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Resumen

El recuento de palabras: 239

Fondo.

Los ensayos de crecimiento de micobacterias en sangre totalyA/BM{ ) cui itific. ) el crecimi¢ to | ) micobacterias en muestras de sangre fresca y pueden tener potencial para evaluar las vacunas
contra la tuberculosis e identificar a las personag:’ /i rie{ jo det= srcui ks Evalu, nos ia evidencia para la suposicion subyacente de que los resultados de WBMGA in vitro pueden predecir la

susceptibilidas, woerculosis &

Métodos.
Se realizd una b, iauassi Siematica de estudios que evaluaran asociaciones entre los resultados de WBMGA y la susceptibilidad a la tuberculosis. Se realizaron metanalisis para los

estudios elegibles mediante el calculo de promedios ponderados por poblacién.

Resultados.

Ningun estudio evalué directamente si los resultados de WBMGA predijeron la susceptibilidad a la tuberculosis. 15 estudios evaluaron las asociaciones entre los resultados de WBMGA y los
correlatos comprobados de la susceptibilidad a la tuberculosis, que dividimos en dos categorias. En primer lugar, las asociaciones de WBMGA con factores que se sabe que reducen la
susceptibilidad a la tuberculosis fueron estadisticamente significativas en los 8 estudios de: vacunacién con BCG; suplementacién con vitamina D; altitud; y terapia / negatividad para el VIH. En
segundo lugar, las asociaciones de WBMGA con correlatos probables de susceptibilidad a la tuberculosis fueron estadisticamente significativas en 3 estudios de enfermedad tuberculosa, en un
estudio de parasitismo y en 2 de los 5 estudios de infeccion tuberculosa latente. Los metandlisis para las asociaciones entre los resultados de WBMGA y la vacunacién con BCG, la infeccion por

tuberculosis, la enfermedad de la tuberculosis y la infeccion por VIH revelaron efectos consistentes.

Conclusiones.
Los resultados del estudio generalmente mostraron asociaciones significativas entre los resultados de WBMGA y los correlatos de la susceptibilidad a la tuberculosis. Sin embargo, ningtin estudio
evaluo directamente si los resultados de WBMGA predijeron la susceptibilidad real a la infeccién o enfermedad tuberculosa. Recomendamos la optimizacion y estandarizacién de la metodologia

WBMGA y los estudios prospectivos para determinar si WBMGA predice la susceptibilidad a la enfermedad de tuberculosis.

Contribucion al campo

Existen multiples estudios diversos en este campo con metodologias y hallazgos muy variados. Aln no existe un consenso de expertos sobre el valor de estos ensayos. Consideramos

que se necesitaba con urgencia una revision sistematica y un metanalisis. Creemos que

Nuestros hallazgos hacen una contribucion valiosa a la lucha mundial para eliminar la tuberculosis y esperamos que los comparta con sus lectores. En su revista se han publicado varias
publicaciones clave en este campo, por lo que creemos que Frontiers in Immunology seria el mejor lugar para publicar nuestra revision sistematica y metandlisis de ensayos de crecimiento de

micobacterias en sangre total para evaluar la susceptibilidad a la tuberculosis humana.
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Resumen
Fondo.

Los ensayos de crecimiento de micobacterias en sangre total (WBMGA) cuantifican el crecimiento de micobacterias en muestras de sangre fresca y pueden tener

potencial para evaluar las vacunas contra la tuberculosis e identificar a las personas con riesgo de tuberculosis. Evaluamos la evidencia para la suposicion subyacente

de que los resultados de WBMGA in vitro pueden predecir la susceptibilidad a la tuberculosis in vivo.

Métodos.
Se realiz6 una busqueda sistematica de estudios que evaluaran asociaciones entre los resultados de WBMGA vy la susceptibilidad a la tuberculosis. Se realizaron

metanalisis para los estudios elegibles mediante el calculo de promedios ponderados por poblacion.

Resultados.

Ningun estudio evalu6 directamente si los resultados de WBMGA predijeron la susceptibilidad a la tuberculosis. 15 estudios evaluaron las asociaciones entre los
resultados de WBMGA y los correlatos comprobados de la susceptibilidad a la tuberculosis, que dividimos en dos categorias. En primer lugar, las asociaciones de
WBMGA con factores que se cree que reducen la susceptibilidad a la tuberculosis fueron estadisticamente significativas en los ocho estudios de: vacunacién con
BCG; suplementacion con vitamina D; altitud; y terapia / negatividad del VIH. En segundo lugar. las asociaciones de WBMGA con correlatos probables de
susceptibilidad a la tuberculosis fueron estadisticamente significativas en tres estudios de epfCimmic¥ad| iberci osa, en un estudio de parasitismo y en dos de los
cinco estudios de infeccion tuberculosa latente. Metanalisis para las @foc ici¢ yas.antre | s 1 sultad us de WBMGA y la vacunacion con BCG, infeccidn por

tuberculosis, la tuberculosis y la infeccion por{¥! i rey :laros’ fecte s ¢ Hnsta tes.1iupo una considerable heterogeneidad metodoldgica.

Conclusiones.

Los resultados del estudio generalmente mostraron asociaciones significativas entre los resultados de WBMGA y los correlatos de la susceptibilidad a la
tuberculosis. Sin embargo, ningun estudio evalu6 directamente si los resultados de WBMGA predijeron la susceptibilidad real a la infeccién o enfermedad
tuberculosa. Recomendamos la optimizacion y estandarizacion de la metodologia WBMGA y los estudios prospectivos para determinar si WBMGA predice la

susceptibilidad a la enfermedad de tuberculosis.
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Introduccion

Se estima que la tuberculosis (TB) enferma a mas de diez millones de personas y mata a 1,4 millones de personas cada afio en todo el mundo [1]. Se cree que una cuarta

parte de la poblacién mundial tiene una infeccion tuberculosa latente (ITBL), en> 90% de los cuales se espera que la inmunidad antimicobacteriana prevenga

indefinidamente la progresién a la enfermedad tuberculosa. Se han identificado varios factores de riesgo para la progresion de la exposicion a la ITBL a la enfermedad de

tuberculosis activa [2], pero faltan predictores fiables [3]. La estratificacion del riesgo, la evaluacion de las vacunas y otras intervenciones encaminadas a reducir la

susceptibilidad a la tuberculosis se complican por el retraso variable y, a menudo, largo de una infeccién a otra y por la dificultad para determinar la exposicion, la infeccion

y la enfermedad a la tuberculosis [4] [5]. En consecuencia, existe una necesidad urgente de ensayos in vitro para predecir la susceptibilidad a la tuberculosis in vivo.

Los ensayos de crecimiento de micobacterias en sangre total (WBMGA) tienen como objetivo medir el crecimiento in vitro de micobacterias en muestras de sangre fresca.

Son ensayos funcionales que, en lugar de centrarse en un Unico marcador inmunitario, evaltan los efectos combinados de una serie de factores, como los mecanismos

inmunitarios que influyen en el crecimiento de las micobacterias in vitro. WBMGA ha ganado interés por las pruebas de vacunas contra la tuberculosis, donde los ensayos

previos y posteriores a la vacunacién pueden proporcionar informacién sobre la eficacia de las vacunas candidatas, prediciendo las personas con riesgo de enfermedad

de tuberculosis [6] [7]. La suposicion subyacente es que si in vitro la sangre de un individuo permite un mayor crecimiento de micobacterias, entonces este hallazgo

predice que el individuo correra un mayor riesgo de desarrollar una infecciéon o enfermedad de . erc fosii | es de ir, susceptibilidad a la tuberculosis in vivo.
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Ademas de WBM A, se h2n a_sarrollado y evaluado ensayos de crecimiento de micobacterias utilizando células mononucleares de sangre periférica
purificadas (PBMC), macrofagos purificados y células de lavado broncoalveolar [8]. En la revisidn sistematica actual, nos centramos en WBMGA debido a
varias ventajas que ofrece en comparacion con el ensayo de crecimiento de micobacterias basado en PBMC: (1) la simplicidad de WBMGA aumenta la
viabilidad en los entornos con recursos limitados donde ocurre la mayoria de la TB [9]; (2) los analisis de sangre completa reducen los efectos artificiales de
los procedimientos de aislamiento celular; y (3) el WBMGA es el enfoque in vitro que parece representar mejor las complejidades de las respuestas in vivo,
incluido el papel de la hemoglobina, los granulocitos neutréfilos, los anticuerpos y el complemento, lo que puede explicar el desacuerdo en los resultados

entre el WBMGA y los ensayos equivalentes que utilizan purificados PBMC [10] [11].

Se han utilizado dos tipos de dominio de WBMGA. En primer lugar, en el ensayo BCG lux, se inoculan micobacterias luminiscentes recombinantes (BCG
lux) en sangre completa diluida y se calcula la tasa de crecimiento de las micobacterias midiendo la luz emitida en el momento de la inoculacién frente a
después de la incubacién [12]. En segundo lugar, en el ensayo del tubo de inhibicion del crecimiento de micobacterias (MGIT) [13], las micobacterias se
cultivan en sangre completa diluida, después de lo cual las micobacterias se aislan y se inoculan en tubos de cultivo MGIT de BACTEC (Becton y
Dickinson, Sparks, EE. deteccién de micobacterias, indicativo de crecimiento de micobacterias. WBMGA ha utilizado diferentes suplementos sanguineos;
infeccion con varios M. tuberculosis cepas y BCG tanto de tipo salvaje como genéticamente modificado; incubacién durante 72-96 horas; y diversas

medidas de resultado (por ejemplo, tiempo de micobacterias para cultivar positividad y bioluminiscencia de micobacterias que indica metabolismo).
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La premisa central de un WBMGA Util es que el crecimiento de micobacterias medido in vitro predice el riesgo in vivo de desarrollar una infeccién de tuberculosis o una

enfermedad de tuberculosis activa. Recientemente, se revisaron los detalles técnicos de diversos WBMGA (y ensayos de crecimiento de micobacterias basados en

células mononucleares de sangre periférica) [8]. Nuestra revision actual tiene como objetivo ampliar estos hallazgos para determinar qué, si existe alguna evidencia, de

que los resultados de WBMGA humanos in vitro predicen el riesgo de TB in vivo. Nuestro objetivo era incluir todo tipo de participantes humanos, intervenciones,

comparaciones, resultados y disefios de estudio (PICOS) con relevancia para nuestro objetivo [14].



91

92
93
94
95
96
97
98
99

100

101

102

103

104

105

106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117

118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128

Métodos

Estrategia de busqueda y criterios de seleccion

Esta revision sigui6 a la declaraciéon PRISMA para informar revisiones sistematicas y metanalisis [14]. Se realizaron busquedas en PubMed y EMBASE hasta 25wt Junio
de 2020. Se realizaron busquedas en las referencias citadas por estas publicaciones y revisiones. Los criterios de inclusion fueron: publicaciones en inglés revisadas por
pares que describieran estudios transversales, de casos y controles o de cohortes utilizando WBMGA para estudiar el crecimiento de micobacterias en la sangre humana

en relacion con el riesgo de infeccion por tuberculosis; riesgo de enfermedad de tuberculosis; factores de riesgo de tuberculosis establecidos o posibles

JB y CAE revisaron titulos de publicaciones potencialmente relevantes, luego resimenes y finalmente publicaciones de texto completo para determinar su elegibilidad
(Figura 1). La calidad de los estudios incluidos fue evaluada por JB y RH utilizando una herramienta de evaluacién de la calidad del Instituto Nacional del Corazén, los
Pulmones y la Sangre (NHLBI), lo que dio lugar a una calificaciéon general de la calidad de cada estudio de "buena", "regular”, o "pobre" [15]. Aunque se obtuvo para

estudios observacionales y de cohortes a mayor escala, esta herramienta de evaluacion de la calidad parecio ser la mejor opcion disponible considerando nuestros

criterios de inclusion. Las discrepancias se resolvieron mediante discusion.

Analisis de datos y sintesis de hallazgos.
Los resultados de WBMGA, las caracteristicas del estudio y la metodologigise extrajeron ¢#= cg’ a pubi 'ac, n y se_sategorizaron por factores que se sabe que disminuyen
o que pueden afectar la susceptibilidad a la tuberculosis por JB wCE. L' 5 re_ ultacccc  MVE 1GA mstktrajeron tal como se publicaron, independientemente del célculo o

las diferencias metodolagicas.

Para permitir la con, \ar297", sintesis de los resultados de WBMGA entre diferentes estudios, se calcularon las proporciones de un grupo de estudio (por ejemplo, antes
de la vacunacién) frente al otro (por ejemplo, después de la vacunacion) para cada uno de los principales hallazgos de las publicaciones, generando un crecimiento

relativo de micobacterias. ratios que se presentan en las figuras 2A-E.

Cuando se utilizaron simultdneamente diferentes metodologias WBMGA para evaluar a un paciente, se evalud el nivel de acuerdo entre las

metodologias con diagramas de dispersion y coeficientes de correlacion de Pearson.

Metaanalisis

Debido a la heterogeneidad en los métodos estadisticos y la falta de disponibilidad de datos a nivel de participante, las desviaciones / errores estandar no se
pudieron estimar de manera confiable para cada una de las proporciones relativas de crecimiento de micobacterias que se calcularon. En consecuencia, las
técnicas de metandlisis utilizadas con frecuencia que incorporan las variaciones del estudio fueron imposibles. En cambio, para estudios comparables,
informamos promedios de las proporciones relativas de crecimiento de micobacterias que calculamos ponderadas segun el nimero de participantes en cada
estudio (ver Suplemento). Los errores estandar de estos promedios ponderados indican la variacion entre los estudios individuales y no pudieron evaluar la

variaciéon dentro de cada estudio. Estos calculos utilizaron el paquete R “Hmisc” [16].

La heterogeneidad se evalué visualmente con un histograma que muestra el registro 10 proporciones relativas de crecimiento de micobacterias en estudios individuales, lo

que indica un posible sesgo de publicacién. Debido a que la varianza de cada micobacteriana relativa
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se desconocia la proporcion de crecimiento, no se pudo realizar un grafico en embudo convencional. Por lo tanto, generamos lo que
denominado un diagrama de pseudo-embudo del registro 1o de las medias ponderadas de las proporciones relativas de crecimiento de micobacterias representadas

graficamente frente a sus errores estandar, lo que indica un posible sesgo de publicacién en las medias ponderadas que calculamos.
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134 Resultados

135 Resultados de la busqueda

136 No se encontraron estudios prospectivos que compararan directamente los resultados de WBMGA con el riesgo de infeccién o enfermedad de tuberculosis. Por lo tanto,
137 esta revision se limita a la evidencia indirecta de estudios que prueban las asociaciones entre los resultados de WBMGA y los factores que se cree que afectan la

138 susceptibilidad a la tuberculosis. Se incluyeron quince articulos que cumplian con estos criterios (figura 1). Se hizo una distincion entre: (A) factores con consenso en que
139 disminuyen la susceptibilidad a la tuberculosis [17] [18] [19] [20]; y (B) factores que probablemente afecten la susceptibilidad a la tuberculosis pero que carecen de

140 consenso sobre si aumentarian o reducirian la susceptibilidad [21] [22].

141

142

143 A. Factores que disminuyen la susceptibilidad a la tuberculosis

144 La Tabla 1A muestra los resultados del estudio agrupados segun los siguientes factores que se cree que disminuyen la susceptibilidad a la tuberculosis: vacunacion
145 con BCG; vitamina D; altitud; y terapia / negatividad del VIH, todos los cuales se resumen a continuacion.

146

147

148 Vacunacién BCG (Figura 2A)

149 La vacuna BCG puede ofrecer una proteccién del 60-80% contra la tuberculosis infantil diseminal a grave,nmfC..as que la proteccion contra la tuberculosis pulmonar varié
150 considerablemente entre los estudios [18]. En la presente revision, se ideriuficarongms es\ did  que c¢ ape aron \ BMGA antes y después de la vacunacion con BCG. La
151 técnica BCG-lux demostré una disminucién significativa da'serecii iento’ le n| cobacteria  dc_\meses después de la vacunacion secundaria con BCG (8 meses después de
152 la primaria) en adultag_cro no pessiptieron efec )s sig. ricativgs poste.ormente [23]. Al mismo tiempo, se analizaron las mismas muestras de sangre (comunicacion
153 personal con el Dii 38 .ci Hoft) | n la t| cnica MGIT, que mostré una disminucion significativa del crecimiento de micobacterias solo seis meses después de la vacunacion
154 secundaria con BCC "Z"ineses después de la primaria). Las diferencias en el crecimiento relativo de micobacterias en diferentes puntos de tiempo entre estos estudios
155 se ilustran en la Figura 3A, con una diferencia de mas del doble en dos momentos. Se notificé una reduccion significativa del crecimiento de micobacterias en adultos solo
156 después de la vacunacion primaria de una cohorte de adultos sin BCG (aunque esto dependié del método estadistico), pero no hubo diferencias después de la vacunacion
157 secundaria de una cohorte de adultos que habian sido vacunados mas de seis meses antes de la inscripcién [24 ]. En el mismo estudio no se encontraron diferencias en
158 el crecimiento de micobacterias entre los grupos previamente vacunados con BCG versus los no vacunados con BCG al inicio del estudio. También se notifico una

159 reduccién del crecimiento de micobacterias después de la vacunacién neonatal con BCG [25]. En la Figura 3B, se compara el crecimiento relativo de micobacterias en
160 diferentes puntos de tiempo después de la vacunacion con BCG en todos los estudios incluidos. Se notificé una reduccion significativa del crecimiento de micobacterias en
161 adultos solo después de la vacunacién primaria de una cohorte de adultos sin BCG (aunque esto dependié del método estadistico), pero no hubo diferencias después de
162 la vacunacion secundaria de una cohorte de adultos que habian sido vacunados mas de seis meses antes de la inscripcion [24 ]. En el mismo estudio no se encontraron
163 diferencias en el crecimiento de micobacterias entre los grupos previamente vacunados con BCG versus los no vacunados con BCG al inicio del estudio. También se notificé una reduccion del creci
164

165 Vitamina D (Figura 2B)

166 Los niveles séricos bajos de vitamina D se han asociado con un mayor riesgo de enfermedad de tuberculosis [19]. En el Unico estudio identificado que analizé la
167 vitamina D y WBMGA, en un ensayo controlado aleatorio, una dosis tnica de vitamina D redujo significativamente el crecimiento de micobacterias en comparacién
168 con el placebo [26].

169
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Altitud (Figura 2B)
La gran altitud se asocia con un menor riesgo de infeccion y enfermedad de tuberculosis [27] y se notifico una disminucion del crecimiento de micobacterias en los
residentes de baja altitud después del ascenso a gran altitud, suficiente para que no haya diferencia entre los individuos recientemente ascendidos y los residentes

permanentes de gran altitud [ 9].

Negatividad / terapia del VIH (Figura 2C)

La infeccion por VIH es uno de los factores de riesgo mas importantes para la progresion a la enfermedad de tuberculosis activa [17]. Se identificaron dos estudios que
investigaron el WBMGA en relacion con la infeccion por VIH. Se informé un mayor crecimiento de micobacterias en los nifios infectados por el VIH (sin terapia
antirretroviral de gran actividad, TARGA) en comparacion con los nifios no infectados por el VIH [28]. De manera similar, se informé de una disminucion significativa en el

crecimiento de micobacterias después de iniciar TARGA en nifios infectados por el VIH [29].

B. Factores que probablemente afectan la susceptibilidad a la tuberculosis
La Tabla 1B muestra los resultados del estudio agrupados segun los siguientes factores que pueden afectar la susceptibilidad a la tuberculosis: infeccién por tuberculosis,

enfermedad de tuberculosis y parasitismo.

Infeccion por tuberculosis (Figura 2D)

Se identificaron cinco estudios que analizaron la asociacion eif:e WE VG| \y el esta ) di infeccion por TB, es decir, ausencia de infeccion indicada por resultados
negativos de la pruehagiitanea de tuberculina TST), "0 delensay  de liberacién de interferon-y (IGRA) versus la infeccién por TB (TST positivoy / o0 IGRA ). Tres
de estos estudios :eamiiiaron’ oblaci nes TST: ositivas con TST-negativas. Se informé un menor crecimiento de micobacterias en individuos con TST positivo
frente a TST negat| ag#.\que no se informd de significacion estadistica [28]. Se informd una disminucion del crecimiento de micobacterias en adultos con TST
positivo frente a adultos con TST negativo [12]. No se encontraron diferencias significativas en el crecimiento de micobacterias al comparar los contactos adultos
con TST positivo frente a TST negativo de pacientes diagnosticados con TB pulmonar en un estudio disefiado para evaluar el papel de los neutrdfilos en la
resistencia del huésped a la infeccién por micobacterias [10]. Otros dos estudios compararon poblaciones IGRA positivas e IGRA negativas. Uno no encontrd
diferencias significativas en el crecimiento de micobacterias entre nifios y adultos con IGRA positivo versus IGRA negativo en un entorno de alta carga de TB [30]; el
otro inform6 un crecimiento de micobacterias significativamente menor en individuos IGRA positivos en comparacion con individuos IGRA negativos y un aumento

en el crecimiento de micobacterias después del tratamiento de individuos IGRA positivos [7].

Enfermedad de tuberculosis (Figura 2E)

Tres estudios informaron la asociacion entre WBMGA y la enfermedad de TB. Los pacientes con enfermedad de tuberculosis mostraron el menor crecimiento
de micobacterias, seguidos de los individuos con IGRA positivo, con el mayor crecimiento de micobacterias en los individuos con IGRA negativo, aunque estas
asociaciones solo se observaron cuando las micobacterias utilizadas en el ensayo eran BCG, no M. tuberculosis [ 7]. El crecimiento de micobacterias en
pacientes curados de TB fue menor que en individuos sin TB en dos de los dos analizados M. tuberculosis cepas, pero no se observaron diferencias

significativas para un tercio M. tuberculosis cepa [31]. Nifios con TST positivo con eritema nudoso, una condicién que generalmente se atribuye
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La infeccion por tuberculosis en el contexto de este estudio mostré un menor crecimiento de micobacterias en WBMGA que los nifios con tuberculosis activa [32].

Parasitismo (Figura 2B)

La evidencia sobre la direccion de la asociacién entre el parasitismo y el riesgo de infeccidon por TB y la enfermedad de TB es contradictoria, es decir, el
parasitismo puede estar asociado con una disminucién [33] [34] o potencialmente (directa o indirectamente a través de la desnutricién asociada) con una
mayor susceptibilidad a la TB [35] [ 36]. Se identificé un estudio que examind la relacion entre las infecciones por helmintos y el WBMGA, que mostré una
disminucién del crecimiento de micobacterias en individuos con anquilostomiasis en comparacion con los controles no infectados por anquilostomas, que se

resolvi6 después del tratamiento de la anquilostomiasis [34].

Ratios de crecimiento relativo de micobacterias y metanalisis

Las proporciones relativas de crecimiento de micobacterias de los estudios relacionados con la vacunacién con BCG, la infeccién por TB, la enfermedad por TB y la
infeccion por VIH se muestran en la Figura 2A, 2B, 2C y 2D, respectivamente, con cada una de estas figuras incluyendo metaandlisis. La Figura 2E muestra las
proporciones relativas de crecimiento de micobacterias de los estudios relacionados con el parasitismo, la vitamina D y la altitud; ninguno de los cuales fue susceptible de
metanalisis. Los metanalisis mostraron lo siguiente:

. El crecimiento de micobacterias en WBMGA se redujo significativimente 2-6 mé“es [ espue 'de a vacl 1acion primaria con BCG (Figura 2A). Los datos

disponibles sobre la vacunacion de refuerzo con BCG ngfuerc  su cepuvics 2 U ana. T ver la leyenda de la Figura 2A).

. El crecimie_‘oAaii.Coba ‘erias| e signific.tivamente menor para las poblaciones infectadas con TB que para las poblaciones no infectadas con TB (si la infeccion
se evalud me_i2a°51 o IGRA, Figura 2B).

. El crecimiento de micobacterias fue significativamente menor para los pacientes con enfermedad de TB (ya sea antes o después del tratamiento) que para las
personas no infectadas con TB (TST o IGRA negativo, Figura 2C).

. El crecimiento de micobacterias fue significativamente menor en personas relativamente inmunocompetentes (ya sean personas no infectadas por VIH o personas

infectadas por VIH que reciben TARGA) que en personas no tratadas con infeccion por VIH (Figura 2D).

El histograma que representa el registro 10 de las proporciones relativas de crecimiento de micobacterias (Figura 3C) y la grafica de pseudo-embudo (Figura 3D) estan

sesgadas a la derecha, lo que puede indicar sesgo de publicacion.

Caracteristicas del estudio y metodologia del ensayo

Las caracteristicas de los estudios incluidos y la metodologia WBMGA que se utilizaron se presentan en la Tabla 2 y la Tabla 3, respectivamente. Se
utilizaron controles de ensayo en el 53% (ocho de 15) de los estudios incluidos. Se encontré una heterogeneidad considerable en la poblacién, el entorno
y las estadisticas informadas (Tabla 2). Las caracteristicas metodolégicas que compararon los estudios, incluidas las concentraciones de inoculado

micobacteriano y el uso de controles, fueron diversas (Tabla 3).
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Calidad del estudio

La Tabla 4 muestra el resultado de una evaluacién de la calidad del estudio utilizando una herramienta de evaluacion de la calidad estandarizada desarrollada por NHLBI.

Dos de los estudios incluidos recibieron una buena calificacion, diez recibieron una calificacion regular y tres recibieron una calificacion deficiente.

Comparacion de los resultados de los ensayos BCG-lux y MGIT

La Figura 3A muestra las diferencias entre los resultados de los ensayos BCG-lux y MGIT realizados al mismo tiempo en las mismas muestras de sangre. El coeficiente

de correlacion de Pearson de los resultados del ensayo BCG-lux y MGIT, presentados como relaciones de crecimiento de micobacterias, fue de 0,19 (R2-0,037). Dos

de los cinco puntos de datos mostraron una diferencia de mas del doble en la tasa de crecimiento.

Heterogeneidad de los resultados del estudio de vacunacion con BCG

La Figura 3B ilustra la heterogeneidad de los resultados de WBMGA de los estudios de vacunaciéon con BCG en diferentes puntos de tiempo después de la vacunacion.
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Discusion

Esta revision sistematica y metaandlisis evalué la evidencia de que el crecimiento bajo de micobacterias en WBMGA predijo una menor susceptibilidad a la tuberculosis.

Esto demostré que un menor crecimiento de micobacterias in vitro en WBMGA se asocié de hecho de manera significativa con factores que se cree que reducen la

susceptibilidad a la tuberculosis de las personas in vivo. Los factores que probablemente afecten la susceptibilidad a la tuberculosis, pero que carecen de consenso sobre

si aumentarian o disminuirian la susceptibilidad, también mostraron generalmente asociaciones significativas y consistentes con los resultados de WBMGA. Esto implica

un valor potencial de WBMGA para la estratificacion del riesgo clinico y la evaluacion de las vacunas contra la tuberculosis, a pesar de la considerable heterogeneidad

clinica, de laboratorio y estadistica entre los estudios incluidos.

El desarrollo de biomarcadores para predecir el riesgo de tuberculosis es una prioridad para la eliminacién mundial de la tuberculosis [37]. Recientemente se han logrado

avances prometedores, incluida la identificacién de ARN y firmas metabodlicas [38] [39] y puntuaciones de riesgo clinico [4] [5] [40]. Los ensayos de crecimiento tienen

como objetivo evaluar funcionalmente la capacidad del huésped para controlar las infecciones, como por ejemplo, los ensayos de crecimiento de la malaria que predijeron

el riesgo de enfermedad por una cepa especifica de Plasmodium falciparum [41]. El énfasis de la investigacion de ensayos de crecimiento de micobacterias se ha puesto

en la eficacia de la vacuna y los estudios de mediadores inmunitarios, con informacién limitada sobre el riesgo prospectivo de enfermedad de tuberculosis [8]. Por lo tanto,

los datos sobre la relacion entre el WBMGA y el riesgo de tuberculosis se limitan a la evidencia indirecta, que se evalué en esta revision.

Al cuantificar el crecimiento de micobacterias irfi/.o, \' BMGA huea s r repi sentauvo del equilibrio entre los factores que influyen en la progresién de la infeccion por

micobacterias fre, ‘e a la contel| i6n de¢ la infeccic | a traves'ue la inmunidad antimicobacteriana del huésped. En general, se plantea la hipdtesis de que un menor

crecimiento de mici »acterias.en "/BMGA in vitro implica una restriccién inmunitaria de las micobacterias y, por tanto, una menor susceptibilidad a la tuberculosis, es decir,

un menor riesgo de infeccion por tuberculosis o enfermedad de tuberculosis in vivo [8]. En la revisién actual, encontramos que los estudios de WBMGA de los factores que

se cree reducen la susceptibilidad a la tuberculosis, es decir, la vacunacion con BCG, la negatividad / terapia del VIH, la suplementacién con vitamina D y el ascenso a la

altitud respaldaron en gran medida esta hipétesis. Aunque cada uno de los estudios incluidos sobre la vacunacion con BCG mostré una asociacién significativa con los

resultados de WBMGA, el tiempo transcurrido desde la vacunacién hasta una inhibicion significativa del crecimiento de las micobacterias varié considerablemente,

posiblemente debido a la heterogeneidad metodolégica y de la poblacion. Ademas, aunque la eficacia protectora de la vacuna BCG contra la tuberculosis infantil grave es

considerable, la proteccion que ofrece contra la tuberculosis pulmonar es variable y probablemente depende de varios factores ambientales y dependientes del huésped,

incluidas las variaciones en la exposicion a micobacterias ambientales y cepas de BCG, lo que confunde la comparabilidad e interpretacion de estos estudios [18] [42].

Cabe sefalar que todos los estudios de WBMGA de vacunacién con BCG utilizaron BCG in vitro; por tanto, la evaluacion del efecto potencial de la vacuna BCG en

Aunque la eficacia protectora de la vacuna BCG contra la tuberculosis infantil grave es considerable, la proteccion que ofrece contra la tuberculosis pulmonar es variable y

probablemente depende de varios factores ambientales y dependientes del huésped, incluidas las variaciones en la exposicién a micobacterias ambientales y cepas de

BCG, lo que confunde la comparabilidad e interpretacion de estos estudios [18] [42]. Cabe destacar que todos los estudios de WBMGA de vacunacion con BCG utilizaron BCG in vitro; por lo tanto, |

se espera el crecimiento en sangre total in vitro. Se desconoce si un menor crecimiento de micobacterias in vitro después de la vacunacién con BCG implica una

proteccion a largo plazo contra la enfermedad de la tuberculosis en lugar de un fortalecimiento temporal de la inmunidad antimicobacteriana adaptativa o la inmunidad

innata entrenada [43].

Se debate hasta qué punto la exposicion a la tuberculosis y la infeccién de tuberculosis latente (ITBL) pueden afectar la susceptibilidad a la enfermedad de tuberculosis

causada por la reactivacion de la tuberculosis frente a la reinfeccion [44]. Actualmente las principales pruebas para diagnosticar LTBI son TST e IGRA,



298 que tienen limitaciones, incluida la evaluacién indirecta de la memoria inmunoldgica en lugar de la evaluacion directa de la infeccidn real [45]. Estas pruebas

299 solo predicen débilmente el riesgo de enfermedad de tuberculosis posterior [45] y sus resultados estan influenciados por factores que incluyen el estado
300 nutricional y otras causas de inmunodeficiencia [22] [46]. Podria esperarse una asociacion entre un mayor crecimiento de micobacterias en WBMGA (lo que
301 potencialmente implica una mayor susceptibilidad a la tuberculosis), lo que lleva a una mayor probabilidad de LTBI, en consonancia con la asociacién

302 probada entre LTBI y un mayor riesgo de tuberculosis en el futuro. Sin embargo, esta hipétesis no fue apoyada por ninguno de los estudios incluidos. Mas
303 bien, dos de los cinco estudios incluidos informaron asociaciones significativas y ambos indicaron la asociaciéon opuesta. Especificamente, Se encontrd
304 menos crecimiento de micobacterias en WBMGA (potencialmente implicando menos susceptibilidad a la TB) en personas con LTBI, a pesar de su mayor
305 riesgo comprobado de enfermedad de TB en el futuro, posiblemente porque la replicacién de micobacterias en el huésped puede provocar una respuesta
306 inmune que inhibe el crecimiento de micobacterias en WBMGA [7]. Se ha sugerido que esto proporciona informacién sobre la posicién de un individuo en el
307 espectro de LTBI, luego del creciente reconocimiento de que LTBI representa un grupo diverso que va desde aquellos que pueden haber eliminado

308 completamente la infeccion hasta aquellos con replicacion activa. M. tuberculosis sin sintomas clinicos [47]. Si los resultados de WBMGA coinciden con este
309 espectro, pueden ayudar a informar la estratificacion del riesgo de progresiéon a TB activa [7]. Los resultados del estudio incluido de O'Shea parecen implicar
310 esto, pero no se especifica si los pacientes con TB activa ya estaban recibiendo tratamiento, lo que puede influir en el crecimiento de micobacterias in vitro
311 [7]. Todos estos hallazgos pueden explicarse por la hipotesis de que la infeccion de TB latente o la enfermedad de TB causan una activacion inmune que
312 reduce la susceptibilidad a la TB (como lo indica la reduccién del crecimiento de micobacterias en WBMGA), reduciendo el riesgo de que una nueva

313 exposicion a la TB cause una superinfeccion. reinfeccion o enfermedad de tuberculosis posterior. Esta hipétesis integradora esta respaldada por algunos
314 datos epidemioldgicos y experimentacion animal y deberia ser el foco de la investigacion@aii[4( | [48]

315

316

317

318

319

320 Las infecciones por helmintos se superponen geograficamente con la ITBL y la tuberculosis. Algunos helmintos, incluida la anquilostomiasis, suprimen las respuestas
321 inmunitarias antimicobacterianas medidas por TST e IGRA, y esta supresion es reversible con tratamiento antihelmintico [49] [50]. Esto podria ser un efecto directo de los
322 helmintos que se sabe que causan algunas formas de inmunosupresion y anergia [51], o podria ser causado indirectamente por infecciones por helmintos que causan
323 desnutricion, que también suprime algunas medidas de inmunidad antimicobacteriana [35]. Por lo tanto, las infecciones por helmintos pueden suprimir la inmunidad
324 antimicobacteriana lo suficiente como para aumentar la susceptibilidad a la tuberculosis [51], lo que hace que las infecciones por helmintos se asocien con un mayor
325 crecimiento de micobacterias en WBMGA. Sin embargo, Hay pruebas contrarias de que las infecciones por helmintos pueden estimular la inmunidad antimicobacteriana
326 [33] y el Unico estudio sobre helmintos y WBMGA demostré que la anquilostomiasis (pero no otras especies de helmintos) se asocié con un menor crecimiento de

327 micobacterias en WBMGA, que fue reversible con el tratamiento contra la anquilostomiasis. Hubo alguna evidencia de mediacion por eosinofilia inducida por

328 anquilostomas [34]. Estos hallazgos aparentemente contradictorios pueden explicarse por la complejidad de la inmunidad antimicobacteriana: la inmunidad

329 antimicobacteriana medida por TST e IGRA puede ser distinta de los mediadores evaluados en el WBMGA. Hubo alguna evidencia de mediacion por eosinofilia inducida
330 por anquilostomas [34]. Estos hallazgos aparentemente contradictorios pueden explicarse por la complejidad de la inmunidad antimicobacteriana: la inmunidad

331 antimicobacteriana medida por TST e IGRA puede ser distinta de los mediadores evaluados en el WBMGA. Hubo alguna evidencia de mediacion por eosinofilia inducida
332 por anquilostomas [34]. Estos hallazgos aparentemente contradictorios pueden explicarse por la complejidad de la inmunidad antimicobacteriana: la inmunidad antimicobacteriana medida por TST e
333

334 Una fortaleza de este estudio es que es la primera evaluacion de si diversos estudios sugieren que los resultados de WBMGA predicen el riesgo de tuberculosis. Las
335 limitaciones incluyeron la ausencia de evidencia directa, por lo que los estudios incluidos no pudieron proporcionar una
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respuesta directa a nuestra pregunta de investigacion. Otra limitacién fue la diversidad: las profundas variaciones en el disefio del estudio, la metodologia, el
andlisis estadistico, la poblacién y el tamafo de la muestra en los estudios que identificé nuestra revision sistematica confundieron su comparacion y sintesis
mediante metanalisis, y también complicaron la evaluacién de la calidad del estudio. Particularmente preocupante fue la falta de controles en
aproximadamente la mitad de los estudios incluidos. La variacién en la metodologia estadistica informada y el fracaso de la mayoria de los estudios incluidos
para publicar sus datos de origen nos impidi6 calcular los intervalos de confianza en nuestras evaluaciones de los resultados de WBMGA y nos obligd a

calcular el efecto promedio ponderado en lugar de utilizar técnicas 6ptimas de metandlisis, lo que limita la precision de nuestros metanalisis.

Una vez finalizada la busqueda bibliografica de esta revision sistematica, se publicé un estudio de Gambia que habria cumplido con nuestros criterios de
inclusién si se hubiera publicado antes y es digno de mencion por dos razones metodoldgicas principales [52]. En primer lugar, este estudio utilizé un nuevo
WBMGA autoluminiscente, que permite recolectar muestras de sangre de volumen mas pequefio y medir en serie la luminiscencia sin destruccion de la
muestra. En segundo lugar, WBMGA se utilizo para evaluar pares de nifios altamente expuestos a TB con estado de TST discordante, un disefio de estudio
novedoso que permite la comparacion de individuos con un nivel presuntamente similar de exposicién a TB [52]. Esto contrasta con los estudios incluidos en
nuestra revision en los que la exposicion a la tuberculosis podria ser un factor de confusién potencial. Sin embargo, aparte de estos dos nuevos avances
metodoldgicos, los hallazgos de este estudio fueron similares a los estudios incluidos en nuestra revision, demostrando un mayor crecimiento de
micobacterias en nifios no infectados que en nifios infectados. Este estudio publicado regfciiicaer. 2 no ¢ ‘era las conclusiones de nuestra revision

sistematica.

En conclusion, i s resultadcs de WBMGA generalmente mostraron asociaciones estadisticamente significativas con factores conocidos o
que probablemente afecten la susceptibilidad a la tuberculosis. Sin embargo, estos estudios fueron diversos y existe la necesidad de una
estandarizacién metodoldgica, asi como una evaluacién sistematica de la reproducibilidad de los resultados de WBMGA, como se ha hecho
para los ensayos basados en PBMC [53]. Es importante destacar que se necesitan con urgencia evaluaciones prospectivas de si WBMGA
predice el riesgo de infeccion o enfermedad de tuberculosis de las personas, aunque es probable que estos estudios sean lentos y costosos
debido a la incidencia relativamente baja de cualquiera de los resultados, el largo intervalo durante el cual se desarrollan estos resultados, y

Dificultades de diagnéstico que dificultan la prueba de la ausencia de infeccion o enfermedad tuberculosa.
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Cuadro 1A. Resumen de los factores que se cree que disminuyen la susceptibilidad a la tuberculosis y su asociacién con un menor crecimiento de

micobacterias en WBMGA.

Categoria

Publicacion

Grupo de estudio vs comparador

Bacterias t \Valor p

Riesgo de tuberculosis

No hay estudios que predigan el riesgo de infeccion o enfermedad Después de la

IN/A IN/A

ICheon et al 2002

vacunacion primaria (frente a la vacunacion previa) Después de la dosis de

BCG-lux * NS

recuerdo (frente a la vacunacion previa)

BCG-lux * I~

Hoft et al 2002

Después de la vacunacion primaria (frente a la vacunacion previa) Después de

BCG-lux NS

ISeronegatividad al VIH Ka

mpmann et al 2006 / terapia

la dosis de recuerdo (frente a la vacunacion previa) BCG-lux *
Después de la vacunacion primaria (frente a la vacunacion previa) BCG-lux *
Vacunacion BCG
Kampmann et al 2004
Previamente vacunados (frente a no vacunados) BCG NS
Fletcher et al 2013 Después de la vacunacion primaria (frente a la prevacunacion) Después de la BCG *
dosis de recuerdo (frente a la dosis previa) BCG NS
Vitamina D Martineau et al 2007b Suplementado con vitamina D (frente a placebo) BCG-lux *
| Suplementacion
Residentes de gran altitud (frente a baja) a gran altitud Antes (frente a después) BCG-lux NS
Altitud Eisen et al 2013 !
j BCG-lux *
BCG-lux *

ITena et al 2003

* Cualquier comparaci
Comparacién no esta

estadisticas no disponil
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Cuadro 1B. Resumen de los resultados de los factores que pueden afectar la susceptibilidad a la tuberculosis y su asociacién con un menor crecimiento de

micobacterias en WBMGA.
Categoria Publicacion Grupo de estudio vs comparador Bacterias \Valor p
Tena et al 2003 TST + (frente a TST-) BCG-lux IN/A
Kampmann et al 2000 TST + (frente a TST-) BCG-lux I~
Martineau et al 2007a TST + (frente a TST-) BCG-lux NS
BCG NS
H37Rv
Baguma et al 2017 IGRA + (frente a IGRA-)
Infeccién de tuberculosis HN878
ICDC1551
BCG >
IGRA + (frente a IGRA-) M.tb
BCG >
IGRA + pre-Rx (frente a IGRA + post-Rx) M.tb
! BCG >
(O'Shea et al 2018a Enfermedad de tuberculosis (frente a
M.tb
BCG I~
IGRA-) Enfermedad de tuberculosis (frente a IGRA +)
M.tb
BCG >
Enfermedad de tuberculosis de is antes de la ipcion (frente a de is curada)  \1 thy
Poseer § I~
allis et al 2009 Enfermedad gtuber da| ent¢  TST-) MP28
H37RA
Nicol et al 2007 Erit_har doso/| T+ nfermedad de tuberculosis) BCG-lux i
(frente a no H37Rv i
Parasitismo 'Shi 1 etal| 018b
H37Rv I~

infectadas antes (frente a pos-) Rx

Own § indica el M. t
* Cualquier comparacion fue estadisticamente significativa

** Todas las comparaciones multiples fueron estadisticamente significativas NS
c g e Tt significat

NA Prueba estadistica no disponible

IGRA indica el ensayo de liberacion de interferon-y.

epa que causo la enfermedad del participante
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Publicacion Datos Razén (Cl) Participantes (n)

Cheon et al (2002) pre-BCG (frente a 2 meses después de BCG) a 1,35 10

pre-BCG (vs. 4 meses post-BCG) pre-BCG (vs. 6 1,16 10

meses post-BCG) antes e cristo 0.93 10

pre-BCG (frente 2. 8 mé&las de pue \de bu, | me es tespués de la dosis de recuerdo) 1,56 8

pre-BL 7 (frel eas inese )¢ 'spué de la BCG, 6 meses después de la dosis de recuerdo) 2,34 8
Hoft y otros (20t ) ore-BCG (frente a 2 meses después de BCG) a 0,95 10

pre-BCG (vs. 4 meses post-BCG) pre-BCG (vs. 6 0,74 10

meses post-BCG) antes de Cristo 1.2 10

pre-BCG (frente a 8 meses después de BCG, 2 meses después de la dosis de recuerdo) 2,95 8

pre-BCG (frente a 12 meses después de BCG, 6 meses después de la dosis de recuerdo) 1,24 8
Kampmann et al (2004) antes de BCG (frente a 3-6 meses después de BCG)c 2,46 35 °
Fletcher et al (2013) No vacunados con BCG (versus vacunados previamente con BCG) antes de 1.01 18 b

BCG (versus 1 mes después de BCG) 1.07 9

pre-BCG (frente a 2 meses después de BCG) a 1.06 9

pre-BCG (frente a 6 meses post-BCG) antes de risto 1.03 9

antes del refuerzo (frente a 1 mes después del refuerzo) 0,99 9 q

antes del refuerzo (frente a 2 meses después del refuerzo) 1 9

antes del refuerzo (frente a 6 meses después del refuerzo) 1.01 9 L
Metanalisis * Pre-BCG (frente a 2 meses después de BCG)a 1,12 (1,06-1,19) 29 (19) .

Pre-BCG (frente a 6 meses después de BCG)s 1.05 (1.01-1.10) 29 (19) b

Pre-BCG (frente al ltimo criterio de valoracion: 3-6 meses después de BCG)c 1,82 (1,65-2,00) 64 (54) °

0 1 2 3

Crecimiento relativo de micobacterias (proporcion)
Figura 2A. Razones de crecimiento relativo de micobacterias de comparaciones realizadas en estudios de vacunacion con BCG.
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Publicacion Datos Proporcién de participantes (n)

O'Shea y otros (2018b) Anquilostoma no infectado (frente a anquilostomas infectados) 1,38
Anquilostomiasis no infectado después de la prescripcidéasifiente  antel de la prescripcion) 1,29
Martineau et al (2007b) Placebo (frente a vitamina D) 1,25
Eisen etal (20 13) + Resider| 2s de “iasutud antes del ascenso (frente a después del ascenso a gran altitud) Baja altitud 3,65
después del ascenso a gran altitud (frente a residentes de gran altitud) 0,95

Figura 2B. Proporciones relativas de crecimiento de micobacterias de las comparaciones realizadas en estudios de parasitismo, vitamina D y altitud.

+ Tenga en cuenta que Eisen et al (2013) consideraron el crecimiento en relacién con las muestras de control para ajustar los efectos de la altitud sobre el crecimiento de micobacterias.

22
13

131

15
62

Crecimiento relativo de micobacterias (proporcion)
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Publicacion Participantes Razén (Cl) Participantes (n)

Kampmann et al (2006) pre-TARGA (frente a 3 meses en TARGA) 1,6 15 °

pre-TARGA (frente a 6 meses con TARGA) pre TARGA 2.1 15 °

(frente a 9 meses con TARGA) pie-TAR@#fren 2 a| 2 23 15 Y

meses con TARGA) A 2.8 15 °
Tena et al (2 103) Nifios ir, sctadc sl VIH (frente a los no infectados por el VIH) a 1,6 46 [ ]
Metanalisis * Nifios infectados por el VIH que no han recibido tratamiento 1,9 (1,7-2,0) 61 (61) L 2

(frente a nifios infectados por el VIH que no han recibido tratamiento o que han recibido tratamiento) a

0 1 2 3

Crecimiento relativo de micobacterias (proporcion)

Figura 2C. Razones de crecimiento de micobacterias relativas de comparaciones realizadas en estudios del VIH y su tratamiento.



Publicacion Datos Razén (Cl) Participantes (n)
Tena et al (2003) TST- (frente a TST +) ca 418 6
Kampmann y otros (2000) TST- (frente a BT +) [« 2,72 20 L4
Martineau ei_11 (2007a) IST- (ntad. TST + contactos de tuberculosis pulmonar) c.a 0,97 126 d
TST- (frente a controles TST +)ca 1,25 49 o
Baguma y otros (2017) IGRA- (frente a IGRA + adultos (BCG)) antes de cristo 0,97 55 d
IGRA- (frente a IGRA + adultos jovenes (M.tb HN878)) antes de Gristo 0,98 58 d
IGRA- (frente a IGRA + nifios (M.to CDC1551)) antes de cristo 0,98 48 g
IGRA- (frente a IGRA + adultos (M.tb H37Rv)) antes de risto 0,97 55 d
IGRA- (frente a IGRA + adultos jévenes (M.tb H37RV)) antes ge cristo 0,98 58 d
IGRA- (frente a IGRA + nifios (M.tb H37Rv)) s 1.09 48 o
O'Shea y otros (2018a) IGRA- (frente a IGRA + (BCG)) antes de cristo 1,19 128 L
IGRA- (frente a IGRA + (M.tb)) antes ce criso 1,31 152 °
IGRA + post-Rx (frente a pre-Rx (BCG)) IGRA + 14 50 L4
post-Rx (frente a pre-Rx (M.tb)) 1,44 52 L
Metanalisis * TST- (frente a TST +)a 1,31 (1,21-1,41) 201 (201) o
IGRA- (frente a IGRA +)s 1,12 (1,10-1,13) 602 (3131 [
TST-/IGRA- (frente a TST +/ IGRA +)c 1,16 (1,14-1,19) 803 (5141

0 1 2 3

Crecimiento relativo de micobacterias (proporcion)

Figura 2D. Proporciones relativas de crecimiento de micobacterias de las comparaciones realizadas en estudios de infeccién por tuberculosis. + Aproximacion de la poblacion
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Publicacion Datos Razén (Cl) Participantes (n)

O'Shea y otros (2018a) IGRA- (frente a enfermedad de TB antes de Rx (£'CG)) 1,7 46 )

IGRA + (frente a enfermedad de Tk antes dasRx 1,43 104

(BCG)) IGRA- (frente a enfermef ad'| = T yaatande’ 2x (L htb) 142 70

IGRA +Wiinte [ laeaf 'med | le tuk rculusis antes de la prescripcion (M.tb)) 1.09 120 o

“nfermec, d de '\ naf.-Rx (vs enfermedad de TB pre-Rx (BCG)) 2.2 11 [ ]

| nfermedad de TB post-Rx (vs enfermedad de TB pre-Rx (M.tb)) 215 10 [
Wallis et al (2009) TST- (frente a enfermedad de TB post-Rx (M.tb cepa H37Ra)) TST- (frente a 0,37 38 o

enfermedad de TB post-Rx (cepa de M.tb MP-28)) TST- (frente a enfermedad 2,47 38 )

de TB post-Rx (M.tb: aislamientos de pacientes)) a 206 38 °
Nicol et al (2007) TST + (frente a TST + con eritema nudoso) 4 13

Enfermedad de TB pre-Rx (frente a TST + con eritema nudoso) 3.33 20 [ )
Metanalisis * TST-/IGRA- (frente a TB activa antes o después de la prescripcion) a 1,645 (1,59-1,70) 108 (108) .

0 1 2 3

Crecimiento relativo de micobacterias (proporcion)

Figura 2E. Razones de crecimiento relativo de micobacterias de las comparaciones realizadas en estudios de la enfermedad de tuberculosis.

Nota al pie de la figura 2: Tenga en cuenta que una mayor tasa de crecimiento relativo de micobacterias indica un mayor crecimiento de micobacterias, por lo que puede interpretarse como una susceptibilidad relativa a la infeccion por

micobacterias en los participantes enumerados sin paréntesis (en comparacién con los participantes enumerados entre paréntesis). Los circulos rellenos indican P <0,05. La metodologia del intervalo de confianza y la media del

metandlisis se explica en los Métodos. BCG indica Bacille Calmette Guerin. IGRA indica el ensayo de liberacion de interferén-y. * Las comparaciones incluidas en el metanalisis estan marcadas con la letra correspondiente (A, B, C).
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Tabla 2. Caracteristicas del estudio. Tenga en cuenta que 'N' indica la poblacién de estudio (incluidas aquellas que no completaron el seguimiento, en los casos en que esto sea aplicable). También tenga en cuenta que el orden de las

publicaciones en esta tabla, y en la Tabla 3 y 4, es consistente con la Tabla 1A'y 1B.

longitudinal

Publicacion inorte Participantes Configjuracion Disefio del estudio Estadistica reportada
Cheon et al (2002) Hoft 10 Adultos sanos 07 Luis, E_hdot lInidos Longitudinal Media (desviacion estandar)
et al (2002) 10 Adultos sanos Sari . Zstados Unidos Longitudinal Mediana (rango del 50%, rango sin valores atipicos) Mediana
Kampmann et al (2004) 135, Recie. nacido, T5ios Ciudad del Cabo, Sudafrica Longitudinal rango)
Fletcher et al (201 . '8 Adultot"sanos Reino Unido Transversal / Mediana (la mas baja de 25 t cuartil, el mas alto de 75 tn cuartilla)
longitudinal
Martineau et al (20070 Eisen 131 Contactos adultos con TB Reino Unido Media del ensayo controlado aleatorio (infervalo de confianza de la diferencia de grupo)
et al (2013) 62 Adultos sanos Lima, Peru (baja altitud) Cusco, Transversal / Mediana (rango intercuartilico)
Per0 (gran altitud) longitudinal
Kampmann et al (2006) Tena 15 Nifios infectados por el VIH y vacunados con BCG Ciudad del Cabo, Sudafrica Ciudad Longitudinal Mediana (rango)
et al (2003) 122 Nifios infectados por el VIH del Cabo, Sudéfrica Transversal Mediana (rango)
124 Nifios no infectados por el VIH
Kampmann et al (2000) 20 Adultos sanos Reino Unido Transversal Mediana (rango)
Martineau et al (2007a) 126 Contactos adultos con TB Londres, Reino Unido Transversal Media (desviacion estandar)
49 Adultos sanos
Baguma y otros (2017) 161 Nifios y adultos vacunados con BCG Provincia del Cabo Occidental, Sudafrica Transversal Mediana (rango intercuartilico, rango)
O'Shea y otros (2018a) 19 Pacientes con tuberculosis activa Reino Unido, varias ubicaciones Transversal /| Media (desviacién estandar)
101 Pacientes con ITBL longitudinal
51 adultos sanos
Wallis et al (2009) 132 Pacientes con tuberculosis curada Vitoria, Brasil (pacientes con tuberculosis) Transversal ISignificar
6 Adultos sanos Newark, EE. UU. (Controles)
Nicol et al (2007) 5 Nifios con eritema nudoso Nifios con TB Ciudad del Cabo, Sudafrica Transversal Mediana
15 activa
8 Nifios sanos con TST positivo
O'Shea y otros (2018b) 122 Migrantes adultos sanos de Nepal Reino Unido Transversal / Media (desviacién estandar)
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Tabla 3. Metodologia del ensayo. Nota MOI indica la multiplicidad de infeccion expresada como el nimero de monocitos que se estima que estan presentes en el ensayo por unidad formadora de colonias de micobacterias. RLU = unidades

de luz relativas; Gl = indice de crecimiento; CFU = unidades formadoras de colonias; BCG = bacilo de Calmette-Guerrin; MOI = multiplicidad de infeccién, micobacterias por macréfago; * Duplicado en Brasil, single en USA

Publicacion Calculo de crecimiento Ensayo MOl | ConcentragiC.. Volumen por Medios agregados por Tiempo de incubacién Réplicas Controles de ensayo
escribe . 9 0 W\ ensayo (ml) volumen de sangre (h)
Cheon y col. Alog 10 CFU = registro 10 ( final) - registro 10 ( inicial) MGIT R Tmoo UF_\/ ml (£ 50.000 0,6 RPMI 1: 1 + glutamina + HEPES 25 mM 96 2 Micobacteriana directa simultanea
2002 . 9 L LRI Jin,) inoculacién del tubo MGIT No se
Hoft y col. indice de inhibicion micobacteriana = (RLU en el ¢ '3 0 diz ~SG- NR 10.000 UFC / ml (100.000 1 RPMI 1: 2 96 3 informo
2002 antes dfff _57 RLU en el giad ante de BCG) /(R Jenel I RLU / ml)
dia30a 4 despuégiie BC |/ dia 0 \U después ¢ \BCG)
Kampmann et Razén de ¢\ imig “LUenTos/RLUenTo BCG- NR 1.000.000 UFC / ml 1 RPMI 1: 1 96 3 Ninguno reportado
al 2004 lux (10,000,000 RLU / ml)
Fletchery col. Alog 10 UFC por dia = log ((UFC de muestra MGIT NR 150 UFC en 600 pl 0,6 RPMI 1: 1 96 2 Micobacteriana directa simultanea
2013 en Tgs/CFU de control en T g6)/4) inoculacién de tubo MGIT (duplicado)
Martineau et Relacion de luminiscencia = RLU en T240 T 9% BCG- 1 300.000 UFC / ml 1 RPMI 1: 1 + glutamina 2 mM + HEPES 96 3 Ninguno reportado
al 2007b /RLUenTo lux 25mM
Eiseny col. (RLU en T 96- RLU en T 0)/RLU de caldo de BCG- 30 10.000 UFC / ml (100.000 1 1: 1 RPMI + 1% HEPES 72 4 Caldo 7H9 suplementado; plasma
2013 cultivo lux RLU/ mi), 200 ul de sangre en cada una
de las pruebas cuadruples
Kampmann et Razén de crecimiento = RLU en T s/ RLU en To BCG- NR 1.000.000 UFC / ml 1 RPMI 1: 1 96 3 Ninguno reportado
al 2006 lux (10,000,000 RLU / ml)
Tena et al Razon de crecimiento = RLU en Tes/RLU en To BCG- NR 1.000.000 UFC / ml 1 RPMI 1: 1 96 3 Ninguno reportado
2003 lux (10,000,000 RLU / ml)
Kampmann et Razoén de crecimiento = (RLU en T g6 - RLU en T o)/ ( RLU BCG- NR 10.000 UFC / ml (100.000 1 RPMI 1: 1 + L-glutamina al 1% y heparina 96 3 Plasma
al 2000 enTo) lux RLU / ml)
Martineau et Relacién de luminiscencia = RLU en Tes/ RLU en To BCG- 1 300.000 UFC / ml 1 RPMI 1: 1 + glutamina 2 mM + HEPES 96 3 Ninguno reportado
al 2007a lux 25mM
Baguma y col. Alog 10 CFU = registro 10 final) - registro 1o ( inicial) MGIT NR 8.500 - 2.4000 UFC / ml 150 0,6 RPMI 1: 1 96 2 Micobacteriana directa simultanea
2017 inoculacion de tubo MGIT
O'Sheay col. Razén de crecimiento = log 10 ( UFC de MGIT NR UFC /600 pl 0,6 RPMI 1: 1 que contiene 10% de suero 96 2 Micobacteriana directa simultanea
2018a muestra / UFC de control) humano combinado + L-glutamina 2 mM y inoculacién de tubo MGIT (duplicado)
cultivo de tejidos HEPES 1: 1 25 mM
Wallis y col. Alog 10 CFU = registro 10 ( final) - registro 10 ( inicial) Razén de MGIT NR 10.000 UFC / ml (100.000 0,6 72 211* Micobacteriana directa simultanea
2009 RLU / ml) medio inoculacion del tubo MGIT No se
Nicol y col. crecimiento = RLU en T96/RLU en To BCG- NR 1.000.000 UFC / ml 1 RPMI 1: 1 96 3 informé
2007 lux (10,000,000 RLU / ml)
O'Sheay col. Razén de crecimiento = log 10 ( UFC de MGIT NR 150 UFC / 600 pl 0,6 RPMI 1: 1 que contiene 10% de suero 96 2 Micobacteriana directa simultanea
2018b muestra / UFC de control) humano combinado + L-glutamina 2 mM y inoculacién de tubo MGIT (duplicado)

HEPES 25 mM
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Tabla 4. Calidad del estudio

Publicacion = = < = ) Q

e | z |z | 8| ¢ |38 | 2|8 |s¢8 |58 |s¢| g |58 |82 g

-y =4 E = H 2 2 2 2 g 2 Qe 8 g 5 S 5 g2 34 &

= o o = 3 o 2 T &3 @, o @ 3 a c 9 8

Z 2. 8 ° [2) ° ) % s Q o [ 2 ]

s 2, ° a o o o 2 N 2 Q. N ) & @ 3 8

o o 5 3 5 o o : =3 e o o o N ] o ° 3 g

e o > = 3 3 - E) E) 4 3 = N m - 5

3 o, ] & > 3 3 5 o 3
N o 3 3 3 e ® 5 ®
: B 0 H A
@ M S
S
Cheon et al 2002 Hoft si si si si N/A N/A NR N/A Justa
et al 2002 si si si si N/A N/A NR N/A Justa
Kampmann et al, 004 si N/A si N/A N/A NR N/A Justa
Fletcher et al 201¢ Martineau si si si N/A N/A NR N/A Pobre
et al 2007b si si si si Bien
Eisen et al 2013 si si si N/A N/A NR N/A Justa
Kampmann et al 2006 Tena si si N/A si N/A NR N/A Justa
et al 2003 si si N/A N/A NR N/A Justa
Kampmann et al 2000 si si N/A si N/A NR N/A Justa
Marting | 2007ac a a a .

artineau et al 200 si si N/A si N/A NR N/A si Justac
Baguma et al 2017 si si N/A si N/A NR N/A Justa
O'Shea et al 2018a si si si si N/A NR N/A Bien
Wallis et al 2009 Nicol et si si N/A si N/A NR N/A Pobre
al 2007 O'Shea et al si si N/A N/A NR N/A Pobre
2018b si si N/A si N/A NR NR Justa

a Los numeros se refieren a las siguientes preguntas que forman parte de la herramienta de evaluacion de calidad del Instituto Nacional del Corazon, los Pulmones y la Sangre (NHLBI) para estudios de cohortes observacionales y transversales:

1. ¢ La pregunta de investigacion o el objetivo de este articulo se expresaron claramente?
2. ¢ Se especifico y definié claramente la poblacién de estudio?
3. ¢Latasa de participacion de las personas elegibles fue al menos del 50%?

4. ¢ Todos los sujetos fueron seleccionados o reclutados de la misma poblacion o de poblaciones similares (incluido el mismo periodo de tiempo)? ¢ Se preespecificaron los criterios de inclusion y exclusion para participar en el estudio y se aplicaron de manera uniforme a todos los participantes?

5. ¢Se proporcioné una justificacion del tamafio de la muestra, una descripcion de la potencia o estimaciones de varianza y efecto?
6. Para los analisis de este documento, ¢se midieron las exposiciones de interés antes de que se midieran los resultados?
7. ¢ Fue el plazo suficiente para que uno pudiera esperar razonablemente ver una asociacion entre la exposicion y el resultado si existiera?

8. Para exposiciones que pueden variar en cantidad o nivel, ;examin6 el estudio diferentes niveles de exposicién en relacion con el resultado (por ejemplo, categorias de exposicion o exposicién medida como variable continua)?

9. ;Las medidas de icion (variables i estaban claramente definidas, eran validas, ysei on de manera consi en todos los participantes del estudio?

10. ¢ Se evaluaron las exposiciones mas de una vez a lo largo del tiempo?

11. ¢Las medidas de resultado (variables dependientes) estaban claramente definidas, eran validas, confiables y se implementaron de manera consistente en todos los participantes del estudio?

12. ¢ Los evaluadores de resultados estaban cegados al estado de exposicion de los participantes?

13. ¢Las pérdidas durante el seguimiento después del valor inicial fueron del 20% o menos?

14. ¢ Se midieron y ajustaron estadisticamente las posibles variables de confusion clave por su impacto en la relacion entre exposicion (es) y resultado (s)? Posibles respuestas: Si; No; CD, no se puede

determinar; NA, no aplicable; NR, no informado
& Posibles calificaciones: buena, regular, mala

¢ La calificacion de esto se aplica a la calidad de los datos extraidos para esta revision sistematica, no a la calidad del estudio principal.
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Figura 3A. Crecimiento relativo de micobacterias (proporciones) de estudios de vacunacién con BCG utilizando la misma poblacion pero diferentes ensayos. La linea

continua no representa ninguna diferencia entre los resultados del ensayo. Las lineas de puntos representan una diferencia de 2 veces entre los resultados del

ensayo.
) ’ .
0 Y unacion
4 ® O
[ |
2
é 6 O. G Aumentador de presién
Y
a
£
R
=
8 O [
O Cheon (2002)
10
@ Hoft (2002)
W Kampmann (2004)
12 ° o
@ Fletcher - BCG ingenuo
0 1 2 3 4

Fletcher - previamente vacunado
Crecimiento relativo de micobacterias (proporcion)

Figura 3B. Crecimiento relativo de micobacterias (proporciones) de los estudios de vacunacién con BCG por mes después de la vacunacion



15
I

Frecuencia

0

Razon relativa de crecimiento de micobacterias

Figura 3C. Histograma de registro 10 de proporciones relativas de crecimiento de micobacterias. Tenga en cuenta que esto se refiere a las proporciones que se presentan

en la Figura 2A-E

Grafico de embudo con pseudo limites de confianza del 95%

.02

Error estandar

T T
0,00 0,10

Relacién de imic de mi ias relativa

Figura 3D. Gréfico de pseudo-embudo (ver Métodos)
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Suplemento de datos en linea

Estrategia de busqueda electronica completa para PubMed:

(micobacterias [Titulo / Resumen] O micobacterias [Titulo / Resumen] O micobacterias [Titulo / Resumen] O tuberculosis [Titulo /
Resumen] O BCG [Titulo / Resumen])

Y

(crecimiento de micobacterias [titulo / resumen] O inhibicion del crecimiento [titulo / resumen] O inmunidad micobacteriana [titulo /

resumen] O inmunidad antimicobacteriana [titulo / resumen] O MGIA [titulo / resumen]) Y

(ensayo [Titulo / Resumen] O in vitro [Titulo / Resumen] O sangre total [Titulo / Resumen] O macréfagos [Titulo / Resumen] O macroéfagos [Titulo /

Resumen])

Estrategia de busqueda electronica completa para Embase:

(micobacterias: ti: ab: kw O micobacterias: ti: ab: kw O micobacterias: ti: ab: kw O tuberculosis: ti: ab: kw O BCG: ti: ab: kw)

Y

(‘crecimiento micobacteriano': ti: ab: kw O 'inhibicién del crecimiento': ti: ab: kw O 'inmunidad micobacteriana': ti: ab: kw O 'inmunidad
antimicobacteriana": ti: ab: kw O MGIA: ti: ab : kw)

Y

(ensayo: ti: ab: kw O 'in vitro": ti: ab: kw O 'sangre completa': ti: ab: kw O macréfagos: ti: ab: kw O macréfagos: ti: ab: kw)

El protocolo de revision sistematica

esta disponible egge enlacqghttp://wwilifhat Org/wig-coniint/uploads/2019/03/WBMGA _review_protocol.pdf

La revision sis| ‘matica.y « ' registro de metaanalisis

Esta disponible en este enlace: http://www.ifhad.org/wp-content/uploads/2019/03/Systematic_review__metaanalysis_registration_submitted_to_ PROSPERO.pdf

El servicio PROSPERO de la Universidad de York no publico este registro en su sistema en linea porque la extraccion de datos piloto ya habia

comenzado en el momento de la presentacion.
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Figure 1. Flow chart of paper selection

758 records identified through
PubMed and EMBASE search

¥

35 full-text articles screenec |

723 excluded in first screen
Duplicate data or not
relevant based on title and
abstract

¥

21 excluded in second screen
2 reviews
1 duplicate
13 no WBMGA
5 not informative of TB risk

h

15 articles included in review

1 added after reference review




Figura 2.JPEG

Publication Data Ra o (Cl, Participants [n)
Cheon et al (2002) pre-BCG (vs. 2 months post-BCG)* 1.35 10
pre-BCG (vs. 4 months post-BCG) 1.16 10 /
pre-BCG (vs. 6 manths post-BCGE 0.93 10 o
pre-BOSvs. B mogthis | st-BCG, ! moi ths pd st-booster) 1.56 8 \\
pre-BC  (wso"0 mc ths ¢ st- BCG 6 months post-booster) 2.34 8
Hoft et al (2002) pre-BCG| 7. months post- BCG)* 0.95 10
pre-BCG (vs. 4 months post- BCG) 0.74 10 {
pre-BCG (vs. 6 months post- BCG)EC 1.2 10
pre-BCG (vs. 8 months post-BCG, 2 months post-booster) 2.95 8 >
pre-BCG (vs. 12 months post-BCG, & months post-booster) 1.24 8
Kampmann et al (2004} pre-BCG (vs. 3-6 months post-BCG)© 2.46 35 -
Fletcher et al (2013) Mon-BCG-vaccinated (vs. previously BCG-vaccinated) 1.01 18 4
pre-BCG (vs 1 month post-BCG) 1.07 9
pre-BCG (vs 2 months post-BCG)* 1.06 ]
pre-BCG (vs 6 months post-BCG)EC 1.03 9
pre-booster (vs 1 month post-booster) 0.99 9
pre-booster (vs 2 months post-booster) 1 9 j
pre-booster (vs & months post-booster) 1.01 9 E
Meta-analysis* Pre-BCG (vs. 2 months post-BCG)* 1.12 (1.06-1.19) 29 (19) »
Pre-BCG (vs. 6 months post-BCG)® 1.05(1.01-1.10) 29(19) b
Pre-BCG (vs. last endpoint: 3-6 months post-BCG)C 1.82 (1.65-2.00) 64 (54) oy
0 1 2 3 4

Figure 2A. Relative mycobacterial growth ratios of comparisons made in studies of BCG vaccination.

Relative mycobacterial growth (ratio)



Figura 3.JPEG

.
‘ O
Publication Data 5 Ratio Participants (n)
O'sheaetal (2018b)  Hookworm uninfected (vs h @. 1.38 2 .
V5 =]

H ni pust—‘{ 1.29 13 .
Martineau et al (2007b) Plac vs vita D) 1.25 131 .

Eisen et al (2013)+ Low altitude residents before ascent (vs after ascent to high altitude) 3.65 15 .
Low altitude after ascent to high altitude (vs high altitude residents) 0.95 62 q

0 1 2 3 4

Relative mycobacterial growth (ratio)

Figure 2B. Relative mycobacterial growth ratios of comparisons made in studies of parasitism, vitamin D, and altitude, respectively.

+MNote the Eisen et al (2013) considered growth relative to control samples to adjust for altitude effects on mycobacterial growth.
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Publication Participants art cipants (n)

Kampmann et al (2006) pre-HAART (vs 3 months on HAART) ‘ 15 .
pre-HAART (vs 6 mont w \ 15 .

15 .
re- Aﬁl mo hs ol RT) 2.3 15 .

Tena et al (2003) cted children (vs HIV-uninfected)® 1.6 46 .

Meta-analysis* Untreated HIV-infected children {vs HIV- 1.9 (1.7-2.0) 61 (61) o

uninfected/ftreated HIV-infected children)®
li] 1 2 3 4

Relative mycobacterial growth (ratio)

Figure 2C. Relative mycobacterial growth ratios of comparisons made in studies of HIV and its treatment.
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Publication Data la. o [CI, Participants (n)
Tena et al (2003) TST- [ws. TST+)AC 4,18 6 o
Kampmann et al (2000) TST- [ws. TST4JAC 2.72 20 .
Martineau et al (2007a) 5T-A®TS1 - pull onary T\ contacts)C 0.97 126 9
T T- [vs. TST- controls)* 1.25 49 o
Baguma et al (2017) IGRA- [vs. IGRA+ adults [BCG))BEC 0.97 55 9
IGRA- [vs. IGRA+ young adults (M.th HNB78))5¢ 0.98 58 9
IGRA- (vs. IGRA+ children (M.tb CDC1551))% 0.98 48 9
IGRA- [vs. IGRA+ adults (M.th H37Rv))EC 0.97 55 9
IGRA- [vs. IGRA+ young adults (M.th H37Rv))E¢ 0.98 58 9
IGRA- [vs. IGRA+ children (M.tb H37Rv))E 1.09 48 P
0O’Shea et al (2018a) IGRA- [vs. IGRA+ (BCG))EC 1.19 128 .
IGRA- [vs. IGRA+ (M.tb))5C 1.31 152 ol
IGRA+ post-Rx [vs. pre-Rx (BCG)) 1.4 50 .
IGRA4+ post-Rx (vs. pre-Rx (M.th)) 1.44 52 ..
Meta-analysis* TST- (vs. TST+)* 1.31(1.21-1.41) 201 (201) -
IGRA- (vs. IGRA+)? 1.12(1.10-1.13) 602 (313") *
TST-/IGRA- (vs. TST+/IGRA+)C 1.16(1.14-1.19) B03 (5147) L]
0 1 2 3 4

Figure 2D. Relative mycobacterial growth ratios of comparisons made in studies of TB infection. "Approximation of population

Relative mycobacterial growth (ratio)
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Publication Data Rat  (Cl) Participants (n)
0'5hea et al (2018a) IGRA- (vs TB disease pre-Rx (BCG)) 1.7 46 .
IGRA+ (vs TB disease pre-Rx (BCG)) 143 104 -
IGRA- (vs TB disease pre-Rx (M.th)}* 1.42 70
IGRA+ (vs TB disease pre-Rx (M.L ) 1.09 120 e
TB dist »e post-Ral0s Te disease | re-R:BC0) 2.2 11 L]
TB dise. al:-Rx | s TB\ isease pre-Rx (M.th)) 2.15 10 "
‘Wallis et al (2009) T5T- (vs T uisease post-Rx (M.th strain H37Ra)) 0.37 38 e
T5T- [vs TB disease post-Rx (M.th strain MP-28)) 2.47 38 *
TST- (vs TB disease post-Rx (M.th: patient isolates))® 2.06 38 *
Micol et al (2007) TST+ (vs T5T+ with erythema nodosum) 4 13 .
TB disease pre-Rx (vs TST+ with erythema nodosum) 3.33 20 .
Meta-analysis*® TST-/IGRA- (vs. active TB pre- or post-Rx)* 1.645 (1.59-1.70) 108 (108) !
Li] 1 2 3 4

Figure 2E. Relative mycobacterial growth ratios of comparisons made in studies of TB disease.

Relative mycobacterial growth (ratio)

Figure 2 footnote: Note that higher relative mycobacterial growth ratio indicates greater mycobacterial growth so may be interpreted as implying relative

susceptibility to mycobacterial infection in the participants listed without parentheses (compared with the participants listed in parentheses). Filled circles indicate

P<0.05. Meta-analysis mean and confidence interval methodology are explained in the Methods. BCG indicates Bacille Calmette Guerin. IGRA indicates the

Interferon- y release assay. *Comparisons included in the meta-analysis are marked with the corresponding letter (A, B, C).
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Figure 3A. Relative mycobacterial growth (ratios) of BCG vaccination studies using the same population
but different assays. The solid line represents no difference between assay results. The dotted lines

represent a 2-fold difference between assay results.
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Figure 3B. Relative mycobacterial growth (ratios) of BCG vaccination studies per month post-vaccination
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Figure 3C. Histogram of logip of relative mycobacterial growth ratios. Mote this refers tb the ratios as presented
in Figure 2A-E
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Figure 3D. Pseudo-funnel plot (see Methods)
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Table 1A. Overview of factors decreasing TB susceptibility and their association with less mycobacterial growth

in WBMGA.
Category Publication Study group vs comparator Bacteria® |P-value
TE risk R Mo studies predicting risk of infection or disease MA MA
After primary vaccination [vs pre-vaccination) BCG-lux® |NS
Cheon et al 2002
After booster [vs pre-vaccination) BCG-lux™ |*
After primary vaccination [vs pre-vaccination) BCG-lux NS
Hoft et al 2002 -
After boostes [vs pre-vagdn.tion) BCG-lux  |*
After priimary| & cinal o [vs pre-vaccination) BCG-lux  |*
ALG vaco nation Kampmann et al 2004
Previoushy vaccinated [vs unvaccinated) BCG M5
Fletcher et al 2013 After primary vaccination [vs pre-vaccination) BCG *
After booster [vs pre-booster) BCG M5
Vitamin D Martineau et al 20074 Vitamin D supplemented [vs placeba) BCG-lux  |*
High- [vs low-) altitude residents at high altitude BCG-lux NS
At de Fren ot al 2003 Before [vs after) ascent for low altitude residents BCG-lux  |*
{ . E
HIV sero-negativity Kampmann et al 2006 After starting HAART treatment (vs pre-HAART) BCG-lux
ftherapy ena ot al 2003 HIV-uninfected (vs HIV-infected children (without HAART]) |BCG-lux  [*

tarowth of BOG-lux mycobacteria is measured using a BOG-lux assay, expect in the study by Cheon, where an MGIT assay was used

* Any comparison was statistically significant

M5 Mot statistically significant comparizon

MA Statistical testing not available
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Table 1B. Overview of results of factors likely affecting TB susceptibility (but without consensus on whether

they would increase or decrease susceptibility) and their association with less mycobacterial growth in

WBMGA.
Category Publication Study group vs comparator Bacteria |[P-value
Tena et al 2003 T5T+ {vs T5T-) BOG-lox  [NA
Kampmann et al 2000 TST+ {vs TST-) BCG-lux  |*
Martineau et al 2007a TST+ {vs TST-) BCG-lux NS
BCG N5
H37Rv
TB infaction Baguma et al 2017 IGRA+ (vs IGRA-) NG
CDC1551
BCG b
IGRA+ (ve IGRA-) Mt
-\ BCG .
VR ey Ry vs IGRAY post-Rx) M.th
o =
Cshaget 0l 20182 TB disease [vs IGRA-) BCG
M.th
; BCG .
TB d IGRA+
isease (vs ] Ath
BCG bl
TB disease TB disease pre-Rx (vs cured TB disease) M.th
CrwinS .
Wallis et al 2009 Cured TB disease [vs T5T-) MP2ZE
H3THAA
Nicol et al 2007 Erythema nodosum/TST+ (vs TB disease) BCG-lux |
Hookworm infected (vs uninfected) H37Rv  |*
Parasitism 0'shea et al 2018b
Hookworm infected pre- (vs past-) Rx H37Rv  |*

Own indicates the M. tuberculosis strain that caused the participant’s disease
* Ary comparison was skatistically significant

*= All of multiple comparisons were statistically significant

N5 Not statistically significant comparizon

MN& Statistical testing not available

IGRA indicates the Interferon- v release assay.



Table 2. Study characteristics. Note that ‘N’ indicatgdch¢ stug \popu atio | (infuding those that did not complete follow-up, in cases where this is applicable). Also

note that the order of the pg'siCationsip® s table,\y\nd V3 Tak e 3 and 4, is consistent with Table 1A and 1B.

Figura 13.JPEG

Publication N E T Setting Study design Reported statistic
Cheon et al (2002) i) Hea huaglis St. Louis, USA Longitudinal fvean (standard deviation)
Hoft et al (2002) i Healthy adults St. Louis, USA Longitudinal Median (50% range, non-outlier -ange)
Kampmann et al (2004) B5 Healthy neonates Cape Town, South Africa Longitudinal fvedian (range)
Fletcher et al (2013) ik Healthy adults United Kingdom Cross-sectional/ Median (lowest of 25" quartile, highest of 75 gquartile)
longitudinal
Martineau et al (2007b) [31 Adult TE contacts United Kingdom Randomized controlled trial pMean (confidence interval of group difference)
Eisen et al (2013) 2 Healthy adults Lima, Peru (low altitude) Cross-sectional/ Jvedian (interquartile range)
Cusco, Peru (high altitude) longitudinal
Kampmann et al (2006) N5 HIV-infected, BCG-vaccinated children  |Cape Town, South Africa Longitudinal Median (range)
Tena et al (2003) P2 HIV-infected children Cape Town, South Africa Cross-sectional pMedian (range)
Pa HIV-uninfected children
Kampmann et al (2000) [0 Healthy adults United Kingdom Cross-sectional Jviedian (range)
Martineau et al (2007a) [126 Adult TB contacts London, United Kingdom Cross-sectional fvean (standard deviation)
| E] Healthy adults
Baguma et al (2017) 161 BCG-vaccinated children and adults Western Cape Province, South Cross-sectional Median (interquartile range, range)
Africa
0O'Shea et al (2018a) ike] Active TB patients United Kingdom, various locations | Cross-sectional/ Jviean (standard deviation)
101 LTEI patients longitudinal
1 healthy adults
Wallis et al {2009) 32 Cured TE patients Vitdria, Brazil (TE patients) Cross-sectional fean
E Healthy adults Newark, USA [controls)
Micol et al (2007) ] Children with erythema nodosum Cape Town, South Africa Cross-sectional Median
15 Children with active TB
B Healthy TST-pasitive children
0'Shea et al (2018b) 22 Healthy adult migrants from Nepal United Kingdom Cross-sectional/ Jviean (standard deviation)
longitudinal
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Table 3. Assay methodology. Note MOI indicates the multiplicity of infaction statedas t'e nuisbe  of m nocytes estimated to be present in the assay per colony
forming unit of mycobacteria. RLU=relative light units; Gl=growth index: CF*“=ccion| fo_ming ( hit, | BCG-bacille Calmette-Guerrin; MOI= Multiplicity of Infection,
mycobacteria per macrophage; *Duplicate in Brazil, single in LUSA

Publication Growth calculation | Assay M) 0 ncerts Clon Volune per Media added per Incubation time | Replicates Assay controls
_gipe ul - assay (ml] volume of blood [}

Cheon et al Ao LFU = log{fina = log(initial) M T NR 10,8200 ml {100,000 0.6 1:1 APMI + glutamine + 25 mi 95 2 Simultaneous direct mycobacterial
2002 L RLUYml} HEPES inoculation of MGIT tube
Hoft at al Mycobacterial inhibkitia index = [RLU BCG NR 10,000 CFU/ml (100000 | 1 1:2 APMI 96 3 None reported
2002 at pre-BCG day 3 or day, \/RLL at lux RLU/mi}

pre-BCG day 0)/(Post-BC 00 3 or

day 4 RLU/post-BCG day 0 RLU)
Kampmann et | Growth ratio = RLU at Tae/RLU At Ty BCG- NR 1,000,000 CFU/ml 1 1:1 APMI S8 3 MNone reported
al 2004 luix (10,000,000 ALU/mI)
Fletcher et al Abog. CFU per day = log{{CFU of MGIT NR 150 CFU in 600 pl 0.e L:1RPMI 96 2 Simultaneous direct mycobacterial
2013 sample &t T f CFU of control at ineculation of MGIT tube [duplicate)

Tas)4)
Martineau et Luminescence ratho = RLU at Tz or Ty BCG- i 300,000 CFU/m| 1 1:1 ARMI + 2 mfd glutamine + 9% 3 None reported
al 2007b JRLUat Ty lux 25 mii HEPES
Eizen &t al [RLU at Tee= RLU at To)/ RLU of BOG- 30 10,000 CFU/ml {100,000 1 1:1 APMI + 1% HEPES 72 a Supplementad 7H9 broth; plasma
2013 culture broth lux RLU/ml}, 200 ul blood in

each of quadruplet tests
Kampmann et | Growth ratio = RLU at TaeRLU at Ty BCG- NR 1,000,000 £FUfml 1 1:1 RFMI 96 3 None reported
al 2006 lux [10,000,000 RLU/m|)
Tena et al Growth ratio = RLU at Too/RLU at T BOG- NR 1,000,000 CFU/ml i 1:1 APMI 95 3 MNone reported
2003 lux (10,000,000 AL /m)
Kampmann et | Growth ratio = (RLU at Tse = RLU at BOG- NR 10,000 CFU/mI {100,000 | 1 L1 APMI + 1% L-glutamine and | 96 3 Plasma
al 2000 Tolf[RLU &t Ta) lux RLU/mil} heparin
Martineau et | Luminescence ratho = RLU at Tao/ALU BCG- 1 300,000 CFU/m| 1 1:1 APMI + 2 mM glutamine + 96 3 None reported
al 20072 atTs lux 25 mM HEPES
Baguma et al Abogy, CFU = log(final) - log:o{initial) MGIT NR 8,500 - 2, 4000 CFU/mil 0.6 1:1 RPAMI 9% . Simultaneous direct mycobacterial
2017 ingculation of MGIT tube
0"5hea et al Growth ratio = log.[CFU of MGIT NR 150 CFUya00 ul [iX-3 1:1 APMI containing 10% 96 Fi Simultaneous direct mycobacterial
2018a sample/CFU of contral) pooled human serum + 2 mid inoculation of MGIT tube [duplicate)
L-glutamine and 25 mi HEPES
Wallis et al Ao CFU = logs[final) = log(initial) MGIT NR 10,000 CFU/ml {100,000 06 1:1 tissue culture 72 271* Simultaneous direct mycobacterial
2009 RLU/ml} medium ineculation of MGIT tube
Nicol et al Growth ratio = RLU at T;/RLU at T, BOG- NR 1,000,000 CFU/ml i 1:1 APMI 3 None reported
2007 lux (10,000,000 ALU/mI)
O'shea et al Growth ratio = log:(CFU of MGIT NR 150 CFUYS00 ul 0.6 1:1 APMI containing 10% 2 Simultaneous direct mycobacterial
2018k sample/CFU of contral) pooled human serum + 2 mid inoculation of MGIT tube [duplicate)
L-glutamine and 25 mM HEFES
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Cheon et al 2002 Yes NA NR Yes Yes Yes Yes NA MNA NR NA Fair
Hoft et al 2002 Yes NA NR Yes Yes Yes Yes NA MNA MR A Fair
Kampmann et al 2004 Yes NR NR Yes NA Yes NA NA NR NA Fair
Fletcher et al 2013 Yes MR NR Yes Yes Yes MA MA MR MNA Poor
Martineau et al 2007b Yes Yes | Yes | Yes | Yes | Yes Yes Yes Yes Good
Eisen et al 2013 Yes MR NR Yes Yes Yes MA MNA MR NA Fair
Kampmann et al 2006 Yes Yes NR Yes Yes Yes NA Yes MNA NR NA Fair
Tena et al 2003 Yes NR NR Yes Yes NA MNA MR NA Fair
Kampmann et al 2000 Yes NR NR Yes Yes NA Yes MNA MR NA Fair
Martineau et al 2007a° NA Yes | Yes | ves Yes Yes NA Yes NA NR NA Yes Faire
Baguma et al 2017 Yes MR NR Yes | Yes | WA Yes NA NR NA Fair
O'Shea et al 2018a Yes NR__| NR Yes Yes | Yes Yes NA NR__| NA Good
Wallis et al 2009 Yes NR Yes Yes NA Yes NA NR NA Poor
Nicol et al 2007 Yes NR NR Yes Yes NA NA NR NA Poor
0'Shea et al 2018b Yes Yes NR Yes Yes Yes NA Yes NA NR NR Fair

*Numbers refer to the 'follcwln;questiazthat are part of the National Heart, Lung, and Blood Institute’s (NHLBI) Quality Assessment Tool for Observational Cohort and Cross-Sectional Studies:

1. Was the research question or objective in this paper clearly stated?

2, Was the study population clearly specified and defined?

3. Was the participation rate of eligible persons at least 50%7

4, Were all the subjects selected or recruited from the same or similar populations (including the same time period)? Were inclusion and exclusion criteria for being in the study prespecified and applied uniformly to
all participants?

5. Was a sample size justification, power description, or variance and effect estimates provided?

6. For the analyses in this paper, were the exposure(s) of interest measured prior to the outcome(s) being measured?

7. Was the timefram e sufficient so that one could reasonably expect to see an association between exposure and outcome if it existed?

8. For exposures that can vary in amount or level, did the study examine different levels of the exposure as related to the outcome (e.g., categories of exposure, or exposure measured as continuous variable)?
9, Were the exposure measures (independent variables) clearly defined, valid, reliable, and implemented consistently across all study participants?

10. Was the exposure(s) assessed more than once over time?

11, Were the outcome measures (dependent variables) clearly defined, valid, reliable, and implemented consistently across all study participants?

12, Were the outcome assessors blinded to the exposure status of participants?

13, Was loss to follow-up after baseline 20% or less?

14, Were key potential confounding variables measured and adjusted statistically for their impact on the relationship between exposure(s) and outcome(s)?

Possible answers: Yes; No; CD, cannot determine; NA, not applicable; NR, not reported

“possible ratings: good, fair, poor

“Rating of this applies to quality of data extracted for this systematic review, not to quality of main study



