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RESUMEN

Introduccién. Mycoplasma pneumoniae es considerado un frecuente agente etioldgico de infecciones
respiratorias y de una amplia gama de manifestaciones extra-pulmonares. Pruebas diagnésticas con
baja exactitud y validez llevaron a considerar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el
diagndstico de M. pneumoniae. Objetivo: Evaluar la validez y la exactitud de la PCR para la deteccion
de M. pneumoniae. Materiales y Métodos: Meta-analisis de estudios que evaluaron el diagndstico de
M. pneumoniae en tracto respiratorio por PCR, publicados en MEDLINE desde noviembre de 1966
hasta julio de 2009. El analisis estadistico incluyé: i) calculo de sensibilidad y especificidad de la PCR;
i) prueba de homogeneidad de estimadores entre estudios; iii) elaboracién de summary receiver operating
characteristic curves (SROC) por un modelo de regresion lineal; iv) método de Egger para evaluar sesgo
de publicacion. Resultados: De 44 estudios incluidos los cuales incluyeron 6111 pacientes se calculd
una sensibilidad de 0,72 (rango 0,21-0,99) y una especificidad de 0,96 (rango 0,06-0,99). Estudios en los
cuales se incluyeron solo nifios la PCR mostré menor exactitud. Estudios con concentraciones de cloruro
de magnesio mayores de 1,5 mM mostraron mayor exactitud. Conclusiones: Segun los resultados de
este estudio, la PCR no se recomienda como prueba rutinaria. Sin embargo, en casos con alta sospecha
clinica de infeccién por M. pneumoniae en servicios de salud con alta prevalencia, la PCR es de utilidad.
Estudios futuros deben reportar el espectro de la enfermedad y los resultados deben ser reportados por
tipo de muestra y de acuerdo a los diferentes puntos de corte de la prueba de referencia utilizada.
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POLIMERASE-CHAIN REACTION VALIDITY FOR DIAGNOSIS OF RESPIRATORY
INFECTIONS CAUSED BY MYCOPLASMA PNEUMONIAE: META-ANALYSIS

ABSTRACT

Introduction: Mycoplasma pneumoniae is considered an important cause of respiratory in-
fections with a wide range of extra-pulmonary manifestations. Difficulties in diagnosis of M.
pneumoniae by culture and/or serology, have led to consider the Polymerase Chain Reaction
(PCR) as a diagnostic test. Objective: To evaluate the validity and accuracy of PCR for de-
tection of M. pneumoniae. Materials and Methods: A meta-analysis was performed including
molecular diagnostic studies of M. pneumonia in respiratory tract by PCR, published in the
MEDLINE database from 1966 until June 2009. Statistical analysis included i)the calculation
of sensitivity and specificity for PCR, ij)Cochran homogeneity test (Q), iii)summary receiver
operating characteristic (SROC) curves for a linear regression model and iv)Egger's method for
publication bias. Results: Forty-four studies including 6111 patients were included. Average
sensitivity value was 0.72 and specificity was 0.96 with ranges between 0.66 to 0.87 and 0.95
to 0.98, respectively. PCR was more accurate in studies including adults, compared to those
including children only. Magnesium chloride concentration greater than 1.5mM showed better
accuracy. Conclusion: PCR is not recommended for routine clinical practice. However, it could
be useful in highly suspicious cases of infection by M. pneumoniae in health settings with high
prevalence. Future studies should report the spectrum of the disease, results by type of respi-
ratory sample and results reported by cut points of the standard reference.

Keywords: Meta-Analysis, Mycoplasma pneumoniae, Polymerase Chain Reaction, Infection, Sensitivity
and Specificity.

INTRODUCCION

Mycoplasma pneumoniae ha emergido como
una frecuente causa de infecciones respiratorias,
principalmente de la neumonia adquirida en la co-
munidad (NAC) (1). Suincidencia es tanto endémica
como epidémica(2). Este fenédmeno es favorecido
por la transmisidn entre pacientes asintomaticos
(1). M. pneumoniae ha sido reportado como causa
de infecciones respiratorias en Europa (3), Asia
(4), Estados Unidos (5), Africa (6) y paises en
vias de desarrollo. M. pneumoniae puede afectar
a diferentes grupos etareos, presentando una alta
prevalencia en la poblacién infantil especialmente

en la poblacion de preescolares (7). La prevalencia
de neumonia causada por M. pneumoniae varia
ampliamente, encontrandose datos que describen
dicha prevalencia como baja y cercana al 5% (8) y
otros que han estimado una prevalencia del 42% (9).
Se ha reportado que M. pneumoniae es responsable
hasta del 78% de los casos de neumonia fatal en
nifios (10), lo cual resalta la importancia de tener
una prueba con una sensibilidad y especificidad
adecuadas para detectarlo.

El diagnéstico diferencial de neumonia por
M. pneumoniae esta basado en el criterio clinico 'y
en pruebas diagnodsticas como cultivo, deteccion
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antigénica, serologia y deteccién mediante pruebas
moleculares (11). El diagnéstico clinico tiene baja
especificidad debido al nUmero de posibles etiolo-
gias (12). El cultivo se caracteriza por requerir alta
pericia en la realizacion del proceso, un periodo de
incubacion largo (mas de 4 semanas), una sensibi-
lidad baja por altos requerimientos de inéculoy una
especificidad baja debido a portadores prolongados
después de la infeccion activa (13). La deteccion
antigénica por pruebas seroldgicas presenta proble-
mas debido a la presencia de reacciones cruzadas,
por ejemplo con flora comensal (11). Las pruebas
seroldgicas son ampliamente utilizadas, a pesar de
presentar reacciones cruzadas, y de los problemas
en dilucidar la presentaciéon de una enfermedad
aguda de una infeccion resuelta (7,14).

La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) tiene el potencial de ser el estandar de
oro para el diagnéstico de neumonia por M.
pneumoniae debido a la rapida obtencién de
resultados, identificacion de varios patégenos
a la vez y ser menos afectada por uso previo
de antibiéticos(15). Sin embargo, actualmente
su utilidad se ha limitado a analisis cualitativos
alrededor de la variabilidad en sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad y los analisis
cuantitativos son limitados (7,11,15). Zahng L y
col. publicaron un meta-analisis evaluando PCR
para el diagndstico de infeccidn por M. pneumo-
niae (92). Sin embargo, tiene limitaciones debido
al escaso numero de estudios incluidos y la falta
de evaluacion de la heterogeneidad asociada al
punto de corte en las pruebas de serologia (92).

En este contexto, el objetivo del presente meta-
analisis es evaluar la validez y la exactitud de la
PCR para realizar la deteccion de M. pneumoniae,
e identificar posibles factores asociados con dife-
rencias en su exactitud y validez. Los resultados de
este analisis son de gran importancia en la toma de

decisiones en el diagnéstico clinico de infecciones
respiratorias por M. pneumoniae.

MATERIALES Y METODOS

Estrategia de busqueda: Se realizé una bus-
queda sistematica en la base de datos MEDLINE
de estudios potencialmente relevantes para el
diagndstico de M. pneumoniae por PCR, publi-
cados desde 1966 hasta junio de 2009. Se uti-
lizaron los siguientes términos en la busqueda:
“Mycoplasma pneumoniae” y “Polymerase Chain
Reaction” o “PCR”. Solo articulos escritos en in-
glés o espanol fueron revisados. La busqueda fue
restringida a estudios con muestras humanas del
tracto respiratorio y se clasificaron segun la edad
de la poblacion en nifios (si solo incluian indivi-
duos menores de 18 afios) o adultos y/o nifios (si
incluian individuos 218 afios). A su vez, el tipo de
muestra fue estratificada de acuerdo al origen del
tracto respiratorio inferior (lavado bronquioalveolar,
aspirado bronquioalveolar y esputo) y superior
(frotis nasofaringeo o frotis faringeo). Articulos
de reporte de casos, editoriales, cartas al editor
o revisiones fueron excluidos de la evaluacién.
Articulos en los que se identificaron analisis dis-
crepante (reasignacion de resultados con base a
una prueba arbitraria) fueron también excluidos
(16). Dos investigadores de forma independiente
seleccionaron los resumenes relevantes de acuerdo
con las estrategias de busqueda.

Criterios de inclusion: Los criterios de inclusion
de los estudios fueron: deteccion directa de M.
pneumoniae por medio de técnicas de PCR, resul-
tados con un minimo de 10 pacientes o muestras
y reporte del estandar de referencia para calcu-
lar sensibilidad y especificidad. Se analiz6 si la
evaluacion fue realizada ciega de acuerdo con el
conocimiento de los investigadores del resultado
del estandar de referencia. Dos autores evaluaron
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revision de cada estudio corresponde al reportado
por cada autor.

Analisis estadistico: La exactitud de los estudios
se definié con base en los parametros diagnosticos
de sensibilidad, especificidad y razon de ventajas de
diagnéstico (diagnostic odds ratio o DOR). Intervalos
de confianza exactos de 95% se calcularon para
la sensibilidad y la especificidad. Inicialmente se
analizo la exactitud de la PCR comparandola con
los resultados de la serologia, cultivo y PCR. De
acuerdo con el consenso; se definio como serolo-
gia positiva: a) toda prueba en que la deteccion de
anticuerpos anti-M. pneumoniae de tipo IgM fuera
posible, b) todo caso de seroconversion de nega-
tivo a positivo y c) los casos en que se presento
un aumento de al menos 4 veces en el titulo de
anticuerpos IgG especificos. Los parametros fueron
estratificados de acuerdo al reporte de la unidad
de analisis (pacientes o muestras).

La heterogeneidad de los pardametros de validez
y exactitud de la PCR reportados en los estudios fue
evaluada por la prueba de homogeneidad Cochran
(Q)y el modelo de meta-regresion. La meta-regresion
se realiz6 con el modelo de efectos aleatorios (17).
Se construyeron curvas ROC de resumen (summary
receiver operating characteristic curves 0 SROC) asi-
métricas para representar el umbral diagnostico de
los estudios. Las curvas SROC fueron construidas
aplicando el modelo de regresién lineal D = A+ BS
(18), donde D es el logaritmo natural de DOR para
cada estudio. EIDOR se define como larazén de la
probabilidad de positividad de la prueba en presencia
de la enfermedad con respecto a la probabilidad de
positividad en ausencia de dicha enfermedad. El
DOR se calcula del cociente entre la razén de un
resultado positivo en pacientes con M. pneumoniae
(sensibilidad/[1-sensibilidad] o likelihood positivo (LR
+))y la razdén de un resultado positivo en pacientes
sin M. pneumoniae ([1-especificidad]/especifici-

dad o Likelihood ratio negativo (-)) (ver Figura 2
para férmula y sus equivalencias). El intercepto A
representa el DOR combinado. S es la variaciéon
de DOR entre los estudios dado por los diferentes
umbrales diagnésticos y por tanto una medida del
umbral para considerar una prueba como positi-
va. Un valor negativo de S, indica que el umbral
usado favorece valores altos de especificidad con
disminucion de la sensibilidad y viceversa. B es el
coeficiente de regresion de S. El modelo final fue
convertido a los ejes convencionales de la curva
ROC. Todos los modelos fueron ajustados por el
afio de publicacién (antes y después del 2004),
pais donde fue realizado el estudio (Estados Unidos
versus otros paises), la edad de la poblacién en
estudio y estandar de referencia.

El DOR relativo (relative diagnostic odds
ratio o RDOR) se empled para valorar las va-
riables que explicaban la heterogeneidad. Por
esta razoén se estratificaron por co-variables en
el modelo SROC. El RDOR se obtuvo con el
cociente del DOR de cada estrato. Un RDOR
igual a uno implica que la co-variable no afecta
el DOR combinado. Un RDOR mayor a 1 sig-
nifica que el estudio con la caracteristica tiene
mayor DOR que estudios sin la caracteristica y
viceversa para RDOR menores a 1.

Por el método de Egger, se evalu6 sesgo de
publicacién. Este método consiste en una regre-
sion lineal en escala logaritmica de los indices
de exactitud contra la precision (inverso del error
estandar (19).

Todos los analisis estadisticos se realizaron
utilizando STATA, version 9.1.

RESULTADOS

De 361 referencias se seleccionaron 97 articulos
para su revision completa. De estos, 28 articulos
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"VP/FN"

[Sensibilidad/(1-Sensibilidad)]

LR (+)

IIDO R=I| =
"FP/VN"

[(1-Especificidad)/Especificidad] LR (-)

Verdaderos positivos (VP), falsos negativos (FN), falsos positivos (FP),

Likelihood ratio positivo (LR (+)), Likelihood ratio negativo (LR (-)).

Figura 2. Férmula de la razén de ventajas de diagnéstico (diagnostic odds ratio o DOR) y sus equivalencias

reportaron datos insuficientes para calcular la
sensibilidad y especificidad de la PCR para el diag-
nostico de M. pneumoniae. Un total de 69 estudios
publicados entre noviembre de 1989 hasta Junio de
2009 cumplieron con los criterios de inclusion para
el meta-analisis (5,20-87). El criterio mas frecuente
de exclusion de los estudios fue la insuficiencia de
datos para calcular la sensibilidad y especificidad
(42%); seguido de articulos que eran revisiones,
comentarios, cartas o reporte de casos (25%),
estudios que no utilizaron muestras respiratorias
(24%), estudios con resultados de menos de 10
pacientes o muestras (7,5%) y estudios con analisis
discrepante (0,5%).

Criterios de calidad de los estudios: Nin-
guno de los 69 estudios cumplié con todos los
criterios de reporte y métodos de investigacion
para evaluar la PCR como prueba diagnéstica
(Tabla 1). Los estudios fueron estratificados por
numero de muestras (36%) y pacientes (64%),
para un total de 5237 y 6111, respectivamente.
Los estudios que reportaron los parametros
de exactitud por nimero de pacientes fueron
el principal objeto del analisis de este estudio
dado que estos estudios contribuyen con mejor
evidencia para la evaluacion de la validez de la
PCR en la practica clinica.

Sensibilidad y especificidad de la PCR.
Tanto la sensibilidad como la especificidad de
la PCR fueron altamente variables con amplios
intervalos de confianza (Figura 3). Comparado

con la especificidad, los resultados de sensibi-
lidad fueron mas variables y bajos. Veintidés
estudios tuvieron sensibilidad y especificidad
superior a 90%, de los cuales 9 reportaron los
resultados en numero de pacientes. En 68% de
los estudios, la sensibilidad fue inferior a 90%,
mientras que 38% de los estudios presentaron
especificidades menores a 90%. El 77% de los
estimadores de precisién se localizaron en el
cuadrante superior derecho del espacio ROC
(Figura 4). Estudios que incluyeron adultos
demostraron tener mayor exactitud diagndstica
(sensibilidad [83,6%)] y especificidad [96,6%]) en
comparacion con estudios que solo incluyeron
muestras provenientes de nifios (sensibilidad
[65,8%] y especificidad [96%]). En este caso
el RDOR (4,85) mostro diferencias en exactitud
diagnéstica entre los grupos de edad (estudios
que incluyeron nifios y adultos versus estudios
de solo nifios p=0,025) (Tabla 2).

Exactitud diagnéstica de PCR por tipo de es-
pécimen respiratorio. Los estudios que utilizaron

exclusivamente muestras del tracto respiratorio
superior presentaron una exactitud diagnédstica
(sensibilidad [67,5%)] y especificidad [96,3%]) similar
a los estudios que utilizaron muestras conjuntas de
tracto respiratorio superior y/o inferior (sensibilidad
[79,6%] y especificidad [94,8%]). EI RDOR (0,87)
no demostrd diferencia estadistica significativa
(p=0,736) entre muestras del tracto respiratorio
superior e inferior (Tabla 2).
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Tabla 1. Numero y porcentaje de estudios que cumplieron con los criterios de calidad para reporte que
evaluan la PCR como prueba diagnéstica.

No. estudios = 69

VARIABLE

n %
Tipo de estudio (prospectivo, retrospectivo) 69 100
Poblacion en estudio
Afio de publicacion 69 100
Pais de publicacién 69 100
Edad de los pacientes 48 70
Caracteristicas clinicas del grupo enfermo 46 66
Caracteristicas clinicas del grupo control 18 26
Independencia de interpretacion
Pruebas realizadas con disefio ciego 10 15
Unidad de andlisis
Reportado por nimero de pacientes 44 64
Reportado por tipo de espécimen respiratorio 26 36
Tipo de estandar de referencia
PCR 10 14
Cultivo 9 13
Serologia 50 73
Procedimiento de la PCR
Método de extraccion 41 59
Volumen de muestra para PCR 26 38
Concentracion de MgCl, 29 42
Numero de ciclos 44 64
Temperatura de desnaturalizacion 45 65
Temperatura de alineamiento 46 67
Temperatura de la extension 44 64
Tipo de PCR 37 53
Gen blanco 54 78
Cebadores 48 70
Control de extraccion 40 58
Controles Internos 18 26
Medidas para evitar amplicones 40 58
Método de deteccion 53 77
Sensibilidad analitica 24 35

Evaluacion de los estudios por pacientes
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Figura 3. Diagrama de bosque de estimadores puntuales e intervalos de confianza al 95% de la sensibilidad
y especificidad de la PCR para la deteccion de M. pneumoniae en muestras de tracto respiratorio.
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Figura 4. Summary receiver operating characteristic curves (SROC) para pacientes ajustada a afio de publicacion, pais
de realizacion del estudio y edad de la poblacién en estudio. En el diagrama se representa en el eje vertical la
tasa de verdaderos positivos (sensibilidad) y en el eje horizontal la tasa de falsos positivos (1-especificidad).
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MEDLINE
“Mycoplasma pneumoniae™ y “Polymerase

Chain Reaction™ o “PCR"
N=361

Excluido por no emplear muestras
humanas o no emplear muestras de tracto

respiratorio
N=72
Estudios potencialmente relevantes
N= 289
Excluidos por:
Reportes de casos N= 41
Revisiones N= 25
Editoriales N= 4
A4

Estudios seleccionados para revision completa
N=216

Cartas al editor N=3

Excluidos por:
No reportaban sensibilidad y especificidad
N= 114
Menos de 5 pacientes o muestras
N= 22

Estudios incluidos
N= 69

No realizaban diagnéstico por PCR
N=8
No realizaba diagndstico de M.
pneumoniae
N=2
Andlisis discrepante
N=1

Figura 1. Diagrama de flujo de la seleccion e inclusion de estudios y razones de exclusion

de forma independiente los criterios de inclusién de
cada estudio. Las diferencias entre los resultados
de los dos autores fueron discutidas y acordadas
con otro autor. Una lista de los estudios y las ra-
zones por las que fueron excluidos se encuentran
disponibles por parte de los autores.

Extraccién de datos y evaluacién de la cali-
dad: Dos autores realizaron la extraccion de 27

variables incluidas en la revision de los articulos

(Tabla 1). Estas variables incluyen caracteristicas
de publicacién de los articulos, cualidades técnicas
de la PCR, estandar de referencia, e informacion
clinica y demogréafica de los pacientes con infeccién
respiratoria. No se asigné puntuacién de calidad
a los estudios debido a que todas las variables
fueron incluidas en el modelo de meta-regresion.
Dado que actualmente no hay consenso acerca del
estandar de referencia para el diagndstico de M.
pneumoniae el estandar de referencia utilizado en la

ISSN: 0120-5498 « MEDICINA (Bogota) Vol. 35 No. 3 (102) Pags. 188-204 « Septiembre 2013 195



Jesitis Hernando Diaz, Olga L. Sarmiento, Claudia Liliana Satizabal, et al.

Tabla 2. Resultados de sensibilidad, especificidad, diagnostic odds ratio (DOR) y relative diagnostic odds ratio (RDOR)

Caracteristicas del estudio Mode_lo de efectos Modelo DOR de efectos aleatorios
aleatorios agrupados

N! SE? ESP* DOR IC 95%* P
Total 44 0.72 0.96 5395 (31.38-92.77) 0.001
Afio
Antes de 2004 21 0.69 098 722 (36.65-142.38)  0.001
Después de 2004 23 0.73 093 3998 (18.75-85.28) 0.001
Pais
Estados unidos 20 0.73 097 6636 (31.50-139.8) 0.001

Asia. Sur América. Africa, Eu-
ropa

Tipo de muestra respiratoria
Muestra de tracto respiratorio
superior

Muestra de tracto respiratorio
inferior y/o superior

24 0.7 0.94 4487 (21.78-92.71) 0.001

29 0.67 096 4873 (25.60-92.76) 0.001

15 0.79 094 6717 (26.25-171.89)  0.001

Edad

Solo nifios 23 0.65 0.96 41.05 (20.08-83.95) 0.001
Nifios mas adultos 16 0.83 096 1144 (44.95-291.6) 0.001
Concentracion de MgCl,?

>15 8 0.79 091 5452 (16.30-182.4) 0.001
<=15 5 0.65 09 2285 (6.64-78.63) 0.023
Numero de ciclos

<40 12 0.74 0.97 5311 (20.49-137.73)  0.001
240 12 0.87 092 9297 (33.41-258.74) 0.001
Tipo de primera PCR

Convencional 28 0.7 098 683 (35.37-131.91) 0.001
Otro 13 0.74 0.88 4103 (14.92-112.85)  0.001
Reamplificacion

Si 19 0.76 0.97 5951 (27.43-129.13)  0.001
No 17 0.7 0.93 5287 (23.88-119.93)  0.001
Tipo de Segunda PCR

PCR Anidada 9 0.79 099 1783 (62.72-507.02) 0.078
Otra 15 0.72 0.92 3714 (18.33-75.24) 0.001
Técnica de deteccion

Hibridizacion 8 0.93 0.81 5385 (11.48-252.56)  0.001
Electroforesis 24 0.76 097 9051 (44.81-182.83) 0.001

Tipo de estandar de referencia ’

Modelo RDOR ajustado
de efectos aleatorios ’

RDOR IC 95%°
0.94 (0.69 - 1.28)
1.00

0.23 (0.05-1.07)
1.02 (0.26 - 3.93)
1.00

1.00

0.87 (0.38-1.97)
1.00

4.81 (1.22-18.92)
26.31 (3.39-204.4)
1.00

1.00

0,61 (0.06 —5.99)
1.31 (0.29 - 6.05)
1.00

1.64 (0.39 - 6.96)
1.00

4.63 (0.88 -24.9)
1.00

1.00

1.23 (0.08 - 8.25)

P
0.72

0.061

0.98

0.736

0.022

0.002

0.67

0.72

0.67

0.071

0.859

Corresponde a numero de estudios de pacientes.

Corresponde a la sensibilidad

Corresponde a la especificidad

Corresponde al intervalo de confianza del 95% del diagnostic odds ratio (DOR)

Corresponde al intervalo de confianza del 95% del relative diagnostic odds ratio (RDOR)
Ajustado por afio de publicacion, pais y edad

Ajustado por afio de publicacion, pais, edad y estandar de referencia (serologia, PCR, cultivo)

N o o A ow N o
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Cultivo 3 0.92 0.97 2862 (44.67-1.834.01) 0.15 1.00

Serologia 37 0.68 095 4166 (23.85-72.79) 0.001 0.16 (0.02-1.66)  0.125
Tipo de estandar de referencia®

Serologia 37 0.68 095 4166 (23.85-72.79) 0.001 1.00

PCR o Cultivo 7 0.87 0.99 3425 (81.23-1.444.86) 0.001 7.54 (1.16 - 49.85)  0.034
Muestra congelada (< - 70 °C)

Si 12 0.59 0.95 3155 (125-79) 0.001 1.12 (0,96 - 1,31) 0,16
No 10 0.75 091 5321 (17.2-165) 0.001 1

Tipo de serologia

ELISA 16 0.66 096 47.7 (18-126.3) 0.001 1.99 (0,84-4,76) 0,116
> 4 veces el titulo inicial 7 0.47 095 1454 (4-52.5) 0.001 0.03 (0,00-0,18) 0,001
Punto de corte arbitrario 5 0.86 098 202 (57.6-709) 0.001 1

Aglutinacion de particulas 1" 0.72 0.85 2202 (9.49-51.9) 0.001 0.8 (0,51 -1,25) 0,32
> 4 veces el titulo inicial ° 3 0.76 095 63.6 (5.23-771) 0.001 5.1 (0.33-81.5) 0.25
Punto de corte arbitrario 7 0.74 0.75 1805 (6.89-47.3) 0.001 1

Fijacién del complemento 5 0.76 0.98 7917 (15.51-404.1) 0.001 0.32 (0,28-1,15) 0,142
> 4 veces el titulo inicial 4 0.76 0.99 1131 (13.5-948.38) 0.001 228  (0.22-24.05) 049
Punto de corte arbitrario 1 0.76 0.89 2693 (6.5-110.8) 0.001 1

IFA 4 0.73 0.99 2198 (21.99-39%) 0.001 0.24 (0,04-1,14) 0,115
> 4 veces el titulo inicial 2 0.63 0.98 553 (10.6-288.8) 0.001 0.07 (0.00-1.23)  0.069
Punto de corte arbitrario 2 0.83 099 339 (17.9-6415) 0.001 1

Otro'! 3 0.63 0.99 90.34 (19.45-419) 0.001 1.68 (0,87 - 3,22) 0,12

Efecto de las caracteristicas de disefio de los
estudios vy el estandar de referencia. La exactitud
diagnéstica de la PCR no fue diferente en estudios
con disefio ciego en la metodologia, comparados con
los estudios que no lo realizaron (RDOR de 8,53;
p=0,796). Tampoco se observaron diferencias en
los estimadores entre el grupo de estudios prospec-
tivos en comparacion con estudios retrospectivos
(RDOR de 1,07; p=0,503). El tipo de estandar de
referencia mas frecuentemente utilizado fue la sero-
logia (73%). Sin embargo, algunos de los estudios
también utilizaron el cultivo o una PCR de otro tipo
como estandar de referencia.

Al comparar pruebas de evidencia directa de
colonizacion por M. pneumoniae (cultivo y PCR)

8 Ajustado por afio de publicacioén, pais y edad
9  Ajustado por afio de publicacién y edad

0 Ajustado por afio de publicacién

" Sin ajuste

no se observo diferencia en la exactitud de la PCR
(RDOR de 2,83; p=0,4). Pero al comparar los es-
tudios que utilizaron como estandar de referencia
cultivo o PCR versus serologia, se evidencié mayor
exactitud diagnostica con pruebas de evidencia
directa de la presencia del agente (RDOR de
7,54; p=0,034) (Tabla 2). Al comparar los estudios
que utilizaron cultivo (prueba con menor exactitud
tedrica) como esténdar de referencia con estudios
que utilizaron serologia no se observaron diferen-
cias estadisticas en la exactitud (RDOR de 0,16;
p=0,125). Al evaluar el efecto del tipo de serologia,
no se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas ni en la sensibilidad ni en la especificidad
(RDOR de 1,02; p=0,84). Sin embargo, al valorar
el efecto del punto de corte empleado para ELISA,
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se encontré que un incremento de 4 o mas veces
en el titulo de anticuerpos representaba una menor
exactitud de la prueba de PCR versus otro punto
de corte (RDOR de 0,03; p=0,001) (Tabla 2). Para
las demas pruebas no se encontro diferencia, sin
embargo éstas carecen de ajuste como se indica
en la Tabla 2.

Efecto de las caracteristicas de la PCR: Es-
tudios que utilizaron concentraciones de MgCl,
superiores a 1,5mM en comparacién con estudios
que utilizaron concentraciones iguales o inferiores
a 1,5mM, mostraron mayor exactitud (RDOR de
26,31; p=0,002). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en exactitud diag-
nostica en cuanto a las técnicas de deteccion de
los productos de amplificacién o bien mediante
hibridizacion o sembrandolos en gel de agarosa
coloreados con bromuro de etidio, ni cambiando el
numero de ciclos, temperatura de desnaturalizacion
o el tipo de gen blanco.

Sesgo de publicacién: La prueba de Egger
demostré que los estudios incluidos en este meta-

analisis tenian sesgo con tendencia a publicar estu-
dios con sensibilidades (p=0,034) y especificidades
altas (p=0,009).

Evaluacion de los estudios por muestras

Sensibilidad y especificidad en estudios ana-
lizados por muestras: Entre los 25 estudios que
reportaron datos en nimero de muestras se obtuvo
una especificidad similar (94,5%) y sensibilidad
mayor (82,5%) que la obtenida entre los estudios
reportados por pacientes (Tabla 2). En general, el
patrén de resultados por muestras no mostré dife-
rencias al comparar con estudios que reportaron
en numero de pacientes (RDOR 2,33 con p=0,172).
Sin embargo, los resultados de los estudios por
numero muestra no evidencian diferencias cuando
se utilizan concentraciones de MgCl, superiores a

1,5mM (RDOR 0,92, p=0,533). La PCR convencio-
nal presentd mayor exactitud diagnéstica que los
otros tipos de PCR utilizados (RDOR de 1,5 con
una p=0,01). Ademas, los resultados por muestras
no evidencian diferencias entre estudios con solo
nifos y aquellos que incluian también adultos (RDOR
de 0,23; p=0,195), los resultados de los estudios
por muestras se encuentran disponibles a través
del autor principal.

DISCUSION

El presente meta-analisis resume la exactitud
diagnéstica de 69 estudios, que evaluan la validez
de laPCR en el diagnéstico de M. pneumoniae. En
general, la sensibilidad fue mas variable y baja en
comparacion con la especificidad. Estudios publica-
dos entre el 2004 a 2009, reportaron sensibilidades
inferiores a estudios publicados entre 1989 y 2003.
La PCR fue menos sensible en la poblacion infantil
comparada con estudios que incluian poblacion
adulta. Si bien la concentracion de MgCl, debe ser
optimizada dependiendo del gen blanco a amplificar,
asi como de los diferentes reactivos y condiciones
de una prueba, este meta-analisis mostré que es-
tudios con concentraciones de MgCl, superiores a
1,5mM mostraron mayor exactitud en comparacion
a aquellos donde concentraciones menores eran
usadas. En cuanto al uso de antibiéticos, sélo 11
estudios especificaron el uso previo de antibiéticos
de los cuales, sélo uno tenia pacientes con expo-
sicion previa a antibiéticos (32).

La diferencia en la exactitud de la PCR en la
poblacién infantil en comparacion con estudios
que incluyeron adultos puede ser explicada por la
dificultad de obtencion de muestras 6ptimas para
la poblacién infantil (7). No se puede determinar si
esta diferencia es independiente del tipo de mues-
tra usada, métodos de transporte y conservacion
de las mismas por la falta de especificacion de
algunos estudios.
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Asi mismo, por la falta de detalle en los resul-
tados por edad de los pacientes, el efecto en la
exactitud no puede ser directamente estimada. Sin
embargo, el andlisis de estudios que reportaron por
muestras no evidencio diferencias entre estudios con
solo nifios y aquellos que incluian nifios y adultos; lo
cual es consistente con la dificultad en la obtencion
de muestras, y especialmente muestras de buena
calidad en nifos. Las diferencias en exactitud de
estudios de pacientes y estudios de muestras, se
pueden explicar por incremento de la sensibilidad
en razén a multiples muestras obtenidas por cada
paciente y a concentraciones variables de acido
Desoxirribonucleico o ADN en las diferentes mues-
tras, asi como a la eventual presencia de “contami-
nantes” como hemoglobina y diversas proteinas,
que en concentraciones variables pueden afectar
las pruebas moleculares (88).

Contrario a las recientes recomendaciones
en cuanto al tipo de muestra respiratoria, nuestro
meta-analisis no apoya la eleccion de un tipo de
muestra en particular (7,89). En general, los estu-
dios incluidos que emplearon muestras de tracto
respiratorio inferior también utilizaron muestras
de tracto respiratorio superior, y por ende, el
efecto en la exactitud diagnostica no se puede
evaluar.

En cuanto a detalles técnicos de la PCR sélo la
concentracion de MgCl, demostré tener influencia
en la exactitud diagnéstica, en la practica es bien
conocido que la concentracion de este componente
afecta el proceso de amplificacion. Mientras en
una concentracion adecuada el MgCl, permite
la estabilizacion de nucledtidos pues forma con
ellos complejos solubles para producir un sustrato
reconocible por la enzima Tag-polimerasa, en
concentraciones no adecuadas, altas o bajas, se
puede afectar la especificidad en la reaccion PCR
pudiendo darse lugar, por ejemplo, a la presencia
de fragmentos inespecificos (90).

Dentro de las limitaciones de nuestro meta-
analisis se encuentra la busqueda de articulos
en una sola base de datos (MEDLINE), inclusion
de articulos hasta junio de 2009 vy restricciéon de
articulos escritos en idioma inglés o espariol. De
hecho, el test de Egger indica sesgo de seleccion
de acuerdo con sensibilidad y especificidad. Aunque
la sensibilidad global es relativamente pequefia, el
test indica que los estudios con menor precision y
mayor sensibilidad tienen una probabilidad mas alta
de ser publicados. Aunque la especificidad global
es alta, el test de Egger indica que estudios con
mayor especificidad y menor precision tiene una
mayor probabilidad de ser publicados. Dada la he-
terogenidad entre los estimadores de los diferentes
estudios el test de Egger debe ser considerado a
la luz de sus limitaciones(93,94).

Adicionalmente, debido a que no existe consen-
so en el estandar de referencia para el diagndstico
de M. pneumoniae en este estudio se empled el
estandar definido por cada investigador y se eva-
lué caracteristicas del estandar de referencia que
explicaran cambios en la exactitud de PCR (Tabla
2). Los estandares de referencia para evaluar el
rendimiento de las técnicas de PCR en el diagndstico
de M. pneumoniae son imperfectos. Un estudio de
poblacion asintomatica en que se compararon 8
pruebas seroldgicas comerciales, se demostré una
baja correlacion entre ellas, dado por un factor kappa
inferior a 0,6 (91). Por la variabilidad de puntos de
corte de la serologia para considerar una prueba
como positiva, no fue posible evaluar el efecto en
la estimacién de sensibilidad y especificidad de
PCR. Sin embargo, para el tipo de prueba como
la ELISA se establecié que el punto de corte es un
factor de heterogeneidad.

Para demostrar infeccion por M. pneumoniae
después de un resultado positivo por PCR, algunos
autores han sugerido la necesidad de confirmar el
resultado por otro tipo de pruebas(11). Sin embargo,
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dada la alta especificidad de la PCR, un resultado
positivo en pacientes con sintomas respiratorios
tiene una probabilidad inferior al 0,05 de ser un
falso positivo. Este resultado esta posiblemente
relacionado con portadores asintomaticos de M.
pneumoniae. En contraste, se ha reportado la
presencia de Inmunoglobulina M (IgM) en un 30%,
aproximadamente, de poblacion asintomatica (91).
La alta especificidad de la PCR permitiria disminuir
el inadecuado tratamiento de pacientes sin infeccion
y por ende la resistencia a antibioticos.

Un meta-analisis elaborado por Zahng L y
colaboradores acerca del diagnéstico de M. pneu-
moniae por PCR versus serologia incluyo 15 es-
tudios publicados entre el afio 2000 a 2009. (92).
Aunque el presente meta-analisis a diferencia del
meta-analisis de Zanhg L, no realizé la busqueda
en la base de datos EMBASE, la inclusién de es-
tudios fue mas amplia y por esto la evaluacién del
desempefio de la PCR es mas exacta. En ambos
meta-analisis se evidencié mayor exactitud en
estudios de adultos comparado con aquellos que
incluyen poblacion infantil. Nuestro meta-analisis no
encontro diferencias en heterogeneidad debidas al
tipo de PCR empleada o al tipo de gen amplificado.
El meta-analisis de Zahng Ly col. tiene limitaciones
debido al escaso numero de estudios incluidos
ya que no se evalud heterogeneidad derivada del
punto de corte en las pruebas de serologia (92).

Los resultados de meta-analisis son de gran
utilidad para realizar analisis de sensibilidad con el
fin de proveer escenarios utiles para la toma de de-
cisiones en la practica clinica. Especificamente con
los resultados de nuestro meta-analisis realizamos
un analisis de sensibilidad para evaluar la utilidad
clinica de la PCR en el diagndstico de M. pneu-
moniae. Por ejemplo, si la prevalencia en nifios es
igual o mayor del 40%, con base en los estimadores
globales de sensibilidad (0,65) y especificidad (0,96),

el valor predictivo positivo medio de la PCR sera
cerca del 0,91. Por lo tanto, un resultado positivo
permite suficiente certeza para iniciar tratamiento
y reduce la necesidad de otras pruebas diagnos-
ticas. Sin embargo, un resultado negativo provee
menos certeza ya que el valor predictivo negativo
sera de 0,76. Aun en sitios con alta prevalencia,
se deben valorar posibles infecciones respiratorias
de etiologia mixta debido a que el resultado de la
PCR especifica para M. pneumoniae no excluye la
presencia de otros patégenos.

En conclusion, éste meta-analisis determind
que la PCR no puede ser recomendada aun como
prueba rutinaria. Sin embargo, en poblaciones
con prevalencias de infeccion por M. pneumoniae
superiores a 40%, un resultado positivo por PCR
permite suficiente certeza para iniciar tratamiento y
reduce la necesidad de otras pruebas diagndsticas.
Por la alta heterogeneidad encontrada, el presente
meta-analisis no permite validar ni descartar la uti-
lidad de la PCR en la practica clinica. Por lo tanto
la validez debe ser evaluada teniendo en cuenta
las condiciones locales como la prevalencia de M.
pneumoniae, cuadro clinico y exactitud de la técnica
de PCR empleada. Futuros estudios deben reportar
el espectro de la enfermedad y los resultados deben
ser reportados por tipo de muestra y de acuerdo
a los diferentes puntos de corte de la prueba de
referencia utilizada.
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