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ARTICULO ORIGINAL
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Introduccion. Una parte de los aislamientos de Mycobacterium tuberculosis multirresistente también
presenta resistencia a la etionamida. Es importante determinar si la resistencia a la isoniacida es
independiente o se cruza con la resistencia a la etionamida, ya que si sucede lo segundo habria
que reevaluar el tratamiento antituberculoso de segunda linea. La prueba molecular GenoType
MTBDRplus® detecta las mutaciones asociadas con la resistencia a isoniacida y podria detectar la
resistencia cruzada a la etionamida.

Objetivo. Evaluar la prueba GenoType MTBDRplus® y comparar su desempefio con el de la
secuenciacion, en la deteccion de mutaciones en el gen katG y en el promotor inhA en aislamientos
clinicos de M. tuberculosis multirresistente.

Materiales y métodos. Se utilizaron el estuche comercial GenoType MTBDRplus 1.0®y la secuenciacion
para evaluar mutaciones en el gen katG y en el promotor inhA en 30 aislamientos de M. tuberculosis
multirresistente con resistencia a la etionamida. La cepa de laboratorio H37Rv y tres aislamientos
sensibles a los medicamentos de primera linea, sirvieron de control.

Resultados. Al comparar los resultados de la secuenciacion y de la prueba GenoType MTBDRplus®,
el indice kappa fue de 1. Todos los aislamientos resistentes a la isoniacida y la etionamida tenian las
mutaciones detectadas con la prueba GenoTypeMTBDRplus® en el gen katG, y 40 % de ellos, las
detectadas en el promotor inhA. Mediante secuenciacion se encontraron, ademas, mutaciones en katG
en posiciones diferentes a las detectadas por la prueba GenoType MTBDRplus®.

Conclusidén. La prueba GenoTypeMTBDRplus® tiene la capacidad de detectar radpidamente la
resistencia a isoniacida. Ademas, los resultados del estudio sugieren que también podria utilizarse
como prueba de tamizacion para detectar la resistencia cruzada a etionamida.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis resistente a multiples medicamentos,
etionamida, isoniacida, analisis de secuencia, mutacion.
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GenoType MTBDRplus 1.0® for the detection of cross-resistance between isoniazide and
ethionamide in isolates of multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis

Introduction: A variable proportion of isolates of multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis also
presents resistance to ethionamide. It is important to determine whether resistance to isoniazid is
independent or crossed with resistance to ethionamide, given that this could lead to the re-evaluation
of second-line anti-tuberculosis treatment. The GenoType MTBDRplus® molecular test is used for the
detection of MDR-MTB, as it identifies mutations associated with resistance to isoniazide and could
detect cross-resistance with ethionamide.

Objective: To evaluate the performance of GenoType MTBDRplus® in comparison with sequencing
in the detection of mutations in gene katG and promotor inhA in clinical isolates of multidrug-resistant
M. tuberculosis.

Materials and methods: The GenoType MTBDRplus 1.0° commercial kit and sequencing were used
to evaluate mutations in gene katG and promotor inhA in 30 multidrug-resistant M. tuberculosis
isolates that were resistant to ethionamide. The laboratory strain H37Rv and three pan-sensitive
isolates acted as controls.
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Results: The kappa index for the comparison between the results of sequencing and GenoType
MTBDRplus® was 1. All the isolates resistant to isoniazid and ethionamide had the mutations detected
by GenoTypeMTBDRplus®in the katG gene and 40% of them in promotor inhA. Sequencing also
revealed katG mutations in positions different to those detected by GenoType MTBDRplus®.
Conclusion: GenoType MTBDRplus® is able to detect resistance to isoniazid rapidly. Our results
suggest that it could also be used to screen for cross-resistance with ethionamide.

Key words: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis, multidrug-resistant; ethionamide, isoniazid,

sequence analysis, mutation.
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El tratamiento que actualmente se recomienda
para los casos nuevos de tuberculosis sensible
consta de cuatro medicamentos de primera
linea: isoniacida, rifampicina, etambutol y pirazi-
namida, de los cuales los dos primeros son los
medicamentos antituberculosos mas potentes
(1). En los casos de tuberculosis resistente a
estos dos medicamentos, mas conocida como
tuberculosis multirresistente, se requiere el uso
de medicamentos de segunda linea, que son
mas costosos, generan mas efectos adversos e
implican un tratamiento mas prolongado (1).

En 2013 se estimaba que 3,5 % de los casos
nuevos y 20,5 % de los casos previamente tra-
tados en el mundo, correspondian a tuberculosis
multirresistente (1). Segun estudios efectuados
por el Instituto Nacional de Salud, en Colombia, la
prevalencia de la tuberculosis multirresistente en
2004 y 2005 fue de 2,38 % en casos nuevos y de
31,44 % en casos previamente tratados (2). Segun
el Laboratorio Departamental de Salud Publica de
Antioquia, hasta 2009 se confirmaba un promedio
de 20 pacientes con tuberculosis multirresistente
al afio en ese departamento. Sin embargo, con la
busqueda activa de casos a partir de 2010, este
promedio se elevo a 40 pacientes nuevos por afio,
lo cual se ha asociado con un incremento en el
namero de casos de tuberculosis multirresistente
reportados y destaca la importancia de la vigi-
lancia epidemiolégica en la deteccion de estos
aislamientos en el pais (3).

Para la deteccion de la resistencia a isoniacida y
rifampicina, se han implementado diferentes méto-
dos genotipicos que van desde la secuenciacion
del ADN hasta las pruebas rapidas comerciales
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como la GeneXpert® (Cepheid, Sunnyvale,
California) y la GenoType MTBDRplus 1.0® (Hain
Life Science, Nehren, Alemania). En 2008, la
Organizacion Mundial de la Salud recomendé el
uso de esta Ultima metodologia para la deteccion
rapida y simultanea del complejo Mycobacterium
tuberculosis, y su resistencia a isoniacida y rifam-
picina a partir de cultivos o0 muestras clinicas
pulmonares con baciloscopia positiva (4,5). Esta
prueba detecta los niveles altos de resistencia a la
isoniacida mediante la localizacion de mutaciones
en el codon 315 del gen katG, y los niveles bajos de
resistencia mediante la deteccién de mutaciones
en la region promotora del gen inhA (6). En la
actualidad, existe una nueva version de la prueba,
la GenoType MTBDRplus 2.0%, que puede usarse
en muestras con baciloscopia negativa (7).

En estudios previos en diferentes partes del
mundo, se han confirmado niveles variables
de resistencia cruzada entre la isoniacida y la
etionamida debido a que comparten el mismo
blanco de accién, la enzima enoil-ACP-reductasa
(InhA), que hace parte de la sintesis de los
acidos micélicos de cadena larga de la pared
celular de M. tuberculosis (8-10). Por lo tanto, se
podria esperar que las mutaciones en la region
promotora del gen inhA detectadas mediante la
prueba GenoTypeMTBDRplus®, no solo estén
asociadas con bajos niveles de resistencia a
la isoniacida, sino también, con la resistencia
cruzada a la etionamida, lo cual implicaria elimi-
nar este medicamento de los tratamientos de
segunda linea.

Los objetivos del presente estudio fueron: (i)
evaluar el desempefio de la prueba GenoType
MTBDRplus 1.0° comparada con la secuenciacion
para la deteccién de mutaciones en el gen katG
y en la regién promotora inhA en aislamientos
clinicos de M. tuberculosis multirresistente locales,
y (i) determinar su desempefio para la deteccion
rapida de resistencia cruzada entre isoniacida y
etionamida a partir de aislamientos clinicos de M.
tuberculosis multirresistente.
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Materiales y métodos
Seleccién de la muestra

Se hizo un estudio experimental in vitro. Se
seleccionaron por conveniencia y en diferentes
pacientes, 30 aislamientos de M. tuberculosis
multirresistente con resistencia a etionamiday cuatro
aislamientos de M. tuberculosis sensibles a todos
los medicamentos contra la tuberculosis, incluida
la cepa de referencia H37Rv. Estos aislamientos
tenian patrones de sensibilidad conocida a medica-
mentos de primera y segunda linea, establecidos
mediante el método de las proporciones multiples
en agar (11) y el método automatizado BACTEC™
MGIT™ 960 Mycobacterial Detection System
(Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD,
USA). Los aislamientos se conservaron en leche
descremada (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg/
Germany) a -70 °C en la coleccién de la Unidad de
Bacteriologia y Micobacterias de la Corporacién para
Investigaciones Biologicas de Medellin, Colombia.
No se hicieron pruebas de genotipificacion en los
30 aislamientos de M. tuberculosis multirresistente
con resistencia a etionamida para determinar si
estaban epidemiolégicamente relacionados.

Extraccion del ADN gendmico

Los aislamientos conservados a -70 °C se recons-
tituyeron primero en medio Middlebrook 7H9
(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg/Germany)
y luego se ‘subcultivaron’ en agar Middlebrook
7H10 (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg/
Germany) hasta que presentaron un crecimiento
optimo. Del crecimiento de cada uno de los
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aislamientos, se transfirieron dos asadas a un tubo
de microcentrifuga que contenia 300 pl de agua
destilada y se inactivaron mediante calentamiento
a 95 °C durante 20 minutos. Posteriormente, este
se incub6 durante 15 minutos en un bafio sonicador
(Coler-Parmer Instrumental Company, USA), y se
centrifugd durante cinco minutos a 13.000 rpm y
a temperatura ambiente (Sigma 1-14 Microfuge,
Newtown, Wem, Shropshire, UK). Se transfirieron
200 plI del sobrenadante que contenia el ADN a
un nuevo tubo de microcentrifuga que se almacend
a -20 °C hasta su uso.

Amplificacion mediante reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR)

Se amplifico la regién completa de los genes katG
y fabG1; ademas, para fabG1l se amplificaron 200
pb corriente arriba del gen, ya que alli se localiza la
region promotora inhA. Se utilizaron 10 pl de ADN
en una concentracion de 10 ng/pl en un volumen
final de 50 pl de mezcla que contenia tampon 1X
con (NH,),SO, (Thermo Scientific Life Science),
1,5 mM de MgCI, (Thermo Scientific Life Science),
una mezcla de 0,2 mM de dNTP (Invitrogen,
CA, USA), 0,2 uM de iniciadores (IDT inc. USA)
(cuadro 1) y 2,5 U de ADN polimerasa Taq (Thermo
Scientific Life Science). La amplificacion se llevo a
cabo en un termociclador (Thermal Cycler BioRad,
Richmond, CA) bajo las siguientes condiciones: un
ciclo de 3 minutos a 95 °C seguido por 40 ciclos
de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 57 °Cy 2
minutos a 72 °C, y una extension final de 5 minutos
a72°C.

Cuadro 1. Iniciadores utilizados para la amplificacion mediante PCR y secuenciacion del gen katG y la regién promotora inhA

Gen Iniciador Secuencia (5’—>3) Aplicacion
PCR Secuenciacion
Gen fabG1 (744 pb) + fabGP1F GAAGATCCGCGTCGATCCACTTG X X
promotor inhA (200 pb) fabGP2R GACGTCACATTCGACGCCAAACAG X
fabGP4R GATGACCGCACCGGAGATATAGCTC X
fabGP5F CCAAACCCCCATTCGTATCCCG X
fabGP7F GCAAACGTGACCGCGAATGTG X
fabGP8R GGCCATCGAAGCATACGAATACGC X X
Gen katG (2223 pb) katGP2R GTCAGGGCGTCAACGTCGATG X
katGP3F GTTATCGCCGATGTCGACTGTGC X X
katGP4R CTCCGGGTTCACGTAGATCAGC X
katGP5F GCCCAACCGGCTCAATCTGAAG X
katGP6R CGAACTCGTCGGCCAATTCCTC X
katGP7F GTCTATTGGGGCAAGGAAGCCAC X
katGP8R CACGTCGGTTTGTTCCTGCGAC X
katGP9F GATGCTGGCCACTGACCTCTC X
katGP10R CATTTCGGCGCCCTTTCTCCTC X X
katGP11F CACAACATCACGGTGCCCTTCAC X
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Secuenciacién y andlisis de las secuencias

Las muestras amplificadas se remitieron para
su secuenciacion mediante el método Sanger
(Macrogen Seoul, Republic of Korea). Se utilizd
el programa FinchTV, version 1.4 (http://www.
geospiza.com/Products/finchtv.shtml) para obser-
var la calidad del cromatograma y editar las
secuencias. Se obtuvieron las secuencias
consenso mediante el uso del programa
ClonManager Professional Suite, version.9.0 (Sdi-
Ed Software, NC, USA) y, posteriormente, se hizo
el alineamiento de nucle6tidos con el programa
Clustalw, disponible en linea en la péagina del
European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.
ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), el cual permite
ver los cambios o la homologia de la secuencia
del ADN.

GenoType MTBDRplus 1.0®

La amplificacion, hibridacion e interpretacion de
los resultados del ensayo GenoType MTBDRplus
1.0® (Hain Lifescience, Nehren, Germany), se
hicieron siguiendo las instrucciones del fabricante
(6). Para la amplificacion, se combinaron 35 pl de
la mezcla de cebadores y nucleétidos (PNM) con
5 pl de tampon 10X, 2 pl de MgCl, 3 pl de agua de
grado molecular, 0,2 pl de polimerasa Hot-Start Taq
(QIAGEN, Hilden, Alemania) y 5 pl de ADN, para
un volumen final de 50,2 pl. La amplificacién se
hizo en un termociclador (Thermal Cycler BioRad,
Richmond, CA), bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion durante 5 minutos a 95 °C,
seguida por 10 ciclos de 30 segundos a 95 °C y 2
minutos a 58 °C, 20 ciclos de 25 segundos a 95 °C,
40 segundos a 53 °C y 40 segundos a 70 °C, y un
ciclo final de 8 minutos a 70 °C.

El proceso de hibridacion se hizo en un
equipo TwinCubator® (Hain Lifesciences GmbH,
Germany). Las tirillas se interpretaron mediante
la comparacion de las bandas obtenidas con
la plantilla de lectura suministrada en el Kit.
Cualquier desviacion del patron de tipo silvestre
detectada en el gen katG o en la regién promotora
inhA en los aislamientos, se considerd indicativa
de resistencia a la isoniacida.

Andlisis de los resultados

Se hizo un analisis descriptivo de la frecuencia
de mutaciones en el gen katG y en la region
promotora inhA en los aislamientos evaluados. Se
determind la concordancia entre los resultados de
la secuenciacion y la prueba comercial GenoType
MTBDRplus®, estimando el indice kappa de Cohen.
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Para el andlisis de la prueba solo se tuvieron en
cuenta los resultados de la resistencia a isoniacida
(gen katG y region promotora inhA). Los calculos
se hicieron con el programa Epidat®, version 3,1
(Xunta de Galicia, Santiago de Compostela, Espafia
y Organizacién Panamericana de la Salud).

Esta investigacion fue aprobada por los comités de
ética de la Universidad Pontificia Bolivariana y de
la Corporacion para Investigaciones Bioldgicas.

Resultados

El porcentaje de acuerdo entre los resultados
de la secuenciacion y de la prueba GenoType
MTBDRplus® para la deteccién de mutaciones en
katG o en la region promotora inhA, fue de 100 %
(kappa=1). Se detectaron mutaciones en katG en
28 aislamientos de M. tuberculosis multirresistente
con resistencia a etionamida; 27 de ellos tenian la
mutacién S315T y un aislamiento tenia la muta-
cion S315G, detectada en la prueba comercial por
omisiéon de la banda de tipo silvestre (figura 1).
Ademas de detectar mutaciones en el codén 315,
la secuenciacion también revelé que dos de estos
aislamientos tenian mutaciones dobles en katG:
S315T/1248M en uno y S315G/R463L en el otro.

La prueba comercial no detect6 mutaciones en el
gen katG en los dos aislamientos restantes. Sin
embargo, la secuenciacién detectdé mutaciones en
katG en posiciones diferentes a las detectadas por
la prueba GenoType MTBDRplus®: W397Y/S652A
en un aislamiento y V442G en otro. Ademas, estos
dos aislamientos también tenian mutaciones en la
posicion -15C—T de la region promotora inhA, las
cuales fueron detectadas por ambas pruebas.

De los 30 aislamientos de M. tuberculosis multirre-
sistente con resistencia a etionamida, 12 (40 %)
presentaban mutaciones en la region promotora
inhA, las cuales fueron detectadas por ambos
métodos. Nueve aislamientos presentaron cambios
en la posicion -15C—T, un aislamiento exhibié una
mutacion en la posicion -8T—C y dos aislamientos
tenian mutaciones en la posicion -8T—G, detectados
en la prueba comercial por omision de la banda de
tipo silvestre 2 (figura 1 y cuadro 2). Ninguno de
los aislamientos de M. tuberculosis multirresistente
con resistencia a etionamida secuenciados, tenia
mutaciones en el marco abierto de lectura del gen
fabG1. Como era de esperarse, no se encontraron
mutaciones en los aislamientos fenotipicamente
sensibles a isoniacida y etionamida, incluida la
cepa de referencia de M. tuberculosis H37Rv
(cuadro 2).
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Figura 1. Representacion de los patrones obtenidos para el gen katG y region promotora inhA por la prueba comercial GenoType®
MTBDRplus en aislamientos de Mycobacterium tuberculosis. WT: tipo silvestre (wild type); MUT: mutada; A: ausencia

Tirilla 1 control negativo; tirilla 2 control positivo para MTB, sensible a isoniacida (INH) y rifampicina (RIF); tirilla 3 A WT y MUT1
(katG), tirilla 4 A WT (katG), A WT1y MUT1 (inhA); tirilla 5 A WT1 y MUT1 (inhA); tirilla 6 A WT y MUT1 (katG); A WT2 y MUT3A
(inhA); tirilla 7 A WT y MUT1 (katG), A WT2 (inhA).

Cuadro 2. Comparacion de los resultados de la secuenciacion y la prueba GenoType® MTBDRplus para la deteccién de resistencia
a isoniacida y etionamida en 34 aislamientos de Mycobacterium tuberculosis con resistencia a isoniacida y etionamida y sin esta

Resultados fenotipicos Numero de Resultados de la secuenciacién Prueba comercial GenoType® MTBDRplus
aislamientos
Isoniacida Etionamida (%) Cambio de Cambio de Cambio de Cambio de
aminoacidoen  nucledtidoenel aminoacido en el nucleétido en el
el gen katG * promotor inhA t gen katG promotor inhA
R R 17 (56,7) S315T WT AWT, MUT1 (S315T) WT
1 (3,33) S315T, 1248M t WT AWT, MUT1 (S315T) WT
6 (20) S315T -15C>T AWT, MUT1 (S315T) AWTL1, MUT1 (C15T)
2 (67 S315T -8T-G AWT, MUT1 (S315T) AWT2
1 (3,33) S315T -8T—»C AWT, MUT1 (S315T)  AWT2, MUT3A (T8C)
1 (333 S315G, R463L -15C—>T AWT AWT1, MUT1 (C15T)
1 (3,33) WB397Y i, S652A F -15C>T WT AWT1, MUT1 (C15T)
1 (3,33 V442G * -15C>T WT AWT1, MUTL1 (C15T)
S S 4 (100) WT WT WT WT

* Posicién del cambio de aminoacido (c6digo de una sola letra); T Posicién del cambio de la tripleta de nucleétidos; ¥ Mutaciones detectadas por

secuenciacion y no por GenoType®.

Las mutaciones no descritas en katG aparecen subrayadas. S: serina; T: Treonina; V: valina; G: glicina; |: isoleucina; M: metionina; R: arginina; L:
leucina; W: triptéfano; Y: tirosina; A: alanina. WT: tipo silvestre (wild type); MUT: mutada; A: ausencia

Discusidn

La prueba GenoType MTBDRplus® es dutil y
puede proporcionar resultados en ocho horas,
lo que permite un diagnéstico rapido de la
tuberculosis multirresistente, y favorece el inicio
temprano y especifico del tratamiento contra la
tuberculosis (12,13). En nuestro estudio hubo
una concordancia perfecta (kappa=1) entre los

resultados de la secuenciacion y los de la prueba
GenoTypeMTBDRplus® para la deteccién de
mutaciones relacionadas con la resistencia a
isoniacida. En otros estudios se han reportado
porcentajes de acuerdo entre 91,3 y 98,1 % al
comparar los resultados de la prueba GenoType
MTBDRplus® con los de la secuenciacion del gen
katG y la regién promotora inhA (14-16).
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Las mutaciones en katG son el principal mecanismo
de resistencia a la isoniacida, especificamente
la mutacién en el codon 315, que genera la
sustitucién del aminoacido serina por treonina y
puede variar entre 4 % (17) y 97 %, dependiendo
de la region geografica (18). En este estudio,
la presencia de la mutacién en el codon 315 se
encontré en 93,33 % (28/30) de los aislamientos
evaluados. Sin embargo, con la secuenciacién
se identificaron otras mutaciones en el gen katG
que no fueron detectadas por la prueba comercial
(1248M, W397, S652A y V442G). Tres de estas
mutaciones no se han reportado previamente en
la literatura cientifica (cuadro 2), por lo que es
importante confirmar los resultados de la prueba
GenoType MTBDRplus® con las pruebas de
laboratorio tradicionales.

Ademas de la mutacién S315T, otras mutaciones en
el gen katG como las D65E, D94A, G99E, H108E,
N138S/H, S140A/N, D142A, L150A, S160L,
A172T, T180C, F252L, T262R, P275T, W299G,
W328G, I335T, A350S, se han asociado con
altos niveles de resistencia a isoniacida (19). Sin
embargo, sin pruebas fenotipicas de concentracién
inhibitoria minima, no puede asegurarse que los
dos aislamientos sin mutacion en el codon 315
encontrados en este estudio tuvieran bajos niveles
de resistencia a isoniacida.

La decision de incluir o excluir la etionamida del
tratamiento de la tuberculosis multirresistente,
depende de la frecuencia de las mutaciones en la
region promotora inhA en una poblaciéon dada de
M. tuberculosis. En una reciente revision sobre la
frecuencia de mutaciones a nivel global asociadas
con la resistencia a isoniacida, se reporté que
20,5 % de los aislamientos de M. tuberculosis
resistentes fenotipicamente a este medicamento
tenian mutaciones en el promotor inhA (20). En
Etiopia se ha detectado que las mutaciones en esta
region son poco frecuentes (0,8 %), lo cual habla
en favor de su escasa contribucién en la aparicion
de la resistencia a etionamida (21), en tanto que,
en Sudafrica y en Brasil, se han reportado 62,4 %
(22) y 94 % (23) de mutaciones en el promotor
inhA en los aislamientos de M. tuberculosis
multirresistente. Es decir, que la inclusion de la
etionamida en el tratamiento de segunda linea no
tendria ningln beneficio y deberian considerarse
otras combinaciones terapéuticas. Aunque una de
las limitaciones de este estudio fue el muestreo por
conveniencia, en 40 % de los casos se encontraron
mutaciones en el promotor inhA; la mutacion mas
frecuente en nueve de doce aislamientos fue en
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la posicién -15 del promotor, que causa un cambio
de una C—T. Se ha demostrado que esta mutacion
aumenta la expresion del gen, causando un efecto
de titulacion en el que se produce suficiente InhA
blanco como para ser inhibido por la isoniacida y
la etionamida sin afectar la sintesis de los acidos
micolicos (24,25).

El uso de la prueba GenoType MTBDRplus® como
tamizacién para detectar la resistencia cruzada
entre isoniacida y etionamida, se vio respaldado
por los resultados en los aislamientos evaluados
en el estudio. Sin embargo, son necesarios otros
estudios dirigidos a determinar cual es la frecuen-
cia de la resistencia cruzada entre isoniacida y
etionamida en el pais.

Como se ha evidenciado en otras publicaciones
(26,27), los hallazgos del presente estudio con-
firman que la prueba GenoType MTBDRplus®
tiene la capacidad de detectar rapidamente la
resistencia a isoniacida y rifampicina, y sugieren
que también puede utilizarse como tamizacion
para detectar la resistencia cruzada entre la
isoniacida y la etionamida, ya que 40 % (12/30) de
los aislamientos estudiados tenian mutaciones en
el promotor inhA y fueron resistentes a etionamida
en las pruebas de sensibilidad. Un resultado de
la prueba GenoType MTBDRplus® confirmatorio
de la presencia de mutaciones en la region
promotora inhA en aislamientos de M. tuberculosis
multirresistente, indicaria resistencia cruzada
entre isoniacida y etionamida, lo que implicaria
no incluirla en el tratamiento de los pacientes con
tuberculosis multirresistente. No obstante, se ha
descrito la participacion de otros genes, como el
ethA, el ethR, el ndh y el mshA (10,28), que podrian
ser responsables de la resistencia a la etionamida
en 60 % (18/30) de los aislamientos en los que no
se encontraron mutaciones en el promotor inhA.
Por lo tanto, la utilizacion de esta prueba para
detectar la resistencia a la etionamida estaria
limitada al conocimiento previo de la prevalencia
de mutaciones en la regién promotora inhA y en
otros genes relacionados con la resistencia a este
medicamento en una poblacion determinada.

En conclusion, la aplicacion de la prueba GenoType
MTBDRplus® es util para detectar mutaciones
especificas asociadas con la tuberculosis multirre-
sistente y, segun la poblacion de que se trate,
permitiria establecer de una manera rapida la
resistencia cruzada entre isoniacida y etionamida,
lo cual es util para decidir sobre la inclusion o
exclusion de la etionamida en los esquemas de
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tratamiento de segunda linea. Sin embargo, la
ausencia de mutaciones en el promotor inhA no
garantiza la eficacia del tratamiento con dicho
farmaco, porque existen otros genes relacionados
con la resistencia a este medicamento.
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