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RESUMEN

Objetivo: determinar las caracteristicas operativas de la
prueba RFLP-PCR frente a la prueba dilucion en agar para
evaluar la susceptibilidad antimicrobiana a claritromicina
en aislamientos clinicos de H. pylori.

Metodologia: la busqueda de estudios de pruebas diag-
nosticas sobre resistencia antimicrobiana de H. pylori a
claritromicina con técnicas de dilucion en agar y RFLP-PCR
se realizé en Medline, Science direct, Ovid y Cochrane. Se
elaboraron tablas de contingencia para calcular las ca-
racteristicas operativas, en el programa RevMan 5. La he-
terogeneidad fue evaluada por la grdfica Forest Plot y el
estadistico de Q. La presencia de sesgos de publicacion se
evaluo con Funnel Plot.

Resultados: doce articulos cumplieron con los criterios de
inclusion. El overall de especificidad fue 100% (IC 95% 91-

INTRODUCCION

El descubrimiento de Helicobacter pylori (H. pylori),
por Marshall y Warren en 1983, ha sido uno de los

fenémenos cientificos de mayor importancia en la

100), demostrando baja probabilidad de falsos positivos.
Para sensibilidad el valor fue de 91% (IC 95% 88-94) indi-
cando una mayor probabilidad de resultados falsamente
negativos. En la grdfica de “Funnel Plot” se observo asi-
metria para ambas caracteristicas demostrando sesgo de
publicacion.

Conclusiones: la técnica RFLP-PCR no presento caracteristi-
cas operativas iguales o superiores al 95%, comparada con
el estdandar de referencia dilucion en agar. Por lo anterior
esta técnica de se debe considerar la prueba de eleccion
cuando se estudie la susceptibilidad antimicrobiana de H.
pylori.
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literatura biomédica mundial (1, 2). Esta bacteria es
el principal agente causal de gastritis crénica, dlceras
pépticas, carcinoma géstrico y linfoma géstrico tipo

MALT de bajo grado de malignidad (2).
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SUMMARY

Aim: Establish the available scientific evidence of the ope-
rational characteristics of PCR-RFLP test with Agar Dilution
for the determination of antimicrobial susceptibility in clari-
thromycin clinical isolates of Helicobacter pylori.

Methods: We have performed the search bibliography about
diagnostic tests on antimicrobial resistance of H. pylori to
clarithromycin by using Agar Dilution and PCR-RFLP techni-
ques over Medline, Science direct, Ovid and Cochrane of stu-
dies. The information was validated by two observers who
checked the inclusion criteria and quality. We obtained the
operational characteristics of the studies on contingency ta-
bles; analysis was performed on the RevMan 5 program.

Results: A total of 50 references were tested from those 12
has been chosen in accord with the inclusion criteria and
analyzed as summary measures. The specificity “overall”

Se estima que mds del 50% de la poblacién mundial
estd infectada por esta bacteria, pero existen diferen-
cias segun la ubicacién geogréfica y el nivel econd-
mico (1, 2). En paises desarrollados la infeccién se
encuentra aproximadamente en el 10% de las perso-
nas de 20 afios y aumenta gradualmente con la edad
entre el 50% y 60% a los 60 afios, mientras que en
paises en desarrollo las tasas de infeccién alcanzan el

95% (3).

En Colombia se ha descrito su ocurrencia en mate-
rial de biopsias gdstricas y se han llevado a cabo estu-
dios seroepidemiolégicos. Las zonas montafiosas de
Colombia como Pasto y Medellin, ofrecen altas tasas
de prevalencia con 93% y 67,1% respectivamente, en
comparacién con las tasas medias de las zonas planas
como San Gil y algunos municipios del Meta con
48% y 61,2% respectivamente (4). Sin embargo en
Colombia no se han hecho estudios de prevalencia
general sobre Helicobacter pylori, razén por la cual no
se tienen datos precisos.

Actualmente, la estrategia de erradicacién mds
difundida consiste en la triple terapia que consta de
un inhibidor de bomba de protones, amoxicilina y
claritromicia o metronidazol durante 7, 10 6 14 dias
(1). Mds recientemente, se ha empezado a utilizar
levofolaxina, una quinolona, como parte de nuevos
esquemas de erradicacién primera linea combinada
con amoxicilina y un inhibidor de bomba de proto-
nes durante diez dfas (1).

was a 100 % (Cl 95% 91-100) that demonstrate a low proba-
bility of positive false. The projected overall sensitivity was
91% (Cl 95% 88-94%) which indicated a high probability of
negative results. The test showed heterogeneity studies ho-
mogeneous in sensitivity and specificity (p = 0.78) (p = 0.99).
The graphics of “Funnel Plot” revealed asymmetry for both
of those characteristics that showed a publications bias. In
the group analysis have not found antibiotics different from
clarithromycin and was evident that the continent was more
publications Europe, followed by Asia and Latin America.

Conclusion: The sensitivity and specificity of PCR-RFLP tech-
nique for clarithromycin not have values equal to or higher
than 95% compared proof Agar Dilution.
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susceptibility,

En los dltimos afios, y debido al uso indiscriminado
de antibidticos, se ha incrementado la resistencia de
la bacteria a los antimicrobianos mds comtnmente
usados en su tratamiento, por ello se han empezado a
implementar pruebas que permitan detectar la suscep-
tibilidad de H. pylori frente a los antibidticos de uso
rutinario, para poder establecer la efectividad de los
tratamientos y aplicar nuevas terapias de erradicacién.

Dentro de los mecanismos genéticos de resistencia
a los antibidticos, solo uno concierne a H. pylori,
la presencia de puntos de mutacién. El sitio blanco
en los macrdlidos (claritromicina) es el 23S rRNA,
especialmente el dominio V donde los antibidticos
se unen e interrumpen la sintesis de proteinas. Los
primeros puntos de mutacién asociados con resis-

tencia a macrdlidos fueron 2142 (A2142G) y 2143
(A2143G) (5).

La amoxicilina es el tnico -lactdmico usado para el
tratamiento de infecciones por H. pylori y un posible
sitio blanco de su accién pueden ser las proteinas de
unién a la penicilina (PBPs), involucradas en la sin-
tesis de péptido glucano (6) y por lo tanto, en estas
PBPs pueden afectar la unién de los -lactdmicos y
conferir resistencia a los mismos (6).

La mutacién asociada a la resistencia en fluoroqui-
nolonas (levofloxacina) ocurre en la regién (QRDR)
del gen gyrA, que codificala DNA girasa la cual tiene
una funcién principal en la replicacién, relajando el

DNA superenrollado (6).
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El método diagnéstico de referencia definido por
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), que
evalta la resistencia antimicrobiana es la dilucién
en agar (DA) de H. pylori en el que se determina la
susceptibilidad a los agentes antimicrobianos comuin-
mente usados en la terapia de erradicacién. Este
método, aunque es de eleccidn, no se realiza rutinari-
amente en el diagndstico de resistencia del H. pylori
por su compleja metodologia y porque requiere de un
elevado flujo de muestras para realizar, por lo tanto,
solo se utiliza en laboratorios de referencia (4).

En la técnica de DA el agente antimicrobiano es
incorporado en un medio (Mueller-Hinton) que
contiene diferentes concentraciones por medio de
diluciones seriadas dobles (Ej.: diluciones entre
0,008-64 pg/ml de un antibitico determinado)
(7). Los indculos pueden ser aplicados rdpida y
simultdneamente a las superficies de agar utilizando
un aparato de replicacién del inéculo. La mayoria
de replicadores disponibles transfieren de 32 a 36
inéculos a cada placa (8). Esta técnica se interpreta
como Sensible (S), Intermedio (I) o Resistente (R).

Recientemente se han desarrollado técnicas como la
reaccién en cadena de la polimerasa de los polimor-
fismos en la longitud de fragmentos de restricciéon
(PCR-RFLP), basadas en 4cidos nucleicos las cuales
detectan las mutaciones que causan resistencia de
la bacteria a los antibidticos (2). Este es un método
simple, en el que se detecta la presencia o ausencia
de un sitio de restriccién con fragmentos de DNA
amplificado (2, 9, 10). Esta técnica se usa general-
mente para detectar mutaciones en blancos pequefios
de secuencias conocidas, principalmente puntos de
mutacién de uno o pocos pares de bases y pequefias
inserciones o deleciones. Esta técnica puede detectar
puntos de mutacién tan poco frecuentes como de
10 hasta 10 por base (11).

La utilidad de esta técnica asociada a resistencia anti-
microbiana en H. pylori, se describié por primera vez
en 1996 con el antibidtico claritromicina (12). En
este ensayo, se amplificé la regién que contenia la o
las mutaciones y luego los fragmentos sintetizados
fueron tratados con endonucleasas de restriccién
que reconocieron sitios especificos creados por las
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mutaciones. El tamafio de los fragmentos resultantes
indicé la presencia o ausencia de la mutacién (12).

Una forma de hacer una evaluacién critica y exacta
sobre un tema de estudio es por medio de una revi-
sién sistemdtica, en el que se pretende recopilar toda
la informacién publicada sobre un tema determi-
nado, para evaluarla criticamente y obtener conclu-
siones que resuman el efecto de una intervencién
clinica o diagndstica; para llevar a cabo una revi-
sién sistemdtica, se deben realizar los pasos que se
muestran en la tabla 1 (13). Una revisidn sistemdtica
puede o no incluir metandlisis. Un metandlisis es un
andlisis estadistico de los resultados de estudios clini-
cos controlados aleatorizados e independientes con
objetivos generales para producir una estimacién del
efecto para un tratamiento (14).

Tabla 1. Pasos para realizar una revisién sistemdtica de la literatura.

—

Definir pregunta de investigacidon
2. Definir los criterios de inclusién y exclusién
e Participantes
e Intervenciones y comparaciones
¢ Informacién externa
* Disefio del estudio y metodologia
3. Localizacién de los estudios
* Registros
¢ Bases electrénicas
e Listas de chequeo y verificacién
e Informacién personal de expertos acreditados en el tema
4. Seleccién de los estudios
e Deben poderse verificar por mds de un observador.
e Deben resolver desacuerdos como desarrollo de estrategias.
e Deben retirarse estudios por razén de exclusién.
5. Evaluacién de la calidad de los estudios: formatos
predeterminados o listas de chequeo.

o

Extraccién de datos: grdfica de efectividad clinica “forest plot”.

7. Andlisis estadistico: exploracién de heterogeneidad,
determinacién de caracteristicas operativas y tipos de sesgos
mediante “funnel plot” entre otros.

8. Interpretacién de resultados: publicaciones incluidas y sesgos

relacionados con el tema, implicaciones econdmicas y posibles

estudios futuros (Egger et al, 2001).

Por lo anteriormente expuesto, este trabajo pretende,
mediante una revisién sistemdtica de la literatura,
establecer si las caracteristicas operativas de sensibi-
lidad y especificidad de la prueba RFLP-PCR, son
superiores al 95% en al menos el 90% de los arti-
culos seleccionados en la revisién. Esto con el fin de



sugerir como técnica de rutina la RFLP-PCR ya que
es sencilla, no requiere de equipos sofisticados y es
la mejor alternativa para identificar mutaciones que
confleran resistencia a claritromicina, frente a méto-
dos que requieren una infraestructura mds compleja
como PCR en tiempo real y secuenciacion.

MATERIALES Y METODOS

Seleccién de articulos. Para la seleccién de articu-
los, se llevé a cabo una estrategia de busqueda en
las bases de datos en la que se incluyeron estudios
de pruebas diagndsticas publicados entre 1998 y
2008, en donde se utilizaban pruebas de dilucién
en agar y RLFP-PCR para determinar la suscepti-
bilidad de Helicobacter pylori a los antimicrobianos
(claritromicina, levofloxacina, amoxicilina) y donde
fueran descritas las caracteristicas operativas de estas
pruebas. No hubo restriccién en cuanto a las eda-
des, tratamientos y patologfas de los participantes asf
como de las concentraciones y combinaciones de los
antibidticos en estudio.

Para la busqueda de los articulos se utilizaron bases
de datos de Medline, Science direct, Ovid y Librerfa
Cochrane (CCTR) desde 1998 hasta el 2008. Se
realizé también una busqueda manual en revistas de
gastroenterologfa desde 1998. La bisqueda se realizé
en idioma inglés y espanol. Para la bisqueda se utilizé
una combinacién de encabezados temdticos y pala-
bras de texto relacionadas con la deteccién de pruebas
basadas en 4dcidos nucleicos para susceptibilidad anti-
microbiana de Helicobacter pylori (tabla 2).

Extraccién de datos. Una vez seleccionados los
articulos se extrajeron de forma independiente los
datos en un formato previamente estandarizado y
revisado por expertos. Se obtuvieron los datos para
el cdlculo de sensibilidad, especificidad y valor pre-
dictivo positivo y negativo mediante el uso de tablas
de contingencia en caso de que no fueran expuestos
por los autores. La medida de resumen “overall” fue
calculada con un intervalo de confianza del 95%
para cada una de las caracteristicas operativas de
las pruebas. Los resultados de cada estudio fueron
ingresados al programa RevMan 5.

Tabla 2. Estrategia de bisqueda en Science direct, Medline y
Medline (ebscohot)-(ovid) y Cochrane.

#1. RELP-PCR

#2. Agar Dilution

#3. Molecular test

#4. Molecular testing of Helicobacter pylori
#5. Antimicrobial susceptibility

#6. Antimicrobial resistance

#7. Gastric biopsies

#8. Clinical isolates

#9. Clarithromycin

#10. Amoxicillin

#11. Levofloxacin

#12. Comparative- Study-Trial

#13. #1 or #2 or #3 or #4 or #5 or #6 or #7 or #8 or #9 or #10 or
#11 or #12 or #13

#14. #1 AND #2

Operador boleado: AND

Age group: all the groups (Egger et al, 2003).

EVALUACION DE LA CALIDAD METODOLOGICA

Para evaluar la calidad de los articulos se realizé una
lista de chequeo baséndose en los pardmetros de la
gufa para usuarios de la literatura médica (15). Los
items de evaluacién de la calidad se muestran en la
tabla 3. Dos observadores realizaron de forma inde-
pendiente y ciega la evaluacién de calidad de los arti-
culos, asigndndole un puntaje final a cada articulo.

Tabla 3. ftems para evaluacién de la calidad metodolégica de
los articulos.

:Son vilidos los resultados del estudio?

;Existié una comparacién de la prueba en estudio con
el estdndar de referencia?

:Se describieron los métodos para realizar el examen
con el suficiente detalle para su reproduccién?

sLos resultados de las pruebas modifican el tratamiento
de un paciente?

¢Se ha descrito claramente la metodologfa de la
prueba?

Cudl fue el tamafio de la muestra de cada unos de los
estudios?

[E AN Se han establecido la susceptibilidad y la resistencia de
cada una de las pruebas para Helicobacter pylori?

([T Se han establecido la sensibilidad y la especificidad de
las pruebas a estudio o datos que permitan calcularlos?
¢Se evitaron sesgos en la seleccién de estudios?

¢Fueron reportadas las conclusiones hechas por el autor
con los datos y/o andlisis reportados en la revisién?
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Andlisis estadistico. Para cada estudio se calcularon
los pardmetros diagndsticos de RFLP-PCR y dilu-
cién en agar. La posibilidad de variacién entre los
resultados de diferentes estudios se determiné con
la gréfica de Forest Plot y el test de heterogeneidad
mediante el modelo de efectos aleatorios con un alfa
de 0,05 utilizando una prueba de chi cuadrado. Para
evaluar si los estudios seleccionados cumplieron el
requisito de homogeneidad se calculé el estadistico
Q con la siguiente férmula: (16, 17).

k
Q=) W, (K -Ef)’

7

Donde:

Efl es el estimador del tamafo del efecto del i ésimo
ensayo.

Ef es el promedio de los estimadores del tamafio del
efecto de los k ensayos y

W es el inverso de la varianza del tamafno del efecto
de cada i ensayo clinico (varianza de cada Ef).

El estadistico Q se distribuye como una funcién de
distribucién y* con k-1 grados de libertad. Para la
evaluacién de las caracteristicas operativas se elaboré
una curva ROC con sensibilidad vs. 1 - especificidad
y para la exploracién de sesgo de publicacién se uti-
lizé el método grifico del embudo “Funnel Plot”.

RESULTADOS

Extraccion de datos

La basqueda de literatura electrénica arrojé un total
de 50 articulos los cuales fueron sometidos a evalua-
cién por parte de expertos. De estos, 32 cumplieron
los criterios de inclusién y exclusién previamente
establecidos. Se excluyeron aquellos articulos en los
que solo se utilizaba una de las dos técnicas evaluadas
y en los que no se evalué ninguno de los tres anti-
biéticos en estudio. Finalmente, el total de articulos
utilizados para el andlisis seleccionados con base a
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su titulo y resumen teniendo de nuevo en cuenta
los criterios de inclusién y exclusién fueron 12; sin
embargo de estos 12 solo 8 presentaron datos para el
cdlculo de especificidad (figura 1).

Diagrama de flujo del proceso de la seleccién de los
estudios

Citas potencialmente identificadas después de la primera
busqueda electrénica (n=50)

Citas excluidas después
de buscar titulos y/o
resimenes (n=18)

Estudios obtenidos para evaluacién més detallada (n=32)

Estudios excluidos al evaluar el texto completo (n=16)
Ninguno de los antibiéticos a estudio (n=1)
Una sola de las técnicas evaluadas (n=10)
Otras pruebas (n=5)

Estudios relevantes incluidos en la revision (n=16)

Estudios excluidos de la
revision al evaluar la calidad
metodoldgica (n=4)

Estudios incluidos en la revision
(n=12)

De los cuales 8 estudios daban datos de especificidad

Figura 1. Seleccién de los estudios para la revisién sistemdtica
de la literatura.

Los desacuerdos, como ya se mencioné en la meto-
dologfa, se resolvieron por discusién entre los dos
observadores y los expertos hasta llegar a un mutuo
acuerdo. Los articulos seleccionados fueron: Alarcén,
Bagldn, Dzierzanowski, Garrido, Kobayashi, Marais,
Masaoka, Mégraud, Pina, Ribeiro, Umegaki, Vega.
Las caracteristicas generales de estas referencias se
observan en la tabla 4.



Tabla 4. Caracteristicas de los estudios que comparan las pruebas dilucién en agar con RFLP-PCR.

Pais de Pruebas Tipo de Antibioticos Caracteristicas operativas
origen | realizadas muestras evaluados | Sen | Esp | VPP | VPN |

Alarcén etal 2003 Espafia I])DCARRFLP_ Aislamientos clinicos Claritromicina 89,30% 100%  100%  95,70%
Baglan ez al 2006 Turkfa l?é}’{RFLP_ 28 Aislamientos clinicos Claritromicina 100%  100% 100%  100%
SZ‘;“Z&“OWSI‘Q‘ 2001 Polonia E&RF S Aislamientos clinicos Claritromicina 86,90% 100%  100%  76,90%
Garrido et/ 2007 Chile l?é}’lRFLP— 10 Aislamientos clinicos Claritromicina 100%  -- -- -
Kobayashi ez 2/ 2006 Japén I])Dé}’{RFLP_ 7 Aislamientos clinicos Claritromicina 100%  -- - -
Marais et al 1999 Francia Ei;lfls)t—DA’ 47 Aislamientos clinicos Claritromicina 87,90% 100%  100%  100%
DA, RFLD- . » .
Masaoka et 2l 2004 Japén PCR 41 Aislamientos clinicos Claritromicina 93,30% 90,90% 96,50% 83,30%
, . E-Test-DA, . . L. . ..
Mégraud ez al 1999 Francia RELD 516 Aislamientos clinicos Claritromicina 91% 100% 100%  99,70%
Pina et al 1998 Francia ggiARFLP’ 45 Aislamientos clinicos Claritromicina 91,30% 100% 100%  91,60%
Ribeiro et al 2003 Brasil II))C[;’{RFLP_ 52 Aislamientos clinicos Claritromicina 100%  -- - -
Umegaki eza/ 200  Japén II))CI?}’{RFLP— 28 Aislamientos clinicos Claritromicina 100%  100%  100%  100%
Vega ez al 2003 Espana I[))é}’{RFLP— 66 Aislamientos clinicos Claritromicina 84,80% -- - -

Sen: Sensibilidad; Esp: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo negativo; DA: Dilucién en agar.

EVALUACION DE LA CALIDAD METODOLOGICA  ANALISIS DE HETEROGENEIDAD

Como se muestra en la figura 2, la calidad meto-  Basados en el andlisis del gréfico de “Forest Plot”

dolégica de los estudios fue adecuada en la mayoria  se observé una sensibilidad del 100% en 5 de 12

de los aspectos evaluados: todos los estudios fueron
ensayos clinicos de pruebas diagndsticas y estaba
descrita claramente la metodologfa de las pruebas
evaluadas; 11 estudios compararon la técnica PCR-
RFLP con el estdndar de referencia (dilucién en agar)
y reportaron las conclusiones hechas por los autores;
8 articulos proporcionaron los datos completos para
determinar las caracteristicas operativas. En lo que
respecta al tamafo de la muestra se observé una gran
variabilidad entre los estudios; ninguno mencioné
especificamente cémo fue realizado el cdlculo para
el cumplimiento del objeto del estudio lo que indica
una baja calidad para este aspecto en particular.

referencias y una especificidad de 100% en 7 de 8
referencias; recordemos que para esta dltima carac-
teristica solo se tuvieron en cuenta 8 articulos que
fueron los que tenfan datos para el cdlculo. Esta
gréfica también mostré intervalos de confianza muy
variados entre las caracteristicas operativas, debido
probablemente al nimero de falsos positivos y falsos
negativos presentes en cada estudio. Con respecto
a la medida de resumen “overall” se calculé el valor
global de la sensibilidad y especificidad y sus interva-
los de confianza (S = 0,91 IC 95% 0,88-0,94) y (E =
0,99 IC 95% 0,91; 1) p < 0,0001 (figura 3).
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¢ El estudio es un ensayo clinico de pruebas diagnosticas?
¢ Se comparé con el estandar de referencia?
¢Se describi6 claramente la metodologia de las pruebas?

¢ Estimacién del tamafio de muestra?

¢ Se establecieron sensibilidad y especificidad o datos para hallarlas?

¢ Se reportaron las conclusiones hechas por el autor? ‘

f i f i {
0% 25% 50% 75% 100%

B si (alta calidad)

[ INo definido

B No (baja calidad)

Figura 2. Evaluacién de la calidad de los estudios incluidos en la revisién sistemdtica de la literatura.

Estudio TP FP FN TN  Sensibilidad
Alarcon 2003 25 0 3 68 0.89[0.72,0.98]
Baglan 2006 8 0 0 10 1.00([0.81,1.00]
Dzierzanowska 2001 20 0 3 10 0.87[0.66,0.97]
Garrido 2007 0 0 0 0 1.00[0.69, 1.00]
Kobayashi 2006 7 0 0 0 1.00[0.59, 1.00]
Marais 1999 29 0 4 14 0.88[0.72, 0.97]
Masaoka 2004 28 1 2 10 0.93[0.78,0.99]
Megraud 1999 9 0 1 460 0.90[0.55,1.00]
Pina 1998 21 0 2 22 091[0.72,0.99]
Ribeiro 2003 52 0 O 0 1.00[0.93, 1.00]
Umegaki 2000 8 0 0 20 1.00[063,1.00]
Vega 2003 5 0 10 0 0.85[0.74, 0.92]

Especificidad Sensibilidad Especificidad
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Figura 3. Caracteristicas operativas de RELP-PCR vs. dilucién en agar para todos los estudios.

Adicionalmente el cdlculo del estadistico de Q estimé
el grado de heterogeneidad para sensibilidad y espe-
cificidad, concluyendo que los estudios no son hete-
rogéneos (p = 0,78) y (p = 0,99) respectivamente.

EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS
OPERATIVAS POR MEDIO DE CURVAS ROC

Con respecto a la curva ROC, se observé que los
estudios que tuvieron mayor drea bajo la curva fue-
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ron Umegaki y Bagldn, puesto que ambos articulos
presentaron una sensibilidad y una especificidad del
100%; el estudio que presentd la menor drea bajo la
curva fue el de Masaoka, ya que su sensibilidad fue
del 93,3% y su especificidad del 90,9%. Los demds
estudios presentaron diferentes porcentajes de sensi-
bilidad, mientras que la especificidad estuvo alrede-

dor del 100% (figura 4).
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Figura 4. Curva ROC: Caracteristicas operativas de RFLP-PCR vs.
dilucién en agar para todos los estudios.
Baglan; 2. Umegaki; 3. Masaoka.

Sesgos de publicacion

Para evaluar la presencia de sesgos en este estudio,
se utilizd el grifico de embudo “Funnel Plot”. En
este se graficé el error estdndar (precisién de la mues-
tra) vs. la sensibilidad y la especificidad del estudios
(tamano del efecto evaluado). El grifico de embudo
mostrd asimetria hacia la izquierda, lo que indica
posible presencia de sesgos de publicacién (figuras

5y 6).
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Figura 5. Funnel plot para sensibilidad.

Evaluacion de sesgos “Funnel plot"

ocoooooooa®
5 R G O 01— OB

Error Estandar
oL e o o e e o e

[ =]
=
w
-

1,5

Sensibilidad
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Analisis de datos segun region geografica

Se clasificaron los estudios de acuerdo al lugar en
donde se realizaron las pruebas. Las regiones identi-
ficadas fueron: Europa, Asia y América Latina.

El primer grupo poblacional fue el correspondiente a
los estudios realizados en Europa, y el que mds estu-
dios presentd (7/12). En cuanto a sensibilidad, 6 de
los 7 estudios mostraron sensibilidades entre el 85%
al 91% y solo uno mostré un sensibilidad del 100%.
En el articulo de Mégraud se observé un intervalo de
confianza poco preciso (55%-100%) posiblemente
por la presencia de un falso negativo.

El segundo grupo poblacional fue el correspondiente
a Asia, con el 25% de los estudios (3/12). El estudio
de Umegaki presentd sensibilidad y especificidad del
100%; el estudio de Kobayashi no proporcioné datos
para calcular especificidad y los estudios de Masaoka
y Kobayashi mostraron una sensibilidad del 100%.
El intervalo de confianza de menor precisién fue el
del estudio de Kobayashi para sensibilidad y el de
Masaoka para especificidad (59%-100).

El tercer grupo poblacional fue el de América latina,
al cual correspondieron el 17% de los estudios selec-
cionados (2/12); ambos estudios solo proporcionaron
datos para calcular sensibilidad la cual fue del 100%.
Con respecto al estudio de Garrido, se observé un
intervalo de confianza poco preciso (69%-100%)
debido a un ndmero de muestra pequefio.

En cuanto a la hipétesis planteada se puede decir
que no existe evidencia estadisticamente significa-
tiva para concluir que mds del 90% de la literatura
seleccionada reporte valores de sensibilidad y espe-
cificidad de RLFP-PCR frente a dilucién en agar
superiores al 95%, p > 0,05.

DISCUSION

Cada vez es mds frecuente la utilizacién de las prue-
bas basadas en 4cidos nucleicos para la determina-
cién de la susceptibilidad antimicrobiana a través de
la deteccién de mutaciones asociadas con resistencia,
debido no solo a su especificidad, sino a la rapidez en
desarrollo de la prueba y la obtencién de resultados.
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Estas razones hacen preciso conocer las caracteristicas
operativas de las pruebas basadas en dcidos nucleicos
mds utilizadas con el fin de obtener resultados mds
confiables. La RS es un tipo de estudio que permite
llevar a cabo este objetivo por medio de la bisqueda
y exploracién de estudios realizados con estas prue-
bas y su andlisis estadistico.

Durante el desarrollo de este estudio se observé
poca disponibilidad de articulos sobre el tema, pues
si bien es cierto, que el uso de técnicas basadas en
dcidos nucleicos es cada vez mds frecuente, estas se
utilizan de forma individual o directa, sin asociarse
o compararse con un método de referencia como es
la dilucién en agar; ademds, en aquellos articulos en
los que se utilizé una técnica basada en cultivo para
determinar susceptibilidad antimicrobiana (previa a
la deteccién de mutaciones asociadas a resistencia)
fueron mds comtnmente usadas técnicas como la
prueba del epsilémetro (E-test) o difusién en disco,
debido a que son de mds ficil implementacién (18).

Los andlisis de una revisidn sistemdtica dependen en
gran parte del valor global obtenido “overall”; para
nuestro caso el resultado global fue evaluado tanto
para sensibilidad como para especificidad con res-
pecto a la resistencia a claritromicina.

Fueron considerados como resultados positivos los
aislamientos resistentes a claritromicina, ya que
posteriormente se buscaba la presencia de mutacio-
nes mediante la técnica basada en 4dcidos nucleicos

(RFLP-PCR).

Con respecto al valor de la especificidad, no todos los
estudios proporcionaron datos para determinarla, ya
que algunos tomaron como ndmero muestral solo
las cepas definidas como resistentes por el método de
dilucién en agar. Sin embargo, dentro de los estudios
que permitieron calcular especificidad, el valor glo-
bal de esta fue del 100% (IC 95% 91-100), demos-
trando una baja probabilidad de falsos positivos. En
cuanto a la sensibilidad, se observé que los valores
son menos precisos S= 91% (IC 95% 88-94) lo que
nos permite afirmar que existe una mayor probabi-
lidad de tener resultados falsamente negativos. Esto
debido probablemente a que las cepas resistentes por
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dilucién en agar sélo se les identificaron las muta-
ciones mds frecuentes, sin embargo, el hecho de que
la prueba no determine la mutacién, no quiere decir
que la cepa no sea resistente, pues es muy probable
que presente otras menos comunes. Las mutaciones
detectadas y asociadas principalmente a resistencia en
H. pylori en los estudios fueron A2142G, A2143G
y A2144G reportadas por 7, 12 y 4 articulos res-
pectivamente (10, 18-28). Estos resultados son de
gran importancia para las personas que utilizan estos
métodos tanto en el drea clinica como en investiga-
cién, pues aunque son bien expuestas las ventajas de
estos, otra situacion es la que se presenta al momento
de tomar decisiones basados en sus resultados, sobre
todo al momento de generalizar una medicacién.

Con respecto a la calidad de los articulos es impor-
tante resaltar que todos los estudios seleccionados
fueron diseniados mediante ensayos clinicos de prue-
bas diagndsticas, lo que permite disminuir el sesgo
de seleccién y la aleatorizacién admite aumentar la
precisién de los resultados. Con respecto a la com-
paracién con un Gold Standard se observé que solo
un articulo (23) no relacioné el total de las muestras
con el estdndar de referencia (dilucién en agar), por
tanto solo se calcularon las caracteristicas operati-
vas para el nimero de muestras en el que se tuvo
en cuenta la comparacién con el fin de disminuir el
sesgo de incorporacidn el cual puede sobreestimar la

sensibilidad y especificidad (29).

La curva ROC mostré que el articulo que presentd
menor 4rea bajo la curva fue el de Masaoka 2004,
ya que mostré valores de sensibilidad y especifici-
dad del 93% y del 91% respectivamente, debido a
la presencia tanto de falsos positivos como de falsos
negativos.

Los sesgos de publicacién se evaluaron mediante el
uso de las gréficas de embudo “Funnel Plot”, que
mostraron asimetrfa para ambas caracteristicas ope-
rativas (especificidad y sensibilidad); aunque el sesgo
de publicacién ha sido asociado con asimetria en la
grifica de embudo, es importante recalcar que tam-
bién debe ser considerado como un recurso genérico
para examinar si los estudios pequefios tienden a
mostrar efectos de tratamientos o de técnicas mds



grandes (30). Dado que los articulos incluidos en
este estudio presentaron tamafios de muestra reduci-
dos, es posible que se hayan sobrestimado los resul-
tados que favorezcan a las caracteristicas operativas.
El sesgo de publicacién también pudo ser generado
por la tendencia de la literatura médica de publi-
car estudios con resultados positivos, reduciendo
la posibilidad de encontrar estudios con resultados
negativos (17).

Durante la busqueda de los articulos se encontré
que la técnica de RFLP-PCR fue la mds usada para
detectar mutaciones asociadas a claritromicina, pero
no se encontraron articulos donde refirieran esta
técnica como método para detectar mutaciones en
amoxicilina o levofloxacina, lo que limité el andlisis
de esta prueba a solo un antibidtico.

En cuanto al andlisis por regiones se encontré que la
regién que mds estudios desarroll6 fue la de Europa,
presentando los mejores datos de especificidad en
contraste con los datos de sensibilidad que fueron
muy variados; la regién de América Latina presentd
mejores datos de sensibilidad (100%); sin embargo,
esta region fue en la que menos publicaciones se
encontraron con respecto a las otras regiones, y puede
deberse a la poca exploracién de técnicas basadas en
4cidos nucleicos y a la falta de recursos para imple-
mentar la técnica de RFLP-PCR. Con respecto a la
regién de Asia, el estudio de Kobayashi mostré un
tamafio de muestra pequefio, evidencidndose en un
intervalo de confianza poco preciso.

Aunque la mayorfa de los estudios no cumplieron
con los porcentajes de las caracteristicas operativas
planteados en la pregunta de investigacién (Sen y
Esp superiores a 95%), se obtuvieron cifras buenas
principalmente para especificidad, pues en el 87%
de los articulos se observé que fue del 100%. Sin
embargo, debido al nimero limitado de articulos
encontrados sobre este tema, es anticipado pensar
que las caracteristicas operativas de esta técnica no
son buenas con respecto a la prueba de referencia.

CONCLUSIONES

1. Latécnica de reaccién en cadena de la polimerasa
delos polimorfismos en lalongitud de fragmentos

de restriccién (RFLP-PCR) no presenté caracte-
. s ioual . 1 950
risticas operativas iguales o superiores al 95%,
comparada con el estdndar de referencia dilucién
en agar. Por lo tanto la técnica de dilucién en
agar se debe considerar la técnica de eleccién a
pesar de que sea dispendiosa su ejecucidn.

2. La sensibilidad y especificidad global de la téc-
nica de RFLP-PCR con respecto a la dilucién en
agar en claritromicina fue del 91% y 99% res-
pectivamente.

3. No se encontré informacién disponible de las
caracteristicas de la prueba de RFLP-PCR para
determinar resistencia a los antibidticos amoxicilina
y levofloxacina, por lo cual no pudo ser comparada
con la técnica de referencia de dilucién en agar.

4. El andlisis estadistico mostré que los estudios

incluidos en esta revisién sistemdtica fueron
homogéneos.

5. Hasta el momento no se han realizado estudios
experimentales ni revisiones sistemdticas de la
literatura que comparen las caracteristicas ope-
rativas de la pruebas basadas en 4cidos nucleicos
(RFLP-PCR) con la dilucién en agar para deter-
minar susceptibilidad antimicrobiana para H.
pylorien Colombia. Por lo anterior, consideramos
de suma importancia iniciar este tipo de estudios
dada la aparicién cada vez mds frecuente de cepas
de H. pylori resistentes a los diferentes antimicro-
bianos, lo cual exigird la disponibilidad de datos
sobre susceptibilidad del microorganismo para
proponer nuevos esquemas de erradicacion.
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