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RESUMEN

Objetivos: Evaluar la efectividad de las pruebas de amplificacion de acidos
nucleicos para el diagndstico de la tuberculosis pulmonar en pacientes con TBC.
Métodos: Se ha realizado una revision sistematica analizando 8 bases de datos
de estudios publicados en los idiomas: inglés y espafiol entre el 2006 y 2016 que
evallan la efectividad del diagnostico de TBC pulmonar mediante la
amplificacion de acidos nucleicos.

El riesgo de seleccidn en los estudios individuales fue realizado segun una
evaluacion de la calidad metodoldgica de los articulos incluidos, a través de una
version modificada de la escala creada por Caspe para articulos de tipo

diagnéstico.

Resultados: Después de seleccionar, analizar y depurar articulos, de un total
de 33 articulos, finalmente se utilizé 8 articulos de tipo descriptivo,
observacional en diversas fuentes de busqueda.

Conclusion: Las pruebas moleculares descritas si son efectivas, pero por
ningin motivo deben reemplazar a las técnicas convencionales. Entre las
técnicas estudiadas, el que presenté mejor efectividad fue la prueba molecular
llamada “Xpert MTB/RIF” y los de menos fueron el “secA1” y el “Amplified

Mycobacterium tuberculosis Direct”

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis , pulmonar , pruebas de

amplificacion de acidos nucleicos (NAAT)
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SUMMARY
Objectives: To evaluate the effectiveness of nucleic acid amplification tests for

the diagnosis of pulmonary tuberculosis in patients with TB.

Methods: A systematic review was carried out analyzing 8 databases of studies
published in the languages: English and Spanish between 2006 and 2016 that
evaluate the effectiveness of the diagnosis of pulmonary TB by nucleic acid
amplification.

The risk of selection in the individual studies was performed according to an
evaluation of the methodological quality of the included articles, through a
modified version of the scale created by Caspe.

Results: After selecting, analyzing and debugging articles, from a total of 33
articles, only 8 articles were used. They are all of descriptive and observational
studies. It was used different search engines.

Conclusion: In conclusion, the molecular tests are effective taking all in
consideration , but they can not replace the conventional techniques.

From all the articles studied, the one that presented the best effectiveness was
the molecular test called "Xpert MTB / RIF" and the worst were “secA1” and

“Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct”.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis,pulmonary, nucleic acid amplification
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La Tuberculosis (TBC) es una enfermedad infecciosa ocasionada generalmente
por el Mycobacterium tuberculosis y afecta principalmente al tejido pulmonar, y
en su fase activa produce cuadros sintomatolégicos marcados en la persona.
Esta enfermedad se manifiesta en dos formas principales: enfermedad activa e
infeccion latente (TBL). En esta ultima no hay sintomatologia clinica ni es
transmisible, debido a que la respuesta inmune es capaz de contener el
crecimiento del patdgeno, pero no de eliminarlo, de manera que la bacteria

persiste en el organismo manteniendo una baja o nula actividad replicativa®.

Segun la OMS, es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial.
En el afio 2014, 9,6 millones de personas enfermaron de tuberculosis y 1,5
millones murieron por esta enfermedad, siendo ademas el 95% de las muertes

por tuberculosis en paises de ingresos medianos y bajos?.

Segun la Direccion General de Epidemiologia del Perd, se reportan anualmente
alrededor de 27 mil casos nuevos de enfermedad activa y 17 mil casos nuevos
de TBC pulmonar frotis positivo, siendo el pais con mayor cantidad de casos de

tuberculosis en las Américas?.

Los métodos diagndsticos tradicionales (vision microscépica de BAAR y cultivo
10



.
L/W\' Universidad

\\;}/ WIENER
en medio de Léwenstein-Jensen) demandan capacitacion especial para personal

y mucho tiempo, extendiéndose hasta 60 dias. Por lo tanto, se buscan nuevas

alternativas que reduzcan estos inconvenientes.

Ante ello se nos presenta una nueva opcion, las técnicas moleculares. Segun
una revision Carlos Toro Rueda y Aranzazu Amor Aramendia, donde analizan el
presente y futuro de las técnicas moleculares , llegan a la conclusion de que se
hay una mejora notable permitiendo un diagnostico de M. tuberculosis mas
rapido y especifico, y orientando sobre el manejo del paciente al detectar
mutaciones de resistencia. No obstante, todavia presentan limitaciones como su
escaso rendimiento al trabajar con muestras paucibacilares o

extrarrespiratorias.*

Segun el articulo de revision por Diana Ortiz , y Beatriz Aristizabal , nos
describen algunos métodos diagndsticos moleculares. Una de ellas es la
amplificacion mediada por transcripcion, el cual es un método rapido e
isotérmico basado en la amplificacion de ARNr 16S. La transcriptasa inversa se
utiliza para copiar ARNr a un hibrido de ADNc-ARN y posterior método de
quimioluminiscencia que detecta el complejo M. tuberculosis por las sondas de

ADN especificas.

Otra de ellas, es la amplificacion convencional del ADN por PCR y se basa en la
deteccién de ADN, amplificando un segmento especifico del gen ARNr-16S,
seguida de hibridacion y deteccion colorimétrica. Otra es la amplificacién de

desplazamiento de la hebra (sigla en inglés SDA) y es un proceso de
11
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secuencias del gen 1S6110 y el gen ARNr-16S, cuyo producto de amplificacion
es detectado por el método fluorescente. También describe otro método llamado
ensayos en base soélida de hibridizacion. Esta técnica es especifica para la
deteccion directa de ARN de Mycobacterium tuberculosis complex y
micobacterias no tuberculosas como Mycobacterium avium, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium kansasii y Mycobacterium malmoense, con una
buena sensibilidad y especificidad en muestras respiratorias . Por ultimo,
describe PCR en tiempo real (sigla en inglés RT PCR). Esta técnica se basa en
amplificacion de diferentes dianas de ADN y deteccién fluorimétrica por sondas

marcadas como TagMan, o biosondas FRET, entre otros.®
1.1. Justificacion

El diagnéstico oportuno y acertado del TBC es uno de los mayores retos que
presenta la medicina en la actualidad. Es una enfermedad infecciosa que va en
aumento, especialmente en las zonas rurales. La resistencia a los farmacos
antituberculosis, es un problema emergente que ha complicado de cierta manera
el control de la enfermedad, en nuestro pais se ha observado un incremento de
casos de TB multidrogoresistente (TB MDR) y de TB extensamente resistente
(TB XDR) 3. El método tradicional fenotipico demanda mucho tiempo y puede
durar hasta 60 dias. Esto contrasta con la seriedad de la enfermedad,
especialmente cuando el paciente ya padece los sintomas y requiere de un

tratamiento lo antes posible.

12
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Una alternativa para enfrentar este problema son las técnicas moleculares. Estas
trabajan directamente con el hallazgo de acidos nucleicos. Tiene como ventajas
la rapidez, alta sensibilidad y especificidad en muestras con baciloscopias
positivas (BK+), determinacion de genes implicados en resistencias y estudios
de epidemiologia molecular. Ademas de presentar menos problemas de

contaminacion cruzada.
1.2. Objetivos

La revision sistematica tiene como objetivo responder a la siguiente interrogante
¢, Cudl sera la efectividad de las pruebas de amplificacién de acidos nucleicos

para el diagndstico de la tuberculosis pulmonar en pacientes con TBC?

Por ello el objetivo de este trabajo es: Evaluar la efectividad de las pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos para el diagnéstico de la tuberculosis pulmonar

en pacientes con TBC pulmonar.

13
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CAPITULO I

METODOS

Para la elaboracién de esta revision sistemética fueron utilizadas las directrices
propuestas por el PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews
and Meta-Analyses); sin embargo, algunos items no pudieron ser aplicados
debido al disefio de los estudios o las caracteristicas de los estudios a ser

revisados.

PRISMA es un conjunto minimo de elementos basados en evidencia para escribir
y publicar revisiones sistematicas y metandlisis, consta de 27 items de
terminologia, formulacién de la pregunta de investigacion, identificacion de los
estudios y extraccion de datos, calidad de los estudios y riesgo de sesgo, cuando
combinar datos, meta analisis y analisis de la consistencia y sesgo de publicacion

selectiva de estudios y resultados.

2.1. Criterios de Elegibilidad

Se utilizaron los siguientes criterios de elegibilidad: Articulos que trabajen
exclusivos en humanos con 10 o menos afos de antigiiedad, ademas que sean
exclusivos de TBC pulmonar, sélo evallen el diagndéstico de TBC, mas no el tipo

de resistencia.

14
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2.2. Fuentes de informacioén

Se realizé una revision sistematica de diversas literaturas para evaluar la
efectividad de las pruebas de amplificacion de &cidos nucleicos para el
diagnéstico de la tuberculosis pulmonar en pacientes con TBC.

Se realizé la busqueda de las bases de datos y buscadores especializados
durante los meses de octubre y noviembre: PubMed, TRIPDATABASE,

EBSCOhost, SCielo, IBECS, Lilacs, etc; las cuales se visualizan en la Tabla N°1.

15
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Tabla N°1. Fuentes de informacién

Fuente de Enlace web Tipo Accesibilid [Propietario /
Informacion ad Administrad
or
PUBMED http://www.ncbi.nim.nih. [MOTOR  |Libre Biblioteca
gov/pubmed DE
BUSQUED Nacional de
A
Medicina de
los
Estados
Unidos
TRIPDATABAS | https://www.tripdatabase MOTOR DE |Libre Trip
E .com BUSQUED Database
A Ltd. company
EBSCOhost https://www.ebscohost.c MOTOR DE [Suscripcion [Elton B.
om/ BUSQUED Stephens
A
COmpany
SciELO - | http://www.scielo.org/ MOTOR DE |Libre FAPESP
Scientific BUSQUED
Electronic A
Library Online
BIBLIOTECA http://bvsalud.org/ MOTOR DE |Libre BIREME -
VIRTUAL DE BUSQUED OPAS - OMS
SALUD A
IBECS http://ibecs.isciii.es/ MOTOR DE |Libre BIREME/OP
BUSQUED S/OMS
A
Google https://scholar.google.co MOTOR DE [Libre Google Inc.
académico m/ BUSQUED
A

16
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2.3. Busqueda

Se realiz6 la busqueda en las bases de datos: PubMed, TRIPDATABASE,
EBSCOhost, SCielo, IBECS, Lilacs, etc. Todas las busquedas se restringen
desde el 2006 hasta la actualidad, ya que se han priorizado las literaturas
publicadas en los 10 dltimos afos. Los articulos fueron encontrados en inglés y

castellano.

Los términos o palabras clave que se utilizaron para la busqueda y recuperacion
son: “Mycobacterium tuberculosis”, “pruebas de amplificacion de acidos

nucleicos” “NAAT” (Nucleic Acid Amplification Tests) y “pulmonary”.

Para la busqueda en la fuentes de informacién se realizd la estrategia de
busqueda, considerando las herramientas de: operadores booleanos, uso de

comillas, truncamientos y otros. (Tabla N°2)

Los articulos fueron seleccionados para su inclusién en base a su titulo;
siguiendo los resumenes y finalmente las copias de texto completo que se

analizaron para determinar la elegibilidad de acuerdo a los criterios de inclusién.

17
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Tabla N°2: Busqueda

Base de datos / fuentes

Estrategias

Entrada

PUBMED

1.-Mycobacterium
tuberculosis AND naat

2.- Mycobacterium
tuberculosis AND naat
AND pulmonary

1.- ("mycobacterium
tuberculosis"[MeSH
Terms] OR
("mycobacterium"[Al
| Fields] AND
"tuberculosis"[All
Fields]) OR
"mycobacterium
tuberculosis"[All
Fields]) AND
("nucleic acid
amplification
techniques"[MeSH
Terms] OR
("nucleic"[All Fields]
AND "acid"[All
Fields] AND
"amplification"[All
Fields] AND
"techniques"[All
Fields]) OR "nucleic
acid amplification
techniques"[All
Fields] OR "naat"[All
Fields]) AND
("loattrfree full
text"[sb] AND
"2006/11/16"[PDat] :
"2016/11/12"[PDat]
AND
"humans"[MeSH
Terms])
2.-("mycobacterium
tuberculosis”"[MeSH
Terms] OR
("mycobacterium"[Al
| Fields] AND
"tuberculosis"[All
Fields]) OR

18
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"mycobacterium
tuberculosis"[All
Fields]) AND
("nucleic acid
amplification
techniques"[MeSH
Terms] OR
("nucleic"[All Fields]
AND "acid"[All
Fields] AND
"amplification"[All
Fields] AND
"techniques"[All
Fields]) OR "nucleic
acid amplification
techniques"[All
Fields] OR "naat"[All
Fields]) AND
("lung"[MeSH Terms]
OR "lung"[All Fields]
OR "pulmonary"[All
Fields]) AND
("loattrfree full
text"[sb] AND
"2006/11/16"[PDat] :
"2016/11/12"[PDat]
AND
"humans"[MeSH
Terms])

19
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Base de datos / fuentes

Estrategias

Entrada

TRIPDATABASE

Mycobacterium
tuberculosis AND naat
Mycobacterium
tuberculosis AND naat
AND pulmonary NOT
extrapulmonary

Mycobacterium
tuberculosis AND naat
Mycobacterium
tuberculosis AND naat
AND pulmonary NOT
extrapulmonar

EBSCOhost

Mycobacterium
tuberculosis AND naat
Mycobacterium
tuberculosis AND naat
AND pulmonary NOT
extrapulmonary

Mycobacterium
tuberculosis AND naat

SCIELO -
Electronic Library Online

Scientific

mycobacterium
tuberculosis AND
molecular AND
pulmonary

((mycobacterium
tuberculosis) AND
(molecular) ) AND

(pulmonary)

SALUD

BIBLIOTECA VIRTUAL DE

mycobacterium
tuberculosis AND nucleic
amplification test OR
naat

mycobacterium
tuberculosis AND
nucleic amplification
test OR naat AND
(collection:("06-
national/BR" OR "05-
specialized") OR
db:("LILACS" OR
"MEDLINE")) AND (
fulltext:("1") AND
collection:("01-
internacional”) AND
db:("MEDLINE" OR
"LILACS") AND
mj:("Mycobacterium
tuberculosis") AND
clinical_aspect:("diagn
osis") AND
limit:("humans") AND

20
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la:("en" OR "eng")
AND type:("article” OR
"project document” OR
"thesis"))

Base de datos / fuentes

Estrategias

Entrada

tuberculosis)) AND
(tw:(molecular
diagnosis))

IBECS mycobacterium mycobacterium
tuberculosis molecular | tuberculosis AND
diagnosis molecular diagnosis
LILACS (tw:(mycobacterium tw:((tw:(mycobacteriu

m tuberculosis)) AND
(tw:(molecular
diagnosis))) AND
(instance:"regional®)
AND ( fulltext:("1")
AND
clinical_aspect:("diagn
osis") AND
limit:("humans"))

Google académico

mycobacterium
tuberculosis molecular
diagnosis

mycobacterium
tuberculosis molecular
diagnosis -resistance

2.4. Seleccién de los estudios

El proceso de seleccién de estudios tuvo las siguientes etapas:

e Reqistro de salidas a las estrategias de busqueda: Estas salidos fueron

determinadas por

estrategias de busqueda establecidas en los

buscadores y base de datos consultadas, se incluydé en la fecha de

busqueda y nimero de estudios identificados. El tratamiento del listado se

realizé en una base de datos que consignaba a cada articulo segun titulo,

21
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autor, journal, fecha, volumen y nimero.

e Fase de eliminacion: Se procedi6 a depurar los resultados, eliminando los
estudios duplicados e integrandolos en una base de datos ordenadas
alfabéticamente segun el titulo. Ademas de siempre verificar la fecha y
otros aspectos mas

e Fase de analisis y seleccion: luego de obtener la lista de estudios no
duplicados se procedio6 a organizar la base de datos de acuerdo a su titulo,
autor y afo, se analizaron los articulos en base a sus titulos y resumenes,
finalmente las copias del texto completo para definir la elegibilidad de
acuerdo a los criterios de inclusion y exclusion. Se clasificaron segun la
elegibilidad de los estudios en dos categorias: estudios eliminados por no
cumplir algun criterio de inclusién y estudios eliminados por cumplir algin
criterio de exclusioén, es asi que se excluyeron los articulos TBC pulmonar
gue solo evaltan el diagnéstico de TBC, mas no el tipo de resistencia.

Esta fase finaliza cuando se obtuvo un listado de estudios seleccionados.

2.5 Riesgo de sesgo en los estudios individuales

El riesgo de sesgo fue determinado mediante una evaluacion de la calidad
metodolégica de los articulos incluidos, a través de una version modificada
de la escala creada por Caspe. En este caso se usé la variacién para el
campo “diagnostico.”

La escala modificada esta compuesta por 10 items, en donde cada item fue

clasificado como positivo (Sl), si era bien descrito en el articulo o negativo

22
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(NO), cuando el item no lo era. La puntuacion final fue obtenida por el

numero de criterios marcados como positivos (SI) dividido por el nUmero de
criterios que serian posibles de evaluar para cada estudio, multiplicado por
100.

Los siguientes items fueron revisados:

1.- ¢ EXxistié una comparacion con una prueba de referencia adecuada?

2.- ¢Incluyd la muestra un espectro adecuado de pacientes?

3.- ¢ Existe una adecuada descripcion de la prueba?

4.- i Hubo evaluacion “ciega” de los resultados?

5.- ¢ La decision de realizar el patron de oro fue independiente del resultado
de la prueba problema?

6.- ¢, Se pueden calcular los Cocientes de Probabilidad (Likelihood ratios)?
7.- ¢, Cual es la precision de los resultados?

8.- ¢ Seran satisfactorios en el ambito del escenario la reproducibilidad de
la prueba y su interpretacion?

9.- ¢ Es aceptable la prueba en este caso?

10.- ¢Modificaran los resultados de la prueba la decisibn sobre como

actuar?

23
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RESULTADOS

3.1 Seleccién de estudios

Después de realizar la busqueda exhaustiva de articulos pertinentes para el

estudio, se opto finalmente por trabajar con 8, de los cuales, todos son de tipo

descriptivo, observacional.

Inicialmente se identificd 33, los cuales se fueron descartando, segun muestra el

cuadro:

Grafico N°1: Seleccion de estudios

I3 IDENTIFICADOS

8 Incluidos 28 Excluidos

Articulosariginales Diagnostican
(ohservacional- mu_ltn:lmgq
descriptivo): resistente: 10
g

Ewaldan solo
poblacidn
pedigtrica; 2

Evallan infeccidn
- | de TBZ masnapor
my cohacterium
tuberculosiz: 2

Textos
incompletosiaccesibili
dadsoloconpaga: 3

Evallan solo
TRC
extrapulmaonar:
7

24
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3.2. Caracteristicas de los estudios

En la tabla niumero 3, se muestra las caracteristicas de los articulos:

Tabla N°3 : Caracteristicas de los estudios

Autory Titulo Poblacion Intervenci | Comparac | Variable
afno on ion de
salida
J. Lucian | Pruebas de | 211 pacientes | Prueba Cultivo
Davis. amplificacion mayores de 18 | molecular | microbiol6 | Sensibili
Col de acidos | aflos llamada gico de | dad del -
2011 nucleicos para “secA1” esputo o | MTD:39
el diagnéstico y la prueba | liquido de | %
de la comercial |lavado -SecAl:
tuberculosis de broncoalve | 24%
con “‘Amplified | olar Especific
baciloscopia Mycobacte idad del
negativa en un rium MTD vy
entorno de alta tuberculosi del
prevalencia del s  Direct’ secAl:
VIH: un estudio (MTD) 95%
de cohorte
prospectivo
Arzu N.| Evaluacion del | 253 Técnica Cultivo
Zeka Ensayo especimenes | molecular | microbiolé | Especific
Col GeneXpert pulmonares( llamada gico en | idad:
MTB / RIF para | esputo, lavado | “MTB/RIF” | medio 100%
Diagndstico broncoalveola sélido
Rapido de |, aspirado Lowenstein | Sensibili
Tuberculosis y | broncoscopico -Jensen dad:70%
Deteccion de |y muestras de (L)) y al
Resistencia a | liquido liguido MB
la Rifampicina | gastrico) / BacT
en Pulmonares
y muestras
extrapulmonar.

25
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Autor y Titulo Poblacion Intervenci | Comparac | Variable
afno on ion de
salida
Sang- Deteccion Se utilizaron| PCR con | Gold Sensibili
Hyun simple de la|54 oxido de | Standard(c [dad de
Hwang. | secuencia especimenes | grafeno ultivos para | 90% vy
Col 1IS6110 del | de esputo que TBC) Especific
complejo se habian idad
Mycobacterium | almacenado 100%
tuberculosis en | después  de
el esputo, | completar un
basada en la|estudio previo
PCR con Oxido | para la
de grafeno deteccion de
MTB
Michela | Evaluacion 534 muestras | MTB/NTM | Para la | Para los
Sali. Col | multicéntrica pulmonares MDT-TB comprobac | especim
de Anyplex de iobn de la|enes
Plus MTB / Seegene técnica, se | pulmonar
NTM Ensayo Anyplex, usaron es, las
MDR-TB un nuevo | muestras | sensibilid
Para la método que ades de
deteccion molecular | arrojaron los
rapida del basado en | positivo ensayos
complejo un sistema | para cultivo | de
Mycobacterium multiplex ademas de [ Anyplex
tuberculosis 'y de PCR en |realizar la|y bacilos
Aislamientos tiempo técnica de | 4cido-
Multidroga- real. baciloscopi | rapido
Resistentes en a para la | bacilos
Pulmonar y deteccion | fueron
Extrapulmonar de BAAR|(86,4% vy
especimenes por 75,0%,
observacio | respectiv
n amente,
y las
especifici
dades
fueron
99% vy
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99,4%.
Autor y Titulo Poblacion Intervenci | Comparac | Variable
afo on ion de
salida
Ning El rendimiento | Un total de 20 | Prueba Se En
Tang. analitico y | muestras molecular | comparé general,
Col clinico de | complejas de | llamada con la
Abbott ADN de MTB. | “Abbott cultivos sensibilid
RealTime RealTime | especificos | ad fue de
MTB, un MTB”. para TBCy|93% vy la
ensayo frotis(bacil | especifici
Para la oscopia). dad fue
deteccion de de 97%
Mycobacterium
tuberculosis en
especimenes
pulmonares.
Liping un gran | Un total de | Prueba Se Sensibili
Yan. Col | estudio de | 3608 molecular | comparé dad de
cohortes sobre | pacientes con | llamada con Gold|75.8% vy
el valor clinico | sospecha de | “(SAT-TB [ Standard vy | especifici
de la| PTB se | assay.)” Baciloscop | dad del
amplificacion vy | inscribieron ia. 100%
las pruebas | prospectivame
simultaneas nte para el
para el [ diagndstico de
diagnéstico de | muestras de
la tuberculosis | esputo
pulmonar utiizando el
SAT-TB
ensayo. De
éstos, 2457
tuvieron un
diagnéstico
definitivo  de
PTB
confirmado
por

microbiologia
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positiva, o]
hallazgos
patolégicos de
TB en el
pulmén.
Autory Titulo Poblacion Intervenci | Comparac | Variable
afo on ion de
salida
Sabine Evaluacion de | En el estudio | Prueba Se Sensibili
Hofmann |la prueba de|se presenta | molecular |comparé dad
-Thiel. PCR de TBC | muestras llamada con global
Col de hyplex® [ respiratorias y | “hyplex®” | cultivos del
para deteccion | no para TBC y | ensayo:
del  complejo | respiratorias. baciloscopi | 83.1%
Mycobacterium | Siendo las de a Especific
tuberculosis en | interés solo las idad
muestras respiratorias 99.25%
clinicas 292
Catharin | Rapida 1730 Prueba Se Sensibili
a C. | deteccion pacientes molecular | comparé dad
Boehme. | molecular de la llamada con General:
Col tuberculosis 'y “Apert cultivos 97.6%
la resistencia a MTB/RIF” | para TBCy | Especific
la rifampicina baciloscopi | idad
a general:
99.2%
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3.3. Evaluacion de la calidad

La evaluacion de calidad se dio por medio de una version modificada de la escala

creada por Caspe de tipo diagnéstico. A continuacion, se muestra la tabla:

Tabla N°4: Evaluacion de la calidad por Caspe para tipo diagnéstico

Investiga Criterios
cion TOTAL
TOTAL
%

Autor y(|1|2 (3| 4 |[5|6] 7| 8| 9 |10]SsI NO
ano

J.Lucian 10 0 100%
David .Col | si | si|si |si si |si|si Si si | si
2011

Arzu N. 10 0 100%
Zeka . Col [si | si|si |si si |si|si Si Si Si
2011

Sang- 70%
Hyun si |si |si |si |si|si|si |no |no |[no (7 3
Hwang
2015

Michela si|si |si |si si | si|si Si Si Si 10 0 100%
Sali. Col

Ning 10 0 100%
Tang. Col |si|sSi [si [si |[si]|si|si |si [si [si

Liping Si|si |si |si |si|si]|si |[si |si |no |10 0 100%
Yan. Col

Sabine si|si |si |si si | si|si Si Si Si 10 0 100%
Hofmann-
Thiel. Col

Catharina | si |si |si |si si | si|si Si Si Si 10 0 100%
C.
Boehme.
Col
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3.4. Sintesis de los resultados

Se muestra a continuacion, la sintesis de resultados de acuerdo a la tabla

numero 5:
Tabla N°5: Sintesis de los resultados
Autor Propésito y Intervencion Comparacion Resultados
y afio participantes
El objetivo fue Prueba Gold Standard Sensibilidad
J.Lucia [ evaluar la molecular (Cultivo del -
n David | precision llamada “secA1” | para TBC)y MTD:39%
.Col diagndstica, el y la prueba baciloscopia -SecAl: 24%
2011 valor incremental | comercial de Especificidad
y el impacto “Amplified del MTD y del
clinico potencial | Mycobacterium secAl: 95%
de los NAAT tuberculosis

secAly MTD en
una poblacién de
alto riesgo tanto
para el VIH
como para la TB.
La poblacién fue
211 pacientes
mayores de 18
afnos

Direct” (MTD)

Arzu
N. Zeka
. Col
2011

El objetivo fue
determinar el
rendimiento del
ensayo MTB /
RIF para el
diagnaostico
rapido de la
tuberculosis y la
deteccién de
resistencia a la

Técnica
molecular
llamada
“‘“MTB/RIF”

Gold Standard
(Cultivo

para TBC)y
baciloscopia

Los
resultados
finales fueron
de:

Especificidad:
100%

-Sensibilidad:
82%
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rifampicina .Las
muestras fueron
253
especimenes
pulmonares(

esputo, lavado
broncoalveolar,
aspirado

broncoscopico,
y muestras de
liquido gastrico).

de Seegene
Anyplex, un
nuevo método
molecular
basado en un
sistema PCR

basado en un
sistema multiplex
de PCR en
tiempo real.

Autor Propésito y Intervencion Comparacion Resultados
y afio participantes
Sang- |El objetivo fue|PCR con 6&xido | Gold Sensibilidad
Hyun aplicar este | de grafeno Standard(cultivos |de 92% vy
Hwang. | sistema para la para TBC) vy | Especificidad:
Col deteccion de la baciloscopia 100%

secuencia de

insercion 1S6110

del complejo

Mycobacterium

tuberculosis

(MTB) y evaluar

su viabilidad

para su uso en el

diagndstico

molecular.

Se utilizaron 54

especimenes de

esputo

El objetivo del MTB / NTM Gold Para los
Michela | estudio fue MDT-TB de Standard(cultivos | especimenes
Sali. evaluar el Seegene para TBC) pulmonares,
Col desempefiio del [ Anyplex, un y baciloscopia las

ensayo MTB / nuevo método sensibilidades

NTM MTB / NTM | molecular de los

ensayos de
Anyplex y
bacilos acido-
rapido bacilos
fueron 86,4%
y 75,0%,

32




Universidad

.
O
\;}/ WIENER

multiplex en
tiempo real, para
la deteccion de
Mycobacterium
tuberculosis
complex. Para el
estudio se
trabajé con 534
muestras
pulmonares

respectivame
nte, y las
especificidade
s fueron 99%
y 99,4%.

Autor
y afio

Propésito y
participantes

Intervencion

Comparacion

Resultados

Ning
Tang.
Col

El objetivo fue
evaluar el
rendimiento del
nuevo ensayo
Abbott Molecular
MTB para la
deteccion
cualitativa del
complejo MTB
utilizando el
sistema
automatizado
m2000TM

Para el estudio,
la poblacion de
trabajo fue de un
total de 20
muestras
complejas de
ADN de MTB

Prueba
molecular
llamada “Abbott
RealTime MTB”

Gold

Standard(cultivos
para
baciloscopia

TBC) vy

En general,
la sensibilidad
fue de 93% y
la
especificidad
fue de 97%

El objetivo del
trabajo fue
reevaluar la
precision clinica
de la SAT-TB
ensayo
utilizando
especimenes de

Liping
Yan.
Col

Prueba molecular
llamada “(SAT-
TB

assay)”

Gold

Standard(cultivos
para
baciloscopia

TBC) vy

Sensibilidad
de 75.8% vy
especificidad
del 100%
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esputo.

3608 pacientes
con sospecha de
PTB

Autor
y afio

Propésito y
participantes

Intervencion

Comparacion

Resultados

Sabine
Hofma
nn-
Thiel.
Col

El objetivo fue
evaluar la
prueba hyplex®
TBC PCR (BAG
Health Care
GmbH), un
nuevo ensayo
utilizando una
técnica de
amplificacion de
acidos nucleicos
(NAAT) con
hibridacion
inversa y lectura
de ELISA para la
deteccion rapida
de M.
tuberculosis
directamente en
muestras
clinicas. La
poblacion de
estudio fueron
muestras
respiratorias y
no respiratorias.
Siendo las de
interés solo las
respiratorias
292.

Prueba molecular
llamada
“hyplex®”

Gold
Standard(cultivos
para TBC) vy
baciloscopia

Sensibilidad
global del
ensayo:
83.1%
Especificidad
99.25%

Cathari

Boehm

na C.

El objetivo fue
evaluar el
rendimiento de

Prueba molecular
llamada  “Xpert
MTB/RIF”

Gold
Standard(cultivos
para TBC) vy

Sensibilidad
General:
97.6%
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Xpert MTB / RIF,
una prueba
molecular
automatizada
para
Mycobacterium
tuberculosis
(MTB) y
resistencia a
rifampicina
(RIF); mientras
que la poblacion
de estudio fue
de 1730
pacientes

baciloscopia

Especificidad
general:
99.2%
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CAPITULO IV
DISCUSION

4.1. Resumen de la evidencia

Los articulos presentan una fuerte correlacion entre los resultados finales, los
cuales evaluan como efectividad la sensibilidad y la especificidad de las pruebas

moleculares en cuestion.

En general, se observa una leve disminucién de porcentaje en el campo de la
sensibilidad(capacidad de detectar verdaderos positivos) ,mientras que en la

especificidad las pruebas superan el 95% llegando incluso hasta 99 y 100%.

Algunos inconvenientes que se han descrito son la baja sensibilidad y
especificidad en muestras BK negativas y formas extrapulmonares ademas de
la posibilidad de contaminacion cruzada en la extraccion de acidos nucleicos.
Las muestras paucibacilares también producen resultados alterados en este tipo

de pruebas.

En el articulo de J. Lucian Davis, las sensibilidades de ambas pruebas estan por
debajo de 40%; sin embargo, la especificidad llegd hasta 95%. La baja
sensibilidad se podria haber dado por efectos de la congelacién,
almacenamiento, descongelacién y procesamiento retardado en la integridad de

los &cidos nucleicos (especialmente ARN) en las muestras de esputo.

En el siguiente articulo de Arzu N. Zeka, la sensibilidad mejora, pues llega a 82%

y la especificidad ocupd el 100%. La técnica en cuestién es llamada “MTB/RIF”.
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Los valores concuerdan con otros estudios realizados.

Respecto al tercer articulo evaluado, publicado por Sang-Hyun Hwang, la
sensibilidad llega a 92% y la especificidad al 100% nuevamente. Esta es una
técnica PCR, pero con una leve variacion, pues se usa el 6xido de grafeno. Un
inconveniente que podria explicar la baja sensibilidad es que el los dimeros de
cebadores pueden producir sefiales positivas falsas. Otra desventaja es que el
formato de deteccion de punto final requiere la apertura del tubo que contiene el

amplicon para afiadir el GO.

El siguiente articulo, realizado por Michaela Sali, sefiala una media de
sensibilidad de 80% y una especificidad de 99%. La técnica es una del tipo PCR

en tiempo real.

El quinto articulo evaluado, por Ning Tang, se analiza la técnica “Abbott
RealTime MTB” posee la sensibilidad fue de 93% y la especificidad fue de 97%.
Uno de los inconvenientes observados fue el crecimiento de las células de MTB
en el cultivo ya que puede ser inhibido debido al procesamiento excesivo de las
muestras durante el proceso de descontaminacion que se requiere antes del

cultivo. Ademas, los pacientes pudieron estar bajo terapia.

El sexto articulo publicado por Liping Yan, la técnica en cuestion fue el “(SAT-
TB assay)” y obtuvo una Sensibilidad de 75.8% y especificidad del 100%. Una
de las razones para la baja sensibilidad tiene son la presencia de inhibidores de

la amplificacion enzimatica, un numero bajo de micobacterias y / 0 una
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distribucion desigual en la suspension de prueba

El siguiente articulo de Sabine Hoffman-Thiel , la prueba molecular llamada
“hyplex®” posee una sensibilidad global del ensayo de 83.1% y una
especificidad del 99.25%. El problema en cuanto a sensibilidad y especificidad

fueron las muestras con BK-.

En el altimo articulo evaluado, de Catharina C. Boehme, se analizo la Prueba
molecular llamada “Xpert MTB/RIF” y se tuvo una sensibilidad general de
97.6% y especificidad general de 99.2%. En comparacion con el resto de

articulos, muestra una sensibilidad muy elevada.

En todas las técnicas analizadas, se observé rapidez en la obtencién de
resultados, alta sensibilidad y especificidad en muestras con baciloscopias
positivas (BK+), determinacion de genes implicados en resistencias y estudios

de epidemiologia molecular.

En términos generales, la tasa de sensibilidad de las pruebas en pacientes con
baciloscopia positiva (BK positivo) ha sido en general mas alta que en quienes
tienen baciloscopia negativa (90,9-98,4% frente a 83-85%), mientras que la de
especificidad ha sido semejante independientemente del resultado de la

baciloscopia(98-100% frente a 99%).

Esta prueba tiene las caracteristicas adecuadas para brindar un diagnostico
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oportuno y eficiente de enfermedades infecciosas, pues permite detectar el

material genético del agente patdgeno, incluso antes de que el huésped haya
montado una respuesta inmune y producido anticuerpos. La PCR puede detectar
cantidades muy pequefias del patdégeno directamente de los especimenes
clinicos, por lo que su aplicacion para la deteccion de microorganismos de lento
crecimiento como las micobacterias tiene el potencial de ofrecer un diagnéstico

rapido y certero de la tuberculosis.

4.2. Limitaciones

Pocos articulos en nuestro medio, pues son técnicas avanzadas mayormente

extranjeras.

La mayoria fueron articulos en inglés.

4.3. Conclusiones

Las pruebas demuestran rapidez en el tiempo de entrega de resultados. Si bien
es cierto, su especificidad es muy elevada, aln hay ciertos aspectos que trabajar

en temas de sensibilidad.

De las técnicas evaluadas, el que presentd mejor efectividad fue la prueba
molecular llamada “Xpert MTB/RIF” debido a que presentd la especificidad y
sensibilidad mas alta de los articulos analizados. En segundo lugar se tiene al
PCR con o6xido de grafeno. En tercer lugar, se encuentra el “Abbott RealTime
MTB”. En cuarto lugar, se tiene a la prueba molecular llamada “(SAT-TB assay)’.

En quinto lugar esta otra prueba molecular “hyplex® TBC PCR “(BAG Health
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Care GmbH) en sexto lugar estd “ MTB / NTM MDT-TB” de Seegene Anyplex.

Los que tuvieron menos efectividad fueron el “secA1” y el “Amplified

Mycobacterium tuberculosis Direct”

Ante todo lo expuesto, las pruebas moleculares descritas si son efectivas pero
por ningun motivo deben reemplazar a las técnicas convencionales (baciloscopia

y cultivo en medio de Idwenstein-jensen).
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ANEXOS
PROGRAMA DE LECTURA CRITICA CASPe
Leyendo criticamente la evidencia clinica

10 preguntas para entender un articulo sobre diagnostico

Comentarios generales

Hay tres aspectos generales a tener en cuenta cuando se hace la lectura critica
de un articulo:

¢ Son validos sus resultodos ?
¢ Cudles son los resultados?
& Son aplicables en tu medio?

Las 10 preguntas de las proximas paginas estan disefiadas para ayudarte a
pensar sistematicamente sobre estos aspectos. Las tres primeras preguntas
son “de eliminacién” y s pueden responder rapidamente. 5alo si la respuesta
es “si” en todas ellas, merece la pena continuar con las preguntas restantes.

Estas 10 preguntas estan inspiradas en:

Lijmer 1C. Moll BW. Heisterkamp S et al. Empirical evidence of  design
reaalted bias in studies of diagnostic tests. JAMA 1999;282:1061-1066.

Richardson W5. Wilson MC. Guyatt GH. Cook DJ. Nishikawa 1. Users’ guides
to the medical literature: XV. How to use an article about disease
probability for differential diagnosis. JAMA_ 1993; 281 (13): 1214-9.

El marco conceptual necesario para la interpretacion vy el uso de estos instrumentos puede
encontrarse en la referencia de abajo ofy puede aprenderse en los talleres de CASPe:

Juan B Cabello por CASPe. Lectura critica de la evidendia clinica. Barcelona: Elsevier; 2015,
(15BN 973-84-3022-447-2)
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&) :5on validos los resultados del estudio?

Preguntas "de eliminacidn”

1 :Existio una comparacion con una
prueba de referencia adecuada?

sic

MO 5E PUEDE SABER o

NO o
PISTAS:
* ;Esrorrecto ef patran de oro? {na
siempre se puede aplicar el mismo
patrdn de oro a todes los
pacientes).
2 :Incluyd la muestra un espectro Sio

adecuado de pacientes?

MO 5E PUEDE SABER o

PISTAS:
NO o
* Estan adecuodamente descritos
los pacientes y coma se
seleccionaran?
*  Cosi cuglguier prueba distingue
entre 5anas y gravemente
enfermos.
3 :Existe una adecuada descripcion de la Sio

prueba?

PISTAS:

* ;S define con dlaridod qué es un
resultodo positivo ¥ gue es un
resultodo negativo?

* Le especifica lo reproducibilidad
de la prueba (este puede serun
punta clove en pruebas gue
dependen del obsernsador como las
técnicas de imagen)?

MO SE PUEDE SABER o

NO o
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Preguntas “de matiz”

4 iHubo evaluacion “ciega” de los
resultados?

FPISTA:

* ;Lgs personas que interpretaron o
prueha conocian los resuitedos del
patran de aro [ viceversa)?

sio
NO 5E PUEDE SABER O

NO DO

5 ila decision de realizar el patron de
oro fue independiente del resultado de la
prueba problema?

PISTAS:
Considergr si:

¢ S5g incluyeron preferentemente los
resuftados positivas en la prueba o
evaluar.

¢ Se utilizoron diferentes patrones
de org en los positives y en los

negaotivos

sl
MO SE PUEDE SABER o

NO O

B/ iCuzles son los resultados?

& ¢5e pueden calcular los Cocientes de
Probabilidad (Likelihood rotios)?

PISTAS:

¢ /% han tenido en cusnto los
pocientes con resultode “no
concluyentes™?

* 5z pueden colculor los cocientes
de prebobilidad paro distintos
niveles de la prueba, s procede?

Enfarmas Mo enfermos

Test + a= b=

Test - C= d=

¢ Sensibilidad = a/f|a+c).
+ Espedfidad = d/fb+d).
# LB+ = sens|1-esp).

# LR-=(1-zens) esp.

7 écual esla precision de los
resultados?

FPISTA:

* Moy gue buscar o colcular los
interviglos de confianzg de los
cocientes de probobilided.

46



Universidad

WIENER

Cf iSon los resultados aplicables al escenario?

& iseran satisfactorios en el ambito del
escenario la reproducibilidad de la
prueba y su interpretacion?

sio

MO SE PUEDE SABER O

PISTA: NOo
¥ Considera si el ambite de lo prusha
=5 demasiodo diferente al del
ESCENQrio
9 {Es aceptable la prueba en este caso? sio

PISTA: MO 5E PUEDE SABER O
* (Considero i disponibilided de o NO O
prueta, dos riesgos /molestios de lo
prueha y los costes
10 iModificaran bos resultados de la sio
prueba la decision sobre como actuar? o
o

PISTAS:

# Desde lg perspectiva del escenarnio,
s g octitud no va @ cambiar, o

prueba es fol menos) inotil,

¥ Considera el umbral de accian y ia
probabilidod de enfermedad antes
¥ despues de la prusha.
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