a l o r e s  p r e d i c t i v o  p o s i t i v o  y  n e g a t i v o ,  c o e f i c i e n t e s  

d e  p r o b a b i l i d a d  p o s i t i v o  y  n e g a t i v o  e  í n d i c e  d e  Y o u d e n  p a r a  l a  t é c n i c a  R F L P  e n  l a  

m u t a c i ó n  d e l  g e n  k a t G  m e d i a n t e  e n z i m a s  d e  r e s t r i c c i ó n  M s p I  y  S a t I  e n  m u e s t r a s  d e  

M y c o b a c t e ri u m  t u b e r c u l o s i s.  C N R  I N S P I .  2 0 1 5 

M u t a c i ó n  

d e  g e n  

k a t G  9 0 0  

R e s i s t e n c i a a  

I s o n i a c i d a  

S  ( I C 9 5 % )  E ( I C  9 5 % )  V P P  V P N  L R +  L R -  I J  +  

N =  

4 1  

-  

N = 2 1  

N = 1 8  

M s p I :  

P o s i t i v o  

3 5 /4 1  1 / 2 1  8 5 , 4  ( 7 3 , 3- 9 7 , 4 ) 9 5 , 2  ( 8 3 , 8- 1 0 0 , 0 ) 9 7 , 2 7 6 , 9 1 7 , 9 0 , 1 5 0 , 8 1 

S a t I :  

P o s i t i v o  

3 5 / 4 1 1 / 1 8  8 5 , 4  ( 7 3 , 3- 8 7 , 4 ) 9 4 , 4 ( 8 1 , 1-  1 0 0 , 0 ) 9 7 , 2 7 3 , 9 1 5 , 4 0 , 1 5 0 , 8 0 

F u e n t e :  a n á l i s i s  g e n o t í p i c o  p o r  t é c n i c a  P C R   S :  s e n s i b i l i d a d ;  E :  e s p e c i f i c i d a d ,  V P P :  v a l o r  p r e d i c t i v o  p o s i t i v o ,  

V P N :  v a l o r  p r e d i c t i v o  n e g a t i v o ,  L R + :  r a z ó n  d e  p r o b a b i l i d a d  p o s i t i v o ,  L R - :  r a z ó n  d e  p r o b a b i l i d a d  n e g a t i v o ;  I J :  

í n d i c e  d e  Y o u d e n . 

E n  l a  T a b l a 2 0 ,  c o n  l a s  d o s  e n z i m a s  d e  r e s t r i c c i ó n  ( M s p I  y  S a t I ) l a  t é c n i c a  P C R .  R F L P a l c a n z a  

u n a  s e n s i b i l i d a d  d e  8 5 % ,  y  u n a  e s p e c i f i c i d a d  c e r c a n a  a l  9 5 % ,  l o  q u e  i n d i c a  q u e  l a p r e s e n c i a  d e  

m u t a c i ó n e n  e l  g e n  k a t G  p e r m i t e d i f e r e n c i a r  a  l as   c e p a s  s e n s i b l e s  d e  l a s  r e s i s t e n t e s;  e l  v a l o r  

p r e d i c t i v o  p o s i t i v o  e s  p a r a  l a s  d o s  e n z i m a s  d e  9 7 %  l o  q u e  s i g n i f i c a  q u e  s i  u n a  c e p a  t i e n e  l a  
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m u t a c i ó n  p r e s e n t a  9 7 %  d e  p r o b a b i l i d a d  d e  t e n e r  r e s i s t e n c i a  a  l a  i s o n i a c i d a , e l  V P N  e s  d e l  

7 3 , 9 %  l o  q u e  q u i e r e  d e c i r  q u e  s i  u n a  c e p a  n o  t i e n e  l a  m u t a c i ó n  d e l  g e n  k a t G ,  t i e n e  7 4 %  d e  

p r o b a b i l i d a d  d e  n o  t e n e r  r e s i s t e n c i a ;  e l  L R +  e s  d e  1 7 , 9  e s  d e c i r  q u e  l o s  r e s u l t a d o s  d e t e r m i n a d o s  

d e  a c u e r d o  a  l a  t é c n i c a  P C R- R F L P  t i e n e n  u n a  a l t a  p r o b ab i l i d a d  d i a g n o s t i c a  d e  s e r  v e r d a d e r o s  

p o s i t i v o s .,  y  e l  L R -  e s  d e  0 , 1 5  l o  q u e  s i g n i f i c a  q u e e s t a  t é c n i c a  p e r m i t e  d i f e r e n c i a r  c a s o s  

p o s i t i v o s  y  n e g a t i v o s  c o n  u n a  b a j a  p r o b a b i l i d a d  d e  f a l s o s  n e g a t i v o s . F i n a l m e n t e  e l  í n d i c e  d e  

Y o u d e n  e s  d e  0 , 8  l o  q u e  q u i e r e  d ec i r  q u e  l a  t é c n i c a  R F L P  p e r m i t e  e n  b a s e  a  l a  m u t a c i ó n  S 3 1 5 T  

e n  e l  p r o d u c t o  d e  6 3 0 p b  d e l  g e n  k a t G   c l a s i f i c ar  d e  f o r m a  a d e c u a d a  e nt r e  r e s i s t e n t e s  y  s e n s i b l e s 

a  l a  i s o n i a c i d a  e n  u n  8 0 %  d e  l o s  c a s o s . 

T a b l a  2 1 .  C e p a s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s d e  a c u e r d o  a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  y  v a r i a b l e s  

a s o c i a d a s .  C N R  I N S P I .  2 0 1 5 

V a r i a b l e  R e s i s t e n c i a  a  I s o n i a c i d a C h i  2  P  v a l o r  

+  ( r e s i s t e n t e s ) - ( s e n s i b l e s ) 

M u t a c i ó n  M s p I + 3 5 / 4 1 1 / 2 1  3 7 , 0 5 0 , 0 0 0 *  

M u t a c i ó n  S a t I  + 3 5 / 4 1 1 / 1 8  3 3 , 4 9 0 , 0 0 0 *  

S e x o :  m a s c u l i n o 3 7 / 4 7 1 6 / 2 1 0 , 0 5 4 0 , 8 1 6 

P r o v i n c i a :  G u a y a q u i l 3 4 / 4 7 1 4 / 2 1 1 1 , 1 5 0 , 0 8 4 

A b a n d o n o  d e  t r a t a m i e n t o 2 2 / 4 7 7 / 2 1  5 , 7 9  0 , 0 5 5 

*  E x i s t e n  d i f e r e n c i a s  e s t a d í s t i c a m e n t e  s i g n i f i c a t i v a s . 

L a  T a b l a  2 1 i n d i c a  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a e s t á  a s o c i a d a  c o n  l a  m u t a c i ó n  d e l  g e n  k a t G  t a n to  

c o n  l a  e n z i m a  d e  r e s t r i c c i ó n  M s p I  ( p < 0 , 0 5 )  c o m o  c o n  l a  S a t I ( p < 0 , 0 5 ) ,  l a s  o t r a s  v a r i a b l e s  

e s t u d i a d a s  n o  m u e s t r a n  a s o c i a c i ó n  e s t a d í s t i c am e n t e  s i g n i f i c a t i v a .  P o r  t a n t o  l a  t é c n i c a  R F L P  

p e r m i t e  l a  d i f e r e n c i a c i ó n  d e  r e s i s t e n c i a  y  s e n s i b i l i d a d  a  i s o n i a c i d a  a  t r a v é s  d e  l a  d e t e c c i ó n  d e  

la  m u ta c i· n  A G C Ÿ A C C  e n  la  p o sic i· n  n u c le o t²d ic a  9 4 5 , c o d · n  3 1 5  e n  e l p ro d u c to  d e  6 3 0 p b  

d e l  g e n  k a t G  u t i l i z a n d o  l a s  e n z i m a s  d e  r e s t r i cc i ó n  M s p I  y  S a t I .   
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C A P I T U L O  I V   

D I S C U S I O N  

4 .  1  C o n t r a s t a c i ó n  e m p í r i c a 

L a  t u b e r c u l o s i s  e s  u n a  e n f e r m e d a d  i n f e c t o c o n t a g io s a  c a u s a d a  p o r  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s,  

l a  m i s m a  q u e  c o n s t i t u y e  u n a  a m e n a z a  a  n i v e l  m u n d i a l  y  e s  l a  r e s p o n s a b l e  d e  a p r o x i m a d a m e n te  

1 , 5  m i l l o n e s  d e  m u e r t e s  c a d a  a ñ o ,  s e  e s t i m a  q u e  a p r o x i m a d a m e n t e  u n  t e r c i o  d e  l a  p o b l a c i ó n  

e s t á  i n f e c t a d a  c o n  e l  b a c i l o  t u b e r c u l o s o  y  e n  l a  a c t u a l i d a d  c o n s t i t u y e  u n a  e n f e r m e d a d  

r e e m e r g e n t e  d e b i d o  a  l a  a p a r i c i ó n  d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s  a  l o s  m e d i c a m e n t o s  q u e  n o r m a l m e n te  

s o n  u s a d o s  p a r a  e l  t r a t a m i e n t o  d e  l a  e n f e r m e d a d .  ( O M S ,  2 0 1 6 ) 

E n  l o s  ú l t i m o s  a ñ o s  s e  h a n  r e a l i z a d o  e s t u d i o s  r e l a c i o n a d o s  c o n  l a  r e s i s t e n c i a  a  m e d i c a m e n to s  

q u e  h a n  p e r m i ti d o  e l  d e s a r r o l l o  d e  m é t o d o s  f e n o t í p i c o s  y  g e n o t í p i c o s  ( G u p t a  e t  a l .,  2 0 1 5) .  L a  

s e c u e n c i a c i ó n  d e l  g e n o m a  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s y  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  g e n e s  

a s o c i a d o s  a  d r o g o- r e s i s t e n c i a ,  h a  p e r m i t i d o  l a  a p l i c a c i ó n  d e  m é t o d o s  d e  d i a g n ó s t i c o  

g e n o t í p ic o s  t a l e s  c o m o  P C R- R F L P  q u e  o f r e c e n  l a  p o s i b i l i d a d  d e  i d e n t i f i c a r  m u t a c i o n e s  

r e l a c i o n a d a s  a  r e s i s t e n c i a  ( C u e v a s  C ó r d o v a e t  a l . ,  2 0 1 0) .  L a s  m u t a c i o n e s  e n  l o s  g e n e s  d e  

M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  k a t G e  i n h A ,  h a n  s i d o  r e p o r t a d o s  s e r l o s  r e s p o n s a b l e s  d e l  7 0- 8 0 %  

d e  l o s  a i s l a d o s  r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a .  ( R o m a y ,  y  o t r o s ,  2 0 1 2 ) 

E n  n u e s t r o  p a í s  s e  d e s c o n o c e n  e s t u d i o s  r e l a c i o n a d o s  a  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  y  f r e c u e n c i a  d e  l a s  

m u t a c i o n e s e n  l o s  g e n e s  k a t G  e  i n h A r e l a c i o n a d a s  c o n  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a , u t i l i z a n d o  l a  

t é c n i c a  m o l e c u l a r  P C R- R F L P ,  c o m o  a l t e r n a t i v a  d e  d i a g n ó s t i c o  r á p i d o  p a r a  l a  d e t e c c i ó n  d e  

c e p a s  r e s i s t e n t e s . 

E n  e l  p r e s e n t e  e s t u d i o s e  a n a l i z a r o n  6 8  m u e s t r a s  d e  a i s l a d o s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s 

p r o c e d e n t e s  d e  d i f e r e n t e s  p r o v i n c i a s  d e l  E c u a d o r  y  q u e  s e  e n c u e n t r a n  f o r m a n d o  p a r t e  d e l  b a n c o  

d e  c e p a s  d e l  C N R  d e  M i c o b a c t e r i a s  I N S P I- L I P  y  c o r r e s p o n d e n  a l  a ñ o  2 0 1 5 ;  d e  l o s  c u a l e s  
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7 7 , 9 %  f u e r o n  h o m b r e s  y  2 2 , 1  %  f u e r o n  m u j e r e s,  e s  d e c i r  l a  p o b l a c i ó n  m a s c u l i na  e n f e r m a  e s  

m a y o r  q u e  l a  f e m e n i n a ,  c o i n c i d i e n d o  c o n  R e z a  e t  a l . ,  2 0 1 1 ,  e n  c u y o  e s t u d i o  s e  i d e n t i f i c ó  5 6 %  

d e  h o m b r e s  y  4 4 %  d e  m u j e r e s .  L a  e d a d  p r o m e d i o  d e l  g r u p o  f u e  d e  3 3 , 7 5  a ñ o s  c o n  u n  r a n g o  d e  

1 5  a  7 5  a ñ o s ,  e l  i n t e r v a l o  d e  2 0  a  3 9  a ñ o s  o b t u v o  u n  p o r c e n ta j e  d e  7 3 , 5 % ,  l o  c u a l  n o s  i n d i c a  

q u e  l a  t u b e r c u l o s i s  a f e c t a  p r i n c i p a l m e n t e  a  l a  e d a d  a d u l t a  m á s  p r o d u c t i v a ,  s i n  e m b a r g o  t o d a s  

l a s  e d a d e s  e s t á n  e n  r i e s g o ,  s e g ú n  l o  i n d i c a d o  p o r  l a  O M S . 

E n  n u e s t r o  e s t u d i o,  d e  l a s  6 8  m u e s t r a s  a n a l i z a d a s , e l  4 8 %  d e  l o s  a i s l a d os  c l í n i c o s  p r o v e n í a n  d e  

p a c i e n t e s  q u e  f u e r o n  v í r g e n e s  d e  t r a t a m i e n t o  ( n u n c a  t r a t a d o s )  y  e l  4 1 %  c o r r e s p o n d í a  a  

p a c i e n t e s  q u e  h a b í a n  e n  a l g ú n  m o m e n t o  r e c i b i d o  t e r a p i a  a n t i t u b e r c u l o s a  p e r o  a b a n d o n a r o n  e l  

t r a t a m i e n t o,  e s t e  d a t o  n o  e s  c o n s i d e r a d o  p o r  o t r o s  a u t or e s  p e r o  r e s u l t a  v a l i o s o  a  l a  l u z  d e  l a  

t e o r í a  c i e n t í f i c a  q u e  s u s t e n t a  l o s  a b a n d o n o s  d e  t r a t a m i e n t o  c o m o  u n a  d e  l a s  c a u s a s  

f a v o r e c e d o r a s  d e  r e s i s t e n c i a  a n t i b i ó t i c a y a  q u e  d e  4 7  a i s l a d o s  r e s i s t e n t e s ,  2 2  c o r r e s p o n d í a n  a  

a b a n d o n o s  y  1 8  f u e r o n  v í r g e n e s  d e  t r a ta m i e n t o,  s i n  e m b a r g o n o  p u d o  s e r  d e m o s t r a d o  p o r  e l  

p r e s e n t e  e s t u d i o  d o n d e  e l  a b a n d o n o  d e l  t r a t a m i e n t o  n o  t u v o  a s o c i a c i ó n  e s t a d í s t i c a  c o n  l a  

r e s i s t e n c i a  ( p  0 , 0 5 5 ) .  

L o s  6 8  a i s l a d o s  c l í n i c o s  a n a l i z a d o s  f u e r o n  p r e v i a m e n t e  d i f e r e n c i a d o s  p o r  e l  m é t o d o  d e  l a s  

p r o p o r c i o n e s  p a r a  i d e n t i f i c a r  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a ,  c o r r e s p o n d i e n d o  4 7  c e p a s  ( 6 9 , 1 % )  a  

r e s i s t e n t e s  y  2 1  c e p a s  ( 3 0 , 9 % )  a  s e n s i b l e s ,  m i e n t r a s  q u e  o t r o s  e s t u d i o s  t r a b a j a r o n  c o n  5 0 %  d e  

c e p a s  r e s i s t e n t e s  c o m o  l o  r e p o r t a  R e z a  e t  a l . , 2 0 1 1 ;  y  M a r a h a t t a  e t  a l . , 2 0 1 1  t r a b a jó  c o n  6 2 %  

d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s ,  e s t o  d a t o  r e s u l t a  i m p o r t a n t e  p o r q u e  n o s  p e r m i t e h a c e r  u n a  c o m p a r a c i ó n  

c o n  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  a l  a p l i c a r  l a  t é c n i c a  R F L P  e n  b ú s q u e d a  d e   l a  m u t a c i ó n  y  a s o c i a r l a  

c o n  l a  r e s i s t e n c i a ,   c o n c o r d a n d o c o n  e s t u d io s  a  n i v e l  m u n d i a l  e n f o c a d o s  e n  l o s  e s t u d i o s  s o b r e  

l a  r e s i s t e n c i a  a  m e d i c a m e n t o s  a n t i t u b e r c u l o s o s . 
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E n  e l  t o t a l  d e  c a s o s  s e  r e a l i z ó  a m p l i f i c a c i ó n  m e d i a n t e  l a  t é c n i c a  P C R ,  o b t e n i é n d o s e  d o s  

p r o d u c t o s  d e  t a m a ñ o  d i f e r e n t e  p a r a  e l  g e n k a t G  ( 6 3 0 p b  y  1 0 5 4 p b )  y  u n  p r o d u c t o  p a r a  e l  g e n  

i n h A  ( 1 1 2 0 p b ) g e n e s  q u e  h a n  s i d o  t a m b i é n  a n a l i z a d o s  p o r  o t r o s  a u t o r e s  G u p t a  e t  a l . ,  2 0 1 3,  

B o r n a s i  e t  a l ,  2 0 1 5 ;  d e b i d o  a  q u e p r e s e n t a n  l a  m a y o r  c a n t i d a d  d e  m u t a c i o n e s  r e l a c i o n a d as  a  l a  

r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a . 

E n  n u e s t r a  i n v e s t i g a c i ó n  a l  a p l i c a r  R F L P  c o n  l a s  d o s  e n z i m a s  d e  r e s t r i c c i ó n  p a r a  e l  p r o d u c to  

d e  i n h A ,  s e  o b t u v i e r o n  e n  t o d a s  l a s  m u e s t r a s  a n a l i z a d a s  r e s u l t a d o s  q u e  c o n c o r d a b a n  c o n  l o s  

f r a g m e n t o s  t e ó r i c o s  e s p e r a d o s  p a r a  g e n e s  s i n  m u t a c i ó n ,  l o  q u e  i m p i d i ó  a so c i a r  e l  a n á l i s i s  d e  

e s t e  g e n  c o n  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a,  c o n c o r d a n d o  e n  l o  i n d i c a d o  p o r A b k a r  e t  a l  2 0 1 6 ,  q u e  

r e c o m i e n d a  e l  e s t u d i o  d e l  g e n  k a t G  3 1 5  y  n o  l a  i n v e s t i g a c i ó n  d e  i n h A  c o m o  m é t o d o  d e  r u t i n a 

o  c o m p l e m e n t a r i o  e n  e l  l a b o r a t o r i o .     

C o n  l a  e n z i m a M s p I  s e  o b t u v i e r o n  3 6  c a s o s  m u t a d o s  d e l  g e n  k a t G  c o d ó n  3 1 5,  y  l a s  m i s m a s  

m u e s t r a s  p r e s e n t a n  l a  m u t a c i ó n  c u a n d o  s e  t r a b a j ó  c o n  l a  e n z i m a  S a t I , h e c h o  q u e  d i f i e r e  a  l o  

p u b l i c a d o  p o r  H e r r e r a e t  a l . , 2 0 0 5,  d o n d e d e m o s t r ó  q u e  l a  e n z i m a  S a t I  r e c o n o c e  u n  n ú m e r o  

a d i c i o n a l  d e  m u t a c i o n e s  d a d o  q u e  d e t e c t a  c u a l q u i e r  m u t a c i ó n  e n  e l  c o d ó n  3 1 5  q u e  a f e c t a  a  l o s  

n u c l e ó t i d o s g u a n i n a- c i t o s i n a  e n  l a  p o s i c i ó n  9 4 5  ( c o d ó n  3 1 5 ) ,  m i e n t r a s  M s p I  r e c o n o c e  

ú n i c a m e n t e  e l  c a m b i o  d e  g u a n i n a  p o r  c i t os i n a  e n  e l  c o d ó n  3 1 5 (A G C Ÿ A C C ) o b t e n i e n d o  u n  

p o r c e n t a j e  d e  4 3 , 8 %.  P r a s a d  e t  a l . , 2 0 0 9 e n  s u  e s t u d i o  r e a l i z a d o  e n  e l  2 0 0 9  t a m b i é n r e p o r t a  

m a y o r  n ú m e r o  d e  m u t a c i o n e s  c o n  l a  e n z i m a  S a t I  ( 6 8  c a s o s )  e n  r e l a c i ó n  a  l a s  o b t e n i d a s  c o n  

M s p I  ( 5 9  c a s o s ) . 

E l  a n á l i s i s  g e n o t í p i c o  d e  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  d e t e c t ó  q u e  d e  l o s  4 7  a i s l a d o s  f e n o t í p i c a m e n te  

r e s i s t e n t e s ,  3 5 ( 7 4 , 4 6 % )  p r e s e n t a r o n  m u t a c i ó n  e n  e l  g e n  k a t G  S 3 1 5 T ,  c o n  l a s  2  e n z i m a s  

u t i l i z a d as  M s p I  y  S a t I , f r e c u e n c i a  m e n o r  a  l a  r e p o r t a d a p o r  T e s s e m a e t  a l . ,  2 0 1 2  q u i e n  r e p o r tó  

q u e  d e  3 5  a i s l a d o s  r e s i st e n t e s ,  3 3  ( 9 4 , 2 8 % )  p r e s e n t a r o n l a  m u t a c i ó n  S 3 1 5 T.  E n  u n  e s t u d io  
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r e a l i z a d o  p o r  M a r ah a t t a  e n  2 0 1 1 ,  o b t u v o  u n  6 2 , 2 %  d e  p r e s e n c i a  d e  l a  m u t a c i ó n k a t G  S 3 1 5 T  d e  

l o s  3 7  a i s l a d o s  c l í n i c o s  r e s i s t e n te s  c o n  q u e  r e a l i zó  s u  e s t u d i o ,  d a t o  m e n o r  al  o b t e n i d o  e n  n u e s t r o  

t r a b a j o .  E s t o  e s  i m p o r t a n t e  p o r q u e  d e m u e s t r a c o m o  c o n t r i b u y e l a  m u t a c i ó n  k a t G  S 3 1 5 T  a  l a  

e x p r e s i ó n  f e n o t í p i c a  d e  r e s i s t e n c i a  e n  l o s  a i s l a d o s  c l í n i c o s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s.   

E n  n u e s t r o  e s t u d i o  e l  1 3 , 3 %  d e  c e p a s  f e n o t í p i c a m e n t e  r e s i s t e n te s  a  i s o n i a c i d a  n o  p r e s e n t a r o n  

m u t a c i ó n e n  l a  p o s i c i ó n  9 4 5 ,  c o d ó n  3 1 5  d e l g e n  k a t G ,  f r e c u e n c i a  l i g e r a m e n t e  s u p e r i o r  a l  

e s t u d i o  d e  R o m a y  e t  a l . ,  2 0 1 2  q u e  o b t u v o  1 1 , 8 %  d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s  s i n  m u ta c i ó n .  E s t o  p u d ie r a  

d e b e r s e  a  q u e  l a  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  e s t é  r e l a c i o n a d a  c o n  m u t a c i o n e s  e n  o t r a s  p o s i c i o n e s  

d e l  m i s m o  g e n  o  e n  o t r o s  g e n e s  c o m o  i n h A  o  a h p C ,  y  t u v i e r a  q u e  r e a l i z a r s e  u n  e s t u d i o  p o s t e r i o r  

d e  s e c u e n c i a m i e n t o  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  c a u s a  d e  r e s i s t e n c i a  e n  e s t a s  m u e s t r a s .    

L a  p r e s e n c i a d e  l a  m u t a c i ó n e n  e l  g e n  k a tG  c o n  e l  p r o d u c t o  d e  t a m a ñ o  6 3 0 p b,  u t i l i z a n d o  l a  

t é c n i c a  P C R- R F L P ,  e n  n u e s t r a  i n v e s t i g a c i ó n ,  e s t á  d a d a  p o r  d e t e c c i ó n  d e  l a  p r e s e n c i a  d e  u n 

f r a g m e n t o  a d i c i o n a l  d e  1 3 2 p b  c u a n d o  s e  u t i l i z a  l a  e n z i m a  M s p I ,  y  p o r  l a  a u s e n c i a  d e l  f r a g m e n to  

d e  2 0 5 p b  c u a n d o  s e  u t i l i z a  l a  e n z i m a  S a t I .  S i n  e m b a r g o  n o  f u e  p o s i b l e  o b t e n e r  r e s u l t a d o s  

d i f e r e n c i a d o r e s  d e  m u t a c i ó n c u a n d o  s e  r e a l i z ó  e l  a n á l i s i s  d e  l o s  p r o d u c t o s  d e  k a t G  1 0 5 4 p b  e  

i n h A  1 1 2 0 p b.  

L a  t é c n i c a  P C R- R F L P  p a r a  d e t e c c i ó n  d e  m u t a c i ó n  d e l  g e n  k a t G  6 3 0 p b  c o n  l a s  d o s  e n z i m a s  d e  

r e s t r i c c i ó n  (M s p I  y  S a t I)  a l c a n z a  u n a  s e n s i b i l i d a d  d e  8 5 % ,  u n a  e s p e c i f i c i d a d  d e  9 5 % ,  u n  V P P  

d e  9 7 % ,  u n  V P N  d e  7 7 % ,  u n  L R +  d e  1 7 , 9  y  u n  L R-  e s  d e  0 , 1 5 ;  v a l o r e s  m u y  s i m i l a r e s  a  l o s  

p u b l i c a d o s  p o r  R o m a y  e t  a l . ,  2 0 1 2  q u e  r e p o r t a  u n a  s e n s i b i l i d a d  d e  8 8 % ,  e s p e c i f i c i d a d  1 0 0 % ,  

V P P  1 0 0 % ,  V P N  9 2 % ;  y  a  l o s  d e  B o r n a s i  e t  a l . ,  2 0 1 5  c o n  u n a  s e n s i b i l i d a d  d e  8 1 %  y  

e s p e c i f i c i d a d  d e  1 0 0 % .   

E l  t i e m p o  e s t i m a d o  p a r a  l a  o b t e n c i ó n  d e  r e s u l t a d o s  p o r  l a  t é c n i c a  P C R- R F L P  e n  e l  p r e s e n te  

e s t u d i o ,  f u e  d e  2 4  h o r a s  p o r  m u e s t r a,  y  c o m p r e n d e  e x t r a c c i ó n  d e  A D N ,  m e d i c i ó n  d e  p u r e z a ,  
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P C R ,   d i g e s t i ó n  e n z i m á t i c a  y  e l e c t r o f o r e s i s,  l o  q u e  l e  v u e l v e  m á s  r á p i d o  e n  c o m p a r a c i ó n  d e l  

t i e m p o  d e  r e s p u e s t a  q u e  o f r e c e n  l o s  m é t o d o s  f e n o t i p o s  c o m o  e l  m é t o d o  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s  

q u e  t a r d a  d e  4- 6  s e m a n a s ,  B A C T E C  t i e n e  u n  t i e m p o  d e  r e sp u e s t a  d e  4- 1 0  d í a s  y  M G I T  d e  5-

1 3  d í a s  ( G u p t a  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) . 

4 .  2 .  L i m i t a c i o n e s  

U n a  d e  l a s  p o s i b l e s  l i m i t a c i o n e s  d e l  p r e s e n t e  e s t u d i o  r a d i c a  e n  e l  p o c o  m a t e r i a l  g e n é t i c o  

o b t e n i d o  d e  l a s  c e p a s  a n a l i z a d a s  e  i n c l u s o  l o s  A D N  o b t e n i d o s  m o s t r a r o n  e n  t o d o s  l o s  ca s o s  

r a d i o s  d e  i m p u r e z a ,  l o  c u a l  p u d o  a f e c t a r  l a  a m p l i f i c a c i ó n  y  d i g e s t i ó n  d e  l a s  m i s m a s .   

4 .  3  L í n e a s  d e  i n v e s t i g a c i ó n 

E l  p r e s e n t e  e s t u d i o  a b r e  e  p a s o  a  f u t u r a s  i n v e st i g a c i o n e s  e n  t u b e r c u l o s i s  m u t i d r o g o rr e s i s t e n te ,  

c o m o  s o n  l o s  e s t u d i o s  c o n  d i s e ñ o  d e  v a l id a c i ó n  d e  t e s t  d i a g n ó s t i c o  t r a t a n d o  d e  a d a p t a r s e  a  l a s  

r e c o m e n d a c i o n e s  d e  l a  G u í a  S T A R D ,  r e s p e c t o  a  l a  r e a l i z a c i ó n  d e  l a s  p r u e b a s  g e n é t i c a s  c o m o  

t e s t  d e  p r u e b a  a n t e s  q u e  l a  r e a l i z a c i ó n  d e l  g o l d  e s t á n d a r  p o r  m é t o d o  d e  p r o p o r c i o n e s  y  s e  

g a r a n t i c e  e l  a n á l i s i s c i e g o  d e  l a s  d o s  p r u e b a s . 

F u t u r a s  i n v e s t i g a c i o n e s  p o d r í a n  r e a l i z a r s e  c o n  u n i v e r s o s  m u l t i c é n t r i c o s  q u e  i n c l u y a n  m u e s t r a s  

s u p e r i o r e s .  Q u e d a  a b i e r t o  e l  c a m p o  t a m b i é n  a l  e s t u d i o  d e  o t r a s  t é c n i c a s  m o l e c u l a r e s  c o m o :  

I S 6 1 1 0- F R L P ;  S p o l i g o t y p i n g ,  M I R U s ,  e n t r e  o t r as ,  q u e  c o m p a r e n  l a s  d i s t i n t a s  t é c n i c a s  p a r a  

i d e n t i f i c a r  q u e  m e j o r  s e  a d a p t e  a  n u e s t r a  r e a l i d a d  l o c a l .   

C a d a  p a í s p r e s e n t a  e s p e c i e s  d e  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  a d a p t a d a s  m e d i a n t e  m u t a c i o n e s  

q u e  l e s  c o n f i e r e n  c a r a c t e r í s t i c a s  d e  r e s i s t e n c i a  p r o p i a s ,  p o r  l o  t a n t o  d e b e n  c o n t i n u a r s e  

i n v e s t i g a n d o  o t r o s  g e n e s  i n v o l u c r a d o s  a  l a  r e s i s t e n c i a  d e  a c u e r d o  a  c a d a  r e a l i d a d  l o c a l . 
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4 . 4  A s p e c t o s  r e l e v a n t e s : 

S e  d i s p o n e  p o c a  i n f o r m a c i ó n  r e s p e c t o  a  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  m u t a c i o n e s  g e n é t i c a s  e n  

M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  a  n i v e l l o c a l ,  p o r  l o  q u e  l a  p r e s e n t e  i n v e s t i g a c i ó n  r e p r e s e n t a  u n a  

c o n t r i b u c i ó n  i m p o r t a n t e  a l  c o n o c i m i e n t o  d e  l a s  m u t a c i o n e s  e n  e l  g e n  k a t G  r e l a c i o n a d a s  a  l a  

r e s i s t e n c ia  a  is o n i a c i d a ,  e v a l ú a  s u  f r e c u e n c i a ,  a s í  c o m o  l a  u t i l i d a d  d i a g n ó s t i c a  d e  l a  t é c n i c a  

P C R - R F L P  en  l a  d e t e c c i ó n  d e  r e s i s t e n c i a ,  a l t e r n a t i v a  m á s  r á p i d a  a  l o s  m é t o d o s  c o n v e n c i o n a le s  

a c t u a l m e n t e  d i s p o n i b l e s  p o r  l o  q u e  a b r e  u n  c a m p o  d e  i n v e s t i g a c i ó n  a m p l i o  d i r i g i d o  a  l a  

i m p l e m e n t a c i ó n  d e  t é c n i c a s  m o l e c u l a r e s  d e n t r o  d e  l o s  c e n t r o s  d i a g n ó s t i c o s  d e l  p a í s . 
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C A P I T U L O  V  

P R O P U E S T A  

D a d a  l a  a l t í s i m a  p r e v a l e n c i a  d e  t u b e r c u l o s i s  a  n i v e l  m u n d i a l  y  l o c a l ,  y  l a  c r e c i e n t e  t a s a  d e  

r e s i s t e n c i a  a n t i b i ó t i c a  e n  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s,  l o s  p r o g r a m a s  d e  c o n t r o l  d e  l a  

e n f e r m e d a d  s e  v e n  c a d a  v e z  m á s  a b o c a d o s  e n  a h o n d a r  e s f u e r z o s  p a r a  l a  p r o n t a  i d e n t i f i c a c i ó n  

y  c o n t r o l  d e  g é r m e n e s  m u l t i- d r o g o- r e s i s t e n t e s . 

L o s  a v a n c e s  e n  b i o l o g í a  m o l e c u l a r  y  g e n é t i c a  h a n  h e c h o  p o s i b l e  l a  a p e r t u r a  d e  u n  c a m po  d e  

i n v e s t i g a c i ó n  a m p l i o ,  q u e  s e  h a  u t i l i z a d o  c o n  é x i t o  p a r a  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  m u t a c i o n e s  

e s p e c í f i c a s  e n  e l  m a t e r i a l  g e n é t i c o  d e  l o s  m i c r o- o r g a n i s m o s  q u e  l e s  c o n f i e r e n  l a s  p r o p i e d a d e s  

d e  r e s i s t e n c i a  a n t i b i ó t i c a  y  h a n  p e r m i t i d o  a  s u  v e z  e l  d i s e ñ o  d e  f á rm a c o s  n u e v o s  q u e  s o r t e e n  l a  

p o s i b i l i d a d  d e  r e s i s t e n c i a s . 

C o n  l o s  r e s u l t a d o s  a q u í  o b t e n i d o s  r e s p e c t o  a  l a  d e t e c c i ó n  d e  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a  m e d i a n te  

l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  l a s  m u t a c i o n e s  e n  e l  g e n  k a t G ,  s e  a c l a r a  e l  p r o b l e m a  r e s p e c t o  a  l a  d u d a  d e  

l a  f r e c ue n c i a  e n  l a  q u e  s e  p r e s e n t a n  d i c h a s  m u t a c i o n e s  e n  l a s  c e p a s  d e  M y c o b a c t e r i u m 

t u b e r c u l o s i s  a  n i v e l  d e  n u e s t r o  m e d i o ,  y  a l  d e m o s t r ar s e  c o m o  u n a  h e r r a m i e n t a  v á l i d a  p a r a  l a  

d e t e c c i ó n  r á p i d a  d e  r e s i s t e n c i a ,  p r o p o n e m o s  q u e  l a s  i n s t i t u c i o n e s  d e  s a l u d  d e l  p a í s ,  

i m p l e m e n t e n  c e n t r o s  e s p e c i a l i z a d o s  e n  d i a g n ó s t i c o  m o l e c u l a r  y  g e n é t i c o  q u e  p e r m i t e n  u n a  

d e t e c c i ó n  m á s  r á p i d a  d e  g é r m e n e s  r e s i s t e n t e s  a  l o s  a n t i b i ó t i c o s  c o m o  l a  i s o n i a c i d a ,  p o r  l o  t a n to  

p o d r í a n  g a r a n t i z a r  u n  t r a t a m i e n t o  m á s  a d e c u a d o  a  l o s  p a c i e n t e s  b a s a d o s  e n n e c e s i d a d  d e  

a i s l a m i e n t o  p a r a  i m p e d i r  l a  p r o p a g a c i ó n  d e  c e p a s  m u l t i- d r o g o- r e s i s t e n te s ,  u n  t r a t a m i e n to  

a n t i b i ó t i c o  d i r i g i d o  a  l a  s u s c e p t i b i l i d a d  e s p e c í f i c a  d e l  g e r m e n  y  e l  u s o  r a c i o n a l  d e  l o s  r e c u r s o s  

s a n i t a r i o s . 

B a s a d o  e n  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  m u t a c i o n e s  es p e c í f i c a s  c o m o  l a s  a q u í  p l a n t e a d a s ,  e l  f u t u r o  d e  l a  

i n d u s t r i a  f a r m a c é u t i c a  d e b e r í a  b a s a r s e  e n  f á r m a c o- g e n ó m i c a  d e s t i n a d a  a  v e n c e r  l a s  
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a d a p t a c i o n e s  g e n é t i c a s  q u e  e l  u s o  d e  a n t i b i ó t i c o s  h a  g e n e r a d o  e n  m i c r o- o r g a n i s m o s  t a l e s  c o m o  

e l  b a c i l o  d e  K o c h ;  m á s  a ú n  la  s u s c e p t i b i l i d a d  d e  u n  g e r m e n  e s p e c í f i c o  i n  v i t r o-  v a r í a  e n  

d e p e n d e n c i a  d e  o t r o s  f a c t o r e s  y  c o n d i c i o n e s  i n- v i v o  r e l a c i o n a d a s  c o n  l a  m u t a c i ó n  d e l  m a t e r i a l  

g e n é t i c o  d e l  h u é s p e d ,  h e c h o  q u e  r e s u l t a  e n  u n  c a m p o  a m p l i o  d e  i n v e s t i g a c i ó n  a ú n  n o  i n i c i a d o  

p o r  l o  m en o s  a  n i v e l  l o c a l . 
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C O N C L U S I O N E S  

¶ L a  m a y o r í a  d e  m u e s t r a s  p r o c e d i e r o n d e  p a c i e n t e s  d e  G u a y a q u i l ,  v í r g e n e s  d e  t r a t a m ie n to  

a n t i t u b e r c u l o s o , d e  o r ig e n  p u l m o n a r ,  c o n  e d a d  p r o m e d i o  d e  2 0- 3 9  a ñ o s  y  f u e r o n  

s e l e c c i o n a d a s  p r e v i a m e n t e  p o r  e l  m é t o d o  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s  c o m o  s e n s i b l e s  o  

r e s i s t e n t e s  a  i s o n i a c i d a . 

¶ L a  P C R  p e r m i t i ó  a m p l i f i c a r a d e c u a d a m e n t e  e n  l a  m a y o r í a  d e  l a s  m u e s t r a s  2  p r o d u c t o s  

p a r a  e l  g e n  k a t G  d e  6 3 0  y  1 0 5 4 p b  y  1  p r o d u c t o  d e  1 1 2 0 p b  p a r a  i n h A . 

¶ L a s  d o s  e n z i m a s  d e  r e s t r i c c i ó n  M s p I  y  S a t I p e r m i t i e r o n  i d e n t i f i c a r  l a m u t a c i ó n  d e l  g e n  

k a t G  S 3 1 5 T c o n  a m p l i c ó n  d e  6 3 0 p b e n  l a s  m i s m a s  m u e s t r a s  a n a l i z a d a s . 

¶ C o n  l a s  e n z i m a s  M s p I  y  S a t I n o  s e  o b t u v i e r o n  re s u l t a d o s  q u e  p e r m i t a n  d i f e r e n c i a r c a s o s  

p o s i t i v o s  a  m u t a c i ó n,  d e b i d o  a  q u e  n o  s e  p u d o  d i s t i n g u i r  l a  p r e s e n c i a  d e l  f r a g m e n to  

a d i c i o n a l  d e  1 3 2 p b  c o n  M s p I  o  l a  a u s e n c i a  d e l  f r a g m e n t o  d e  2 0 5 p b  c o n  S a t I ,  e n  e l g e n  

k a t G  5 0 0  a m p l i c ó n  1 0 5 4 p b   

¶ E l  g e n  i n h A  a m p l i c ó n 1 1 2 0 p b  a l  s e r  d i g e r i d o  p o r  l a s  e n z i m a s  M s p I  y  S a t I  d i o  r e s u l t a d o s  

c o n  i g u a l  n ú m e r o  d e  b a n d a s  e n  t o d a s  l a s  m u e s t r a s  s e g ú n  l a  e n z i m a  u t i l i z a d a ,  y   n o  s e  

p u d o  d e t e c t a r  m u t a c i ó n  n i  r e l a c i o n a r  c o n  r e s i s t e n c i a  a  i s o n i a c i d a . 

¶ E l  7 4 , 4 6 %  d e  c e p a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t íp i c a m e n te  p r e s e n t a r o n  l a  m u t a c i ó n e n  e l  g e n  k a t G  

p o s i c i ó n  n u c l e o t í d i c a  9 4 5  A G C  p o r  A C C  ( c o d ó n  S 3 1 5 T ) 

¶ E l  9 5 , 2 3 %  d e  c e p a s  s e n s i b l e s  f e n o t í p i ca m e n t e  n o  p r e s e n t a r o n  l a  m u t a c i ó n e n  e l  g e n  

k a t G .   

¶ L a  t é c n i c a  P C R- R F L P  p r e s e n t a  u n a  s e n s i b i l i d a d  d e l  8 5 %  y  e s p e c i f i c id a d  d e l  9 5 %  p a r a  

l a  d e t e c c i ó n  d e  l a  m u t a c i ó n  k a t G  3 1 5  e n  c o m p a r a c i ó n  c o n  l a  p r u e b a  d e  s e n s i b i l i d a d  a  

d r o g a s  m é t o d o  d e  l a s  p r o p o r c i o n e s .   
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¶ L a  t é c n i c a  P C R- R F L P  t i e n e  u n  t i e m p o  d e  r e s p u es t a  d e  a p r o x i m a d a m e n t e  2 4  h o r a s ,  

s i e n d o  m á s  r á p i d o  q u e  l o s  t i e m p o s  o f r e c i do s  p o r  l o s  m é t o d o s  f e n o t í p i c o s  m á s  u t i l i z a d o s  

e n  l a  a c t u a l i d a d .   

¶ L a  t é c n i c a  P C R- R F L P  r e s u l t a  u n a  h e r r a m i e n t a  v á l i d a  p a r a  d e t e c c i ó n d e  r e s i s t e n c i a  a  l a  

i s o n i a c i d a  m e d i a n t e  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e l a  m u t a c i ó n  e n  e l  g e n  k a t G  p o s i c i ó n  9 4 5 ,  c o d ó n  

3 1 5 . 
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R E C O M E N D A C I O N E S  

¶ D a d a  l a  u t i l i d a d  d e m o s t r a d a  d e  l a  t é c n i c a  P C R- R F L P  p a r a  d e t e c c i ó n  d e  r e s i s t e n c i a  a  l a  

i s o n i a c i d a  m e d i a n t e  l a  i d e n t i f i c a c i ó n  d e  l a  m u t a c i ó n 3 1 5  p a r a  e l  g e n  k a t G ,  

r e c o m e n d a m o s  l a  m i s m a  c o m o  u n a  p r u e b a  m á s  r á p i d a  f r e n t e  a l  m é t o d o  c o n v e n c i o n al  

d e  p r o p o r c i o n e s .   

¶ F u t u r o s  t r a b a j o s  d e b e r í a n  b u s c a r  t é c n i c a s  d e  e x t r a c c i ó n  d e  A D N  a u t o m a t i z a d a s  p a r a  

a c o r t a r  e l  t i e m p o  y  m e j o r a r  l a  e f i c i e n c i a  d e  d i c h o  p r o c e s o . 

¶ S e  r e c o m i e n d a  t r a b a j a r  e s t u d i o s  m u l t i- c é n t r i c o s  q u e  p e r m i t a n  a l c a n z a r  u n  t a m a ñ o  

m u e s t r a l  m a y o r.   

¶ D e b e  a m p l i a r s e  e l  e s t u d i o  h a c i a  o t r a s  t é c n i c a s  m o l e c u l a r e s  t a l e s  c o m o  I S 6 1 1 0- F R L P ;  
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r e s i s t a n t  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  i s ol a t e s  b y  P C R- R F L P  a n d  m u l t i p l e x- P C R  i n  

N o r t h  I n d i a .  E l s e v i e r,  1 . 

P u b l i c a ,  M .  d .  ( 2 0 1 6 ) .  P r e v e n c i ó n ,  d i a g n ó s t i c o ,  t r a t a m i e n t o  y  c o n t r o l  d e  l a  t u b e r c u l o s i s :  G u ía  

P r á c t i c a  C l í n i c a  G P C . Q u i t o :  D i r e c c i o n  N a c i o n a l  d e  n o r m a l i z a c i o n-  i m p r e s o  p o r  

N u e v o  A r t e . 
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R e z a  M o a d d a b ,  S . ,  F a r a j n i a ,  S . ,  K a r d a n ,  D . ,  Z a m a n l o u ,  S . ,  &  Y o u s e f  A l i k h a n i ,  M .  ( 2 0 1 1 ) .  

I s o n i a z i d  M I C  a n d  K a t G  G e n e  M u t a t i o n s  a m o n g  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  I s o l a te s  

i n  N o r t h w e s t  o f  I r a n .  I r a n i a n  J o u r n a l  o f  B a s i c  M e d i c a l  S c i e n c e,  5 4 0- 5 4 5 . 

R o d r i g u e z ,  G .  ( 2 5  d e  A g o s t o  d e  2 0 1 6 ) .  T e m a s  d e  B a c t e r i o l o g i a  y  V i r o l o g i a  M e d i c a.  O b t e n i d o  

d e  h t t p : / / w w w . h i g i e n e . e d u . u y / c e f a / 2 0 0 8 / m i c o b a c t e r i a s . p d f 

R o m a y ,  Z . ,  N a i l e t ,  A . ,  F u e n m a y o r ,  A . ,  R a m i r e z ,  C . ,  R o j a s ,  L . ,  &  P a r i s ,  R .  ( 2 0 1 2 ) .  D e t e c c i o n  

d e  l a  M u t a c i o n  S 3 1 5 T  e n  e l  g e n  k a t g  c om o  e s t r a t e g i a  p a r a  i d e n t i f i c a c i o n  d e  

M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  r e s i s t e n te  a  i s o n i a c i d a  e n  u n  l a b o r a t o r i o  d e  r e f e r e n c i a .  R e v  

C h i l e n a  I n f e c t o l,  6 0 7- 6 1 3 . 

S a i f i ,  M . ,  B a h r a m i ,  S . ,  R e z a  B a h r m a n d ,  A . ,  S a f a r p o u r ,  E . ,  & M a s o u m i ,  M .  ( 2 0 1 3 ) .  D e t e c t i o n  

o f  E t h a m b u t o l- R e s i s t a n t  A s s o c i a t e d  M u t a t i o n s  i n  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  I s o l a te s  

f r o m  I r a n  U s i n g  M u l t i p l e x  A l l e l e- S p e c i f i c  P C R .  J  M e d  M i c r o b i o l  I n f e c  D i s,  4 1 - 4 5 . 

S a l u d ,  S .  ( 1 2  d e  a g o s t o  d e  2 0 1 6 ) .  S o m o s  S a l u d  M S P.  O b t e n i d o  d e  

h t t p : / / i n s t i t u c i o n e s . m s p . g o b . e c / s o m o s s a l u d / i n d e x . p h p /e n t e r a t e /5 1 6- e n - e c u a d o r- h a n-

d i s m i n u i d o- l o s - c a s o s- d e - m u e r t e- p o r - t u b e r c u l o s i s 

T a d e s s e ,  M . ,  A r a g a w a ,  D . ,  D i m a h ,  B . ,  E f a ,  F . ,  A b d e l l a ,  K . ,  K e b e d e ,  W . ,  .  .  .  A b e b e ,  G .  ( 2 0 1 6 ) .  

D r u g  r e s i s t a n c e- c o n f e r r i n g  m ut a t i o n s  i n  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  f r o m  p u l m o n a r y  

t u b e r c u l o s i s  p a t i e n t s  i n  S o u t h w e s t  E t h i o p i a .  I  n  t  e  r  n  a  t  i  o  n  a  l  J  o  u  r  n  a  l  o  f  M y  c  

o  b  a  c  t  e  r  i  o  l  o  g  y,  1  8  5  ï1  9  1 . 

T a v a k k o l i a m o l ,  Z . ,  N a z e m i ,  A . ,  &  R e z a  K h a t a m n e j a d ,  M .  ( 2 0 1 6  W i n t e r ;  V o l u m e  2 ) .  S t u d y  o f  

M u t a t i o n s  i n  k a t G  a n d  i n h A  G e n e s  b y  H i g h  R e s o l u t i o n  M e t h o d  i n  I s o n i a z i d  R e s i s t a n t  

M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  I s o l a t e s .  I n f e c t  E p i d e m i o l  M e d,  1 :  4 - 7 . 

T e s s e m a ,  B . ,  B e e r ,  J . ,  E m m r i c h ,  F . ,  S a c k ,  U . ,  &  R o d l o f f ,  A .  ( 2 0 1 2 ) .  A n a l y s i s  o f  g e n e  m ut a t i o n s  

a s s o c i a t e d  w i t h  i s o n i a z i d ,  r i f a m p i c i n  a n d  e t h a m b u t o l  r e s i s t a n c e  a m o n g  M y c o b a c t e r i u m  

t u b e r c u l o s i s  i s o l a t e s  f r o m  E t h i o p i a .  B i o m e d  C e n t r a l  I n f e c t i o u s  D i s e a s e s,  1 2  3 7 . 

T u n g - Y i u  L e u n g , ,  E . ,  K a m ,  K .- M . ,  C h i u ,  A . ,  H o ,  P .- L . ,  S e t o ,  W .- H . ,  Y u e n ,  K .- Y . ,  &  Y a m ,  W .-

C .  ( 2 0 0 3 ) .  D e t e c t i o n  o f  k a t G  S e r 3 1 5 T h r  s u b s t i t u t i o n  i n  r e s p i r a t o r y  s p e c i m e n s  f r o m  

p a t i e n t s  w i t h  i s o n i a z i d- r e s i s t a n t  M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  u s i n g  P C R- R F L P .  

J o u r n a l  o f  M e d i c a l  M i c r o b i o l o g y,  5 2 ,  9 9 9ï1 0 0 3 . 

U g a r t e ,  C . ,  P o n c e  ,  M . ,  &  M o o r e ,  D .  ( 2 0 0 8 ) .  P r u e b a s  d e  s e n s i b i l i d a d  p a r a  M y c o b a c t e r i u m  

t u b e r c u l o s i s .  A c t a  M e d  P e r,  1 7 1- 1 7 5 . 

V a n  D e u n ,  A . ,  P a l o m i n o ,  J .  C . ,  &  M a r t i n ,  A .  ( 2 0 1 0 ) .  D i a g n o s i s  o f  d r u g- r e s i s t a n t  t u b e r c u l o s i s :  

r e l i a b i l i t y  a n d  r a p i d i t y  o f  d e t e c t i o n .  I n t e r n a t i o n a l  U n i o n  A g a i n s t  T u b e r c u l o s i s  a nd  

L u n g  D i s e a s e,  1 3 1ï1 4 0 . 
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V i l c h e z e ,  C . ,  &  J a c o b s  J r ,  W .  ( 2 0 1 4 ) .  R e s i s t e n c e  t o  I s o n i a z i d  a n d  E t h i o n a m i d e  i n  

M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s :  G e n e s ,  M u t a t i o n s  a n d  C a u s a l i t i e s .  M i c r o b i o l o g y  

S p e c t r u m,  1 - 2 1 . 

ŧ A C Z E K , A ., S Z W A JA , I., S K IB A , M ., B R Z O S T E K , A ., P U C H A L S K I, C . ,  

L E W A N D O W S K A ,  K . ,  &  D Z I A D E K ,  J .  ( 2 0 1 5 ) .  E p i d e m i o l o g i c a l  A n a l y s i s  o f  

M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s  S t r a i n s  I s o l a t e d  f r o m  P a t i e n t s  o f  S m a l l  C o m m u n i t i e s  

L i v i n g  i n  t h e  S o u t h- E a s t  o f  P o l a n d .  P o l i s h  J o u r n a l  o f  M i c r o b i o l o g y,  V o l .  6 4 ,  N o  3 ,  

2 8 9ï2 9 3 . 
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A N E X O S  

A N E X O  1 .  T a b l a  d e  d a t o s  e p i d e m i o l ó g i c o s  d e  9 4  a i s l a d o s  c l í n i c o s  d e  M .  t u b e r c u l o s i s . 

#  
T i p o  

M u e s t r a  
S e x o E d a d P R O C E D E N C I A 

F a s e  d e  

t r a t a m i e n t o  

R e s i s t e n c i a  

I s o n i a c i d a 

1  P  M  3 1  Q u i t o  A T S 

2  P  M  3 5  G u a y a q u i l V T S 

3  P  F 3 8  G u a y a q u i l V T S 

4  P  F 2 9  G u a y a q u i l A T S 

5  E P M  6 2  Q u i t o  V T S 

6  P  M  2 8  Q u i t o  A T S 

7  P  M  1 8  P o r t o v ie jo  V T S 

8  P  M  3 5  G u a y a q u i l A T S 

9  E P F 4 5  G u a y a q u i l V T S 

1 0  P  M  3 2  G u a y a q u i l V T S 

1 1  P  M  2 0  G u a y a q u i l V T S 

1 2  P  F 3 5  G u a y a q u i l V T S 

1 3  P  M  1 5  G u a y a q u i l V T S 

1 4  P  M  5 0  G u a y a q u i l A T S 

1 5  P  M  3 5  G u a y a q u i l A T S 

1 6  P  F 7 2  G u a y a q u i l V T S 

1 7  P  M  2 2  M a c h a la V T S 

1 8  P  M  4 0  M a c h a la A T S 

1 9  P  F 4 2  Q u i t o  A T S 

2 0  P  M  7 2  G u a y a q u i l A T S 

2 1  P  M  1 5  G u a y a q u i l A T S 

2 2  P  F 3 7  G u a y a q u i l V T S 

2 3  E P M  6 7  Q u i t o  V T S 

2 4  P  F 3 3  G u a y a q u i l V T S 

2 5  P  M  2 2  M a c h a la V T S 

2 6  P  F 7 0  G u a y a q u i l A T S 

2 7  P  M  3 0  G u a y a q u i l V T S 

2 8  P  M  6 0  G u a y a q u i l V T S 

2 9  P  M  2 5  G u a y a q u i l A T S 

3 0  P  F 3 9  G u a y a q u i l V T S 

3 1  P  M  5 6  B a b a h o y o A T R  

3 2  P  M  4 5  P o r t o v ie jo  C T R  

3 3  P  M  3 2  B a b a h o y o C T R  

3 4  P  M  4 9  G u a y a q u i l C T R  

3 5  P  F 2 1  B a b a h o y o A T R  

3 6  P  F 3 3  B a b a h o y o A T R  

3 7  P  M  2 5  G u a y a q u i l C T R  

3 8  P  M  3 4  G u a y a q u i l A T R  

3 9  P  F 6 4  G u a y a q u i l A T R  
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4 0  P  M  2 4  B a b a h o y o C T R  

4 1  P  M  3 0  G u a y a q u i l C T R  

4 2  P  M  2 7  G u a y a q u i l A T R  

4 3  P  M  4 2  G u a y a q u i l V T R  

4 4  P  M  2 7  G u a y a q u i l V T R  

4 5  P  M  6 5  G u a y a q u i l A T R  

4 6  P  F 1 5  G u a y a q u i l C T R  

4 7  P  M  7 5  P o r t o v ie jo  A T R  

4 8  P  F 1 5  G u a y a q u i l C T R  

4 9  P  M  3 9  G u a y a q u i l A T R  

5 0  P  M  2 0  G u a y a q u i l V T R  

5 1  P  M  3 1  G u a y a q u i l A T R  

5 2  P  M  5 3  G u a y a q u i l V T R  

5 3  P  M  3 2  G u a y a q u i l C T R  

5 4  P  F 4 8  G u a y a q u i l V T R  

5 5  P  M  2 8  G u a y a q u i l A T R  

5 6  P  M  3 6  G u a y a q u i l A T R  

5 7  P  M  4 9  G u a y a q u i l V T R  

5 8  P  M  2 5  G u a y a q u i l V T R  

5 9  P  M  2 3  G u a y a q u i l V T R  

6 0  P  M  3 4  G u a y a q u i l V T R  

6 1  P  F 3 3  G u a y a q u i l V T R  

6 2  P  M  3 4  E s m e r a ld a s V T R  

6 3  P  M  3 5  G u a y a q u i l A T R  

6 4  P  M  2 6  G u a y a q u i l A T R  

6 5  P  M  2 3  G u a y a q u i l A T R  

6 6  P  M  2 4  G u a y a q u i l V T R  

6 7  P  M  2 1  G u a y a q u i l V T R  

6 8  P  M  3 5  G u a y a q u i l A T R  

6 9  P  F 3 0  G u a y a q u i l A T R  

7 0  P  M  3 4  G u a y a q u i l V T R  

7 1  P  M  2 7  G u a y a q u i l A T R  

7 2  P  M  3 1  G u a y a q u i l V T R  

7 3  P  M  1 8  G u a y a q u i l A T R  

7 4  P  M  5 3  G u a y a q u i l V T R  

7 5  P  M  3 1  G u a y a q u i l C T R  

7 6  P  M  4 4  P o r t o v ie jo  A T R  

7 7  P  M  3 0  G u a y a q u i l C T R  

7 8  P  M  2 0  S a n t a  E le n a V T R  

7 9  P  F 2 0  G u a y a q u i l V T R  

8 0  P  M  2 6  B a b a h o y o A T R  

8 1  P  M  4 4  P o r t o v ie jo  A T R  

8 2  P  M  3 2  G u a y a q u i l V T R  

8 3  P  M  2 2  G u a y a q u i l V T R  
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8 4  P  F 4 0  Q u i t o  A T R  

8 5  P  M  3 1  G u a y a q u i l A T R  

8 6  P  F 2 6  G u a y a q u i l V T R  

8 7  P  M  2 6  B a b a h o y o C T R  

8 8  P  M  5 0  M a c h a la A T R  

8 9  P  F 3 8  G u a y a q u i l A T R  

9 0  P  M  2 1  G u a y a q u i l A T R  

9 1  P  F 3 0  G u a y a q u i l A T R  

9 2  P  M  3 0  G u a y a q u i l V T R  

9 3  P  F 3 9  G u a y a q u i l V T R  

9 4  P  M  3 3  G u a y a q u i l V T R  

P =  p u lm o n a r                                           E P=  e x t r a p u lm o n a r 

M =  m a s c u l i n o                                             F=  f e m e n in o  

V T=  v i r g e n  d e  t r a t a m ie n t o                       A T=  a b a n d o n o  d e  t r a t a m ie n t o          C T=  c o n t r o l  d e  t r a t a m ie n t o 

R = r e s i s t e n t e                                          S=  s e n s ib le 
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A N E X O  2 .  F i g u r a s  d e  p r o d u c t o s  a m p l i f i c a d o s  p o r  P C R 

A )  G e n  k a t G  9 0 0  p r o d u c t o  d e  6 3 0 p b . 

 

M u e s t r a s  s e n s i b l e s  f e n o t í p i c a m e n t e ( 1 - 1 8 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n . 

  

 

M u e s t r a s  s e n s i b l e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 1 9- 3 0 ) ,  r e s i s t e n t e s  ( 3 1- 3 6 )  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  

E s p a c i o s  v a c í o s  s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   

 

 

 

M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 3 7- 4 9 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   
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M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 5 0- 6 7 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   

 

 

M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 6 8- 8 5 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   

 

 

M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 8 6- 9 4 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   

 

B )  G e n  k a t G  5 0 0  p r o d u c t o  d e  1 0 5 4p b .  

 

M u e s t r a s  s e n s i b l e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 1- 1 8 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   
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M u e s t r a s  s e n s i b l e s  ( 1 9- 3 0 )  y  r e s i s t e n t e s  ( 1 9- 3 6 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   

 

 

M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 3 7- 4 5 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   

 

 

M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 4 6- 6 3 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n . 

 

 

M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 6 4- 8 3 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   
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M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 8 4- 9 4 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   

 

C )  G e n  i n h A   p r o d u c t o  d e  1 1 2 0 p b 

 

M u e s t r a s  s e n s i b l e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 1- 1 8 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   

 

 

M u e s t r a s  s e n s i b l e s  ( 1 9- 3 0 )  y  r e s i s t e n t e s  ( 3 1- 3 6 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m pl i f i c a c i ó n .   

 

 

M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 3 7- 4 8 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   
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M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 4 9- 6 6 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   

 

 

M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 6 7- 8 4 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  

s i g n i f i c a  a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   

 

 

M u e s t r a s  r e s i s t e n t e s  f e n o t í p i c a m e n t e  ( 8 5- 9 4 ) ,  c o n t r o l e s  (- )  y  ( + ) .  E s p a c i o s  v a c í o s  s i g n i f i c a  

a u s e n c i a  d e  a m p l i f i c a c i ó n .   

A N E X O  3 .  F i g u r a s  d e  l a  d i g e s t i ó n  c o n  e n z i m a  M s p I . 

 

A )  G e n  k a t G  9 0 0  p r o d u c t o  6 3 0 p b 

 

( M )  m a r c a d o r  d e  p e s o  m o l e c u l a r .  M u e s t r a s  s e n s i b l e s  ( 1- 2 9 ) ,  r e s i s t e n t e s  ( 3 1 - 3 7 ) .  D o s  

f r a g m e n t o s :  s i n  m u t a c i ó n .  T r e s  f r a g m e n t o s :  m u t a c i ó n .  










