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RESUMEN

Antecedentes: La heterorresistencia en Mycobacterium tuberculosis constituye un
reto para la salud publica, pues esta asociada con la propagacion de cepas
resistentes, la prescripcion de tratamientos inadecuados y, por ende, con el fracaso
terapéutico. Pese a que el método de proporciones en agar es el Gold Standard,
cuenta con ciertas limitaciones relacionadas a la complejidad en el procesamiento,
tiempo de respuesta y costos. En respuesta a esta problematica, surgieron los
métodos moleculares, caracterizados por ser rapidos y sensibles; sin embargo, al no
contar con protocolos estandarizados, su implementacion esta limitada. Objetivo:
Mapear la evidencia sobre los métodos moleculares empleados para la deteccion de
heterorresistencia en Mycobacterium tuberculosis. Materiales y métodos: Se
ejecutd una revision de alcance bajo la metodologia del JBI y la declaracion
PRISMA-ScR. Las bases de datos consultadas incluyeron: Cochrane, Embase,
Medline, SciELO, LILACS, Scopus y literatura gris (Google Scholar, ALICIA y
repositorios universitarios). Las busquedas fueron efectuadas entre el 30 de
Septiembre y el 7 de Diciembre de 2025, sin aplicar restricciones por aflo ni por
tipo de publicacion. Se identificaron 3960 registros, de los cuales unicamente 36
cumplieron los criterios de elegibilidad. Resultados: Se observo un predominio de
investigaciones que evaluaron la deteccion de heterorresistencia frente a
rifampicina e isoniazida, destacando rpoB y katG como dianas genéticas. Los
ensayos de hibridacion, especialmente LPA, fueron los métodos mas reportados,
mientras que dPCR y TDS-SMOR mostraron los menores limites de deteccion. Se
evidencid alta heterogeneidad en los parametros técnico-analiticos y escasa
informacion sobre costos y tiempos de respuesta. Conclusion: La evidencia
muestra una alta heterogeneidad en los métodos moleculares para detectar
heterorresistencia en M. tuberculosis. La falta de estandarizacion limita su
comparabilidad y aplicacion clinica, por lo que se requieren consensos

metodoldgicos e investigaciones que incorporen indicadores operativos clave.

Palabras clave: Diagndstico precoz; Heterorresistencia; Mycobacterium
tuberculosis; Técnicas de Diagndstico Molecular; Tuberculosis Resistente a

Multiples Medicamentos.



ABSTRACT

Background: Heteroresistance in Mycobacterium tuberculosis poses a public
health challenge, as it is associated with the spread of resistant strains, the
prescription of inadequate treatments, and consequently, therapeutic failure.
Although the agar proportion method is the gold standard, it has certain limitations
related to processing complexity, turnaround time, and costs. In response to this
problem, molecular methods emerged, characterized by their speed and sensitivity;
however, their implementation is limited due to the lack of standardized protocols.
Objective: To map the evidence on molecular methods used for the detection of
heteroresistance in Mycobacterium tuberculosis. Materials and methods: A
scoping review was conducted using the JBI methodology and the PRISMA-ScR
statement. The databases consulted included: Cochrane, Embase, Medline,
SciELO, LILACS, Scopus, and grey literature (Google Scholar, ALICIA, and
university repositories). The searches were conducted between September 30 and
December 7, 2025, without restrictions by year or publication type. A total of 3960
records were identified, of which only 36 met the eligibility criteria. Results: A
predominance of studies evaluating the detection of heteroresistance to rifampicin
and isoniazid was observed, highlighting rpoB and katG as genetic targets.
Hybridization assays, especially LPA, were the most frequently reported methods,
while dPCR and TDS-SMOR showed the lowest limits of detection. High
heterogeneity was evident in the technical-analytical parameters, and there was
limited information on costs and turnaround times. Conclusion: The evidence
shows high heterogeneity in molecular methods for detecting heteroresistance in M.
tuberculosis. The lack of standardization limits their comparability and clinical
application; for that reason, methodological consensus and research including key

operational indicators are needed.

Keywords: Early diagnosis; Heteroresistance; Mycobacterium tuberculosis;

Molecular Diagnostic Techniques; Multidrug-Resistant Tuberculosis.



I.

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB), infeccion bacteriana causada por el bacilo Mycobacterium
tuberculosis (MTB), sigue siendo una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, pese a ser prevenible y tratable mediante esquemas
terapéuticos eficaces. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2023
se notificaron aproximadamente 10,8 millones de casos y 1,25 millones de muertes
por TB (1). Clinicamente, la enfermedad puede presentarse como tuberculosis
pulmonar, la forma mas frecuente (70 a 80% de casos) y de mayor potencial de
transmision, o como tuberculosis extrapulmonar (20 a 45% de casos), que afecta
organos como riflones, cerebro, huesos, piel, entre otros (2).

En la Region de las Américas, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
reportd, en 2023, un incremento del 20% en los casos nuevos respecto a 2015,
acompafiado de un aumento del 44% en las muertes (3). En Perti, datos de la Sala
Situacional de Tuberculosis 2024, mostraron que, entre 2021 y 2024, la tasa de
letalidad (fallecidos durante el tratamiento de TB) aumentd aproximadamente un
25%, pasando de 4,8 a 6,0 por 100 000 habitantes. Este incremento continuo refleja
un deterioro reciente en la supervivencia de los pacientes con TB, posiblemente
asociado a factores como la resistencia a farmacos y las limitaciones diagndsticas,
los cuales afectan en gran medida la eficacia del tratamiento antituberculoso (4).
El tratamiento estindar de la TB utiliza antibidticos orales de primera linea como
rifampicina (RIF), isoniazida (INH), pirazinamida (PZA) y etambutol (EMB). Sin
embargo, el uso inadecuado de estos farmacos ha conducido a la aparicion de cepas

resistentes, dando origen a la TB multidrogorresistente (TB-MDR) y extensamente



resistente (TB-XDR), cuyo manejo requiere esquemas de tratamiento prolongados
(18-24 meses) que suelen tener resultados terapéuticos limitados (5).

Es importante mencionar que existe un fendmeno estrechamente relacionado con el
desarrollo de mecanismos de resistencia, el cual, a su vez, incrementa
significativamente las brechas terapéuticas, esto es la Heterorresistencia (HTR) (6).
Gamberale A. et al. definen la HTR de M. tuberculosis como la coexistencia, en un
mismo paciente, de subpoblaciones bacterianas sensibles y resistentes a un mismo
antibidtico, ya sea por dos variantes de una misma cepa (HTR monoclonal) o por
dos cepas distintas (HTR policlonal) (7). La aparicion de dicho fendmeno podria
atribuirse a una infeccion mixta (coinfeccion con cepas resistentes y sensibles a un
mismo antibidtico); o a mutaciones emergentes dentro de una poblacion
inicialmente sensible, lo cual daria lugar a la transformacion de dicha clona a ser
resistente (8). En consecuencia, las cepas sensibles provocan el enmascaramiento
de las cepas resistentes, lo cual retrasa y dificulta el diagndstico de TB-MDR y
conduce a fallos terapéuticos (9).

El diagnostico de resistencia de MTB se realiza tradicionalmente mediante métodos
fenotipicos como el método de proporciones en agar (APM), capaz de detectar
subpoblaciones resistentes a partir del 1% (9). Debido a su gran capacidad de
deteccion, el APM se ha empleado como comparador para evaluar la sensibilidad
analitica de técnicas genotipicas como el sistema GeneXpert y el secuenciamiento
del genoma completo (WGS) (10). No obstante, el APM también presenta
importantes limitaciones, tales como: tiempos de respuesta prolongados, costos
elevados, necesidad de infraestructura especializada, y, en general, un mayor riesgo

potencial para el paciente, debido al retraso en la toma de decisiones clinicas (10,



11). Ademas, dicho método requiere un elevado nivel de manipulacion de la
muestra, lo cual aumenta el riesgo de contaminacion cruzada y, a su vez, puede
favorecer la seleccion de subpoblaciones sensibles y la pérdida de variantes
resistentes (12).

Para superar estas limitaciones, hoy en dia, las lineas de investigacion sobre HTR
estan priorizando la evaluacion y estudio de métodos moleculares. Entre ellos se
incluyen métodos basados en hibridacion, PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), secuenciamiento y espectrometria de masas. Estas herramientas
ofrecen mayor rapidez (en algunos casos, menos de 24 horas), alta sensibilidad para
detectar poblaciones minoritarias resistentes (hasta 0,01%) y la deteccién de
poblaciones bacterianas mixtas (13, 14, 15). Ademas, ensayos como la PCR digital
(dPCR) y la secuenciacion pueden realizarse a partir del material genético extraido
directamente de muestras clinicas como el esputo. Con ello, deja de ser necesaria la
realizacion de cultivos primarios o subcultivos para la obtencion del ADN, lo cual
reduce significativamente el nivel de manipulacion de la muestra y, por lo tanto, el
riesgo de perder variantes resistentes y obtener resultados falsos negativos es mucho

menor (13, 14, 16).

1.1. Justificacion

Segin todo lo expuesto, la Heterorresistencia en Mycobacterium tuberculosis
constituye un reto para la salud publica, por lo que se debe afrontar rapida y
eficientemente. Si bien la prueba fenotipica APM es el método de referencia o Gold
standard para la deteccion de HTR, la dificultad en el procesamiento y los costos

asociados limitan su implementacion en entornos con bajos recursos (10). En tal



sentido, es primordial realizar un mapeo y sintesis de la evidencia disponible sobre

los métodos moleculares empleados para la deteccion de HTR en MTB.

En el contexto peruano, caracterizado por ser una region con alta carga de
tuberculosis MDR, resulta crucial realizar la implementacion de pruebas
moleculares orientadas a detectar la HTR en M. tuberculosis, ya que ello permitiria
mejorar las estrategias de control de TB al reducir la transmisiéon de cepas
resistentes. De la misma manera, esto aplicaria para otros paises con escasos
recursos y alta carga de la enfermedad. Esta problemadtica respalda la idea de

realizar el mapeo a nivel global.

Por otro lado, un metaanalisis realizado por Ye M et al., analizd y report6 la
prevalencia de HTR frente a rifampicina, isoniazida, etambutol y fluoroquinolonas,
e incluyd un andlisis secundario de subgrupos por afio, calidad del estudio y
métodos de deteccion utilizados. Sin embargo, no reportd las caracteristicas
operativas o técnico analiticas de dichos métodos (9).

Por lo tanto, pese al creciente nimero de investigaciones, hasta la fecha todavia no
se ha realizado una sintesis estructurada que integre y analice las caracteristicas de
los métodos moleculares aplicados para la deteccion de HTR en M. tuberculosis, lo
cual demuestra la existencia de un vacio en la literatura.

Ante lo expuesto, se planted la siguiente pregunta de investigacion: {Qué métodos
moleculares han sido descritos en la literatura para la deteccion de

heterorresistencia en Mycobacterium tuberculosis y qué caracteristicas presentan?



IL.

OBJETIVOS

Objetivo general

Mapear la evidencia disponible sobre los métodos moleculares empleados para

la deteccion de heterorresistencia en Mycobacterium tuberculosis.

Objetivos especificos

Describir los genes diana reportados en la literatura identificados mediante
métodos moleculares empleados para la deteccion de heterorresistencia en

Mycobacterium tuberculosis frente a drogas de primera linea.

Identificar la frecuencia de los métodos moleculares empleados para la
deteccion de heterorresistencia en Mycobacterium tuberculosis segun la

literatura disponible.

Describir las caracteristicas técnico-analiticas de los métodos moleculares
empleados para la deteccion de heterorresistencia en Mycobacterium

tuberculosis segun las fuentes de evidencia.

Describir las caracteristicas operativas de los métodos moleculares
empleados para la deteccion de heterorresistencia en Mycobacterium

tuberculosis segun la literatura disponible.



I11.

MATERIALES Y METODOS

3.1. Diseiio de estudio

Este proyecto corresponde a un estudio secundario de tipo revision de alcance
(Scoping Review), siguiendo la metodologia del Joanna Briggs Institute (JBI)
para Revisiones de alcance. La formulacion de la pregunta de investigacion se
realizd con un enfoque basado en el marco PCC (Poblacion, Concepto y

Contexto).

1. Poblacién: Material genético de Mycobacterium tuberculosis.
2. Concepto: Métodos moleculares empleados para la deteccion de
heterorresistencia.

3. Contexto: Entornos clinicos o de investigacion a nivel mundial.

3.2. Protocolo y registro

La presente investigacion fue redactada conforme a la version 01.00/06-05-2024
de la normativa de la Universidad Peruana Cayetano Heredia titulada “Normas
y procedimientos para la elaboracion, desarrollo, presentacion, evaluacion y
publicacion de trabajos de investigacion y tesis”. El protocolo fue desarrollado
siguiendo las directrices del Manual del JBI y la declaracion PRISMA-ScR
(Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses

extension for Scoping Reviews).

La version final del protocolo fue revisada por el equipo de investigacion y
registrada en el Sistema Descentralizado de Informacién y Seguimiento a la
Investigacion (SIDISI) — Direccion Universitaria de Investigacion, Ciencia y

Tecnologia (DUICT).



3.3. Aspectos éticos

Este proyecto fue registrado en el SIDISI - DUICT el 5 de septiembre de 2025 y
fue aprobado por el Comité de Etica de la UPCH (CIE-UPCH) el 29 de
septiembre de 2025. Al tratarse de un estudio secundario que no involucrd
intervencion directa ni acceso a datos identificables de participantes humanos,

no se requirié consentimiento informado.
3.4.Criterios de elegibilidad
3.4.1. Ceriterios de inclusion

e Estudios que evaluaron métodos moleculares para la deteccion de

heterorresistencia en Mycobacterium tuberculosis.

e Investigaciones en las que los métodos moleculares hayan sido evaluados a
partir de ADN obtenido directamente de muestras clinicas, ADN derivado
de cultivos (proveniente de muestras clinicas o cepas caracterizadas), y
mezclas artificiales de ADN (realizadas a partir de cepas caracterizadas y/o

cepas de referencia como H37Rv)

e Estudios que analizaron la heterorresistencia frente a drogas orales de

primera linea (rifampicina, isoniazida, pirazinamida y etambutol).

e Investigaciones desarrolladas en cualquier entorno geografico o contexto

(clinico, epidemiologico o de investigacion).
e Estudios con disefos primarios o secundarios.

e Publicaciones en inglés, portugués, chino o espafiol, sin restriccion de afio

de publicacion.



3.4.2. Criterios de exclusion

e Investigaciones que analizaron exclusivamente métodos fenotipicos, sin
incluir métodos moleculares para la deteccion de heterorresistencia en

Mycobacterium tuberculosis.

e Estudios en los que la heterorresistencia no fue claramente reportada o

diferenciada de la resistencia homogénea.

e Investigaciones que evaluaron la heterorresistencia Unicamente frente a
drogas inyectables de primera linea u otras drogas no incluidas en el

esquema basico.

Publicaciones duplicadas, cartas al editor o actas de conferencias

3.5. Definicion operacional de variables

Las variables incluidas fueron definidas operacionalmente para garantizar la

consistencia en la extraccion y el analisis de los datos. (Anexo 1)

3.6. Fuentes de informacion

Se incluyeron las bases de datos Cochrane Library, Embase, Medline, SciELO,
Lilacs y Scopus. Para la identificacion de fuentes de literatura gris se incluyeron
los sitios web Google Scholar, ALICIA (Concytec) y el repositorio de la
Universidad Peruana Cayetano Herrera. Las blisquedas se ejecutaron tras la
aprobacion del protocolo por el CIE-UPCH, del 30 de septiembre de 2025 hasta

el 7 de diciembre del mismo afo.



3.6.1. Estrategia de busqueda

Para el disefno de las estrategias de busqueda se combinaron términos
controlados (MeSH/DeCS) y términos libres relacionados con la
heterorresistencia en M. tuberculosis, los métodos moleculares
empleados para su diagnoéstico y las drogas antituberculosas de primera
linea. Los términos fueron integrados mediante operadores booleanos
(AND y OR), dando lugar a estrategias especificas para cada base de
datos y sitios web. Estas estrategias fueron aplicadas directamente en los
motores de busqueda de las fuentes mencionadas. La estrategia completa
detallada se presenta en la secciéon de Anexos. (Anexo 2)

Adicionalmente, se implemento el proceso de busqueda de citas, con el
objetivo de reducir el riesgo de omision de literatura relevante. Al
ejecutar las busquedas no se aplicaron restricciones por fecha ni por tipo
de publicacion, pudiéndose obtener resultados de estudios publicados o
indexados, revisados por pares, manuscritos o pre-prints.

Para la busqueda en Google Scholar, base de datos que almacena un gran
volumen de registros, se aplico la metodologia de blisqueda establecida
por el Instituto Canadiense de Informacion en Salud (CIHI), la cual
recomienda usar el algoritmo del propio motor de busqueda para ordenar
los resultados segun relevancia, de estos se tomaron en cuenta
unicamente los 100 primeros registros para evaluar su elegibilidad (17).
Los resultados obtenidos en cada base de datos y sitios web fueron
exportados en formato .ris para su posterior importacion en el gestor de

referencias Mendeley.



3.6.2. Seleccion de fuentes de evidencia

Todos los investigadores (RI, AC, DH) participaron activamente en el
proceso de seleccion de las fuentes de evidencia. En la primera fase,
todos los resultados de busqueda (.ris) fueron importados al gestor de
referencias Mendeley, lo cual permitio la identificacion y eliminacion
automatica de duplicados. Posteriormente los tres investigadores (RI,
AC, DH) realizaron el cribado independiente y en paralelo de los titulos
y resumenes para identificar aquellos que sean potencialmente
relevantes.

En la segunda fase, los textos completos de los articulos seleccionados
fueron evaluados por los investigadores AC y DH para confirmar su
elegibilidad segun los criterios de inclusion y exclusion. Las
discrepancias entre los investigadores fueron resueltas por el
investigador RI, quien actué como un tercer revisor. Esto garantiz6 una
seleccion de estudios rigurosa, coherente y libre de sesgos.

El niimero de registros identificados en cada fase se presentd mediante

un diagrama de flujo PRISMA-ScR. (Anexo 3)

3.7. Extraccion y analisis de datos

La extraccion de datos se realizo mediante una tabla estructurada elaborada en
Microsoft Excel, con la finalidad de caracterizar los estudios incluidos. De cada
estudio seleccionado se extrajeron los siguientes datos: autor, afo de

publicacion, lugar de procedencia de la muestra, tipo y disefio de estudio, origen

10



de la muestra, material genético empleado, tamafo de muestra, métodos
moleculares y antibidticos evaluados. (Tabla 1)

A partir de la tabla de extraccion, adicionalmente se elaboraron siete tablas de
sintesis alineadas con los objetivos especificos del estudio, lo cual facilito la
verificacion del cumplimiento de cada uno de ellos. El andlisis se realizd
mediante una sintesis descriptiva y categorizacion de la informacion reportada,
permitiendo organizar los resultados segun caracteristicas metodologicas,
genéticas y operativas relacionadas con la deteccion molecular de la
heterorresistencia en Mycobacterium tuberculosis. La revision se centrd en
mapear la evidencia disponible, por lo que no se evalud la calidad metodologica

de los estudios.

11



IVv.

RESULTADOS

Como se observa en el diagrama PRISMA (Anexo 3), las biisquedas en bases
de datos y archivos permitié6 recuperar 808 registros, mientras que la
identificacion de estudios por otros métodos aportd 3 152 registros, alcanzando
un total de 3 960 registros. Tras la eliminacion de duplicados, el cribado de
titulos y resumenes, y la evaluacion de textos completos, 36 estudios fueron

incluidos en el andlisis final.
4.1. Caracterizacion de estudios incluidos

Se incluyeron un total de 36 estudios primarios, todos con disefio analitico
(100,00%), publicados entre los afios 2009 y 2025. Del total, 8 estudios
(22,22%) se publicaron entre 2009 y 2014, 12 (33,33%) entre 2015y 2020 y 16

(44,44%) entre 2021 y 2025.

Asimismo, 23 estudios (63,89%) presentaron un disefio observacional y 13
(36,11%) un diseno experimental. La mayoria de los estudios (91,67%)
correspondio a articulos publicados en revistas cientificas, no obstante, también

se incluy6 un manuscrito aceptado (2,78%) y 2 pre-prints (5,56%).

En relacion con la procedencia de las muestras, se encontré que la mayor parte
de las muestras provino de Asia (58,33%), seguido de Africa (27,78%), Europa
(13,89%) y América (13,89%). Asimismo, 5 estudios (13,89%) fueron de

caracter multicéntrico, con participacion de instituciones de dos o mas paises.

La mayoria de los estudios utilizé muestras clinicas (91,67%), principalmente
esputo (75,00%). Las muestras extrapulmonares se reportaron en 2 estudios

(5,56%), mientras que 3 estudios (8,33%) incluyeron tanto muestras de esputo
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como extrapulmonares. Un estudio (2,78%) reporté muestras pulmonares sin
especificar su origen exacto. Adicionalmente, 6 estudios (16,67%) emplearon
cultivos bacterianos, y 11 estudios (30,56%) partieron de cepas caracterizadas,

ya sea de manera exclusiva o junto a cepas de referencia como H37Rv. (Tablas
1y2)

4.2. Antibioticos evaluados en la deteccion de heterorresistencia en M.

tuberculosis

Los antibioticos de primera linea evaluados fueron rifampicina (80,56%),
isoniazida (75,00%), pirazinamida (13,89%) y etambutol (13,89%) (Tabla 2).
Ademas, se reportaron un total de 139 variantes genéticas asociadas a resistencia

antibiodtica. (Tabla 3)

Para rifampicina, el gen mas frecuente fue rpoB, con 75 registros (53,96%),
destacando las variantes S531L (15,11%), H526Y (7,91%), D516V (5,76%) y
H526D (5,04%). En el caso de isoniazida, los genes reportados fueron katG
(19,42%), inhA (15,11%) y ahpC (0,72%), siendo la variante S315T en katG la

mas frecuente (17,27%).

Para pirazinamida, se reportaron variantes en el gen pncA4 (6,47%), mientras que
para etambutol se identificaron variantes en los genes embA (0,72%) y embB

(3,60%), incluyendo la variante M306V (1,44%). (Tabla 3)

4.3. Métodos moleculares para la deteccion de heterorresistencia en M.

tuberculosis

Se identificaron 53 usos metodologicos, agrupados segin su principio de

funcionamiento. Los métodos basados en PCR y en secuenciamiento
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representaron el 33,96% de usos metodologicos cada uno, seguidos por los

métodos basados en hibridacion (30,19%) y espectrometria de masas (1,89%).

Entre los métodos especificos, el LPA para isoniazida y rifampicina fue el mas
reportado (28,30%), seguido por el secuenciamiento Sanger (15,09%), el gPCR
con andlisis de curva de fusion (15,09%), el WGS (11,32%) y el dPCR (9,43%).
Otros métodos reportados incluyeron TDS SMOR (5,66%), qPCR (3,77%),
entre otros. Cabe aclarar que un mismo estudio pudo aportar mas de un uso

metodolédgico. (Tabla 4)

4.4, Caracteristicas técnico-analiticas de los métodos moleculares

empleados para la deteccion de heterorresistencia en M. tuberculosis

Los valores de limite de deteccion (LOD) reportados variaron segin el método,
el gen evaluado y el estudio. Adicionalmente, en los métodos basados en
secuenciamiento masivo (WGS, TDS SMOR y NGS basado en amplicones), se
describieron criterios bioinformaticos que incluyeron alineamiento al genoma de
referencia H37Rv, umbrales minimos de profundidad de cobertura, frecuencia

alélica variante (VAF) y filtros de calidad de lectura.

Los métodos cualitativos, tales como los métodos basados en hibridacion y el
secuenciamiento Sanger, no tienen un LOD intrinseco. No obstante, algunos
estudios estimaron el LOD mediante mezclas artificiales de ADN con
proporciones conocidas de poblaciones bacterianas sensibles y resistentes. En
este contexto, se reportd un LOD de 5% en el método LPA para isoniazida y
rifampicina y 50% en el LPA para rifampicina. Para el secuenciamiento Sanger,

los LOD estimados oscilaron entre 20% y 50%.
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Los LOD mas bajos fueron reportados para dPCR (0,01 a 0,1%) y TDS SMOR
(0,1 a 1%). Ademas, para WGS, los LOD reportados variaron entre 1%, 5% y
10%, mientras que en dos estudios el LOD dependié de la profundidad y

cobertura, por lo que no fue reportado explicitamente. (Tabla 5)

4.5. Caracteristicas operativas de los métodos moleculares empleados para

la deteccion de heterorresistencia en M. tuberculosis

En relacion con el procesamiento de la muestra y el material genético empleado,
23 estudios (63,89%) realizaron cultivos previos en medios solidos (LJ, 7H10)
o liquidos (MGIT), seguidos de la extraccion de ADN. En estos casos, el material
genético correspondid a ADN post cultivo. Asimismo, 13 estudios (36,11%)
emplearon ADN directo obtenido tras procesos de descontaminacion,
principalmente mediante el método con NALC-NaOH. Finalmente, 11 estudios
(30,56%) emplearon mezclas artificiales de ADN, obtenidas a partir de
suspensiones bacterianas de cepas caracterizadas de MTB o cepas de referencia
como H37Rv. Un solo estudio (2,78%) no especifico la procedencia del material

genético. (Tablas 2 y 6)

Del total de 53 usos metodoldgicos, se determind la frecuencia del material
genético empleado segin método molecular (Tabla 7). De los métodos basados
en hibridacion, el LPA para isoniazida y rifampicina se realizO6 en mayor
frecuencia a partir de ADN directo (11,32%), como ADN post cultivo (11,32%).
En menor proporcidn se emplearon mezclas artificiales de ADN (3,77%) y solo

un estudio (1,89%) no especifico el origen del ADN empleado. Por otro lado, el
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LPA para rifampicina fue reportado exclusivamente utilizando mezclas

artificiales de ADN (1,89%).

En el caso de los métodos basados en secuenciamiento, para el secuenciamiento
Sanger se report6 el uso de ADN directo (5,66%), ADN post cultivo (5,66%) y
mezclas artificiales de ADN (3,77%). Por otro lado, el WGS fue aplicado
principalmente sobre ADN post cultivo (9,43%), y en menor proporcion sobre
mezclas artificiales de ADN (1,89%). El NGS basado en amplicones se reporto
unicamente a partir de ADN directo (1,89%), mientras que TDS SMOR fue

empleado exclusivamente a partir de ADN post cultivo (5,66%).

Entre los métodos basados en PCR, dPCR fue utilizado tanto con ADN directo
(5,66%) como con mezclas artificiales de ADN (3,77%). Por otro lado, los
métodos qPCR (3,77%), TB-DzT (1,89%), y qPCR basada en cebadores Super
Selectivos (1,89%) utilizaron solo mezclas artificiales de ADN, mientras que
MLP-RAP se report6 utilizando tinicamente ADN directo (1,89%). Finalmente,
el método qPCR con andlisis de curva de fusion fue evaluado empleando los 3
tipos de muestras: ADN directo (5,66%), ADN post cultivo (3,77%) y mezclas

artificiales de ADN (5,66%).

Por otra parte, para los métodos basados en espectrometria de masas, Nucleotide
MALDI-TOF MS fue reportado utilizando tnicamente ADN directo (1,89%).

(Tabla 7)

Con respecto al tiempo de respuesta y los costos relativos, los hallazgos fueron
reportados por un numero limitado de estudios. La mayoria de los métodos no

reportd informacion sobre dichas variables, las cuales fueron consignadas como
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no reportadas (NR). Los valores de tiempo de respuesta descritos oscilaron entre
1 hora para MLP-RAP, 1,45 horas para qPCR con andlisis de curva de fusion, 4
horas para TB-DzT, 24 horas para dPCR, y 72 horas para WGS. En relaciéon con
los costos, Ginicamente un estudio reportd un valor aproximado de 4,5 $ para el

método MLP-RAP. (Tabla 8)
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V.

DISCUSION

La presente revision de alcance permitid mapear de manera estructurada la
evidencia disponible sobre los métodos moleculares utilizados para la deteccion
de heterorresistencia (HTR) en Mycobacterium tuberculosis. El andlisis de los
36 estudios incluidos evidencid una marcada heterogeneidad en los métodos
moleculares empleados, asi como en los genes diana, antibioticos y condiciones
operativas bajo las cuales se aplicaron dichas técnicas. En conjunto, los
resultados han permitido identificar tendencias, vacios relevantes en la literatura
y oportunidades de investigacion futura, en concordancia con el proposito de

esta revision de alcance.

Ademéds, se observo que la mayor cantidad de muestras provinieron de los
continentes de Asia y Africa, lo cual es consistente con la distribucion global de
la carga de TB reportada por la OMS en 2024, la cual registré 34% de casos
nuevos en la region de Asia Sudoriental y el 25% en Africa (18). Asimismo, se
observo unicamente 3 estudios con muestras provenientes de América Latina
siendo los paises implicados Brasil (n=2) y Peru (n=1). A pesar de tratarse de
paises con alta carga de TB-MDR, existen escasos estudios enfocados en la
deteccion de HTR en la region, lo que pone de manifiesto una brecha importante

de contar con nuevas investigaciones en este campo (58).

Los resultados muestran que la mayor parte de la evidencia disponible se
concentra en la deteccion de HTR frente a rifampicina (RIF) e isoniazida (INH),
ya que estos antibidticos fueron evaluados en mas de tres cuartas partes de los

estudios incluidos. Este hallazgo es consistente con el rol central de ambos
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farmacos en los regimenes estdndar recomendados internacionalmente para el
tratamiento de la tuberculosis (TB), asi como también, con su valor como

marcadores clave de TB-MDR (19).

Una de las principales razones por las que los genes rpoB y katG han sido
priorizados como dianas moleculares es la existencia de regiones hotspot bien
caracterizadas en ambos genes (20). En el caso de rpoB, la region determinante
de resistencia a rifampicina (RRDR) concentra un numero limitado de
mutaciones recurrentes, lo que ha facilitado el desarrollo de métodos
moleculares dirigidos, reproducibles y relativamente estandarizados. Asimismo,
las variantes genéticas identificadas con mayor frecuencia en rpoB (S531L,
H526Y, D516V y H526D) son clinicamente relevantes, ya que se asocian con

una alta probabilidad de conferir resistencia a RIF.

Especificamente S531L, es una variante que ha sido reportada en diversas
investigaciones, donde se menciona que su presencia estd asociada con un costo
de fitness relativamente bajo. Esto significa que las bacterias que presentan dicha
mutacion son capaces de conservar, en su mayoria, su capacidad para sobrevivir
y transmitirse, comparadas con bacterias que portan otras mutaciones de
resistencia a RIF. Por lo tanto, S531L podria contribuir a la persistencia y

propagacion de cepas multirresistentes (20, 21, 22).

Por otro lado, con respecto a la resistencia frente a INH, la variante S315T, la
cual afecta al gen katG, se considera una de las principales causas de resistencia
de alto nivel. Ademas, se ha relacionado con resultados menos favorables del

tratamiento con medicamentos antituberculosos. En cambio, las mutaciones en
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el gen inhA suelen conferir resistencia de bajo nivel e incluso, en algunos casos,
permiten el uso de dosis altas de INH como parte del tratamiento. Por ello, la
inclusion frecuente de katG en plataformas comerciales y ensayos
experimentales orientados al estudio de la resistencia y la HTR podria deberse a

su mayor relevancia clinica, en comparacion con mutaciones en inhA4 (23).

A diferencia de RIF e INH, la HTR frente a pirazinamida (PZA) y etambutol
(EMB) se analiz6 en un menor nimero de estudios. Esto podria deberse a que
las dianas moleculares asociadas a resistencia frente a dichos farmacos son

genéticamente mas complejas.

En el caso de la resistencia a PZA, el gen de interés es pncA, el cual se caracteriza
por tener mutaciones distribuidas a lo largo de toda su secuencia codificante.
Esto explica el por qué investigadores argumentan que este gen carece de
hotspots definidos, es decir, que las variantes no se concentran en regiones
génicas especificas, como si ocurre en el caso del gen 7poB con su region RRDR.
Esta amplia variabilidad dificulta la estandarizacion de los métodos moleculares,
sobre todo en la deteccion de HTR, donde es fundamental identificar variantes

presentes en proporciones minoritarias (24).

A su vez, embA y embB, dianas genéticas usualmente asociadas a resistencia a
EMB, presentan patrones heterogéneos de mutaciones, asi como también, se
caracterizan por tener una asociacion variable con el fenotipo de resistencia. Esto
quiere decir que, una mutacién presente en dichos genes no necesariamente
implica que exista resistencia frente a EMB. En ese sentido, Singh A. et al,

sostienen que variantes como M306V (mutacion presente en el gen embB) no
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siempre se correlacionan de forma consistente con resistencia clinica, lo cual

podria generar dificultades durante la interpretacion de resultados (20).

Los resultados descritos por los estudios incluidos en esta revision no buscan
determinar qué método es superior, sino mostrar cudles fueron los genes y los
métodos moleculares analizados con mayor frecuencia. Sin embargo, la sintesis
de dichos hallazgos ha revelado que existe un vacio en la literatura sobre la HTR
asociada a genes con una alta complejidad genética, como pncA, embA 'y embB.
Por ello, se requieren investigaciones mas solidas que analicen a mayor

profundidad estas dianas genéticas.

En relacién a los métodos moleculares, se observd que ensayos basados en
secuenciamiento e hibridacion fueron reportados con mayor frecuencia. Dentro
del grupo de ensayos que tienen como principio de funcionamiento la
hibridacion, el Line Probe Assay (LPA) fue el méas comun. Este hallazgo puede
deberse a multiples factores, entre ellos que: el LPA es una prueba que cuenta
con una amplia disponibilidad comercial, estd incluida en algoritmos de
diagnostico establecidos por organizaciones nacionales e internacionales vy,
debido al hecho de que ya existen protocolos para su implementacion en

laboratorios de referencia, lo cual facilitaria el proceso de la puesta en marcha.

A la fecha, existen 2 plataformas comerciales que emplean la metodologia de
hibridacion reversa, estas son: INNO-LiPA Rif TB (Innogenetics, Bélgica) y
Genotype MTBDRplus (Hain Lifescience, Alemania). Dichas plataformas
cuentan con protocolos de procesamiento estandarizados e incluso han sido

recomendadas por organizaciones internacionales como la OMS (25).
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En cuanto a la interpretacion de resultados, Desikan P. et al. y Mekonnen D. et
al. explican que para identificar la HTR mediante LPAs se deben evidenciar 2
bandas coloreadas simultaneamente: la banda “Wild Type” (WT) y su banda
mutante (MUT) correspondiente. Ese tipo de resultado seria un indicador de que

en la muestra evaluada coexisten subpoblaciones sensibles y resistentes (32, 52).

Otro punto a considerar es que, si bien este tipo de métodos ya estan
estandarizados, su capacidad para detectar subpoblaciones bacterianas
minoritarias es relativamente reducida, en comparacion con métodos como la
secuenciacion de nueva generacion (NGS) e incluso métodos fenotipicos como
el método de proporciones en agar (APM). Como evidencia de ello se tiene que,
por un lado, los LOD reportados para LPA al evaluar la resistencia a RIF fueron
entre un 5 a 60%, mientras que al usar el método fenotipico APM, es posible

detectar subpoblaciones bacterianas presentes en proporciones cercanas al 1%
(10).

Por consiguiente, el uso de LPAs para la deteccion de HTR es muy variable y
depende en gran medida del tipo de mutacion estudiada, pero sobre todo de la
proporcion de bacilos resistentes presentes en la muestra, ya que dicha variable
esta relacionada directamente con el LOD de la prueba. Por lo tanto, si se planea
implementar este ensayo para ese fin, se debe realizar una evaluacion exhaustiva,
ya que la HTR no detectada podria dar lugar a la prescripcion de tratamientos

inadecuados, conllevando asi al fracaso terapéutico.

Ademéds, se observd un aumento progresivo en la cantidad de estudios que

emplearon métodos basados en secuenciacion para detectar HTR durante los
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ultimos 5 afios. Esto puede deberse a que este tipo de métodos han ido ganando
relevancia en el ambito clinico debido a su alta sensibilidad para detectar
variantes existentes en proporciones minimas, a diferencia de otras tecnologias.
No obstante, su implementaciéon ain estd limitada debido a los costos,
infraestructura y la ausencia de protocolos estandarizados por parte de

organismos internacionales como la OMS (26).

Entre los métodos reportados, la PCR digital (dPCR) se identific6 como una
prueba emergente destacada principalmente por su alta sensibilidad analitica.
Entre otras ventajas resaltan, ademads, su alta sensibilidad y especificidad para
poder detectar variantes presentes en proporciones minoritarias, la estabilidad de
la reaccion frente a inhibidores y la cuantificacion absoluta del material genético
sin necesidad de curvas estandar. En ese sentido, dichas caracteristicas pueden
aumentar la reproducibilidad interlaboratorial y, a su vez, sitian a la dPCR como
un ensayo con una ventaja potencial respecto a otros métodos para la deteccion

de HTR (27, 28).

Sin embargo, un punto importante a considerar es el hecho de que la dPCR fue
evaluada en un numero reducido de estudios y, en la mayor parte de los casos,
el proceso de deteccion de HTR se realizd exclusivamente bajo condiciones
experimentales. En consecuencia, no seria factible extrapolar los resultados a

condiciones de procesamiento clinico rutinarias.

Si bien cada técnica tiene sus propias limitaciones, se identificoé que las
caracteristicas técnico-analiticas suponen una brecha considerable. Esto debido

a que dichos parametros no han sido estandarizados o definidos en base a algiin
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protocolo en comun entre los autores de los estudios incluidos, sino que cada
investigador los defini6 de manera independiente, es decir, bajo sus propias
condiciones de procesamiento. Entre todos los métodos moleculares, la

secuenciacion fue el ensayo con la mayor variabilidad en los LOD.

Es crucial recalcar una diferencia importante con respecto a los LOD. En los
métodos cualitativos, este parametro suele estimarse de manera experimental
mediante el uso de mezclas de ADN con concentraciones conocidas. Por otro
lado, en métodos moleculares tales como el secuenciamiento, la definicion del
LOD esta vinculada a multiples variables, siendo una de las mas importantes la
frecuencia alélica variante (VAF), que hace referencia al umbral a partir del cual
el método es capaz de cuantificar una variante alélica. Asimismo, otras variables
que guardan relacion con el LOD son la cobertura, profundidad y criterios de

calidad para el analisis de datos (29).

Para las investigaciones que reportaron explicitamente la variable VAF, se
observé una gran variabilidad en los puntos de corte, desde valores usuales como
VAF >5 a 10%, hasta valores minimos como VAF <1%. Cabe mencionar que
estas diferencias estuvieron sujetas principalmente a los criterios de profundidad
y cobertura definidos por los investigadores. Bajo esas condiciones, valores
bajos de VAF pueden ser interpretados como un indicador de la existencia de
subpoblaciones bacterianas minoritarias Unicamente si la cobertura es lo
suficientemente alta como para ser capaz de diferenciar una variante verdadera

de un error de secuenciacion (29).
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Por el contrario, en estudios con menor profundidad de cobertura, la adopcion
de umbrales de VAF mas elevados responde a la necesidad de reducir falsos
positivos, aunque ello implique una menor capacidad tedrica para detectar HTR.
Tal es el caso de Whitfield M. et al., que reporta un LOD de 1% para el TDS
SMOR (48), mientras que Shin S. et al. y Ghebrekristos Y. et al. reportan un

LOD de 0,1% para ese mismo método (50, 54).

Asimismo, en el caso de WGS, los estudios realizados por Sharma K. et al. (47)
y Nimmo C. et al. (56) no reportaron de manera explicita el VAF, limitdndose a
indicar un LOD dependiente de la profundidad. Esta falta de estandarizacion
dificulta la comparacion directa entre estudios y pone de manifiesto que el LOD
en métodos basados en secuenciamiento no constituye un valor intrinseco del
método, sino un parametro dependiente del disefio analitico y del pipeline

bioinformatico empleado.

Con respecto a las caracteristicas operativas, se identificaron limitaciones
relacionadas con la manipulacion de las muestras y el tipo de material genético
empleado. En la mayoria de los estudios, el ADN se obtuvo a partir de cultivos
bacterianos de MTB derivados de muestras clinicas o cepas caracterizadas. No
obstante, la realizacion de cultivos puede favorecer la pérdida o desaparicion de
variantes resistentes, especialmente en el contexto de la HTR, donde dichas

variantes suelen estar presentes en proporciones minoritarias.

Esto ocurre porque los cultivos se realizan sin presion antibidtica, lo que puede
generar un efecto de cuello de botella. Bajo condiciones habituales o estandar de

crecimiento bacteriano, las cepas sensibles pueden predominar sobre las
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resistentes, dando como resultado el enmascaramiento de estas Ultimas y, en

consecuencia, podria subestimarse el porcentaje de cepas heterorresistentes (12).

El uso de ADN extraido directamente de muestras clinicas, como el esputo o
muestras extrapulmonares, reduce el nivel de manipulacion pre-analitica y
permite una mejor representacion de la diversidad genética en condiciones in
vivo, mejorando la deteccion de la HTR (12). Sin embargo, abordar la deteccion
de HTR de esta manera también implica algunas limitaciones, por ejemplo: la
obtencion concentraciones reducidas de ADN de M. tuberculosis, una mayor
presencia de potenciales inhibidores y la contaminacion con ADN del huésped.
Por lo tanto, es indispensable implementar protocolos optimizados de extraccion

y enriquecimiento del ADN diana.

Por otro lado, las mezclas artificiales de ADN son preparadas bajo condiciones
de laboratorio altamente controladas, por ende, no siempre reflejan la
complejidad y diversidad genética que caracteriza a las muestras clinicas, donde,
algunos de los factores ya mencionados anteriormente (carga bacilar,
inhibidores, contaminacion cruzada y variabilidad preanalitica), pueden afectar

el rendimiento diagnostico.

En esta revision se observo que existe poca informacion sobre el tiempo de
respuesta y los costos de los métodos moleculares, ya que muchos de los estudios
no incluyeron estos datos o los presentaron de manera incompleta. En los
estudios que si incluyeron esta informacion, el tiempo de respuesta mostrd
diferencias importantes entre los métodos moleculares. Vallejos K. et al. (58)

reportaron un tiempo de 72 horas para el WGS; sin embargo, esto solo incluye
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el proceso para generar los datos de secuenciaciéon, mas no el andlisis

bioinformatico.

Por otra parte, Dominguez J. et al. (23) estimaron que habitualmente el tiempo
total para obtener resultados mediante WGS puede tomar entre 7 y 10 dias,
considerando todas las etapas del procedimiento. En ese mismo estudio, el LPA
present6 un tiempo de respuesta de 2 a 4 dias laborables. Sin embargo, ninguno

de los estudios incluidos en esta revision informo este dato para dicho método.

Respecto a los costos, solo uno de los estudios reportd un costo estimado
concreto. Esta ausencia de datos evidencia un vacio importante en la literatura.
Por ello, seria conveniente que investigaciones futuras incluyan datos operativos
que ayuden a los programas de control de la tuberculosis a decidir si es viable
implementar nuevas alternativas diagnosticas, especialmente en zonas con una

alta carga de la enfermedad.
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VI

LIMITACIONES

e No se evaluo de forma critica la calidad metodologica de los estudios

incluidos ni se realiz6 una sintesis cuantitativa de los resultados.

La limitada cantidad de investigaciones realizadas en Peri muestra una
brecha de conocimientos que dificulta la aplicaciéon directa de los
hallazgos encontrados en el contexto nacional. Esto resalta la necesidad de
impulsar nuevas investigaciones sobre heterorresistencia en el pais.

Se encontraron pocos estudios centrados en genes relacionados con la
resistencia a pirazinamida y etambutol, lo que indica que Ia
heterorresistencia frente a estos farmacos ha sido poco estudiada.
También se identificaron dificultades relacionadas con la complejidad del
procesamiento de las muestras, la variabilidad en el origen del material
genético y la ausencia de protocolos estandarizados. Estas limitaciones
dificultan la aplicacion de los métodos en la practica clinica habitual.

Los resultados de esta revision dependen de la informacion proporcionada
por los estudios incluidos. Se observo una gran variabilidad en la forma de
reportar las variables operativas y técnico-analiticas, lo que muestra vacios
en la literatura y la necesidad de realizar estudios con protocolos

estandarizados.

28



VII.

CONCLUSIONES

e [La rifampicina fue el fdrmaco mdas estudiado en la deteccion de

heterorresistencia, seguida de la isoniazida. Este resultado puede
explicarse por la importancia de ambos antibioticos en el tratamiento de la
tuberculosis y por su utilidad como marcadores de resistencia. Asimismo,
el gen rpoB fue la diana molecular evaluada con mayor frecuencia.

Los métodos basados en secuenciacion fueron usados en un menor niimero
de estudios, en comparacion con los ensayos basados en hibridacion. El
mayor uso de estos Ultimos podria estar relacionado con la rapidez para
obtener resultados, la disponibilidad de la técnica y su capacidad para
identificar mutaciones asociadas con resistencia en genes de interés.

Se encontraron diferencias notables en los limites de deteccion (LOD) y
criterios bioinformaticos reportados. Las técnicas dPCR y TDS-SMOR
presentaron los LOD mas bajos, lo que indica que podrian tener una mayor
capacidad para detectar subpoblaciones resistentes presentes en
proporciones minoritarias. A su vez, esto destaca la necesidad de
estandarizar los criterios técnico-analiticos para facilitar la comparacion y
reproducibilidad de los resultados.

El reporte de los costos y tiempos de respuesta fue limitado en los estudios
incluidos. La falta de informacion disponible dificulta la evaluacion de
dichos métodos para ser implementados en diferentes contextos clinicos.
No obstante, entre otras caracteristicas operativas descritas, se identifico
como ventaja la posibilidad de analizar el ADN extraido directamente de

muestras clinicas.
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IX.

TABLAS, GRAFICOS Y FIGURAS

Tabla 1: Caracterizacion de los estudios incluidos (N = 36)

Autor (Afo) Procedencia de Tipo de Disefio de estudio  Origen de la muestra Matertal genético (n) Método molecular Antibidtico
la muestra nVesugcion evaluado
De Assis L. Brasil Primaria Observacional muestras clinicas ADN post culivo (654)  LPA para isoniazida y RIF, INH
(2020) analitico (esputo) rifampicing; Secuenciamiento de
Sanger (amplicones)
Roh S. (2015) Corea del Sur  Pnmaria Experumental muestras clinicas ADN post cultivo (56)  qPCR con andlisis de curvade  RIF
analitico (esputo) fusidn (Tm)

cepas mezclas artificiales de

caracterzadas37RY  ADN(11)
Whitfield M. Sudifrica Primaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (358)  TDS SMOR: WGS; PZA
(2022) analitico (esputo) Secuenciamiento Sanger

(amplicones )

Wermngren J. Suecia Primaria Experimental cultivos bacterianos; mezclas artificiales de WGS PZA
(2021) analitco cepas ADN (30)*

caracterizadas/H37TRv
Pholwat S Tailandin Prinwria Experimental cultivos bacterianos, mezclas artificiales de dPCR, Secuenciamiento Sanger  RIF, INH
(2013) analitico cepas ADN (4)* (amplicones), gPCR

caracterizadas HA7Rv
Vallejos K. Pers Primaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (2917) ' WGS RIF
(2025) analitico (esputo)
Tolam M. India Prnmaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (155)  LPA para isomazida y RIF, INH
(2012) analitico (esputo) rifampicing
Getahun Etiopia Primaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (127)  LPA para isoninzida y RIF INH
M.(2022) analitico (esputo) rifampicing
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(Continuacion) Tabla 1: Caracterizacion de los estudios incluidos (N = 36)

Autor (Afo) Procedencia de Tipo de Diseno de estudio  Origen de la muestra Material genético (n) Meétodo molecular Antibiotico
la nuestra investigacion evaluado
Aung Y. Tailandia Primaria Observacional muestras clinicas ADN directo (79) dPCR RIF, INH
(2023) analitico (esputo)
Desikan India Primaria Observacional muestras clinicas ADN directo (11 788) LPA para isoniazida y RIF, INH
P.(2023) analitico (esputo BK+) rifampicina
muestras clinicas ADN post cultivo (11
(esputo BK- y 788)
extrapulmonares)
Kumar P. India Primaria Observacional muestras clinicas ADN directo (578) LLPA para isoniazida y RIF, INH
(2014) analitico (esputo BK+) rifampicina; Secuenciamiento
Sanger (amplicones)
muestras clinicas ADN post cultivo (578)
(esputo paucibacilar y
BK-)
Jain P. (2020) Pakistan Primario Observacional muestras clinicas ADN** (13 188) LPA para isoniazida y INH
analitico (pulmonares) rifampicina
Liang B.(2018) China Primaria Experimental muestras clinicas ADN directo (711) qPCR con analisis de curvade  INH
analitico (esputo) fusion (Tm): dPCR;
Secuenciamiento Sanger
(amplicones)
Zheng Y. China Primaria Experimental cultivos bacterianos; mezclas artificiales de dPCR; qPCR; qPCR con INH
(2022) analitico cepas ADN (16)* analisis de curva de fusion (Tm)
caracterizadas/H37Rv
muestras clinicas ADN directo (21)
(esputo)
LiH. (2025) China Primaria Observacional muestras clinicas ADN directo (77) dPCR; qPCR con analisis de INH
analitico (esputo) curva de fusion (Tm)
cultivos bacterianos ADN post cultivo (77)
Gupta R. India Primaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (197)  LPA para isoniazida y RIF, INH
(2017) (Manuscrito  analitico (extrapulmonares) rifampicina

aceptado)
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(Continuacion) Tabla 1: Caracterizacion de los estudios incluidos (N = 36)

Autor (Ano) Procedencia de Tipo de Diseno de estudio  Origen de la muestra Material genético (n) Meétodo molecular Antibidtico
la nuestra investigacion evaluado

Hofmann S. Uzbekistan ~ Primaria Experimental muestras clinicas ADN directo (35) LPA para isoniazida y RIF, INH
(2009) analitico (esputo) ADN post cultivo (35)  rifampicina

cepas mezclas artificiales de

caracterizadas/H37Rv ~ ADN (7)*
Liu Y. (2025) China Primaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (936) WGS RIF, INH,

analitico (esputo) EMB
Shin S. (2018) Botswana Primaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (260) TDS SMOR RIF, INH
analitico (esputo)

Tilahun M. Primaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (190)  LPA para isoniazida y INH
(2020) Etiopia analitico (esputo) rifampicina
Mekonnen D. Etiopia Primaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (413)  LPA para isoniazida y RIF, INH
(2015) analitico (esputo y rifampicina

extrapulmonares)
Bengtson H. Brasil, Primaria Experimental cepas mezclas artificiales de TB-DzT RIF, INH
(2017) Alemania analitico caracterizadas/H37Rv ~ ADN (5)*
Zhang R. China Primaria Experimental muestras clinicas ADN directo (78) MLP-RAP RIF
(2023) analitico (esputo)

cultivos bacterianos ADN post cultivo (126)

cepas mezclas artificiales de

caracterizadas/H37Rv ~ ADN (8)*
Nikolayevskyy Rusia Primaria Observacional muestras clinicas ADN directo (168) LPA para isoniazida y RIF, INH
V. (2009) analitico (esputo) rifampicina
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(Continuacion) Tabla 1: Caracterizacion de los estudios incluidos (N = 36)

Autor (Afo) Procedencia de Tipo de Disefio de estudio  Origen de la muestra Material genético (n) Meétodo molecular Antibiético
la muestra investigacion evaluado
Operario Tailandia, Primaria Observacional cultivos bacterianos ADN post cultivo (158)  NGS basado en amplicones; RIF, INH,
D.(2017) Bangladesh, analitico Secuenciamiento de Sanger EMB, PZA
Tanzania, (amplicones)
Rusia
Chakravorty Estados Primaria Experimental cepas mezclas artificiales de qPCR con analisis de curvade  RIF
S.(2012) Unidos, Corea analitico caracterizadas/H37Rv ~ ADN (6)* fusion (Tm)
del Sur muestras clinicas ADN post cultivo (589)
(esputo)
Folkvardsen D. Dinamarca,  Primaria Experimental cepas mezclas artificiales de LPA para isoniazida y RIF
(2013) Suecia, analitico caracterizadas/H37Rv ~ ADN (4)* rifampicina; LPA para
Alemania rifampicina; Secuenciamiento
Sanger
Faye L. (2023) Sudafrica Primaria Observacional muestras clinicas ADN directo (1 157) LPA para isoniazida y RIF, INH
analitico (esputo) rifampicina
Gao X. (2024) China Primaria Observacional muestras clinicas ADN directo (940) Nucleotide MALDI-TOF MS RIF, INH.
analitico (esputo y EMB
extrapulmonares)
Narang Estados Primaria Experimental cepas mezclas artificiales de qPCR basado en cebadores RIF, INH
A.(2022) Unidos, India analitico caracterizadas/H37Rv ~ ADN (18)* SuperSelectivos
muestras clinicas ADN directo (23)
(esputo)
Ghebrekristos Sudafrica Primaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (97) TDS SMOR RIF
Y. (2025) analitico (esputo)
Hu S.(2014) China Primaria Experimental cepas mezclas artificiales de qPCR con analisis de curvade  INH
analitico caracterizadas/H37Rv ~ ADN (12)* fusion (Tm)
muestras clinicas ADN post cultivo (1096)

(esputo)
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(Continuacion) Tabla 1: Caracterizacion de los estudios incluidos (N = 36)

Autor (Afo) Procedencia de Tipo de Disenio de estudio  Origen de la muestra Material genético (n) Método molecular Antibidtico

la nmestra investigacion evaluado
Vashistha India Primaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (741)  LPA para isoniazida y RIF
H.(2018) analitico (esputo) rifampicina; Secuenciamiento

Sanger (amplicones)

Sharma K. India Primaria (Pre- Experimental muestras clinicas ADN post cultivo (117)  WGS RIF, INH,
(2025) print) analitico (extrapulmonares) EMB, PZA
Faye LM. Sudafrica Primaria (Pre- Observacional muestras clinicas ADN directo (412) LPA para isoniazida y RIF, INH
(2023) print) analitico (esputo) rifampicina
Nimmo C. Sudafrica Primaria Observacional muestras clinicas ADN post cultivo (399) WGS RIF, INH,
(2020) analitico (esputo) EMB, PZA

Tm: temperatura de fusion: TDS SMOR: Single-molecule overlapping read Targeted Deep Sequencing (Secuenciacion profunda dirigida con Lectura superpuesta de una sola molécula); WGS: Whole Genome Sequencing
(Secuenciamiento del genoma completo); dPCR: Digital PCR (PCR digital); qPCR: quatitative PCR (PCR en tiempo real); TB-DzT: Multiplex detection of XDR TB using bmary deoxyribozyme (BiDz) sensors; MLP-RAP:
Multiplex LNA probe-based RAP (método RAP basado en sondas LNA en formato multiplex); LNA: locked micleic acid; NGS: Next Generation Sequencing (Secuenciamiento de siguiente generacion); LPA: Line Probe Assay
(Ensayo de sonda en linea): Nucleotide MALDI-TOF MS: Nucleotide Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time Of Flight Mass Spectrometry (Espectrometria de masas por desorcion-ionizacion laser asistida por matriz
de nucledtidos).

N: Niimero total de estudios inclnidos
(n): Tamaiio de muestra
*En estudios que emplearon mezclas artificiales de ADN, el tamario de nmestra (n) corresponde al mimero de proporciones de mezcla evaluadas.

** No se especifica la procedencia del material genético

48



Tabla 2: Distribucion de las caracteristicas de los estudios incluidos (N = 36)

Caracteristicas generales n(%)"
Tipo de investigacion
Primaria 36 (100,00)
Aticulos publicados en revistas 33(91.67)
Manuscrito aceptado 1(2,78)
Pre-print 2 (5,56)
Disefio de estudio
Analitico 36 (100,00)
Observacional 23 (63,89)
Experimental 13 (36,11)
Origen de la muestra
Muestras clinicas 33 (91.67)
esputo 27 (75,00)
extrapulmonares 2(5,56)
ambos tipos (esputo + extrapulmonares) 3(8.33)
pulmonares (no especifica origen) 1(2,78)
Cultivos bacterianos 6 (16,67)
Cepas caracterizadas/H37Rv 11 (30,56)
Material genético
ADN directo 13 (36,11)
ADN post cultivo 23 (63.89)
Mezclas artifiacles de ADN 11(30,56)
ADN (no sc especifica procedencia) 1(2,78)
Antibiético evaluado
Rifampicina 28 (80.56)
Isonazida 27 (75,00)
Pirazinamida 5(13,89)
Etambutol 5(13.89)
Aio de publicacion
2009 - 2014 §(22.22)
2015 - 2020 12(33,33)
2021 - 2025 16 (44.44)
Procedencia de la muestra
Africa 10 (27.78)
Asia 21 (58.33)
Europa 5(13,89)
América 5(13,89)
Multicéntricos © 5(13,89)

N: Nimmero total de estudios incluidos
n: Frecuencia absoluta
(%): Frecuenca relativa

* Loy poreentijes pueden no stmar 100 debido a que un Gnico estudio puede reportar mis de un resultado; o
debido al redondeo.

" Los cultivos fueron realizados a partir de muestras clinicas y'o cepas caracterizadas
“ Estudios que se desarrollaron paralelamente o en colaboracion con instituciones de 2 o mis paises.
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Tabla 3: Antibi6ticos de primera linea y su correspondencia con los genes diana y variantes
reportadas por los métodos moleculares que evalian Ia heterorresistencia en Mycobacterium

Auberculosis
Antibiotico Genes y variantes asociadas a la resistencia antibiotica Frecuencia de
reporte n (%)
RIF rpoB 75 (53,96)
S531L 21 (15.11)
H526Y 11(7.91)
D516V 8(5,76)
H526D 7(5.04)
S450L 3(2.16)
S526D, S522A. D516L, T400A, M4341, D435G, *(0,72)
D345Y, A451V, L430P, H445D, L452P, 1480V,
S450V, E761D. D435V, R552C, L452Q, S450F,
S441L, SS31F (codon 511, 516, 526, 531, 533)
INH katG 27(19.,42)
S3I5T 24(17.27
C315T, G299C, W293L *(0,72
inhA 21 (15,11)
CI5T 14 (10,07)
TSA 2(L44)
T8C 2(1,44)
A16G 2(1,44)
GI17T *(0.72)
ahpC 1(0,72)
cloT *(0,72)
PZA prcA 9(6,47)
QI10P, A134V, W6BG, LI59V, L85P, V21G, codones *(0,72)
28, 100, 139
EMB embA 1(0.72)
(sin variantes puntuales especificadas) *(0,72)
embB 5(3.60)
M306V 2(1,44)
codones 306, 372, 406 (sin variantes puntuales *(0,72)
especificadas)
Frecuencia total de variantes reportadas 139 (100,00)

n: Frecuencia ubsoluta

(%s): Frecuencin relativa

* Las variantes listadas fueron reportadas una sola vez y cada una representa el 0,72% del total de variantes reportadas (N = 139),

RIF: Rifampicina; INH: Isoniazida; PZA: Pirazinamida; EMB: Elambutol.
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Tabla 4: Métodos moleculares empleados para la deteccion de heterorresistencia en
Mycobacterium tuberculosis

Métodos moleculares segtin su principio de funcionamiento Frecuencia de usos
metodologicos n (%)
Meétodos basados en hibridacion 16 (30,19)
LPA para isoniazida y rifampicina * 15 (28.30)
LPA para rifampicina " 1(1.89)

Métodos basados en secuenciamiento 18 (33,96)

Secuenciamiento Sanger 8 (15,09)

WGS 6(11,32)

NGS basado en amplicones 1(1,89)

TDS SMOR 3(5.66)
Métodos basados en PCR 18 (33,96)

dPCR 5(9.43)

qPCR 2(3,77)

TB-DzT 1(1.89)

MLP-RAP 1 (1.89)

qPCR basado en cebadores SuperSelectivos 1 (1,89)

qPCR con analisis de curva de fusion (Tm) 8(15,09)
Métodos basados en espectrometria de masas 1(1,89)

Nucleotide MALDI-TOF MS * 1(1,89)
Frecuencia total de usos metodologicos 53 (100,00)

n: Frecuencia absoluta

(%]): Frecuencia relativa

5 Incluye al ensayo comercial GenotypeMTBDRplus

c Incluye al ensayo comercial INNO-LiPA Rif. TB: Inno Genetics Line Probe Assay

2 Incluye Ensayos de Tm con sondas (SMB y DLP) vy ensayos comerciales (DeepMelt TB/INH, MeltPro TB/INH y singleplex
DeepMelt)

. Incluye al ensayo comercial Conlight TB&DR assay

TDS SMOR: Single-molecule overlapping read Targeted Deep Sequencing: WGS: Whole Genome Sequencing: dPCR: Digital
PCR: gPCR: quantitative PCR; TB-DzT: Multiplex detection of XDR TB using binary deoxyribozyme (BiDz) sensors; MLP-
RAP: Multiplex LNA probe-based RAP; NGS: Next Generation Sequencing: Nucleotide MALDI-TOF MS: Nucleotide Matrix

Assisted Laser Desorption fonization-Time Of Flight Mass Spectrometry; Tm: temperatura de fusion: SMB: Sloppy Molecular
Beacon: DLP: Dual labeled probe
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Tabla 5: Sintesis de las caracteristicas técnico-analiticas de los métodos moleculares empleados para la deteccion de heterorresistencia en Mycobacterium tuberculosis

Autor Método(s) LOD Criterios bioinformaticos** (si aplica)
De Assis L. LPA para isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA
Secuenciamiento Sanger (amplicones) No cuantificable* NA
Roh S qPCR con analisis de curva de fusion (Tm) 30-60% (D516L, D516V), 100%  NA
(H526Y), 10-40% (S531L)

Whitfield M. TDS SMOR 1% ASAP con analisis SMOR; alineamiento a H37Rv; cobertura objetivo
~40 000 lecturas/amplicon; exclusion de lecturas pareadas discordantes
del mismo fragmento: VAF > 1 %

WGS 10% FastQC; alineamiento a H37Rv con BWA-MEM; cobertura minima
>=40x (mediana); Joint variant calling con GATK4 usando las
herramientas MarkDuplicates, HaplotypeCaller, GenotypeGVCFs y
Variant Quality Score Recalibration; VAF > 10 %

Secuenciamiento Sanger (amplicones) No cuantificable* NA

Werngren J. WGS 1% Mapeo a pncA (H37Rv); cobertura promedio >20x; filtros:
profundidad minima >5, VAF >1 %, conteo >1, balance F/R >0

Pholwat S dPCR 1000:1 S:R (=0,1%) NA

Secuenciamiento Sanger (amplicones) 1:1 S:R (=50%) NA
qPCR 10:1 S:R (=9,1%) NA

Vallejos K WGS 10% MTBseq: TB-Profiler; alineamiento a H37Rv; Trimmomatic; cobertura
>40% y >90 % de lecturas mapeadas; llamado de variantes con VAF >
0,1 (10%) y profundidad minima >10

Tolani M. LPA para isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA
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(Continuacion) Tabla 5: Sintests de las caracteristicas técnico-analiticas de los métodos moleculares empleados para la detecclon de heterorrvesistencia en Mycobacterium
tuberculosis

Autor Método(s) LOD Criterios bloinformaticos** (si aplica)
Getahun M. LPA pam isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA
Aung Y. dPCR katG: 0,47% NA
poB: 20%
Desikan P. LPA par isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA
Kumar P. LPA par isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA
Secuenciamiento Sanger (amplicones) No cuantificable® NA
Jain P. LPA pam isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA
Liang B. qPCR con analisis de curva de fusion (Tm) 0,01 - 1% NA
dPCR 0,01% NA
Secuenciamiento Sanger (amplicones) 20% NA
Zheng Y. dPCR 0,01 % NA
qPCR 0,02 % NA
qPCR con andlisis de curva de fusion (Tm) 3333 % NA
LiH dPCR katG: 0,32% inhA: 0,16% NA
qPCR con analisis de curva de fusion (Tm)  20% NA
Gupta R. LPA pam isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA
Hofmann S. LPA pam isoniazida y rifampicina 10% NA
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(Continuacion) Tabla 5: Sintesis de las caracteristicas técnico-analiticas de los métodos moleculares empleados para la deteccion de heterorresistencia en Mycobacterium

tuberculosis

Autor Método(s) LOD Criterios bioinforméiticos** (si aplica)

LiuY. WGS % TBProfiler; FastQC; Trimmomatic; alineamiento a H37Rv con BWA;
SNP-calling con SAM1ools/BCFrools (calidad de mapeo minima >30);
deteccion de HTR mediante QuantTB; definicion operativa: VAF 5-95
% y 210 lecturas,

Shin S. TDS SMOR 0.1% Profundidad objetivo ~25,000 lecturas/amplicon; se excluyeron
amplicones con <2,000 lecturas. La HTR se definio mediante
la frecuencia de variantes asociadas a resistencia (RAV),
requiriendo 210 lecturas en =1 locus diana. Los umbnales de
VAF fueron: <0.1 %6 (seasible), 0.1-4 % (micro-HTR), 5-94 %
(macro-HTR) y 295 % (resistencia fija)

Tilahun M. LPA pam isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA

Mekonnen D. LPA pam isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA

Bengtson H. TB-DzT 10% NA

Zhang R. MLP-RAP 5% NA

Nikolayevskyy V. LPA para isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA

Operario D. NGS basado en amplicones pocA: 1% Alineamiento a H37RV ; Profundidad minima >100 lecturas
por locus; VAF inicial > 0.05 (5 %); VAF final >1 % tras
correccion por fondo (H37Rv)

Secuenciamiento Sanger (amplicones) No cuantificable® NA
Chakravorty S. gqPCR con analisis de curva de fusion (Tm)  40% NA
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(Continuacion) Tabla 5: Sintesis de las caracteristicas téenlco-analiticas de los métodos moleculares empleados para la deteccion de heterorresistencla en Mycobacterium

tuberculosis
Autor Método(s) LOD Criterios bioinformaticos** (si aplica)
Folkvardsen D. LPA pars isoninzida y rifampicina rpoB: 5% NA
LPA para rifampicina poB: 50% NA
Secuenciamiento Sanger rpoB: 50% NA
Faye L. LPA para isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA
Gao X. Nucleotide MALDI-TOF MS 1% NA
Narang A. qPCR basado en cebadores SuperSelectivos — 0,01% NA
Ghebrekristos Y. TDS SMOR 0.1% ASAP con anilisis SMOR: requerimiento de concordancia de lecturas
parcadas F/R solapadas: =10 lecturas pareadas por locus; VAF 0.1%
(requiere >10 000 lecturas pareadas); analisis de haplotipos. Los
umbrales de VAF fueron: 0.1~ <5 % (micro-HTR), § ~ 95 % (macro-
HTR) y >95 %o (resistencia fija)
Hu S qPCR con andlisis de curva de fusion (Tm) 20 - 30% NA
LPA para isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA
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(Continuacion) Tabla 5: Sintesis de las caracteristicas técnico-analiticas de los métodos moleculares empleados para Ia deteccion de heterorresistencia en Mycobacterium

tuberculosis
Autor Método(s) LOD Criterios bloinformaticos** (si aplica)
Vashistha H. Secuenciamiento Sanger (amplicones) No cuantificable® NA
Sharma K. WGS No definido explicitamente TBProfiler; Alineamiento a H37Rv con Snippy (BWA-
(dependiente de profundidad) MEM/FreeBayes); anotacion con SnpEfT: analisis con pileup para
cuantificacion de VAF; umbral minimo 210 lecturas por sitio para
considerar que una mutacion es verdaderamente positiva para la
deteccion de HTR.
Faye LM. LPA para isoniazida y rifampicina No cuantificable* NA
Nimmo C. WGS No definido explicitamente Alineamiento a H37Rv (umbral de identidad del 98%); filtros de
(dependiente de profundidad) calidad: calidad de mapeo minima >20 y Calidad de base >30: criterios

minimos para llamada de variantes >4 lecturas de soporte; cobertura
minima del sitio =10 y soporte bidireccional obligatorio (balance F/R
>0). Clasificacion de variantes segin frecuencia alélica: <95% (HTR) y
295% (resistencia fija)

LOD: Limite de deteccwdn, definido como la menoe proporcion de sub-poblaciones bacterianas resistentes detectable por el método; expresado como porcentaje cuando es cuantificable

* Método cunlitative; ef LOD porcentual solo se reporta cuando file estimado mediante meaclas de ADN con proporciones conocidas de poblaciones bacterianas sesibles y resistentes.

** parimetros computacsonales utilizados pans ¢ analisis de datos de secuenciamiento; incluyendo los umbrales de frecuencia de varmantes slélicas | VAF ) profundidad de cobertura, criterios de calidad de lectura, estrategias de conserso y
pipelines. Esta variable se splicd tnicamente 8 métodos basados en secuenciamiento masivo (NGS), pars el secuenclamiento de Sanger se consignd como NA

NA: No aplica, Ia variable no s pertinente para el tipo de método evaluado.
NR: No reportado. ls informacion no fue descrits en la fuente de evidencia
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Tabla 6: Caracteristicas operativas relacionadas con el procesamiento de la muestra y el tipo de material genético

Autor(es) Método molecular Origen de la muestra Procesamiento de la muestra Material genético
De Assis L LPA para isoniazida y rifampicina; nmuestras clinicas (esputo) cultivo solido (LJ) y extraccion de ADN ADN post cultivo
Secuenciamiento de Sanger (amplicones)
qPCR con analisis de curva de fusion muestras clinicas (esputo) cultivo (no especifica el medio) y extraccion de ADN post cultivo
(Tm) ADN
Roh S Cepas caracterizadas/H37Rv suspensiones bacterianas para mezclas, mezclas artificiales de ADN
extraccion de ADN
Whitfield M TDS SMOR: WGS;: Secuenciamiento muestras clinicas (esputo) cultivo liquido (MGIT) y extraccion de ADN ADN post cultivo
Sanger (amplicones)
Wemgren J WGS cultivos bacterianos: cepas cultivo solido (L), suspensiones bacterianas mezclas artificiales de ADN
caracterizadas’/H37Rv 0.5 MCcF para las mezclas (PBS). sub-cultivo
liquido (MGIT PZA) y extraccion de ADN
Pholwat S dPCR: Secuenciamiento Sanger cultivos bacterianos: cepas cultivo sdlido (L), suspensiones bacterianas mezclas artificiales de ADN
(amplicones): RT-PCR caracterizadas/H37Rv 0.5 MCcF para las mezclas (7H9) y extraccion de
ADN
Vallejos K WGS muestras clinicas (esputo) cultivo solido (7H10) y extraccion de ADN ADN post cultivo
Tolani M LPA para isoniazida y rifampicina muestras clinicas (esputo) cultivo solido (LJ) y extraccion de ADN ADN post cultivo
Getahun M LPA para isoniazida y rifampicina muestras clinicas (esputo) cultivo sélido (LJ) y extraccion de ADN ADN post cultivo
Aung Y dPCR muestras clinicas (esputo) decontaminacion (NALC-NaOH) y extraccion ADN directo
de ADN
Desikan P LPA para isoniazida y rifampicina muestras clinicas (esputo BK+) decontaminacion (NALC-NaOH) y extraccion ADN directo
de ADN
muestras clinicas (esputo BK-y decontaminacion (NALC-NaOH). cultivo solido ~ ADN post cultivo

extrapulmonares)
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(Continuacién) Tabla 6: Caracteristicas operativas relacionadas con el procesamiento de la muestra y el tipo de material genético

Autor(es) Método molecular Origen de la muestra Procesamiento de la muestra Material genético
Kumar P LPA para isoniazida y rifampicina; muestras clinicas (esputo BK+) decontaminacion (NALC-NaOH) y extraccion ADN directo
Secuenciamiento Sanger (amplicones) de ADN
muestras clinicas (esputo decontaminacién (NALC-NaOH), cultivo ADN post cultivo
paucibacilar y BK-) liquido (MGIT) y extraccion de ADN
Jain P LPA para isoniazida y rifampicina muestras clinicas (pulmonares) No se especifica ADN*
Liang B qPCR con analisis de curva de fusion nmestras clinicas (esputo) decontaminacion (NALC-NaOH), extracciony ~ ADN directo
(Tm):; dPCR: Secuenciamiento Sanger purificacion de ADN
(amplicones)
Zheng Y dPCR: gPCR: qPCR con analisis de curva Cepas caracterizadas/H37Rv y extraccion de ADN, suspensiones bacterianas mezclas artificiales de ADN
de fusion (Tm) cultivos bacterianos para mezclas
muestras clinicas de esputo extraccion de ADN ADN directo
LiH dPCR: qPCR con analisis de curva de muestras clinicas (esputo) decontaminacién (NALC-NaOH) y extraccion ADN directo
fusion (Tm) de ADN
cultivos bacterianos extraccion de ADN ADN post cultivo
Gupta R LPA para isoniazida y rifampicina muestras clinicas (extrapulmonares) cultivo liquido (MGIT) y extraccién de ADN ADN post cultivo
Hofmann S LPA para isoniazida y rifampicina nmestras clinicas (esputo) decontaminacion (NALC-NaOH) y extraccion ADN directo
de ADN
decontaminacién (NALC-NaOH), cultivo ADN post cultivo
liquido (MGIT) y extraccién de ADN
Cepas caracterizadas/H37Rv suspensiones bacterianas para las mezclas y mezclas artificiales de ADN
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(Continuacién) Tabla 6: Caracteristicas operativas relacionadas con el procesamiento de Ia muestra y el tipo de material genético

Autor(es) Método molecular Origen de la muestra Procesamiento de la muestra Material genético
LiuY WGS muestras clinicas (esputo) cultivo sélido (LJ) y extraccién de ADN ADN post cultivo
Shin S TDS SMOR muestras clinicas (esputo) decontaminacion (NALC-NaOH). cultivo en ADN post cultivo
medio liquido o sélido y extraccion de ADN
Tilahun M LPA para isoniazida y rifampicina muestras clinicas (esputo) decontaminacion (NALC-NaOH), cultivo sdlido  ADN post cultivo
(LJ) y extraccion de ADN
Mekonnen D LPA para isoniazida y rifampicina muestras clinicas (esputo y decontaminacion (NALC-NaOH). cultivo solido ~ ADN post cultivo
extrapulmonares) (LJ) y extracciéon de ADN
Bengtson H TB-DzT Cepas caracterizadas/H37Rv suspensiones bacterianas para las mezclas y mezclas artificiales de ADN
extraccion de ADN
Zhang R MLP-RAP muestras clinicas (esputo) extraccion de ADN (método de ebullicion) ADN directo
cultivos bacterianos extraccion de ADN (método de ebullicion) ADN post cultivo
Cepas caracterizadas'H37Rv suspensiones bacterianas para las mezclas y mezclas artificiales de ADN
extraccion de ADN
NikolayevskyyV. LPA para isoniazida y rifampicina muestras clinicas (esputo) decontaminacion (NALC-NaOH) y extraccion ADN directo
de ADN
Operario D NGS basado en amplicones. cultivos bacterianos extraccion de ADN (método de ebullicion) ADN post cultivo
Secuenciamiento de Sanger (amplicones)
Chakravorty S qPCR con analisis de curva de fusion Cepas caracterizadas/H37Rv suspensiones bacterianas para las mezclas y mezclas artificiales de ADN
(Tm) extraccion de ADN
nuestras clinicas (esputo) cultivo en medio solido (LJ) y extraccion de ADN post cultivo
ADN
Folkvardsen D LPA para isoniazida y rifampicina, LPA Cepas caracterizadas/H37Rv cultivo liquido (Dubos). suspensiones mezclas artificiales de ADN

para rifampicina y Secuenciamiento
Sanger
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(Continuacién) Tabla 6: Caracteristicas operativas relacionadas con el procesamiento de la muestra y el tipo de material genético

Autor(es) Método molecular Origen de la muestra Procesamiento de la muestra Material genético
Faye L LPA para isoniazida y rifampicina muestras clinicas (esputo) decontaminacion (NALC-NaOH) y extraccion ADN directo
de ADN
Gao X Nucleotide MALDI-TOF MS muestras clinicas (esputo y extraccion de ADN ADN directo
extrapulmonares)
Narang A qPCR basado en cebadores Cepas caracterizadas’H37Rv suspensiones bacterianas para las mezclas y mezclas artificiales de ADN
SuperSelectivos extraccion de ADN
nmestras clinicas (esputo) decontaminacion (NALC-NaOH) y extraccién ADN directo
de ADN
Ghebrekristos Y TDS SMOR muestras clinicas (esputo) decontaminacion (NALC-NaOH). cultivo ADN post cultivo
liquido (MGIT) y extraccion de ADN
HuS qPCR con analisis de curva de fusion Cepas caracterizadas/H37Rv suspensiones bacterianas para las mezclas y mezclas artificiales de ADN
(Tm) extraccion de ADN
nmestras clinicas (esputo) cultivo en medio so6lido (L) y extraccion de ADN post cultivo
ADN
Vashistha H LPA para isoniazida y rifampicina; nmestras clinicas (esputo) decontaminacion (NALC-NaOH), cultivo ADN post cultivo
Secuenciamiento Sanger (amplicones) liquido (MGIT) y extraccion de ADN
Sharma K WGS muestras clinicas (extrapulmonares) cultivo en medio solido (LJ) y liquido (MGIT)y ~ ADN post cultivo
extraccion de ADN
Faye L LPA para isoniazida y rifampicina muestras clinicas (esputo) decontaminacion (no especifica el método) y ADN directo
extraccion de ADN
Nimmo C WGS muestras clinicas (esputo) decontaminacion (NALC-NaOH), cultivo ADN post cultivo

liquido (MGIT) y extraccion de ADN

* No se especifica el onigen del material genético
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Tabla 7: Frecuencia del tipo de material genético ¢ segin método molecular

Método molecular Material genético n (%)
Metodos basados en hibndacion
LPA para isomazida y nfampicina ADN directo 6 11,32
ADN post cultivo 6 11,32
mezclas antificiales de ADN 2 377
ADN* 1 1,89
LPA para nifampicina mezclas artificiales de ADN | 1.89
Métodos basados en secuenciamiento
Secuenciamiento Sanger ADN directo 3 5.66
ADN post cultivo 3 5.66
mezclas atificiales de ADN 2 3.77
WGS ADN post cultivo 5 943
mezclas antificiales de ADN | 1.89
NGS basado en amplicones ADN directo 1 1.89
TDS SMOR ADN post cultvo 3 5.66
Métodos basados en PCR
dPCR ADN directo 3 5.66
mezclas artificiales de ADN 2 3717
qPCR mezclas antificiales de ADN 2 3
TB-DzT mezclas artificiales de ADN | 1.89
MLP-RAP ADN directo | 1.89
qPCR basado en cebadores SuperSelectivos mezclas atificiales de ADN | 1.89
QPCR con analisis de curva de fusion (Tm) ADN directo 3 5,66
ADN post cultivo 2 3.7

mezclas antificiales de ADN 3 5,66

Métodos basados en espectrometria de masas
Nucleotide MALDI-TOF MS ADN directo | 1.89

Frecuencia total de usos metodologicos 53 4340

o Frecucncn absoluta
(%) Frecuencia relativa
* No se especifion el onpen del material penético

TDS SMOR: Single-aolecule overfapping read Targeted Deep Sequencing. WOS: Whole Genomse Sequencing: dPCR: Digital PCR. gPCR:
quantitative PCR. TB-D2T. Multiplex detection of XDR TH wing binary deoxyribozyme (BID2) sensors, MLP-RAP: Mukplex LNA prode-
based RAP. NOS: Next Genenstion Sequencing. Nucleotide MALDLETOF MS: Nucleotide Matrix Assisted Laser Deserption loatzaticn-Time Of
Flight Mam Specyomeny; Tux temperatun de fusida
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Tabla 8: Sintesis de las caracteristicas operativas de los métodos moleculares relacionadas con el

tiempo de respuesta y los costos relativos

Meétodos moleculares segun su principio de

Tiempo de respuesta Costo relativo

funcionamiento en horas (%)
Métodos basados en hibridacion
LPA para isoniazida y rifampicina NR NR
LPA para rifampicina NR NR
Métodos basados en secuenciamiento
Secuenciamiento Sanger NR NR
WGS 72 (Vallejos)* NR
NGS basado en amplicones NR NR
TDS SMOR NR NR
Métodos basados en PCR
dPCR 24 (Pholwat)* NR
qPCR NR NR
TB-DzT 4 (Bengtson)* NR
MLP-RAP | (Zhang)* 4.5 (Zhang)
qPCR basado en cebadores SuperSelectivos NR NR
qPCR con analisis de curva de fusion (Tm) 1.45 (Hu)* NR
Métodos basados en espectrometria de masas
Nucleotide MALDI-TOF MS NR NR

* Autores que reportaron el tiempo de respuesta y/o costo relativo

NR: No reportado, la informacion no fue descrita en la fuente de evidencia,
TDS SMOR: Single-molecule overlapping read Targeted Deep Sequencing: WGS: Whole Genome Sequencing; dPCR: Digital PCR;
qPCR: quantitative PCR; TB-D2T: Multiplex detection of XDR TB using binary deoxyribozyvme (BiDz) sensors; MLP-RAP: Multiplex
INA probe-based RAP; NGS: Next Generation Sequencing; Nucleotide MALDI-TOF MS: Nucleotide Matnx Assisted Laser Desorption
lonization-Time Of Flight Mass Spectrometry; Tm: temperatura de fusion
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Figura 1: Frecuencia de genes identificados por los métodos moleculares que

evaluan la heterorresistencia en M. tuberculosis
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Figura 2: Frecuencia de variantes genéticas identificadas por los métodos

moleculares que evaluan la heterorresistencia en M. tuberculosis
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ANEXOS

Anexo 1: Operacionalizacion de variables

. TIPOS Y
VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL ESCALA DE INDICADOR
CONCEPTUAL ,
MEDICION
Método Técnicas basadas en el |Tipo de prueba molecular empleada en el [ Cualitativa e Métodos basados en
molecular para | andlisis del material genético | estudio que detecte la heterorresistencia en | nominal hibridacion
la deteccionde | (ADN o ARN) para | Mycobacterium tuberculosis, como GeneXpert e Métodos basados en
HTR identificar la presencia de | MTB/RIF, PCR digital, PCR digital de gotas, secuenciamiento
diferentes poblaciones | etc. e Me¢étodos basados en PCR
bacterianas dentro de un e M¢étodos basados en el
mismo cultivo analisis de la curva de
fusion
e M¢étodos basados en
espectrometria de masas
Genes diana Secuencias especificas de [ Registro de los genes especificas estudiados en | Cualitativa ® rpoB
detectados ADN bacteriano que | los diferentes articulos, mediante métodos | nominal ® katG, inhA, ahpC
presentan cambios puntuales | moleculares para detectar heterorresistencia en ® pncA
o inserciones/deleciones. Mycobacterium tuberculosis ® cmbA, embB
Drogas de Medicamentos que | Medicamentos de primera linea orales | Cualitativa e Rifampicina (RIF)
primera linea | pertenecen al esquema | evaluados en los estudios y su relacién con los | nominal e [soniazida (INH)
orales estindar recomendado por | genes Diana y mutacion. e Pirazinamida (PZA)
(antituberculoso | OMS para el tratamiento de e Etambutol (EMB)




s)

Mycobacterium tuberculosis

Caracteristicas | Atributos que describen el | Datos descriptivos reportados en los estudios | Cualitativa e Tiempo de respuesta
operativas funcionamiento practico, | sobre tiempo de respuesta, costos relativos por | nominal e (osto relativo
eficiencia ~y  requisitos | muestra, infraestructura requerida, origen del e Procesamiento de la
operativos de los métodos | material genéticos y procesamiento de la muestra
moleculares para detectar | muestra. e Tipo de material genético
heterorresistencia.
Caracteristicas | Atributos que describen el | Valores reportados en los articulos como limite | Cuantitativa de | o Limite de deteccion
técnico- rendimiento y calidad de los | de deteccion (% de poblaciones | intervalo e C(riterios bioinformaticos
analiticas métodos moleculares para | heterorresistentes  detectado) y  criterios (conjunto de parametros
detectar heterorresistencia. bioinformaticos utilizados para el

procesamiento, analisis y
filtrado de datos de
secuenciamiento.
Incluyen umbrales de
frecuencia alélica,
profundidad de
cobertura, criterios de
calidad de lectura,
estrategias de consenso y
herramientas o pipelines
bioinformaticos)




Anexo 2: Estrategia de busqueda

Base de datos

Fatrategia de busqueda

Owvid MEDLINE |

Ovid Coclunoe |

Owid Exhase 1

("uberculosy” mp. ar "Mycobactersuy tuberculosss” mp. of "MTB" g or "MeSH descrigtor | Tuberculosis] explode all troes™.
mp. ) and (“heterocesstance” myp of “hetero-resistance” mp. o “heteroresitant” mp. of “hetere-resistat” o )

Ovad MEDLINE 2

c«upwmn

Ovid Frubase 2

! o heterceesistant
dmw:.m o Diagnostac Tests, Routine’ or Molecular Diagnostic

mp. o detection.mp. amummnmmmmuuumm—ln
mmmmmmmm-rsmg floating sublicsding wiod, candadate term

LILACS

( "Mycobactermun tubesvulosis” OR "M WOI')(!'B OR "TB" OR "tuberculosss™ ) AND ( heteroresastan® OR
beteromresitenciz OR “nuxed reszstance” OR “heterogeneous ressstance™ OR “subpopulation resistance™ OR “minos resastant
population” ) AND (“rdampicin” OR “nfanpm” OR “isomazid” OR "cthmmbutol” OR “pyrazmamade™)

(mmm(wmm OR Tuberculosas OR MTH OR TH OR Tubescaloss”
{OR "Extensively Diug Resistant Tubesculones™ OR "Multi-Doug Resintat Tubercylonds® OR "M tuebescudosis™ OR “ycolactesnun
Iuberculosts 137y OR “wberculous mfecton” OR "MTE tsolate” OR "M tuberculosss isolate™ OR "climical MTH solate™ OR

| “climical 1sofate of Mycobactermun tuberculasis™ OR "M tubercudosts strain™ ) AND ALL ( Refangan OR Rifampsem OR

| Pyrazinamide OR Ethamibutol OR Isomuzic ) AND TITLE-ABS-KEY ( "hetaroresstance” OR “hetero-resistance™ OR
heteroresistant™ OR "hetere-resastant” OR “muxed resistance™ OR “heteragencous restsance™ ) AND ALL ( "Early Disgnosis” OR
merm'mmmmtm OR Methods OR detection OR screening OR “moloculat
‘detection” OR "diagnostic accumey™ OR “molecular tochniques™ OR “molocuiar methods™ OR “molecuiar defoction” OR
"“molecular test” OR “genotypic methods” OR PCR OR “line probe assay” OR *GeneXpert” OR "next genermtion seqaencing” OR
NGSY))

Busqueds §

((‘mmun Mn')m(m)oummm (heterovesistance) OR ("hetero-resistance™) OR (“mned
m")_

Basqueda 6

Google Scholar

| ("Mycobacterium tuberculosss” ORM. tuberculosss™ OR*MTB® OR™TH™ OR *mberculosis” OR"tuberculous mfection” OR"MTH
1solate” OR™M. tuberculosis isolate”™) <{“heteroresistance™ OR “heteroresistant™ OR "lwetero-resistance” OR "hetero-resistant” OR™
mixed resistance™) “(“nfampicin” OR"nfanpin” OR"somszid” OR “pyrazmamide™ OR"etlambutol”)

Busqueda 7

Alicua (Concytec)

mberculosts AND heteroresistznee

Busqueda 8

Repomtoro UPCH

Mycobactermm
memmmm




Anexo 3: Flujograma PRISMA

Registros identificades desde:
Bases de datos 6
Mm.(n.zza(;" ) Rog‘l‘wudm:udumlndo;gbm:
Cochrane (n = 4) egistroa duplicados (n = 559) )
Embase (n = 315) Registios  marcados  como O o R parir e
LEacs (n = 99) inolegibles por fas herramientas b (n 3'_%
Scopus {n = 161) de automalizacion (n = 5) Organizaciones (n = 2)
Scielo (n= 1) Registros. sliminados por ‘obrs Busqueda de citaciones (n = 2)
Regletroe (n = 808) razones (n = 0)
A
Registros cribados »| Registros excluidos
(n =244) (n=193)
v
R Uy Publicaciones no recuperadas Publicaciones buscadas para su | | Publicaciones no recuperadas
(n=51) (n=0) recuparacion (n = 104) (n=0)
Publicaciones evaluadas para decidir Publicaciones evaluadas para Publicaciones excluidas
su elegibilidad ————p] Publicaciones axciuldas decidir'su slegoided —»|  Duplicados (n = 101)
(n=51) Se  anallzaron  exclusivamente (n = 104) Trabajo de investigacion del
métodos fenotipicos (n = 4) que deriva un estudio ya
La helerorresistencia  no  esta incluido (n = 1)
claramente reportada (n = 10)
La heteromresistencia se evalud solo
frente a antibidticos no incluides en el
esquema basico de 1ra linea (n = 3)
Nuevos estudios inciuidos en la
ravision (n = 34)
Publicaciones de nuevos estudios
Incluidos (n = 2)

4

Total de estudios Incluldos en la
revision (n = 36)

Publicaciones de todos los estudios
incluidos (n = 36)




