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Valoracién de pruebas diagndsticas de laboratorio Introduccion

El Diagndstico Basado en la Evidencia (DBE) es una parte fundamental de la Medicina
Basada en la Evidencia (MBE), estrategia cuyo objetivo es acercar los métodos epidemioldgicos a la
practica clinica y que aporta como novedades una mejora en los procedimientos de localizacion de
pruebas cientificas y una mayor atencion a la solucién de problemas en pacientes concretos. Este
ultimo aspecto es clave en el campo diagnéstico, donde se parte del problema tratando de
trasformarlo en una pregunta susceptible de respuesta, la cual puede responderse mediante la
investigacion disponible [1-3].

Si queremos que el uso de las pruebas diagndsticas en la clinica mejore, es decir, que se
produzcan avances en este campo del Diagnéstico Basado en la Evidencia, es necesario realizar
investigacion diagnoéstica de calidad y comunicarla de manera adecuada, a fin de responder a
preguntas diagnésticas oportunas en el manejo clinico.

Sabemos que cuando un médico quiere diagnosticar a un paciente, observa y reconoce sus
sintomas y signos, identifica las enfermedades o sindromes que de acuerdo con el cuerpo de
informacién médica disponible y con su propia experiencia mas se asemejan al cuadro clinico del
paciente, y de entre ellos selecciona como mas probables aquellos que se dan con mas frecuencia en
el contexto clinico donde desarrolla su trabajo. A continuacion, hace uso de las pruebas diagndsticas
complementarias que le parecen mas eficaces para confirmar o descartar los diagndsticos
provisionales, o para aumentar o disminuir su verosimilitud. Cuando existan varias hipotesis
diagndsticas se realizara el diagnostico diferencial y las pruebas complementarias trataran de aclarar
las dudas existentes; si solamente hay una sospecha diagndstica, las pruebas complementarias
trataran de confirmarla o excluirla [4]. Para aplicar adecuadamente los resultados obtenidos en la
investigacion diagnéstica a la toma de decisiones clinicas, es necesario que dicha investigacion se
ejecute y comunique con rigurosidad. La baja calidad de la investigacion diagndstica determina su
escasa aplicabilidad en el entorno clinico [5-8].

Si comparamos la investigacion diagndstica con la terapéutica o etioldégica, comprobamos
como en estas ultimas se conocen y aplican los requisitos que deben reunir los estudios para
alcanzar una mejor calidad, mientras que en la investigacion diagndstica el conocimiento sobre la
metodologia esta menos estructurado y por tanto, afecta negativamente a la calidad de la

investigacion [9]. Llama la atencion por ejemplo, la diferencia existente entre los estandares de
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calidad empleados en la investigacion terapéutica en comparacién con los estandares diagndsticos:
ante la comercializaciéon de un nuevo farmaco son necesarios una serie de estudios, como son los
ensayos clinicos desde la fase experimental en animales hasta su aplicacion al paciente.
Posteriormente se realiza un seguimiento postcomercializacion para estudiar sus efectos positivos y
la posible aparicién de reacciones adversas. En cambio, cuando una prueba diagndstica se incorpora
a la practica clinica unicamente se valora si cumple requisitos técnicos, sin tener en cuenta su eficacia
para distintos grupos de poblacion, su ambito de aplicacion, ni su repercusion sobre la salud de los

pacientes.

La escasa calidad metodoldgica no es la Gnica razén que impide la aplicacion de los
resultados de las evaluaciones diagndsticas a la practica clinica. Gran parte de los resultados que se
obtienen en la investigacion no son aplicables a la realidad clinica, no por problemas de validez
interna, sino porque se disefian sin el objetivo de contestar preguntas clinicas relevantes en el area
del diagnéstico [10]. En el campo diagndstico cuando partimos de un problema concreto de
identificacion de la enfermedad que padece una persona y lo trasformamos en pregunta siguiendo los
pasos recomendados por Sackett y colaboradores [3], comprobaremos que esta pregunta nos dara
una indicacion bastante precisa de cdmo debe ser la investigacion diagndstica necesaria para
contestarla. Es posible que la actual difusién de la Medicina Basada en la Evidencia haya contribuido
a un mejor enfoque en la investigacion diagnoéstica justo en uno de los aspectos mas deficientes

hasta ahora, el disefio dirigido a contestar preguntas clinicas relevantes.

Aunque en los ultimos afios se han hecho algunos avances para aumentar la relacién entre la
medicina clinica y los métodos cientificos mediante la mejora de la validez y utilidad de las pruebas
diagndsticas, todavia se esta lejos de lo realizado en otras areas de investigacion clinico-
epidemioldgica. La produccién de una investigacion diagnéstica valida y que responda a problemas
clinicos reales puede facilitar la practica médica, permitiendo una mejor eleccién de pruebas

diagnosticas y por ende, un uso mas costo-efectivo de los recursos sanitarios [4].
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Alguno de estos avances en el campo del diagndstico han consistido en la realizacion de
revisiones de los estudios que evaltan pruebas diagnésticas [5-8]. Estas han reflejado una escasa
calidad en la metodologia empleada, lo que ha conducido a la puesta en marcha de distintas
iniciativas con el fin de mejorarla. Este trabajo pretende unirse a dichas sugerencias, mediante la
valoracion del estado actual de la investigacion especifica de pruebas de laboratorio y el analisis del
impacto de las recomendaciones efectuadas, determinando los aspectos mas deficientes y las

mejoras encontradas.

Para obtener una visién global del estado de la investigacion sobre pruebas diagndsticas, en
este estudio nos vamos a centrar en dos aspectos importantes: por un lado valoraremos la calidad de
los trabajos publicados que exponen la evaluacién de pruebas diagnésticas de laboratorio, y por otro,
y por tratarse de un aspecto mas olvidado en el campo del laboratorio, realizaremos un estudio de
concordancia para determinar la reproducibilidad de una prueba diagndstica concreta y
comprobaremos la aplicabilidad de las recomendaciones de Feinstein [11] para este tipo de estudios.

En el primer apartado, nos centramos en los estudios que calculan la exactitud diagndstica de
un procedimiento de laboratorio en términos de sensibilidad y especificidad. Evaluamos su calidad
metodoldgica, analizamos los aspectos mas susceptibles de mejora y comprobamos si se ha
producido alguna mejora en su metodologia a lo largo del periodo de estudio.

Respecto al segundo apartado, Unicamente Feinstein ha publicado unas recomendaciones
sobre la realizacion de estudios de variabilidad observacional en pruebas de laboratorio [11] y apenas
se han puesto en practica. Nosotros hemos realizado un estudio que determine la variabilidad entre
varios observadores de una prueba diagndstica de laboratorio determinada, mediante la aplicacion de

esta guia y de esta manera poder determinar a su vez, la aplicabilidad de sus criterios.

Es importante constatar que este estudio ha sido realizado en el contexto de los Servicios de
Andlisis Clinicos hospitalarios. Las razones de su eleccion son dos fundamentalmente: por un lado
esta su papel clave en la investigacion de nuevas pruebas diagndsticas, ya que es en estos servicios
donde se van a realizar la mayoria de los analisis, y por otro, que estos servicios suelen estar mas

alejados de la practica clinica, hecho que puede dificultar el desarrollo de una investigacion de
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calidad, ya que impide una adecuada informacion sobre los problemas a resolver, asi como sobre
variables relevantes de la poblacién.

Podemos resumir en tres principalmente las consecuencias de esta falta de comunicacion
entre servicios. Por un lado, los laboratorios ignoran los problemas diagnésticos a resolver, por lo que
no pueden plantear preguntas de investigacion relevantes. Por otro, los laboratorios tienen un menor
acceso a informacion referente a los motivos de demanda de la prueba diagnéstica y las
caracteristicas clinicas y sociodemograficas de la poblacién en estudio. Por ultimo, los laboratorios
conocen mejor los procedimientos, las técnicas y la interpretacion de las pruebas, informacion que
muchas veces no llega al clinico, por lo que no puede interpretar debidamente los resultados

obtenidos.

Respecto al primer apartado del presente estudio referente al analisis de los trabajos que
calculan la exactitud diagnéstica de un procedimiento de laboratorio, iniciamos la introduccion,
describiendo las principales caracteristicas que estos estudios de sensibilidad y especificidad
diagndstica deben cumplir, como son los rasgos relacionados con la pregunta de investigacion
planteada y los relacionados con la manera en que se realiza la evaluacion de la prueba de

laboratorio a estudio.

1.1- DESCRIPCION DE LOS ESTUDIOS QUE DETERMINAN LOS
PARAMETROS DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DIAGNOSTICA DE UNA

PRUEBA DE LABORATORIO.

El tipo de investigacion sobre pruebas diagndsticas que con mas frecuencia se encuentra en
la literatura médica es aquel que trata de determinar la exactitud de un procedimiento diagnédstico
[10]. En estos estudios de exactitud diagndstica, los resultados de una o mas pruebas diagndsticas
realizadas en un grupo de pacientes sospechosos de tener la condicion de interés se comparan con

un estandar de referencia. El término exactitud se refiere al grado de acuerdo entre los
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procedimientos a estudio y la prueba de referencia [12]. Puede ser expresada de muchos modos:
sensibilidad-especificidad, cocientes de probabilidad, razén de odds (odds ratio) y area bajo la curva
(curva ROC) [13-16].

La informacion derivada de la sensibilidad y especificidad de una prueba diagndstica es de
utilidad en los momentos iniciales del proceso diagndstico, cuando se trata de decidir qué estudios
complementarios seran mas eficaces para confirmar o descartar una sospecha diagnédstica. Si se usa
una prueba con el propésito de excluir una posibilidad diagndstica o de hacer un escrutinio inicial,
debe usarse una prueba sensible, ya que la sensibilidad se define como la capacidad del test para
detectar la enfermedad. Por el contrario, si lo que se pretende es confirmar una sospecha diagndstica,
la prueba mas especifica (con mayor capacidad para detectar a los sanos) sera la de mayor eficacia
[4].

Estos estudios se deben distinguir de aquellos que estan enfocados al estudio de las
caracteristicas analiticas de los ensayos, tales como la exactitud analitica, y de aquellos referidos a
factores no analiticos, tales como la variacion bioldgica interpersonal [12].

En la realizacion de estos estudios es importante que la investigacion diagndstica reuna una
serie de requisitos para poder aplicar los resultados obtenidos a la practica clinica. Entre ellos se
encuentran las caracteristicas relacionadas con la pregunta de investigacién y con el método de

realizacion del estudio de la prueba diagnéstica:

a) Relacionados con la pregunta de investigacion:

Como he mencionado previamente, la Medicina Basada en la Evidencia ha contribuido al
conocimiento de que la clave en una investigacion sobre valoracion de pruebas diagndsticas de
laboratorio esta en partir del problema a solucionar y no de preguntas acerca del valor de la prueba
frente a una enfermedad concreta. Es decir, el investigador deberia definir claramente qué pretende
estudiar: no es lo mismo, por ejemplo, tratar de comprobar si un nuevo marcador tumoral puede tener
algun valor diagnéstico hasta el momento desconocido, (estariamos en una fase inicial de la
investigacion de una prueba diagnéstica, en la que se trata de comprobar si el marcador proporciona

resultados positivos en pacientes con cancer y resultados negativos en pacientes sin cancer) que
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definir su uso clinico para solventar problemas de incertidumbre diagnéstica en pacientes con
determinados signos y sintomas (en este caso, se trataria de comprobar si los resultados del
marcador son Utiles para detectar o descartar la presencia de cancer, cuando esta enfermedad se
plantea en el diagndstico diferencial). A partir de este supuesto es sencillo proponer un objetivo de
investigacion adecuado y ademas justificar la necesidad de realizar la investigacion [10].

De la pregunta de investigacién a responder depende el disefio a emplear y muy
particularmente la poblacién de estudio a elegir. Esta ultima, deberia estar constituida por pacientes
sospechosos de padecer la enfermedad, la cual quiere diagnosticar la prueba que estamos
evaluando. Por ejemplo, si el objetivo de nuestro estudio es determinar el valor de los anticuerpos
antinucleares en el diagnéstico del lupus eritematoso sistémico, no estamos identificando el problema
diagnéstico y el estudio puede consistir por ejemplo, en la comparacién de los resultados que arroja la
prueba diagndstica en un grupo de pacientes tratados por lupus eritematoso sistémico y un grupo de
pacientes con otra patologia, o incluso un grupo de donantes de sangre; en ambos supuestos la
investigacion tendria un interés muy limitado. Si el objetivo del estudio es la determinacién del valor
diagnéstico de los anticuerpos antinucleares en pacientes con sospecha de lupus eritematoso,
estamos indicando que se debe aplicar la prueba a valorar a pacientes todavia no diagnosticados
pero en los que por sus caracteristicas puede sospecharse la patologia de lupus, como es el caso de

mujeres de edad media con fiebre, artritis y artralgias [10].

b) Relacionados con el método de realizar la evaluacién de la prueba:

El mejor disefio de un estudio para determinar la exactitud de una prueba, consiste en una
poblacion compuesta de pacientes con un determinado problema diagnéstico a los que se les aplica
la prueba problema, e independientemente de los resultados obtenidos se les practica la prueba
considerada patrén de referencia. El patrén de referencia (en inglés, “gold standard”) es el mejor
método para establecer la presencia o ausencia de enfermedad. Puede ser una sola prueba o una
combinaciéon de métodos y técnicas, incluyendo el seguimiento clinico de los sujetos [13].

Se debe afadir informacion sobre el contexto clinico y sobre los criterios empleados para la

inclusion o exclusion definitiva de cada paciente en la poblacion a estudio, para poder considerar la
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aplicabilidad de los resultados a los propios pacientes. De esta forma, cuando se deseen hacer
predicciones sobre otros pacientes a partir de los resultados obtenidos en los pacientes de un
estudio, ademas de saber que acudieron al servicio sanitario en las mismas condiciones que los
pacientes sobre los que desea hacer la prediccion de los resultados, también sabremos si se
presentaron a su médico de cabecera o al Servicio de Urgencias del hospital, si son pacientes
atendidos en un hospital especializado, en uno comarcal... Todos ellos son datos que facilitaran
nuestra tarea de predecir como funcionara la prueba con otro grupo de pacientes y como debemos
interpretar sus resultados. La falta de estas caracteristicas es uno de los problemas que con mas
frecuencia encontramos en los estudios de diagnéstico.

La poblacién a estudio debe estar suficientemente descrita: caracteristicas demogréficas
basicas, forma de presentacion clinica, gravedad y comorbilidad de la enfermedad... [17]. La
presentacion de los pacientes en distintos estratos demograficos debe seguirse de la estimacion de la
sensibilidad y especificidad de la prueba en cada uno de los estratos que tengan relevancia clinica,
para poder comprobar como la exactitud de la prueba varia de acuerdo a caracteristicas importantes
de los pacientes [10] [18-20].

Aunque el metaanalisis ya se esta aplicando a la revision de articulos de valoracién de
pruebas diagnésticas y se dispone de metodologia y recomendaciones para su aplicacién [21], su
valor esta limitado por la heterogeneidad de las poblaciones estudiadas y sobre todo por la carencia
en la mayoria de las investigaciones primarias de una especificacion de la situacion clinica y del
problema diagndstico que se pretende resolver. Mientras no sea corriente que los estudios de
diagndstico se realicen en poblaciones clinicas reales, los resultados de los metaanalisis sobre
investigacion diagndstica seran de escasa utilidad clinica.

Uno de los problemas mas dificiles de reconocer y que a menudo no se incluye en las listas
de criterios es el sesgo de secuencia o verificacion diagndstica (en inglés, “workup bias”). Ocurre
cuando los resultados de la prueba a evaluar no son igualmente confirmados con la prueba estandar,
sino que dependen del resultado de la prueba. Cuando esto ocurre en estudios disefiados para
evaluar pruebas diagnésticas, la sensibilidad y especificidad de estas pruebas pueden ser estimadas
incorrectamente. Si pacientes con resultados negativos de la prueba se asumen como sanos cuando

no lo son, se producira una estimacion falsamente elevada de la sensibilidad y la especificidad. Este
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sesgo también puede ocurrir si pacientes con resultados negativos a los que no se les ha sometido a
la prueba estandar son excluidos de los calculos de la prueba diagnéstica. En esta situacion la
sensibilidad puede verse falsamente elevada y la especificidad aparentemente disminuida. Este
sesgo es comun en estudios retrospectivos donde solo los pacientes testados y sometidos a la
evaluacion de la prueba estandar son normalmente incluidos y la prueba estandar esta mas a
menudo aplicada a pacientes con resultados positivos. Los estudios retrospectivos pueden ser objeto
de este sesgo, a no ser que en el estudio se indique que los pacientes que recibieron la prueba
diagndstica tienen, igual oportunidad de recibir la prueba estandar.

Otro sesgo frecuente y que hay que prevenir es el sesgo de revisidon o0 comparacion ciega (en
inglés, “review bias”): si la prueba diagndstica se realiza primero, el conocimiento de su resultado
puede conducir a un excesivo grado de acuerdo con la interpretacion del patron de referencia.

Al planificar el estudio hay que tener en cuenta el tamafio muestral. Es decir, el nimero
de sujetos necesarios incluir con el fin de obtener la precision deseada en términos de
intervalos de confianza. El numero final de sujetos vendra determinado por la frecuencia
esperada de la enfermedad.

El valor de cualquier prueba depende de su capacidad de dar el mismo resultado cuando se
aplica a los mismos pacientes en igualdad de condiciones. Una escasa reproducibilidad puede ser
debida a problemas con la prueba en si misma o a la interpretacion del observador [22]. El estudio de
la variabilidad interobservador en la evaluacién de una prueba diagndstica se descuida con excesiva
frecuencia cuando se considera la investigacion diagnodstica, aunque se ha visto el papel importante

que desempeia en la mejora de la calidad del estudio.

Como he comentado, se han realizado algunas revisiones previas de la metodologia
diagnéstica empleada en los trabajos que evalluan la sensibilidad y especificidad diagnéstica de
pruebas de laboratorio, mostrando una baja calidad en su sistematica. Esto ha llevado a diversos
grupos al planteamiento de recomendaciones que incidan en una mejora de la calidad diagndstica. En
el siguiente apartado se van a describir las caracteristicas mas importantes de estos trabajos previos

y las principales iniciativas desarrolladas para mejorar la investigacion en este campo.
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1.2- ANTECEDENTES DE TRABAJOS QUE EVALUAN LA CALIDAD
METODOLOGICA UTILIZADA EN LOS ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD Y
ESPECIFICIDAD DIAGNOSTICA DE PRUEBAS DE LABORATORIO, Y
RECOMENDACIONES LLEVADAS A CABO EN ESTE CAMPO DEL

DIAGNOSTICO.

Los estandares metodolégicos anteriormente mencionados, todavia no se han incorporado a
la investigacion sobre pruebas diagndsticas, lo que contribuye a la peor aplicabilidad de los resultados
obtenidos a la practica clinica. Si analizamos algunas de las revisiones realizadas en este campo
podemos comprobar como la investigacion sobres pruebas diagndsticas ha sido menos permeable a

la mejora en el rigor cientifico, a pesar de los esfuerzos recientes antes indicados [23].

Una revisidn de los trabajos sobre valoracion de pruebas diagnésticas publicados en las
mejores revistas de medicina general internacionales mostraba un indudable déficit metodolégico [5].
En ella se analizaron los articulos que evaluaban pruebas diagndsticas, publicados en cuatro de las
mejores revistas de ambito internacional desde el afio 1978 al 1993: New England Journal of
Medicine, Journal of the American Medical Association, British Medical Journal y Lancet (un total de
112 estudios). Se aplicaron siete estandares metodoldgicos que debian contener los trabajos (Anexo
1) y se comprobé que ningun estudio cumplia mas de cinco de sus items y la mayoria solo seguia tres

o cuatro de ellos. Aunque se veia una tendencia a la mejora en los ultimos afios.

Otro estudio demostré en el afio 1999, cdmo el fallo de la adherencia a los estandares
metodoldgicos produce sobreestimaciones en la exactitud diagndstica [6]. Esta evidencia indica la

necesidad de mejorar las evaluaciones clinicas de los tests diagndsticos.
En Espafia se han tratado adecuadamente los aspectos mas cuantitativos de la investigacion

sobre pruebas diagnésticas, en particular la presentacion de resultados y su interpretacion. No ocurre

igual en lo relativo a la calidad de la metodologia empleada. Una revision de los articulos sobre
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pruebas diagnésticas publicada en la revista Medicina Clinica ponia en evidencia un grado similar de
problemas de método [7]. Se estudiaron los articulos publicados durante los afios 1992-1995 que
versaban sobre pruebas diagnésticas, aplicandose una serie de criterios metodoldgicos (Anexo ). La
conclusion principal obtenida fue que quedaban aspectos por mejorar en el disefio de estudios sobre
tests diagndsticos, con resultados muy similares a los obtenidos en la revisién internacional antes
mencionada [5]. A destacar la falta del estudio de la reproducibilidad de las pruebas estudiadas (solo
un 19% de ellos la evaluaba), la escasa comunicacion de la especificacion de la fuente de la
poblacion a estudio, los criterios de inclusion y la descripcion del espectro de sujetos (en el 31, 36 y
31% respectivamente del total de trabajos analizados) y el calculo de la precision estadistica de las

estimaciones en solo un 17% de los estudios.

También aparece publicada otra revisién en la revista Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica sobre métodos de valoracion de pruebas diagndsticas [8]. Se incluyeron en el
estudio 45 articulos que estudiaban sensibilidad y especificidad de pruebas diagnésticas, publicados
durante los afos 1990-1996 y se les aplico la misma guia que en la revision anterior (Anexo Il).
Aunque la calidad de los trabajos era aceptable, los apartados referentes al disefio y presentacion de
resultados quedaban por perfeccionar: solo en el 11% de los trabajos se evaluaba la reproducibilidad
de la prueba diagnéstica; la especificacion de la fuente de la poblacién de referencia, criterios de
inclusion y espectro de sujetos se presentaron en el 58, 33 y 40% de los articulos respectivamente;
solo un 6% especificaba el analisis independiente de los resultados y solo un 11% tuvieron en cuenta

los posibles resultados indeterminados de las pruebas diagnésticas.

Esta falta patente de calidad en el campo del diagndstico de laboratorio ha llevado a diversos
grupos editoriales e investigadores a plantearse la elaboracion de numerosas recomendaciones sobre
investigacion diagnoéstica. Estas indicaciones se disefian con el doble objetivo de mejorar el rigor
metodoldgico de la investigacion y la calidad de la comunicacién de los resultados, y estan dirigidas
tanto a los investigadores para su aplicacién en el disefo de sus estudios, como a los revisores de las

revistas cientificas.

22



Valoracién de pruebas diagndsticas de laboratorio Introduccion

Desde 1996 una revista internacional de laboratorio, Clinical Chemistry, incluye en las
instrucciones para los autores los siete criterios antes mencionados, usados por Reid y colaboradores
[5]. En 1997 y en la misma publicacién, aparecen una serie de recomendaciones que deben seguir
los estudios que versen sobre eficacia diagndstica de las pruebas [24]. Esta guia se completa con
otra revisiéon de la misma revista del afio 2000 y que se basa en comentarios aportados entre otros,

por estadisticos y editores [25].

Con el fin de ayudar a mejorar la calidad de los trabajos de los ensayos controlados
aleatorios, se constituye el Grupo de Estandares de Ensayos Clinicos (Standards of Reporting Trials,
SORT) y el Grupo de Trabajo de Recomendaciones para la Divulgacién de Ensayos Clinicos en la
Literatura Biomédica. Ambos grupos desarrollaron el CONSORT (Consolidated Standard of Reporting
Trials). Esta iniciativa pretende aumentar la transparencia en la divulgacion de los métodos y
resultados para que los ensayos clinicos puedan ser interpretados faciimente y de manera exacta [26-

31].

En 1999, se reune la asociacién Cochrane en el Grupo de Trabajo de Métodos de Screening
y Diagnéstico de Cochrane y discuten la baja calidad metodoldgica de los trabajos que evaluan los
tests diagnosticos. Consideran que el primer paso en la correccion de estos problemas es la mejora
en la divulgacion de los articulos. Teniendo como referente la exitosa iniciativa CONSORT
(Consolidated Standards of Reporting Trials), el Grupo de Trabajo se propuso el desarrollo de una
lista de criterios que deberian ser incluidos en un articulo de exactitud diagnéstica. Esta iniciativa se
denominé STARD, (Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy) y su objetivo fue mejorar la

calidad de los trabajos que tratan la exactitud diagndstica.

Para el desarrollo de la iniciativa STARD se establecié un comité en Diciembre del 1999. En
Septiembre del 2000 en Amsterdam, un grupo de trabajo multidisciplinar preparé un documento de
consenso y una plantilla de los criterios metodolégicos publicados. En Noviembre del 2000, un boceto
de la iniciativa STARD y una lista de 25 criterios se circuld entre el grupo. Finalmente en el afio 2003,

aparece publicada la lista de los 25 criterios de STARD que debe cumplir un articulo que evalua
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pruebas diagnésticas en las mejores revistas internacionales, tanto de laboratorio, como de ambito
médico (Anexo V) [12, 13][32]. Estos criterios todavia no han sido evaluados en la practica, y por lo

tanto no tenemos informacion acerca de su posible aplicabilidad.

En el ano 2002 aparece publicado el primer libro sobre disefio de investigacion en diagnéstico
clinico [33], lo que pone de manifiesto la importancia que esta adquiriendo este tema y la

preocupacion por mantener una metodologia diagnéstica de calidad.

Todas estas iniciativas pueden haberse reflejado en un cambio positivo de la calidad de la

investigacion diagnostica.

Como menciono anteriormente, dentro de los estudios de exactitud diagnostica un aspecto
muy importante e imprescindible antes de la utilizacidon de la prueba diagndstica en la practica clinica,
es el calculo de su reproducibilidad, siendo uno de los estandares metodolégicos exigibles para
aumentar la calidad de los procedimientos en el laboratorio de Analisis Clinicos. Dicha
reproducibilidad puede ser de dos tipos: del instrumento con el que se realiza la determinacién de
laboratorio o el calculo de la variabilidad entre los distintos observadores que realizan la prueba
diagnéstica. Hemos centrado el segundo apartado de este trabajo en la realizacion de un estudio que
determine la variabilidad entre varios observadores que llevan a cabo una prueba diagnéstica de

laboratorio, mediante la aplicacion de los criterios que recoge una guia previa de Feinstein [11].

La reproducibilidad del instrumento con el que se realiza la determinacién analitica expresada
como coeficiente de variacion, es una caracteristica que se estudia en la mayor parte de las
evaluaciones diagnésticas y se ha incorporado a los programas de control de calidad ya existentes en
los laboratorios. Sin embargo, aunque es necesario que se realicen estudios que evallen la
variabilidad entre los observadores que realizan una prueba diagndstica antes de que ésta se
introduzca en la practica clinica, este tipo de andlisis no se ha introducido a los programas de control

de calidad de los Servicios de Analisis Clinicos.
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Aunque se han realizado distintos esfuerzos para aumentar la calidad del disefio de los
estudios de variabilidad observacional, en la practica se ha prestado poca atencion a este tipo de

trabajos.

En el afno 1985, Feinstein en su libro de Epidemiologia Clinica [11], dedica un capitulo al
estudio de la variabilidad observacional en la valoracion de pruebas diagndsticas. En él detalla una
guia de recomendaciones que se deben seguir para la realizacion de estudios de consistencia entre

distintos observadores con suficiente calidad.

En los afios 1985 y 1992 aparecen dos revisiones que recogen los estudios que evaltan la
reproducibilidad entre distintos observadores [34, 35]. Se puede comprobar cémo apenas aparecen
estudios en el area de las pruebas diagndsticas de laboratorio [36-42], aunque si se han hecho
numerosas valoraciones en areas relacionadas con la Demografia y estudios de la poblacién, el area

del Radiodiagnéstico y de Anatomia Patoldgica, entre otras.

Debido a la importancia de este tipo de valoraciones cuando se realiza una determinacion
analitica y al escaso interés desarrollado en este campo, en este trabajo hemos querido realizar un
estudio de variabilidad observacional siguiendo las recomendaciones establecidas por Feinstein [11].
De esta manera, se puede determinar la aplicabilidad y posibles problemas en la utilizaciéon de esta
guia, e identificar con mayor certeza los retos que supone el realizar un estudio de variabilidad

interobservador en una prueba diagndstica de laboratorio.
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1.3- CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LOS ESTUDIOS DE
VARIABILIDAD ENTRE LOS DISTINTOS OBSERVADORES QUE ANALIZAN

UNA PRUEBA DIAGNOSTICA.

En la guia publicada por Feinstein de recomendaciones para la realizacién de estudios de
variabilidad observacional [11], aparecen los aspectos mas importantes para alcanzar un trabajo de
calidad. Se basa en seis aspectos metodolégicos clave que se detallan a continuacién, como son la
eleccion de un objetivo de calidad previo a la realizacion del estudio, la descripcion del procedimiento
del estudio, la eleccion de la muestra a analizar, la manera de expresar los resultados y el
desacuerdo o acuerdo entre los observadores, y los indices estadisticos que se van a calcular para

dichas expresiones de acuerdo.

1- Eleccioén del objetivo de evaluacién:

El objetivo de un estudio de reproducibilidad debe ser el anélisis de los métodos
instrumentales, la capacidad de los observadores o una combinaciéon de ambos. En este caso,
nosotros vamos a realizar un estudio de variabilidad observacional, por lo que hay que tener en
cuenta que los analisis que se realizan en él dependen del tipo de objetivo que se ha elegido para la
investigacion:

A- Demostracion de la consistencia de un nuevo indice: En un articulo original que trata del

desarrollo de un nuevo indice, se incluye un estudio de variabilidad observacional para

demostrar que da resultados consistentes. No obstante, muchas veces una nueva prueba se

presenta sin la realizaciéon de estos estudios y el procedimiento puede llegar a aceptarse y

ser ampliamente utilizado antes de que se investigue su variabilidad formalmente.

B- Demostracion de la falta de fiabilidad: Ciertos estudios de variabilidad observacional

pueden llevarse a cabo para demostrar que un determinado procedimiento es impreciso.

Estudios de este tipo pueden ser necesarios para alertar a la comunidad cientifica de

problemas que pueden haber sido pasados por alto.

C- Detalle del espectro de variabilidad: Aunque muchos estudios de variabilidad

observacional parecen estar hechos por la Unica razén de demostrar y cuantificar su
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existencia, otros pueden incluir un analisis mas detallado del espectro de la variabilidad. En
este caso, los investigadores pueden demostrar como la presente o ausente variabilidad esta
relacionada con el tipo de observaciones realizadas, por ejemplo, peculiaridades de los
sujetos tales como la edad, el género o las caracteristicas clinicas.

D- Reducir la variabilidad y mejorar la calidad: La caracteristica mas util de un estudio de
variabilidad observacional es el papel que juega en la reduccién de la imprecisién y la mejora
de la calidad del procedimiento en estudio. El investigador a menudo necesita que los
observadores repitan el analisis que produce desacuerdo y entonces intentar identificar los
puntos de error en la fase de preparacion de las muestras o en la de interpretacion de los
resultados. Este tipo de estrategia puede servir por lo tanto, para mejorar la calidad de un
proceso observacional sin ser necesario ningun estudio formal ni publicacién de los

resultados.

2- Procedimiento:

Uno de los problemas que puede encontrar el investigador que realiza este tipo de estudios
es contar con los observadores necesarios y persuadirlos para que participen en la investigacion:
muchos de ellos pueden no querer participar debido a que no les guste la idea de someter sus
conocimientos a verificacion. Ademas, otra dificultad es el esfuerzo y el tiempo que deben invertir los
observadores, por lo que el investigador debe ser el encargado de proveer las muestras en el formato
necesario y de manera ciega e independiente.

Un estudio de variabilidad entre observadores se compone de dos pasos principalmente. El
primero se refiere al proceso de obtencion y preparacion de las muestras para su observacion. Este
paso que debe ser explicado de manera detallada, en muchos estudios de variabilidad observacional
se omite. El segundo comprende el proceso por el que se transforman los datos en categorias de

interpretacion.
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3- Eleccién de la muestra:

Debe representar a la poblacion clinica real. Si la muestra elegida tiene mayor proporcion de
casos “dificiles” que los que ocurren en la practica habitual, los observadores pueden mostrar una alta
tasa de desacuerdo. Este problema ocurre frecuentemente en los estudios de variabilidad entre
observadores. Si se da el caso contrario, se obtienen unos resultados falsamente elevados del
porcentaje de acuerdo que se calcula. El mejor método para evitar estos sesgos es analizar una serie
consecutiva de pacientes candidatos a la evaluacion diagnéstica, ampliada con pacientes adicionales
elegidos de los casos extremos que se producen en la clinica. El nUmero de estos casos inusuales se

adecuara para que se obtenga una idea de la capacidad de evaluacion de los observadores.

4- Escala de expresion de resultados:

El tipo de problema que ocurre con mas frecuencia cuando se estudia la variabilidad
observacional es la falta de estandarizacion de la escala de expresion de los resultados. Si dos
observadores usan exactamente la misma escala para expresar sus resultados, el investigador puede
haber evitado la primera causa de variabilidad. En este caso la fuente de imprecision sera faciimente
analizable ya que estara relacionada unicamente con el proceso observacional.

Una vez se ha elegido la escala, el investigador debera discutir con los observadores acerca
de su idoneidad y si es aceptada por todos los participantes en el estudio. Hay que tener en cuenta
que un aumento en las categorias de expresion de los resultados permitira a los observadores
expresarse con mas libertad, pero también aumentaran las posibilidades de variabilidad; un nimero
pequefio de categorias puede reducir la variabilidad, pero si el niUmero es demasiado pequefio la
variabilidad puede aumentar debido a que los observadores no pueden expresar importantes

distinciones.

5- Expresiones de acuerdo:

Ademas de la escala usada para expresar las observaciones, un primer objetivo de la
investigacion debe ser medir la magnitud del acuerdo. Dos observadores obviamente estan en
desacuerdo si usan diferentes categorias de expresion, pero el grado del mismo puede ser trivial,

menor o mayor, dependiendo de la prueba que se esté realizando. Por ejemplo, si para una misma
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muestra el laboratorio expresa un resultado de anticuerpos antinucleares positivos a dilucién 1/10y a
dilucion 1/20, la diferencia se puede ignorar; si los valores son positivos a dilucion 1/10 y a 1/80, hay
que preocuparse, Yy si los resultados son negativos y a diluciéon 1/160, evitaremos que el laboratorio

realice esa determinacion.

6- Indices estadisticos para expresiéon del acuerdo:

El acuerdo o desacuerdo entre varios observadores se debe expresar con indices
estadisticos de concordancia y no con los indices habituales de correlaciéon, como a menudo se han
usado en los estudios de variabilidad observacional. Los indices apropiados son el porcentaje de

acuerdo y el indice kappa.

Para una mejor comprension de estas recomendaciones la guia incluye a su vez un resumen

de los componentes de los que debe constar un estudio de variabilidad entre distintos observadores:

a- Objetivo: Debe aparecer claramente especificado, detallando si el estudio consiste en una
demostracién o una mejora de la variabilidad.

b- Muestra a estudio: Los sujetos o muestras que participan en el estudio deben ser
representativos de la practica clinica.

c- Partes del analisis: Especificacion de si el objetivo de la investigacion son los métodos
instrumentales, la variabilidad observacional, o ambas. Si la investigacion se centra en
uno solo de los componentes debe haber una aclaracién de que el otro esta
adecuadamente estandarizado.

d- Observaciones: Destacar si se realizan de manera independiente y “ciega”.

e- Observadores: Describir si son suficientemente competentes y adecuados para llevar a
cabo el estudio.

f- Escala de expresion de los resultados: Comprobar que la escala esta expresada de

manera satisfactoria y si se ha establecido ante de iniciar la investigacion.
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g- Escala de expresion del acuerdo: Comprobar que sea una escala adecuada y necesaria
para expresar el grado de acuerdo entre varias observaciones.

h- indice de concordancia: Deben indicar si los resultados se han expresado con indices
adecuados. También debe aparecer el grado de acuerdo esperado por azar.

i- Procedimiento: Verificacion de si se han establecido los criterios tanto de la primera fase
de provision y preparacion de las muestras, como de la segunda fase de analisis de los
resultados.

j- Interpretacion: Descripcion del procedimiento de transformacion de los resultados en la
escala de expresion.

k- Analisis: Identificacion de las fuentes de variabilidad que pueden explicar la falta de
precision de la técnica.

I- Mejoras: Los observadores ponen en comun sus desavenencias para intentar mejorar sus
causas de variabilidad.

m- Recomendaciones: Presencia de sugerencias sobre como mejorar los defectos que se

han detectado.

En resumen, en el contexto de esta investigacion sobre la calidad de la investigacién de
pruebas de laboratorio, consideramos prioritario describir los retos del procedimiento que suponen los
estudios de consistencia, en particular los estudios de variabilidad observacional en una prueba

diagnéstica de laboratorio.

Para poner en practica las recomendaciones de Feinstein, disefiamos y ejecutamos un
estudio a cerca de la consistencia de una prueba concreta de laboratorio: el analisis de cristales de
urato monosddico y de pirofosfato calcico en muestras de liquido sinovial mediante el empleo
sucesivo del microscopio 6ptico y polarizado. Se escogié esta evaluacién porque aun tratandose de
un método imprescindible para el diagndstico de artropatias relacionadas con cristales, como son la
gota y la pseudogota, se ha demostrado cémo su utilidad diagnéstica puede verse amenazada por la

interpretacion subjetiva del observador [43-47].
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Se describe a continuacion la anatomia de la articulacion y las caracteristicas de las dos
patologias relacionadas con la deposicion de cristales que se van a estudiar: la gota y la artropatia
relacionada con cristales de pirofosfato calcico. También es importante referir los estudios
previamente realizados, para poder analizar sus posibles deficiencias que podrian explicar la

inconsistencia de sus resultados.

1.4- ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD INTEROBSERVACIONAL EN EL
ANALISIS DE CRISTALES DE URATO MONOSODICO Y PIROFOSFATO

CALCICO EN MUESTRAS DE LiQUIDO SINOVIAL.

La articulacion es una cavidad formada por el cartilago articular que actia como amortiguador
de los impactos producidos por los movimientos y torsiones, y por la membrana sinovial que produce

el liquido sinovial, auténtico lubricante de la articulacién. (Figura 1)

Figura 1: Anatomia de la articulacion de la rodilla.
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El liquido sinovial se forma a partir del ultrafiltrado del plasma por la membrana sinovial y
excluye las proteinas de alto peso molecular. El volumen de liquido sinovial contenido en la cavidad
articular es suficiente para cubrir sus superficies y en condiciones normales es como maximo de 3,5
ml (en condiciones de inflamacion puede llegar a los 25 ml). Sus funciones son: reducir la friccion
entre los huesos, lubricar las articulaciones y aportar nutrientes al cartilago.

Los elementos de sujecion de la articulacion lo forman: la capsula, envoltura muy resistente
que rodea y sujeta toda la articulacion; los ligamentos, que dan estabilidad a la articulacion, y los

musculos y tendones que ademas de contribuir a la estabilidad articular, permiten el movimiento.

Cuando se produce algun traumatismo o proceso inflamatorio o infeccioso, se acumula
liquido sinovial en la cavidad articular, aumentando de tamafio muchas veces con dolor y dificultad
para realizar los movimientos normales. Es de gran trascendencia la determinacion de la causa que
ha producido este exceso de liquido sinovial a través de la historia médica, el examen fisico, la
analitica sanguinea, analisis de orina de 24 horas, radiografias y el analisis del liquido sinovial del
paciente para evitar un diagnéstico erréneo. El analisis del liquido sinovial es la prueba esencial en el
establecimiento de un diagndstico seguro, cobrando una mayor relevancia en el diagndstico de artritis

séptica y sobre todo en las artritis inducidas por cristales, donde es patognomonico.

Las artropatias producidas por cristales son un grupo heterogéneo de enfermedades
bioquimicas que tienen en comun la deposicién de cristales en la articulacién. Los mecanismos por
los que ocurre la acumulacion articular y la inflamacién son similares en todas ellas. La formacion de
cristales puede ser debida a desérdenes metabdlicos, disminucién de la excrecién renal,

degeneracion de hueso y cartilago o inyeccion terapéutica (por ejemplo de corticoesteroides).

Las dos patologias principales producidas por acumulacion de cristales son gota (presencia

de cristales de urato monosddico en liquido sinovial) y pseudogota o condrocalcinosis (presencia de

cristales de pirofosfato célcico dihidratado en liquido sinovial).
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A- GOTA:

La gota es una enfermedad que se manifiesta clinicamente por episodios inflamatorios,
habitualmente monoarticulares y recurrentes que suelen ser intensos y autolimitados; en fases mas
avanzadas de la enfermedad la inflamacion articular puede ser crénica.

Esta directamente relacionada con la presencia de cristales de urato monosédico en el interior
de las articulaciones, tanto durante los episodios inflamatorios como fuera de ellos. Los cristales de
urato monosédico se encuentran en rodillas de pacientes asintomaticos con gota y una vez
depositados, permanecen ahi hasta que disminuyen los niveles de acido urico por accion del
tratamiento. Por lo tanto la identificacion de cristales en liquido sinovial puede usarse para el
diagnéstico de gota en los periodos intercriticos [48, 49]. El diagndstico de gota se establece
mediante la identificacion de cristales de urato monosédico en liquido sinovial o formando parte de
tofos [50].

El limite de solubilidad del acido urico en sangre es de 7 mg/dl y a partir de ese valor
precipita. Aunque la gota refleja la existencia de hiperuricemia, solamente un pequefo porcentaje de
las personas que la presentan llega a padecer gota. En el resto de las ocasiones la hiperuricemia se
considera asintomatica y no precisa tratamiento a no ser que se asocie a litiasis renal por calculos de
acido urico. Los factores que determinan que esta inflamacion dé lugar a los ataques de gota y los
elementos de los que depende su cese espontaneo son de momento poco conocidos.

En el diagndstico de esta patologia hay que destacar las pruebas basicas de laboratorio que
incluyen andlisis de orina y analisis sanguineo; recuento celular, determinacién de creatinina, urea,
nitrégeno y acido Urico; radiografias, que no son muy utiles en el diagndstico de los ataques iniciales
de la artritis gotosa aguda ya que los hallazgos son generalmente inespecificos y el analisis del
liquido sinovial, que incluye la identificacion de cristales y el recuento celular. La identificacion de
estos cristales como he comentado previamente, es patognoménico de gota y permite un diagndstico
exacto de la enfermedad [51, 52].

Ocasionalmente, en los pacientes con gota no se detectan cristales de urato monosédico en
muestras de liquido sinovial, sin embargo la aspiracion repetida veinticuatro horas después muestra

cristales en las muestras de la mayoria de estos pacientes [53].
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El recuento leucocitario es normalmente proporcional a la concentracién de cristales
presentes en la muestra de liquido sinovial. Durante el ataque agudo alcanza un valor entre 2.500 y

25.000 células/mm3, de los cuales mas del 90% son neutrdfilos.

B- ARTROPATIA POR CRISTALES DE PIROFOSFATO CALCICO DIHIDRATADO:

Es una enfermedad caracterizada por el depdsito de cristales de pirofosfato calcico
dihidratado en la cavidad articular. Con el tiempo el cartilago llega a calcificarse, causando artrosis y
en ocasiones ataques de artritis [54].

El depdsito de cristales de pirofosfato calcico dihidratado, casi restringido a tejidos articulares
y pararticulares, representa la primera fase identificable de esta enfermedad y esta relacionada con la
sobreproduccion de pirofosfato inorganico por los condrocitos o células del cartilago [55]. En el 90%
de los enfermos no se encuentra una causa para la enfermedad, aunque se puede relacionar con
enfermedades metabdlicas o endocrinas y con trastornos hereditarios.

La mayoria de las veces este trastorno no provoca ningun tipo de sintoma, tratdndose
entonces de un hallazgo radioldgico casual (la calcificacion forma una linea tenue paralela al hueso,
que puede verse mediante radiografias). Sin embargo, en algunas personas si produce molestias o
dolor persistente, e incluso puede desencadenar un ataque agudo parecido a los producidos por la
gota, por ello también se han denominado ataques de pseudogota [56].

Se dispone de dos herramientas fundamentales para asegurar el diagndstico: la radiografia y
el analisis de liquido sinovial. La radiografia puede conducir a error en calcificaciones que todavia no
se han formado o son dificiles de apreciar, por lo que el diagnéstico se basa en la deteccion de
cristales de pirofosfato calcico dihidratado en una muestra de liquido sinovial [57]. La media del
recuento leucocitario en liquido sinovial es normalmente mas baja que en el caso de la gota, pero el

diferencial es también de predominio neutréfilo.
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El analisis del liquido sinovial, objeto de nuestro estudio, se realiza a partir de muestras
extraidas de las articulaciones accesibles como son la rodilla y el codo, mientras que otras como la
cadera no son viables a este procedimiento. Ademas de la identificacion de cristales, en una muestra

de liquido sinovial se pueden realizar otras determinaciones como son:

1- Analisis basico: color y viscosidad:
El liquido sinovial normal es de color amarillo claro, viscoso, (los sinoviocitos, células de la
membrana sinovial, secretan mucopolisacarido, que contiene entre 0,2 y 0,5% de acido hialurénico

polimerizado formando cadenas de alto peso molecular y proteinas) pero no coagula.

2- Recuento y diferencial leucocitario:
Los leucocitos son el hallazgo celular mas frecuente en el andlisis de liquido sinovial de un
sujeto no sano y da informacion acerca de la inflamacién presente en las articulaciones (con la

excepcion de los casos de trauma donde el recuento de hematies es muy alto).

El nivel aceptado de leucocitos que diferencia entre inflamatorio y no inflamatorio es de 2.000
x 10° células/mm?. La clasificacion del liquido sinovial en categorias de no inflamatorio, inflamatorio y

séptico también se basa en la transparencia de la muestra y el porcentaje de neutréfilos. (Tabla 1)

Tabla 1: Clasificacion de los distintos tipos de liquido sinovial en funcién de su transparencia,

recuento de leucocitos y porcentaje de neutrdfilos.

CLASIFICACION ASPECTO LEUCOCITOS /mm3 % NEUTROFILOS
NORMAL Transparente <200 <25
NO INFLAMATORIO Transparente <2000 <25
INFLAMATORIO Translucido <75000 >50
SEPTICO Opaco >75000 >75
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3- Determinaciones bioquimicas:

Algunos analisis bioquimicos adicionales realizados en muestras de liquido sinovial tales
como la determinacion de proteinas (valores normales <3g/dl: un aumento se puede deber a cambios
en la permeabilidad de la membrana sinovial, aumento en la sintesis de articulaciéon y a un proceso
inflamatorio), factor reumatoide, niveles de complemento y glucosa (el nivel en liquido sinovial es
similar al encontrado en sangre y se evaluan las diferencias entre ambos valores: normal < 10 mg/dl,

proceso inflamatorio > 25mg/dl y sepsis >40 mg/dl), tienen escasa utilidad clinica [58].

Como he comentado previamente, el diagndstico definitivo de las artropatias por cristales,
gota y artropatia por pirofosfato calcico, requiere aspiracion y posterior examen del liquido sinovial
para la deteccion y posterior identificacion con microscopio de luz ordinaria y polarizada de los
cristales de urato monosédico y de pirofosfato calcico [59, 60].

Del resultado de este analisis depende el diagndstico y por lo tanto el tratamiento de la
enfermedad, que en el caso de la gota puede ser farmacolégico de por vida. La identificacion de
cristales no deberia excluir otras causas de inflamacién articular tales como la artritis séptica, ya que

estas enfermedades pueden coexistir.

Se han publicado varios casos de pacientes con gota y artropatia por cristales de pirofosfato
célcico en la misma articulacién, por lo que cuando se examina una muestra de liquido sinovial y se

detecta la presencia de un tipo de cristal se debe investigar también la de otro tipo de cristales [61].

Aunque solo estos dos tipos de cristales estudiados tienen relevancia diagndstica, en una

muestra de liquido sinovial pueden aparecer otros cristales [62]:

- Cristales de hidroxiapatita (fosfato célcico): Se encuentran en liquido sinovial de

pacientes con osteoartritis asociadas con deposiciones de calcio. Para su deteccion

es necesario el microscopio electrénico, ya que al no ser birrefringentes no se
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observan con el microscopio de luz polarizada. Son intracelulares, pequenos y de
forma acicular.

Cristales de corticoides: Se pueden encontrar en pacientes que han recibido
recientemente una inyeccion terapéutica intraarticular. Pueden confundirse con los
de urato monosédico ya que son también de forma acicular e intracelulares, pero
exhiben birrefringencia positiva y negativa.

Cristales de oxalato calcico en pacientes con insuficiencia renal después de didlisis.
Cristales de colesterol, aunque no tienen ninguna significacion clinica, se asocian
con inflamacién crénica. Muestran direccion de birrefringencia negativa, bajo la luz
polarizada son fuertemente birrefringentes y normalmente son extracelulares y de

forma rombica.

En la tabla 2, se muestran las caracteristicas mas relevantes de los cristales que se pueden

hallar en una muestra de liquido sinovial.

Tabla 2: Caracteristicas de los posibles cristales presentes en muestras de liquido sinovial:

TAMANO MORFOLOGIA BIRREFRINGENCIA PATOLOGIA

(um)
Urato monosédico 2-20 Barra, aguja Negativa, intensa Gota aguda y
crénica.
Pirofosfato calcico 2-10 Barra, romboide Positiva, débil Enfermedad por
deposicién de
CPPD aguda o
crénica.
Hidroxiapatita 5-20 Redondo o No Artritis aguda o
irregular periartritis.
Corticoesteroides 4-15 Barra, irregular  Positiva o negativa Postinyeccion

intensa.

En una muestra de liquido sinovial podemos encontrar también distinto material birrefringente

que es necesario distinguir de los cristales: cristales de anticoagulante como oxalato célcico o

heparina de litio, granulos de almidén, fragmentos de prétesis, fibras de colageno y particulas de

polvo.
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Los cristales de urato monosadico y pirofosfato calcico muestran caracteristicas diferentes de
birrefringencia y el microscopio de luz polarizada constituye el método estandar para el analisis de
liquido sinovial en la busqueda de cristales [62-65]: aunque los cristales de urato monosddico son
fuertemente birrefringente y facilmente identificables con el microscopio de luz polarizada, los cristales
de pirofosfato calcico son escasamente birrefringentes y muchos no lo son [66].

Diversos estudios han demostrado cémo la mencionada utilidad diagndstica puede verse
amenazada por la falta de consistencia entre los observadores que analizan muestras de liquido
sinovial. Estos resultados ponen de manifiesto la falta de consenso sobre la rutina del analisis de

liquido sinovial.

En un primer estudio, se remiten de manera ciega once alicuotas de muestras de liquido
sinovial distintas a 3 laboratorios que participan en un estudio de variabilidad observacional. Aunque
los analisis se realizan de manera independiente y sin conocimiento del diagnoéstico definitivo, no se
especifica la experiencia de los observadores en el andlisis de cristales ni se protocoliza el mismo
procedimiento para la realizacion de las determinaciones. Los resultados se expresan como ausencia
de cristales, cristales de urato monosddico o cristales de pirofosfato célcico. Cuando se compara los
resultados obtenidos con el laboratorio de referencia se observan discrepancias en 7 de las 11
muestras analizadas, pero no se calcula ningun indice que exprese estos resultados. Se obtiene una

sensibilidad del 62.5% para el analisis de cristales de urato monosaddico [43].

En otro trabajo acerca del estudio de variabilidad de los resultados obtenidos al analizar
muestras de liquido sinovial, se envian alicuotas de cuatro liquidos sinoviales distintos a 25
laboratorios hospitalarios que no conocian el contenido de las muestras. Todos los hospitales
participantes en el estudio realizaban habitualmente este tipo de analisis, pero no se indica en el
trabajo el grado de experiencia de sus analistas. Se pregunta por presencia o ausencia de cristales,
tipo de cristales, recuento celular y diferencial. En los resultados se comprueba como una muestra fue
identificada correctamente por 4 laboratorios; otra muestra por 20 centros; la tercera muestra por 1
laboratorio y la ultima muestra por 24 hospitales, obteniendo una sensibilidad del 78% para urato

monosadico y del 12% para pirofosfato célcico dihidratado. Aunque las determinaciones se llevaron a
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cabo de manera ciega e independiente, no se unificaron los procedimientos de analisis para todos los
centros participantes. Para la determinacion de cristales de urato monosddico se obtiene una
sensibilidad del 78% y un 24% de resultados falsos positivos y para los cristales de pirofosfato calcico

una sensibilidad de 12% [44].

En un nuevo trabajo, se preparan alicuotas con cristales de urato monosdédico y otros posibles
materiales de confusion, como son cristales de colesterol o particulas de almidén, para asi estudiar la
precision obtenida entre 25 laboratorios. La determinacion se realiza de manera ciega e
independiente. En este caso tampoco se conoce el grado de formacion de los observadores, ni se

calculan los indices de concordancia entre ellos. Se obtienen un 24% de falsos positivos [45].

Queriendo analizar una vez mas la reproducibilidad entre varios observadores que analizan
muestras de liquido sinovial, se envian a seis observadores 99 portaobjetos que contienen muestras
con distintas concentraciones de cristales (41 con cristales de urato monosodico y 42 con cristales de
pirofosfato calcico) y 16 muestras sin cristales. Aunque la correcta identificacion de los cristales
aumenta con su concentracién, la sensibilidad para cristales de urato monosaédico es del 69%
(especificidad 97%) y la sensibilidad para cristales de pirofosfato calcico dihidratado del 82%
(especificidad 78%). En este trabajo, se describe correctamente la primera fase del estudio de
provision y preparacion de muestras y se define previamente la escala de expresion de resultados.
Aunque se determinan la sensibilidad y especificidad para el analisis de los cristales (para urato
monosaodico 69 y 97% respectivamente y para pirofosfato calcico 82 y 78%), no se calcula ningin

indice que exprese el grado de concordancia obtenido por los evaluadores [46].

En un ultimo estudio, se distribuyen cuatro preparaciones de liquido sinovial entre 25 y 47
laboratorios clinicos entre 1989 y 1996. Cuando los cristales de urato monosédico son abundantes, la
tasa de falsos positivos es entre 0 y 38% y aumenta a 67% cuando estos cristales son escasos. En
este caso, se describe la manera de proceder para la preparacién de muestras y el modo en el que

los observadores deben analizar las muestras, pero no se describe la escala de expresién de los
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resultados, ni se calcula ningun indice de concordancia en la observacion. Tampoco conocemos el

grado de formacion de los participantes [47].

Esta falta de consistencia en el analisis del liquido sinovial se puede explicar por a) la
incapacidad de la técnica para dar resultados de calidad o b) puede ser atribuida al observador.
Debido a que el uso del microscopio para el analisis de cristales en muestras de liquido sinovial es
una herramienta estandarizada internacionalmente, nos planteamos si se pueden obtener unos
resultados mas adecuados cuando realizamos un estudio de variabilidad observacional en las

condiciones metodolégicamente adecuadas, antes mencionadas.
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Esta tesis doctoral se centra en el estudio de la investigacion de la metodologia diagnéstica

en los Servicios de Andlisis Clinicos y se aborda desde una doble perspectiva.

En la primera parte, nos hemos querido centrar en la valoracion de los estudios publicados,
que calculan la exactitud diagndstica de pruebas de laboratorio. Diversas revisiones previas han
mostrado un indudable déficit metodoldgico en este tipo de estudios, sobre todo en determinados
parametros como puede ser el calculo de la reproducibilidad de la técnica o la descripcion del
espectro de los sujetos que participan en los estudios. Esto conlleva a que los resultados obtenidos
en estos estudios no sean de suficiente calidad, y que el clinico no pueda juzgar la validez interna y la
aplicabilidad de la prueba diagndstica en estudio a otros contextos (validez externa). Tras la
publicacién recientemente de diversas iniciativas que pretenden mejorar estos aspectos mas
deficientes, creemos necesario valorar como han influido en la investigacion diagnostica y por lo
tanto, conocer el estado actual de la misma. De esta manera, si comparamos la calidad de los
articulos actuales con aquellas revisiones que se realizaron previamente a la aparicion de las
recomendaciones, podremos evaluar si se ha producido un cambio en la calidad metodolégica de las
pruebas de laboratorio, y por tanto, si han sido utiles dichas recomendaciones.

Este trabajo puede permitir ademas, constatar la aplicabilidad de las guias existentes a la
evaluacion de la calidad de los estudios de exactitud diagnéstica de pruebas de laboratorio. El unico
modo de poder comprobar si realmente estos criterios son suficientes para la valoracion
metodoldgica, es mediante su aplicacion a articulos concretos, como hemos llevado a cabo en este
trabajo. Por otro lado, actualmente esta vigente la guia de recomendaciones STARD (Standards for
Reporting of Diagnostic Accuracy) [32], la cual se esta difundiendo ampliamente. Muchos de los
criterios que nosotros vamos a emplear coinciden con los contenidos en STARD, por lo que podremos

afadir aclaraciones a la utilizacion de esta guia.

Respecto a la segunda parte del trabajo, uno de los puntos de que adolecen los principales
trabajos de exactitud diagndstica, es el estudio de la variabilidad entre los observadores que verifican
una prueba diagndstica. Actualmente hay pocos estudios de calidad realizados en este campo, y no

es un aspecto que se incluya habitualmente en los controles de calidad de los laboratorios clinicos.
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Hay que tener en cuenta que solo se ha desarrollado la guia de Feinstein [11] de
recomendaciones para este tipo de estudios, y que todavia no se ha aplicado, por lo que no podemos
valorar su utilidad. Por lo tanto, hemos creido necesario realizar un estudio de variabilidad
observacional de una prueba de laboratorio concreta, mediante la aplicacién de estas
recomendaciones para, por un lado aumentar la calidad de dicha prueba, y por otro comprobar la
aplicabilidad de los criterios de la guia.

Elegimos por la presencia de resultados contradictorios previos, la determinacion de cristales
de urato monosédico y de pirofosfato calcico en muestras de liquido sinovial. Se trata de una
determinacién patognomaénica de gota y de artropatia por cristales de pirofosfato, cuyo valor se ha
visto reducido en anteriores estudios por una gran variabilidad observacional. Pensamos que si
realizamos un estudio de elevada calidad metodolégica, mediante el seguimiento de los principios de
Feinstein, lograremos aumentar la concordancia de los observadores, y por lo tanto, la validez de la
prueba. Ademas con este procedimiento vamos a poder determinar la aplicabilidad y utilidad de los

criterios de Feinstein, para futuras aplicaciones en otros estudios de concordancia observacional.

Por ultimo, cabe destacar que la eleccion del Servicio de Andlisis Clinicos como ambito de
estudio se ha debido a las diferentes caracteristicas de estos servicios con otros de tradicion clinica, y
a que concentran gran parte del trabajo diagndstico que se efectda en los hospitales. Como he
comentado previamente, el desarrollo de una nueva prueba diagnéstica de laboratorio se suele
realizar en los Servicios de Analisis Clinicos hospitalarios, los cuales se encuentran alejados del resto
de los departamentos clinicos. Esto podria conllevar a una menor calidad metodolégica de las
evaluaciones que realizan los nuevos tests diagndsticos, ya que no se tiene acceso a las
caracteristicas demograficas y clinicas clave de los pacientes que participan. Pero por otro lado, estos
servicios tienen la ventaja de una buena puesta en practica de la prueba diagnéstica, con un mayor
cuidado de los aspectos analiticos y técnicos. Con la realizacion de esta valoracién, podremos
evaluar las principales deficiencias en investigacion sobre diagnéstico, especificamente en pruebas

de laboratorio, y establecer recomendaciones para subsanarlas.
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3- HIPOTESIS
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Respecto al estudio de la calidad metodoldgica de los articulos que determinan la exactitud
diagnostica de pruebas de laboratorio, cabe suponer que la reciente publicacion de guias sobre la
metodologia que debe seguir este tipo de estudios [5, 7, 8, 24, 25], junto con la aparicidn del primer
libro sobre el tema [33] y la difusién del metaanalisis [21], deben haber influido en la calidad de las

investigaciones publicadas.

Por otra parte, es verosimil que la investigacién sobre diagndstico publicada en revistas del
area de laboratorio de Analisis Clinicos, a pesar de la escasez de antecedentes que orientan sobre la
cuestion, tenga unas carencias especificas por la falta de integracién entre los equipos clinicos y los

de laboratorio.

Por ultimo, la escasa experiencia en la aplicacion de algunos criterios, parte de los cuales
estan incluidos en STARD [32], asi como la ausencia de informacion sobre su aplicabilidad general,
indica que es posible que haya criterios metodolégicos de dificil interpretacion que exijan una nueva

consideracion.

Por todo esto nos plantemos las siguientes hipétesis:

Los articulos que evaluan pruebas diagnosticas de laboratorio aparecidos tanto en revistas

nacionales como internacionales:

1- Muestran una apreciable mejora de la calidad metodoldgica, particularmente
después de la publicaciéon de las recomendaciones sistematicas.

2- Tienen carencias especificas en comparacion a las areas diagnosticas mas
cercanas al ambito clinico, como pueden ser las relacionadas con las
caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes que se incluyen en una

investigacion de pruebas diagndsticas de laboratorio.
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Respecto al estudio de la consistencia en la deteccion e identificacién de cristales de urato
monosadico y pirofosfato calcico dihidratado en muestras de liquido sinovial, la falta de precision
reflejada en estudios previos puede derivar de la falta de realizacién de un estudio de concordancia
de suficiente calidad como para dar resultados consistentes. Sobre todo, no se hace referencia en los
trabajos anteriores al grado de formacion y experiencia de los participantes en el estudio, siendo éste
un aspecto clave para la realizacién de un estudio de variabilidad diagndstica segun las

recomendaciones de Feinstein [11].

Pensamos que si los analistas reciben una adecuada formacion, se puede alcanzar una
reproducibilidad elevada en la deteccioén e identificacion de cristales en muestras de liquido sinovial
con el empleo sucesivo del microscopio 6ptico y el de luz polarizada. Con todo esto se plantea la

siguiente hipotesis de trabajo:

Si los analistas que van a evaluar muestras de liquido sinovial para la deteccion e
identificacion de cristales reciben una formacion previa adecuada, se pueden obtener unos valores
aceptables de concordancia y validez para el analisis de cristales de urato monosédico y pirofosfato

célcico dihidratado en muestras de liquido sinovial.

Hay otra cuestion que no precisa de la formulacion de una hipétesis previa y que esperamos
obtener al finalizar el presente trabajo, como es la confirmacion de las normas necesarias para la
realizacion de un correcto estudio de variabilidad entre observadores, sefialando los aspectos de la

guia metodolégica de Feinstein[11] con mas dificultad en su aplicacion.
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4- OBJETIVOS
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4.1- OBJETIVOS GENERALES:

Evaluar la calidad metodoldgica de los articulos que estudian pruebas
diagnésticas de laboratorio clinico publicados en revistas cientificas, su
evolucién temporal, sus caracteristicas especificas y su variacion de acuerdo a

las caracteristicas de los autores y sus centros de procedencia.

Valorar la consistencia entre observadores en el andlisis de cristales en
muestras de liquido sinovial identificando los problemas metodoldgicos, los de
factibilidad de este tipo de investigacion y la pertinencia de las

recomendaciones disponibles sobre su disefio y ejecucion.
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4.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.1- Evaluar aquellos aspectos de la investigacién sobre pruebas de laboratorio mas
deficientes y que por tanto mas comprometen su validez y aplicabilidad.

1.2- Evaluar si en la investigacién sobre diagnostico publicada en revistas
nacionales e internacionales se puede apreciar una tendencia temporal a la
mejora en los aspectos metodolégicos clave.

1.3- Analizar la concordancia de los investigadores en la evaluacion critica de los
articulos y descripcion de sus principales discrepancias.

1.4- Estudiar la influencia de determinadas variables como son el numero de
centros participantes en el estudio, el pais al que pertenecen dicho centros, el
caracter clinico o de laboratorio de la revista en la que aparece publicado el
articulo, y el ambito en el que se realiza la prueba diagndstica sobre la calidad
del articulo.

1.5- Valorar cualitativamente la aplicabilidad de los criterios utilizados para analizar

la calidad de los articulos.

2.1- Determinar la consistencia en el analisis de cristales de urato monosaddico y
pirofosfato calcico en muestras de liquido sinovial, mediante el examen al
microscopio, para el diagndstico de artropatias relacionadas con cristales.

2.2- Estudiar las posibles causas de las inconsistencias que aumentan la
imprecision en el estudio de cristales en muestras de liquido sinovial.

2.3- Valorar las recomendaciones a seguir cuando se realiza un estudio de
variabilidad entre observadores que analizan una prueba diagnéstica de
laboratorio.

2.4- Contribuir al desarrollo de guias validadas en el analisis de cristales de urato

monosaodico y pirofosfato calcico en muestras de liquido sinovial.
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5- MATERIAL Y METODOS
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Como he ido comentando a lo largo del trabajo, este estudio de investigacién diagnéstica
sobre pruebas de laboratorio en los Servicios de Analisis Clinicos se compone de tres partes: las dos
primeras comprenden la valoracion de los trabajos que evalian pruebas diagnésticas de laboratorio y
la tercera constituye un estudio de variabilidad entre observadores para la determinacion de cristales

de urato monosddico y de pirofosfato calcico en muestras de liquido sinovial.

Las dos primeras partes del estudio contienen un analisis de los articulos aparecidos en dos
revistas cientificas clinicas nacionales, Medicina Clinica (Barc) y Revista Clinica Espafola, (trabajo
que se ha publicado en Revista Clinica Espariola, anexo V) y una valoracion de los estudios
aparecidos en dos revistas internacionales, pero de ambito exclusivo de laboratorio, Clinical
Chemistry y Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (de este otro estudio, publicado en Clinical
Chemistry anexo VII, se publica una referencia en el editorial del mismo nimero, anexo VII). Por tener

ambos estudios la misma metodologia, esta se comenta de manera conjunta.

La tercera seccion del presente trabajo, el estudio de variabilidad de una prueba diagnéstica
de laboratorio, por tener una metodologia diferente se comenta de manera separada (esta ultima
parte del trabajo, esta en prensa y préximo a su publicacion en Annals of the Rheumatic Diseases,

anexo VIII).
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5.1- REVISION CRITICA DE LOS TRABAJOS QUE ESTUDIAN PRUEBAS
DIAGNOSTICAS DE LABORATORIO, Y PUBLICADOS EN REVISTAS

CIENTIFICAS NACIONALES E INTERNACIONALES
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En esta seccion del estudio correspondiente a la valoracion de la calidad metodolégica de
articulos que estudian pruebas de laboratorio, se revisan los trabajos publicados en dos revistas
clinicas de ambito nacional desde 1997 al afo 2000 (Medicina Clinica (Barc) y Revista Clinica
Espariola) [68-84] y en dos revistas de laboratorio internacionales (Clinical Chemistry y Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine) durante los afios 1996, 2001 y 2002 [85-163]. La eleccion de las
revistas estuvo guiada por su calidad (las cuatro publicaciones aparecen en el Index Citation Report)

y por la frecuencia con la que publicaban valoraciones diagndsticas.

La seleccion de estas dos revistas nacionales, se realiz6 con el fin de comprobar si se habia
producido una mejora en Espafia en la calidad metodoldgica de la investigacion diagndstica, respecto
a las dos revisiones nacionales previas realizadas entre los afios 1990y 1996 [7, 8],y a la
internacional publicada en el afio 1995 y si sus recomendaciones habian influido en la mejora de
nuestros articulos de exactitud diagnéstica. Elegimos el periodo de tiempo comprendido entre 1997 y
2000, por pensar que habia dado tiempo suficiente para la incorporacién de las recomendaciones en
la investigacion de pruebas de laboratorio en Espafia. Seleccionamos publicaciones de medicina
general, al igual que en la revision internacional [5] y en una de las nacionales previa [7]. Las dos
revisiones nacionales anteriores [7, 8], ademas de los criterios de Reid y colaboradores [5], también
han utilizado los criterios propios de los autores que aplicamos en este trabajo, lo que facilita la

comparacion a través del tiempo.

La aparicion en 1996 de los siete criterios de Reid y colaboradores [5] en las instrucciones para
los autores de una revista internacional exclusiva de laboratorio como es Clinical Chemistry, y la
publicacién de una serie de recomendaciones en 1997 para los estudios de eficacia diagndstica en la
misma revista [24], que se completa en el afio 2000 [25], nos permitira comprobar si el esfuerzo
realizado en el campo del laboratorio, se ve reflejado en una mejora de la calidad metodolégica.
Tomando como referencia el afio anterior a la aparicion de las recomendaciones, afio 1996,
estudiamos los cambios producidos en los trabajos publicados durante los afios 2001 y 2002. En un

principio, estudiamos solo los articulos publicados durante los afios 1996 y 2001, pero por consejo del
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editor de la revista Clinical Chemistry, ampliamos el estudio al afio 2002, otorgando asi un mayor

plazo a la incorporacion de los criterios metodoldgicos a la investigacion diagndstica de laboratorio.

5.1.1- ELECCION DE LOS ARTICULOS SUSCEPTIBLES DE EVALUACION.

Para la seleccion de los articulos a analizar, se realiza una busqueda mediante el sistema

informatico MEDLINE.

Siguiendo las recomendaciones de otros autores [5-8], escogemos en primer lugar las bases de
datos correspondientes a los anos que se quieren analizar para cada revista en estudio: para Revista
Clinica Espafiola y Medicina Clinica (Barc) los afios 1997, 1998, 1999 y 2000, y para Clinical
Chemistry y Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, los afios 1996, 2001 y 2002. Mediante una
busqueda utilizando las palabras clave "sensibilidad y especificidad” (en inglés, “sensitivity and

specificity”) se realiza un cribado preseleccionando los articulos que nos pueden interesar.

Es dificil seleccionar los estudios de exactitud diagndstica porque no aparecen correctamente
clasificados en la Libreria Nacional de Medicina (NLM, National Library of Medicine). Usar “sensitivity
and specificity” como palabras clave no es del todo una buena estrategia, por lo que realizamos otras
busquedas mas sensibles: se realizan nuevos registros aplicando otras palabras clave indicadoras
también de estudios de sensibilidad y especificidad diagnéstica como son: curva ROC y area bajo la
curva (AUC), coeficiente de verosimilitud, y valor predictivo positivo y negativo. Los revisores
sistematicos recomiendan la busqueda manual como la mejor estrategia [164], por lo que iniciamos
esta exploracion, que nos permitié constatar que algunos articulos a analizar no habian sido

seleccionados con las busquedas informaticas.

Finalmente, obtenemos todos los articulos originales que tratan sobre pruebas diagndsticas de
laboratorio (microbiologia, bioquimica, hematologia, hormonas, inmunologia y genética) con utilidad
clinica publicados desde el afio 1997 hasta el 2000, ambos inclusive, en Medicina Clinica (Barc) y en
Revista Clinica Espafiola y durante los afios 1996, 2001 y 2002 en Clinical Chemistry y en Clinical

Chemistry and Laboratory Medicine.
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Conforme se va haciendo la seleccién de articulos, tanto de manera informatizada como
manual, se procede a la lectura del resumen de los estudios y se van seleccionando aquellos que

cumplen los criterios de inclusion, rechazando aquellos que cumplen los de exclusion:

Se incluyen todos aquellos articulos que comunican investigaciones sobre pruebas
diagnésticas de laboratorio aplicadas a humanos y que en el titulo o en el resumen contienen las
palabras clave “sensibilidad y especificidad” o un equivalente que denote que se ha evaluado la

exactitud diagnéstica.

Se excluyen del estudio aquellos articulos que contienen estudios de solo sensibilidad o solo
especificidad diagndstica pero no de ambas; los trabajos que no versan sobre pruebas diagndsticas
de laboratorio (las pruebas radiodiagnosticas por ejemplo, quedan excluidas), y las revisiones, cartas

al editor o notas clinicas (solo analizamos articulos originales).

5.1.2- PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO.

En este estudio hemos participado tres examinadores: dos de ellos, |. Hernandez-Aguado y
J.M. Ramos, tenian ya experiencia en este tipo de trabajos, y han ayudado a marcar las directrices

del trabajo del tercero, B. Lumbreras.

En el inicio contamos con dos fichas metodoldgicas: una siguiendo las normas de Reid y
colaboradores [5] (Anexo |), y otra que incluye criterios propios, ficha de Hernandez y Garcia [7, 8]
(Anexo Il). Para unificar los estandares de estas dos plantillas y valorar cuales son los mas idoneos,
cada uno de los evaluadores y de manera independiente aplica estas dos fichas a seis articulos
seleccionados al azar de las dos publicaciones nacionales (tres de Medicina Clinica (Barc) y tres de

Revista Clinica Espafiola).
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En una primera reunién se ponen los resultados en comun y se examinan las concordancias y
discrepancias obtenidas. Tras constatar el solapamiento de las guias en algunos criterios y la poca
precision de algunos de los criterios de la guia de Hernandez y Garcia [7, 8], se decide elaborar una
ficha conjunta. Esta nueva plantilla (Anexo Ill), cuenta con los siete criterios metodolégicos de Reid y
colaboradores [5] (sefialados con un asterisco*) a los que se afiaden otros de la guia propia como
son: los referentes a los objetivos del estudio y al patrén de referencia utilizado, la descripcion del
método a evaluar y la definicion de término normal, la descripcion del origen de la poblacién a
estudio, y con referencia al apartado de resultados, la expresién de los mismos de forma continua, el
indice para pruebas conjuntas si se valora mas de un test con el mismo objetivo diagnéstico, y el
célculo del valor predictivo. Eliminamos algunos de los criterios de la guia de Hernandez y Garcia [7,
8], tales como algunos aspectos relativos al patron de referencia, como el indicar si es un estandar
aceptado o si es necesario su realizacién de forma estandarizada; la cuestiéon sobre en qué fase se
encuentra el estudio diagnostico y los criterios referentes a las conclusiones y aspectos formales del
estudio, todo ello por considerarse menos relevante en un estudio de exactitud diagndstica. Ademas,
unificamos algunos parametros como los descriptores del criterio referente al disefio del estudio, ya
que la secuencia de aplicacién de la prueba diagnéstica y la de referencia es un concepto incluido en

la prevencién del sesgo de secuencia.

En conclusién, se utilizd este cuestionario propio para la evaluacion de los estudios de las
pruebas diagndsticas con la finalidad de ser mas exhaustivos, flexibilizar contenidos para hacerlo
aplicable a cualquier tipo de estudio e incluir cuestiones no recogidas en cuestionarios
convencionales. Su explicacion es sencilla por lo claro de algunas cuestiones, por seguir
recomendaciones de cuestionarios previos y porque en cuestiones comunes con el cuestionario de

Reid y colaboradores [5] se siguen las definiciones de éste, ya que se han aplicado conjuntamente.

Para validar esta nueva plantilla metodolégica, los tres investigadores aplicamos estas
nuevas recomendaciones a los seis trabajos que previamente se han analizado. Volvemos a
comparar los resultados obtenidos, lo que nos ayuda a definir mas claramente cada uno de los

estandares propuestos y a minimizar las posibles dudas que hayan surgido. Una vez descritos los
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criterios de calidad metodoldgica de esta nueva guia y redactado su forma de aplicacién, seguimos

analizando el resto de los articulos.

Cada articulo se analiza por un minimo de dos evaluadores. De esta manera podremos
verificar los resultados obtenidos y describir aquellos criterios cuya aplicacién conlleva mas dificultad.
Para ello, uno de los evaluadores analiza todos los articulos, mientras que los distribuye de manera

aleatoria entre los otros dos examinadores expertos para su evaluacion.

Cada cierto numero de articulos analizados, los tres evaluadores nos reunimos. En cada
articulo comparamos los resultados obtenidos para cada criterio metodoldgico. En caso de
discordancia en la respuesta entre dos de los evaluadores, el tercero, que no ha analizado ese
articulo, estudia el trabajo en cuestion y lo evaltia con la plantilla metodoldgica. Entre los tres se llega

a un consenso que sirve de base para futuras decisiones del cumplimiento metodolégico.

No aplicamos a todos los trabajos evaluados esta plantilla metodolégica clave: se utiliza en el
analisis de los 17 articulos de las revistas de ambito nacional y en una muestra de 34 de los 79
trabajos estudiados de publicaciones de ambito internacional; a los otros 45 estudios pertenecientes a
las dos revistas de ambito internacional, les aplicamos Uunicamente los criterios de Reid y
colaboradores [5]. Esto es debido, a que una vez analizamos una serie de articulos con ambas guias
metodoldgicas, el editor de la revista Clinical Chemistry, nos sugirié que aumentaramos el nimero de
trabajos a evaluar, ampliacién a la que solo aplicamos esta guia de recomendaciones. Es decir, todos
los estudios reciben una evaluacion metodoldgica con los criterios de la guia de Reid y colaboradores
[5] y 51 trabajos se evaluaron con la guia elaborada para la presente tesis doctoral (de esta manera,

podremos determinar la aplicabilidad de estos criterios). (Figura 2)
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Figura 2: Representacion grafica del tipo de plantilla metodolégica aplicada, (la compuesta
por criterios propuestos por los autores [7, 8] y la utilizada por Reid y colaboradores [5]) a cada uno

de los 96 articulos analizados de las cuatro revistas en estudio.

PLANTILLA METODOLOGICA APLICADA A LOS
ARTICULOS ANALIZADOS

Clin Chem Lab Med
Clin Chem

Rev Clin Esp

Med Clin

L L AL AL AT LIPS PSP T AP AI TS FA A LA

0 10 20 30 40 50 60

Articulos
Med Clin Rev Clin Esp Clin Chem Clin Chem Lab Med
HReid et al 9 8 52 27
OPropios 9 8 19 15

5.1.3- GUIA PARA LA REVISION METODOLOGICA DE LOS ARTICULOS.

Los articulos previamente seleccionados para el estudio mediante el cumplimiento de los
criterios de inclusion: estudios de sensibilidad y especificidad o cociente de verosimilitud sobre
pruebas diagnésticas de laboratorio aplicadas al hombre y con utilidad clinica, son analizados a
través de la aplicacion de la ficha de calidad metodoldgica previamente elaborada.

La plantilla metodoldgica considera cinco apartados: objetivos, patron de referencia, método de
realizacion de la prueba a valorar, disefio del estudio y resultados. Los apartados que tienen un

asterisco han sido extraidos de los criterios de Reid y colaboradores [5].

Se debe valorar si se han establecido previamente los objetivos que se quieren cumplir en

ese estudio. El investigador debe definir claramente qué pretende estudiar. Entre otros

aspectos, debe especificarse si la prueba a valorar es nueva, si puede aportar ventajas sobre
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las que se emplean habitualmente o si es una prueba conocida pero se propone su uso para
otra funcién o actividad clinica.
= Se especifican los objetivos del estudio cuando los autores de forma explicita indican
qué problema diagnéstico tienen y qué prueba pretenden investigar para solucionarlo.
= La valoracién de una prueba diagndstica esta justificada si los autores sefialan
explicitamente alguna de estas situaciones: se trata de una prueba nueva, de una
prueba de uso anterior con aplicacidon novedosa o de una antigua con controversias
en su aplicacion. Si no es nueva, los autores deben apoyarse en referencias
bibliograficas indicando explicitamente qué aspectos no resueltos van a estudiarse, y

si lo es, debe decirse claramente que no hay nada escrito sobre este tema.

Debe especificarse también el patron de referencia, que sera la prueba estandar con la que
vamos a comparar la prueba diagndstica a valorar. Se trata de la prueba diagnostica empleada
habitualmente en la clinica para hacer el diagnéstico definitivo.

=  Aparece especificado solo si se explica claramente en qué consiste la
aplicacion de esta prueba estandar, tanto en los sujetos como en los
controles (en caso de que los haya). Si la prevalencia de la enfermedad es
muy baja y asi lo indiquen los autores, se eligen voluntarios sanos como
grupo de comparacion, a los que no se les aplica el patrén de referencia.

= Se previene el sesgo de incorporacion cuando en la definicidon de la prueba
de referencia no esté incluido alguno de los resultados de la prueba
diagnéstica que estamos valorando.

= Esta realizado en toda la serie cuando se especifica claramente y de forma
explicita, que la prueba de referencia se realiza de manera sistematica en
todos los pacientes que forman parte del estudio a no ser que, como antes se
ha mencionado, de uno de los grupos a estudio se tenga con un grado de

seguridad razonable la certeza de ausencia de enfermedad y asi se indique.

59



Valoracién de pruebas diagndsticas de laboratorio Material y métodos

El siguiente punto a describir en el estudio, es el método de realizacion de la prueba
diagnostica que se esta pretendiendo evaluar.

= Cuando la prueba diagnodstica a valorar se trata de una prueba nueva o nueva con alguna
modificacion, el método esta suficientemente descrito si los autores dan suficiente detalle
como para que pueda reproducirse. Si se trata de una prueba de uso habitual, basta con
una referencia bibliografica o comercial.

= (*) Reproducibilidad: En trabajos cuya prueba diagnéstica es valorada por un observador,
se debe incluir alguna prueba que evalue la variabilidad del sujeto para disminuir al
minimo la subjetividad. En trabajos sin interpretacion del observador, se debe medir la
variabilidad de la técnica (no son suficientes los valores que presentan las casas
comerciales).

= Definicion de los términos normalidad / anormalidad: los autores especifican qué

resultado de la prueba diagndstica van a considerar como positivo o negativo.

En el apartado del disefio del estudio se recogen el ambito de realizacion (el nivel
asistencial, tipo de laboratorio, etc.), la descripcién del origen de la poblacién a estudio, el
espectro de sujetos y la prevencién de los sesgos de secuencia o verificacion diagnéstica y de
revision o comparacion ciega.

= Descripcion del origen de la poblacion a estudio: esta explicado cuando se cumplen por lo
menos dos de los siguientes tres criterios: descripcion de los filtros asistenciales o las
formas de acceso que han tenido los pacientes para llegar al centro asistencial donde se
esta realizando el estudio; la muestra del estudio es un reflejo de la poblacion clinica
(cuando la poblacion a estudio es una muestra consecutiva aleatoria de aquella poblacién
clinica real en la que se pretende aplicar la prueba diagndstica) y aparece un criterio de
seleccion final de la muestra (los autores cuantifican la poblacién candidata el estudio y
describen cuantos de ellos fueron finalmente elegidos para el estudio).

= (*) El espectro de los sujetos. Para que se cumpla este criterio deben aparecer por lo
menos tres de los siguientes cuatro supuestos: deben estar definidas las caracteristicas

demograficas (edad y sexo), sintomas clinicos o estadios de la enfermedad (severidad de
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la enfermedad, duracién y morbilidad) y los criterios que se han seguido para la seleccion
de los sujetos (se incluyen tanto criterios de inclusion como de exclusion).

= (*) Prevencion del sesgo de secuencia o verificacion diagndstica: el articulo se considera
libre del sesgo si todos los sujetos del estudio (independientemente del resultado de la
prueba diagndstica) reciben un diagndstico definitivo mediante la prueba de referencia. Se
considera que esta presente si los sujetos con resultados de la prueba positivos o
negativos no tienen igual oportunidad de someterse a la prueba de referencia.

= (*) Prevencion del sesgo de revisidon o comparacion ciega: para estudios de cohortes
prospectivos en los que el paciente recibe primero la prueba diagndstica, el estandar es
aceptado si la prueba de referencia se evalla independientemente, es decir, sin conocer
el resultado de la prueba diagnéstica. En estudios prospectivos si la prueba de referencia
precede a la diagnéstica y en las series de casos y controles, se cumple el estandar si

aparece una afirmacion de la independencia de la interpretacion de los resultados.

Es importante, tener especial cuidado tanto en la expresion como en la interpretacion de los
resultados. Hay que elegir la medida de frecuencia en la que se expresan los resultados de
acuerdo con el objetivo de medicién del estudio.

= Sila prueba diagnéstica es susceptible de expresar sus resultados de forma continua o
discreta en mas de dos categorias, se valora si los autores presentan los resultados en
forma de curvas ROC, cociente de verosimilitud o mediante el calculo de la sensibilidad y
especificidad en distintos puntos de corte.

= Cuando el estudio evalia mas de una prueba con el mismo objetivo diagndstico, se
valora si los autores presentan indices de exactitud para expresar los resultados de estas
pruebas conjuntamente.

= El céalculo del valor predictivo de una prueba es necesario cuando la muestra a estudio
representa a la poblacion clinica real, y por tanto, debe calcularse.

= (*) Los resultados deben aparecer distribuidos por estratos. Se cumple este criterio,
cuando los indices de exactitud se expresan segun distintos subgrupos clinicos o

demograficos de la poblacion estudiada.
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= (*) El criterio de la precision de los resultados se cumple cuando se presenta la precision
estadistica de las estimaciones de los indices de exactitud mediante el calculo del
intervalo de confianza o error estandar.

= (*) Presentacién o no de los resultados indeterminados obtenidos. Se cumple cuando se
presentan todos los criterios de la prueba a valorar, tanto los positivos y negativos como
los indeterminados, y ademas recoge la inclusion o exclusion de los resultados

indeterminados en el calculo de los indices de exactitud.

5.1.4- VARIABLES SECUNDARIAS QUE PUEDEN INFLUIR EN LA CALIDAD

METODOLOGICA DE LOS ARTICULOS EVALUADOS.

Después de aplicar a los articulos las plantillas metodolégicas, analizamos la influencia de
determinadas caracteristicas de los trabajos evaluados, en la consecucion de una mejor calidad
metodoldgica.

En primer lugar, estudiamos el numero de centros que han participado en la investigacién y el
pais de procedencia de cada uno de estos centros. Para esta ultima caracteristica establecimos un
total de cinco categorias: EEUU y Europa; EEUU; Europa; Asia y otros(Canada; Méjico y Europa;
Sudamérica; Africa y Australia).

También, analizamos el caracter de las publicaciones que hemos seleccionado para la
evaluacion metodoldgica. Estas pueden ser de caracter clinico general (Medicina Clinica y Revista
Clinica Espafriola) o exclusivo de laboratorio (Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine).

Por ultimo, estudiamos el ambito en el que se realiza el estudio de la prueba diagndstica. Este
puede ser clinico o universitario, haberse realizado en un laboratorio, o contar con la participaciéon

tanto de centros clinicos como de laboratorio.
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5.1.5- ANALISIS ESTADISTICOS.

La creacion, gestidn de la base de datos y los analisis siguientes de los resultados se

efectiian con el programa SPSS (version 11.5 para Windows Inc., Chicago, lllinois).

El analisis para la comparacién de los resultados obtenidos en los distintos periodos de
estudio u otras caracteristicas, se realizara utilizando las técnicas habituales para estos casos:
pruebas ji-cuadrado, t-student, anova, U de Mann-Whitney, exacta de Fischer o Kruskall-Wallis, segun

proceda.

El calculo de la variabilidad entre los observadores, se estimé a partir de las discrepancias

para cada uno de los items analizados. Se determind el porcentaje de concordancia simple, y el

obtenido para los criterios de Reid y colaboradores [5] y para los criterios propios [7, 8].
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5.2- ESTUDIO DE VARIABILIDAD ENTRE OBSERVADORES: ANALISIS
DE CRISTALES DE URATO MONOSODICO Y PIROFOSFATO CALCICO

DIHIDRATADO EN MUESTRAS DE LiQUIDO SINOVIAL
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Esta segunda parte del estudio corresponde a la realizacion del estudio de variabilidad
observacional de una prueba diagndstica de laboratorio. Como ya he referido, estudiamos la
concordancia en la deteccion e identificacion de cristales de urato monosaédico y pirofosfato calcico en
muestras de liquido sinovial entre varios investigadores. Se trata de un estudio eminentemente de
concordancia, pero debido a la disponibilidad de un experto en este tipo de analisis, evaluamos

también la exactitud de la prueba tomandolo como patrén de referencia.

5.2.1- TIPO DE ESTUDIO:

Estudio prospectivo de concordancia, con enmascaramiento posterior a una intervencion

formativa especifica.

5.2.2- ORIGEN DE LAS MUESTRAS.

Se incluyen de manera consecutiva las muestras de liquido sinovial de todos los pacientes
que acuden a Consultas Externas o al Hospital de Dia de la Seccion de Reumatologia del Hospital
General Universitario de Alicante, por sospecha de artropatia por cristales y otras artropatias
inflamatorias, desde septiembre del afio 2001 hasta junio del afio 2003.

Se excluyen aquellas muestras que no tienen un volumen suficiente para su evaluacion por

todos los observadores participantes.

5.2.3- PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO.

- Observadores: Las muestras son estudiadas por cuatro analistas, residentes del Servicio de
Andlisis Clinicos del citado hospital, de manera ciega e independiente. Ninguno de ellos tiene

experiencia previa en el analisis de cristales en liquido sinovial.
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- Reumatdlogo experto en la deteccién e identificacion de cristales (E. Pascual): sirve de
patrén de referencia o estandar con el que se comparan los resultados obtenidos por los cuatro
observadores para el calculo de la sensibilidad y especificidad diagndstica: analiza la presencia de
cristales en las muestras recibidas y posteriormente las envia al laboratorio para su evaluacion por los

cuatro analistas.

5.2.4- CURSO DE FORMACION PARA INSTRUIR A LOS CUATRO OBSERVADORES

PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO.

El curso es impartido por E. Pascual, reumatélogo con reconocida experiencia en analisis de
cristales en muestras de liquido sinovial, mediante el empleo sucesivo del microscopio 6ptico y de luz

polarizada.

Consta de una sesion tedrica en la que el reumatologo experto mediante diapositivas, explica
las caracteristicas morfologicas y de birrefringencia de los cristales de urato monosaédico y de
pirofosfato calcico dihidratado en muestras de liquido sinovial y el procedimiento que se debe emplear

para la deteccion e identificacion de cristales.

Mas adelante, los analistas observan alicuotas de liquido sinovial sin cristales para
familiarizarse con el aspecto de las células que se pueden encontrar en una muestra de liquido

sinovial. De esta forma se detectara facilmente la presencia de cristales como material extrano.

En un paso siguiente, los observadores evalian muestras de liquido sinovial con y sin
cristales de manera ciega e independiente, hasta que el reumatdlogo experto considera que los
analistas detectan e identifican ambos tipos de cristales de manera apropiada:

Analizan un total de 30 muestras de liquido sinovial bajo supervision del experto: 5 muestras
de liquidos con cristales de urato monosdédico (20%) en las que se obtiene un 100% de aciertos; 5

muestras de liquidos con cristales de urato monosaédico (20%) en las que se obtiene un 80% de
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aciertos y 15 muestras de liquidos sinoviales sin cristales (60%) que se analizan correctamente en su
totalidad.
Se realiza una sesion final para aclarar las posibles dudas que hayan podido surgir y repasar

los conceptos fundamentales del procedimiento.

A continuacion se detallan las guias seguidas en el curso de formacién y que se van a seguir

durante la evaluacion de la técnica:

5.2.5- GUIAS BASICAS DEL CURSO DE ENTRENAMIENTO.

Para el analisis de cristales de muestras de liquido sinovial se utilizan una serie de
herramientas:
- Microscopio de 400 aumentos, Olympus BH. A 1000 aumentos probablemente se detecten
mejor los cristales pequefios, sobre todo de pirofosfato calcico dihidratado. Pero en esta

medida, la birrefringencia puede ser menos llamativa.

- Filtros polarizados: uno en la posicion normal debajo del condensador del microscopio, y el
otro en cualquier posicion entre el microscopio y el ocular. A falta de un microscopio
polarizado, un observador habituado puede apreciar mediante un microscopio ordinario la
presencia de cristales e incluso identificarlos como urato monosaédico o pirofosfato calcico con

razonable certeza [165].

- Compensador rojo de primer orden: util para clasificar la birrefringencia como positiva o
negativa. Esta en cualquier posicién entre los filtros polarizados. La deteccion de cristales es
precisa sin esta pieza y la identificacion también es posible, pero la identificacion estandar

requiere el compensador.
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Al menos para fines formativos, consideramos que el analisis de cristales ha de realizarse en
dos pasos consecutivos:
1) Deteccién de los cristales: Para asegurar que los cristales no van a pasar
desapercibidos.
2) Identificacion de cristales: Determinacion del tipo de cristal detectado en el paso

previo.

1) Deteccion de cristales

a) Deteccidn de cristales de urato monosddico: Se coloca una gota de la muestra de
liquido sinovial en un portaobjetos limpio (si esta sucio puede tener artefactos birrefringentes) y se
enfoca la preparacion con el objetivo de 400X. Bajo la luz ordinaria y sin filtros polarizados, la mayoria
de los cristales de urato monosodico aparecen como agujas largas y finas [166], intra o extracelulares
(los cristales intracelulares aparecen generalmente en las muestras de liquido sinovial de
articulaciones asintomaticas [49]).

Si cruzamos los filtros polarizados el campo del microscopio aparece oscuro: la luz de la
fuente polarizada por el filtro del analizador y desviada a su paso a través de los cristales de urato
monosadico, al atravesar el segundo filtro polarizado hara que los cristales aparezcan como barras
delgadas muy brillantes (birrefringencia). Todos los cristales de urato monosddico muestran la misma

birrefringencia. (Figura 3).

b) Deteccion de cristales de pirofosfato calcico dihidratado: Se obtiene una muestra de
liquido sinovial y se coloca una gota en un portaobjetos limpio, observandose también con el objetivo
de 400X del microscopio de luz ordinaria (con 1000X y aceite de inmersion se distinguen mejor y
puede servir para entrenamiento).

Con luz ordinaria se buscan los cristales por su morfologia: la forma varia desde barras
muy finas a cristales romboidales o paralelepipedos de tamanos diversos y son con frecuencia
intracelulares [167] (Figura 4). La mayoria de los cristales de calcico dihidratado apenas muestran

birrefringencia, por lo que pueden no ser detectados bajo luz polarizada [66].
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Figura 3: Cristales de urato monosoédico en una muestra de liquido sinovial, vistos al
microscopio de luz ordinaria (izquierda) y de luz polarizada (derecha). Se puede observar su fuerte

birrefringencia bajo luz polarizada.

Figura 4: Cristales de pirofosfato calcico dihidratado en muestras de liquido sinovial, vistos al
microscopio de luz ordinaria. Se pueden observar las distintas formas que puede adoptar un cristal de

pirofosfato calcico dihidratado.
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2) Identificacién de cristales

a) ldentificacion de cristales de urato monosdédico: Todos los cristales de urato
monosaodico tienen forma de aguja y son fuertemente birrefringentes, cuando los observamos con los
filtros polarizados sin el compensador rojo de primer orden. La forma y las caracteristicas 6pticas de
los cristales son altamente orientativas y pueden ser suficientes para la identificacion cuando hay
solamente un tipo de cristal. Pero en una misma muestra de liquido sinovial pueden estar presentes
ambos tipos de cristales, urato monosédico y pirofosfato calcico dihidratado [61], por lo que es
necesario usar los filtros polarizados y un compensador rojo de primer orden: el cristal cuyo eje
longitudinal es paralelo al eje del compensador (marcado como z) aparece amarillo brillante; si es
perpendicular, aparece azul brillante. Este fendmeno se conoce como birrefringencia negativa (Figura

5).

b) Identificacion de cristales de pirofosfato calcico dihidratado: Los cristales de
pirofosfato calcico dihidratado tienen diversas formas, pero solo los cristales aciculares se pueden
confundir con los de urato monosaddico. Para distinguirlos usamos los filtros polarizados y un
compensador rojo de primer orden: el cristal cuyo eje longitudinal es paralelo al eje del compensador
(marcado como z) aparece azul palido y si es perpendicular aparece amarillo palido. Este fenémeno

se conoce como birrefringencia positiva (Figura 6).

La identificacion definitiva de los cristales requiere el examen de una muestra mediante
difraccion de rayos X, pero este procedimiento no esta generalmente disponible y solo se usa en

proyectos de investigacion.
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Figura 5: Cristales de urato monosédico observados con el compensador rojo de primer orden
y los filtros polarizados. Se puede comprobar cémo los cristales paralelos al eje del compensador

aparecen amarillo brillante y los cristales perpendiculares, aparecen azul brillante.

Figura 6: Cristales de pirofosfato calcico dihidratado observados con el compensador rojo de
primer orden y los filtros polarizados. Se puede comprobar como el cristal paralelo al eje del

compensador aparece azul palido y el cristal perpendicular, aparece amarillo palido.
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5.2.6- EXTRACCION DE LAS MUESTRAS PARA SU POSTERIOR ANALISIS.

La aspiracién articular se lleva a cabo por el reumatélogo en condiciones estériles. La
muestra debe ser tomada antes de la aplicacion de un tratamiento con esteroides, ya que los cristales
de esteroides pueden ser confundidos con los cristales a estudio. El liquido sinovial obtenido se
recoge mediante agujas estériles y jeringa de plastico, ambas desechables, para evitar contaminacion
a partir de material birrefringente estéril. Puede humedecerse la jeringa aproximadamente con 25U de
heparina/ml de liquido sinovial como anticoagulante, pero deben evitarse los anticoagulantes en polvo
tales como oxalato y EDTA, puesto que pueden presentar artefactos que induzcan a confusion en el

examen microscoépico [168].

5.2.7- PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Todas las muestras de liquido sinovial son examinadas y clasificadas por el reumatélogo
experto que va a ser el patron de referencia y que conoce el origen de la muestra. Recoge en un
cuaderno las distintas variables a estudiar como son la hora de extraccion de la muestra o el nombre
y diagnéstico clinico del paciente. Detecta si hay o no cristales y en su caso, los identifica como de

urato monosadico o de pirofosfato calcico (Tabla 3).

Tabla 3: Cuaderno de anotaciones del reumatélogo experto, patrén de referencia en la

deteccidn e identificacion de cristales en muestras de liquido sinovial:

Fecha

Numero de liquido*®

Hora de extraccién de la muestra
Nombre del paciente

Diagnéstico clinico

Infiltracidn en los dltimos seis meses

Tipo de cristal

* Dos numeraciones: una para los liquidos obtenidos en Consultas Externas y otra para los
extraidos en el Hospital de Dia del Servicio de Reumatologia.
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La muestra examinada se divide en alicuotas (una por cada observador que va a analizar la
muestra) y se remite al laboratorio de Analisis Clinicos en el menor tiempo posible (todas las
observaciones se realizan en las primeras dos horas desde la extraccién de la muestra). Dichas
muestras unicamente tienen una identificacién del numero de liquido de que se trata, pero no una
indicacién del diagnéstico del paciente al que pertenece.

Los cuatro observadores del estudio de manera independiente y ciega, evaluan la muestra
con el mismo microscopio empleado por el experto. Los analistas mantienen el enmascaramiento
durante todo el periodo que dura el estudio y anotan en registros independientes su juicio diagnéstico

y una explicacion detallada de lo que observan.

5.2.8- EXPRESION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR LOS ANALISTAS

Antes de empezar el estudio se han elegido y consensuado las escalas de expresién de los
resultados: si se detectan cristales en la muestra a estudio se debe indicar cuantos campos han sido
necesarios analizar hasta observar su presencia y en el caso de que haya sido en el primer campo, si

habia menos o mas de cinco cristales en dicho campo. (Tabla 4)

Tabla 4: Cuaderno de anotaciones de los cuatro observadores que participan en el estudio,

para la deteccion e identificacién de cristales en muestras de liquido sinovial:

Fecha: Hora de observacion: Numero:

DETECCION
Luz ordinaria Cristales en el primer campo  Ninguno; <5; >5.

N° campo del primer cristal
Tiempo empleado
Luz polarizada Cristales en el primer campo  Ninguno; <5; >5.
N° campo del primer cristal
Tiempo empleado
IDENTIFICACION

Urato monosaédico;

Tipo de cristal pirofosfato célcico; ambos;
otros

Presencia de birrefringencia

Tiempo empleado
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Para calcular los valores de sensibilidad y especificidad diagnéstica y valores predictivos
positivo y negativo en la deteccion e identificacion de cristales en muestras de liquidos sinovial, el
diagnostico definitivo de los andlisis realizados por los cuatro evaluadores lo aporta el reumatoélogo
que previamente ha examinado las muestras. Tomamos cada observacion realizada por un
observador como un unico resultado, teniendo en cuenta que no se trata de muestras independientes,

ya que todos analizan alicuotas de la misma muestra a estudio.

Para el calculo de la exactitud diagndstica en el primer paso, la deteccion de cristales,
tomamos como resultado verdadero positivo si tanto el reumatélogo como el observador, detectan la
presencia de un cristal en la muestra; los resultados verdaderos negativos son aquellos en los que ni
el patrén de referencia ni el observador detectan la presencia de un cristal en la alicuota de liquido
sinovial; los resultados falsos positivos aparecen cuando el patrén de referencia no detecta ningun
cristal pero el observador si, y los resultados falsos negativos son aquellos en los que el patron de
referencia no detecta la presencia de cristales en las muestras analizadas pero si lo hace el

observador.

Respecto a la identificacion de cristales, y para explicar mas claramente los resultados
obtenidos, separaremos las determinaciones en dos grupos en funcién de si el cristal identificado es
de urato monosédico o pirofosfato calcico. En relacién con las muestras que contienen cristales de
urato monosadico, definimos resultados verdaderos positivos cuando tanto el patrén de referencia
como el observador han identificado el cristal detectado como urato; resultados verdaderos negativos
son aquellos en los que el observador y el reumatélogo experto coinciden en determinar que el cristal
detectado no es de urato; los resultados falsos positivos son aquellos en los que el observador
identifica el cristal detectado como de urato cuando es de pirofosfato, y los resultados falsos
negativos el caso contrario, el patrén de referencia identifica el cristal como urato pero no asi el

observador. Con los cristales de pirofosfato calcico dihidratado, procedemos de igual manera.
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5.2.9- GRADO DE ACUERDO ALCANZADO ENTRE LOS OBSERVADORES DURANTE EL

ANALISIS DE LAS MUESTRAS DE LiQUIDO SINOVIAL.

Consideramos que se alcanza el acuerdo entre la expresién de los resultados de un analista y
el reumatdlogo, patrén de referencia, si ambos detectan la presencia de cristales independientemente
del numero de campo que ha sido necesario observar, del tiempo empleado para ello y del tipo de luz
utilizada.

Asi mismo, el resultado para la identificacion de cristales es concordante entre ambos cuando
ambos describen finalmente el mismo tipo de cristal, independientemente del tiempo empleado para

la identificacion.

5.2.10- OTRAS DETERMINACIONES REALIZADAS EN LAS MUESTRAS DE
LIQUIDOS SINOVIAL ANALIZADAS Y QUE PUEDEN INTERFERIR EN LOS RESULTADOS

DEL ESTUDIO DE CONCORDANCIA.

1- En cada muestra se realiza un recuento celular: nimero de leucocitos y hematies. Se lleva
a cabo de forma manual utilizando una camara hemocitométrica (Neubauer Improved) y diluyendo la
muestra 1/10 con suero salino en recuentos altos. También se podia haber hecho de forma
automatica por tener una alta precisién, pero la forma manual es la recomendada [169].

Se estudia también el diferencial leucocitario. Se emplea acido acético que lisa los hematies
y pone en relieve los nucleos de los leucocitos, permitiendo su clasificaciéon en polimorfonucleares y

células mononucleadas.

2- Por ultimo, determinamos en cada muestra los parametros bioquimicos: glucosa y

proteinas. Se utiliza el analizador automatico Hitachi 917 (Roche Diagnostic). Las muestras con alta

celularidad se centrifugan para determinar los parametros en el sobrenadante.
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Por lo tanto, las principales variables a estudio son la concordancia de los observadores
participantes en la determinacion de la presencia o ausencia de cristales en las muestras de liquido
sinovial a estudio y en el tipo de cristal identificado, mediante el uso sucesivo del microscopio éptico y

el de luz polarizada.

Otras variables a estudio son el recuento y diferencial leucocitario e informacioén de la propia
observacion (tiempo transcurrido entre la artrocentesis y el analisis, tiempo empleado en el analisis y

numero de campo en el que se detecta el primer cristal)

5.2.11- ANALISIS ESTADISTICOS.

La creacion, gestion de la base de datos y los analisis descriptivos de los resultados se

efectuaron con el programa SPSS (version 11.5 para Windows Inc., Chicago, lllinois).

Las determinaciones de sensibilidad y especificidad diagnéstica, asi como su intervalo de

confianza al 95%, se calculan mediante el paquete estadistico Epiinfo (version 6.0).

El calculo de la variabilidad entre los observadores, se estimé a partir del indice de
concordancia kappa, mediante el paquete estadistico STATA 8.0 (un valor por encima de 0.61 indica
que la concordancia es buena, siempre que la prevalencia no sea muy extrema, es decir, mayor del

90% o menor del 10%).
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6- RESULTADOS
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Al igual que en el apartado referente a la metodologia empleada en el estudio, dividimos la

seccion de resultados en dos partes:

1- En el primer apartado se muestran los resultados obtenidos tras la revisién critica
de la metodologia de los articulos que tratan la exactitud diagnéstica de diversas

pruebas de laboratorio, tanto en revistas nacionales como internacionales.

2- En el segundo apartado se analiza la determinacion de la variabilidad entre los

observadores que analizan muestras de liquido sinovial para la deteccién de

cristales de urato monosédico y de pirofosfato calcico.
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6.1- REVISION CRITICA DE LOS TRABAJOS QUE ESTUDIAN PRUEBAS
DIAGNOSTICAS DE LABORATORIO, Y PUBLICADOS EN REVISTAS

CIENTIFICAS NACIONALES E INTERNACIONALES
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Respecto al estudio de la calidad metodolégica de los trabajos publicados en revistas
cientificas, exponemos en primer lugar los resultados obtenidos tras la valoracion de los articulos
que estudian pruebas diagndsticas de laboratorio de las dos publicaciones nacionales, Medicina
Clinica (Barc) y Revista Clinica Espafiola. Después, analizamos los datos resultantes de la
evaluacion de las dos publicaciones internacionales, Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and

Laboratory Medicine.

Comparamos los resultados obtenidos en el presente trabajo, tanto de las publicaciones
nacionales como internacionales, con los resultados del estudio previo de Reid y colaboradores [5],
ademas de realizar una correlacion entre los trabajos nacionales y las dos revisiones nacionales
previas [7, 8]. Analizamos también la influencia en la calidad metodoldgica de los articulos, de

determinadas caracteristicas relativas con la autoria de los estudios y los centros donde se realizan.

Por ultimo, describimos de manera cualitativa la aplicacion de las guias metodoldgicas

empleadas (la de Reid y colaboradores [5] y la propuesta por los autores [7, 8]) y las principales

dificultades encontradas.
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6.1.1- REVISTAS NACIONALES: Medicina Clinica (Barcelona) y Revista Clinica

Esparniola.

Dentro de este apartado referente a las publicaciones nacionales describimos en primer lugar,
el procedimiento llevado a cabo para seleccionar los articulos que van a participar en la evaluacion de
la calidad de su metodologia. En esta seleccion, tanto mediante la busqueda manual como
informatica, obtuvimos los mismos articulos, por lo que solo describimos el procedimiento llevado a

cabo mediante la estrategia informatizada.

Medicina Clinica (Barcelona)

- Durante el periodo de tiempo a estudio 1.997-2.000, se publican en esta revista un
total de 2.095 articulos.

- De estos, al seleccionar con las palabras clave "sensibilidad y especificidad" y con
otros términos que indican que se ha determinado la exactitud diagnéstica, se
obtienen 54 articulos: 10 corresponden al afio 1997, 10 a 1998, 18 a 1999 y 16 al afio
2000.

- Al aplicar los criterios de inclusién y exclusion, el numero de articulos se reduce a 9: 1
perteneciente al ano 1997, 2 al afio 1998, 2 a 1999 y 4 que corresponden al afio
2000; excluyendo el resto de estudios por no tratar pruebas de laboratorio, tener
formato de carta dirigida al editor, revision o nota clinica, o estudiar solo sensibilidad o

solo especificidad de la técnica diagnéstica.

Revista Clinica Espafiola

- Enlos cuatro afos estudiados, se publicaron en esta revista un total de 1.085

articulos.

- Tras preseleccionar acotando esta busqueda con las palabras clave "sensibilidad y

especificidad", ademas de con otros términos definitorios de exactitud diagndstica,
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nos quedamos con 22 articulos: 10 pertenecientes al afio 1997, 9 a 1998, uno a 1999
y 2 al afio 2000.

- Después de aplicar los criterios de inclusion y de exclusién, la busqueda se reduce a
8 articulos: 4 publicados durante el afio 1997, 3 del afio 1998 y 1 del 2000. Al igual
que en la publicacién anterior, tuvimos que rechazar articulos por no ser articulos
originales, no tratar pruebas de laboratorio o no calcular sensibilidad, especificidad o

ambas de la prueba diagnéstica, ni sustitutos oportunos.

Los procedimientos diagndsticos evaluados en estos trabajos pertenecen a las areas de
laboratorio de bioquimica, inmunologia, hormonas, microbiologia y hematologia. En la tabla 5 se

muestra la frecuencia de aparicion de estas secciones en los articulos segun la publicacion analizada.

Tabla 5: Areas de laboratorio a las que pertenecen los 17 articulos revisados de las

revistas de ambito nacional Medicina Clinica (Barcelona) y Revista Clinica Espafiola.

Total (n/%) Med Clin (n/%) Rev Clin Esp (n/%)
Microbiologia 7 (41%) 3 (33%) 4 (50%)
Bioquimica basica 5 (30%) 3 (33%) 2 (25%)
Inmunologia 3 (18%) 2 (22%) 1 (13%)
Hematologia 1(6%) 1 (12%) -
Hormonas 1 (6%) - 1(13%)
TOTAL 17 (100%) 9 (100%) 8 (100%)

Aunque en el analisis de los articulos, aplicamos conjuntamente los criterios de Reid y
colaboradores [5] y los propuestos por nosotros [7, 8], al comentar los resultados distingo ambas

evaluaciones.
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6.1.1.1- RESULTADOS OBTENIDOS TRAS LA APLICACION DE LOS CRITERIOS

PROPIOS [7, 8].

Los resultados obtenidos después de la aplicacion de la guia metodolégica que

contiene criterios propios de los autores en ambas revistas se reflejan en la tabla 6.

Hay que destacar que apenas en la mitad de los trabajos evaluados se justifica
adecuadamente la necesidad de evaluar la prueba diagnoéstica. En muchos trabajos tratan pruebas
que son nuevas y no lo indican, o sin ser novedosas no incluyen ninguna referencia bibliografica o
trabajo anterior que las haya estudiado.

Respecto a la definicion y caracteristicas del patron de referencia, éste se describe de
manera idénea en casi todos los articulos, aunque en seis trabajos el patron de referencia incorpora
en su definicion pruebas diagndésticas que luego va a evaluar, lo que provoca una sobreestimacion de
los indices de exactitud.

En referencia al método de realizacion de la prueba diagndstica que se esta valorando, el
procedimiento aparece explicado de manera apropiada en la mayoria de los trabajos, bien con una
cita bibliografica o en su totalidad, incluida la definicion de qué entienden los autores por valor normal.

En cambio, el aspecto del disefio del estudio relativo a la descripcién del origen de la
poblacion, apenas aparece reflejado en solo uno de los articulos estudiados. Sobre todo, no esta
descrito el criterio que ha seguido el autor para seleccionar finalmente la muestra en estudio, ni
ninguna especificacion que nos aclare si la muestra refleja la poblacién real.

Respecto a la comunicacion de los resultados, aunque destaca que en ocho de los once
articulos susceptibles de ambas revistas se expresan sus resultados de forma continua o discreta en
mas de dos categorias, de los catorce estudios que valoran mas de una prueba con el mismo objetivo

diagnéstico, solamente tres expresan sus resultados de manera conjunta.
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Tabla 6: Descripcion del cumplimiento de los estandares propuestos por nosotros [7, 8] en los
diecisiete articulos analizados de las dos revistas nacionales, Medicina Clinica (Barcelona) y Revista

Clinica Espafiola.

TOTAL (17) Med Clin (9) Rev Clin Esp (8)
(n/%) (n/%) (n/%)
- Objetivos
Especificados 17 (100%) 9 (100%) 8 (100%)
Justificacién de la prueba 8 (47%) 5 (55%) 3 (37%)
- Patrén de referencia
Especificado 15 (88%) 7 (77%) 8 (100%)
No incorpora la prueba a valorar 11 (65%) 6 (66%) 5 (63%)
Realizado en toda la serie 12 (71%) 6 (66%) 6 (75%)
- Prueba diagnéstica
Descripcion suficiente 15 (88%) 9 (100%) 6 (75%)
Definicion normalidad 14 (82%) 8 (88%) 6 (75%)
- Diseiio del estudio
Descripcion del origen de la 1 (6%) 1(11%) 0
poblacion
- Resultados
Expresion continua* 15 (88 %) 7 (77%) 8 (100%)
indice para pruebas conjuntas** 6 (35%) 5 (55%) 1(13%)
Calculo valores predictivos™** 10 (59%) 9 (100%) 1 (13%)

* Los resultados se expresan de forma continua en forma de curvas ROC, coeficiente de verosimilitud o
calculaba la sensibilidad y especificidad en distintos puntos de corte cuando son susceptibles. También es
correcto que no se expresen asi, si no son susceptibles a ello.

** Para estudios que analizan mas de una prueba con el mismo objetivo. También se cumple si solo se analiza
una prueba, y por lo tanto no se calcula dicho indice.

*** Cuando es correcto realizarlo. Cuando no es pertinente su calculo, también se valora el que no se determine.
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En la tabla 7 se puede observar el nuimero medio de criterios seguidos por articulo,
para cada una de las dos revistas analizadas y para las dos en conjunto: la media de

cumplimiento se situa entre seis y siete de los 11 items propuestos.

Tabla 7: Media de los criterios metodoldgicos propios [7, 8] cumplidos, para cada uno
de los 17 articulos analizados de las revistas Medicina Clinica (Barc) y Revista Clinica

Espafiola.

Articulos Criterios/articulo

(n/%) (media/varianza)
Med Clin (Barc) 9 (53%) 6,4 (1,1)
Rev Clin Esp 8 (47%) 6,9 (1,6)
TOTAL 17 (100%) 6,7 (1,4)

6.1.1.2- RESULTADOS OBTENIDOS TRAS LA APLICACION DE LOS CRITERIOS DE REID
Y COLABORADORES [9].

(Tabla 8 y figura 7).

El primer apartado de estos criterios metodolégicos corresponde a la descripcion de
la composicién del espectro. Este estandar se cumple ampliamente en la mayoria de los
articulos evaluados: la edad y el sexo son los descriptores que mas frecuentemente aparecen
en los estudios, seguidos de los sintomas clinicos o estados de la enfermedad y de los criterios

de exclusion e inclusion.

Aunque en la mayoria de los trabajos, se tiene cuidado de prevenir el sesgo de secuencia, no

ocurre lo mismo con la prevencion del sesgo de revision o comparacion ciega, que apenas se ha

tenido en cuenta.
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El criterio que recomienda la expresion de los valores de sensibilidad y especificidad en los

distintos subgrupos, aparece reflejado en menos de la mitad de los articulos analizados.

Lo mismo sucede con el empleo del error estandar o intervalos de confianza para determinar
la precision de los resultados, que apenas aparece en la mitad de los trabajos evaluados. El numero
medio de pacientes incluidos en los trabajos fue de 224, con un rango comprendido entre 33 y 1.022

pacientes.

El estudio debe presentar los resultados indeterminados que ha obtenido, ya que la prueba
puede tener una baja efectividad clinica si sus resultados no pueden ser interpretados. Pero este dato
apenas se refleja en los trabajos analizados y en casi ninguno explican el por qué de su exclusién o

inclusion.

De los diez trabajos en los que habria que haber medido la reproducibilidad de la prueba

diagndstica que se evalua (tanto del instrumento como del observador), se ha estudiado en dos.
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Tabla 8: Descripcién del cumplimiento de los estandares propuestos por Reid y colaboradores

[5] en los diecisiete articulos analizados de las revistas nacionales, Medicina Clinica (Barcelona) y

Revista Clinica Espafriola.

1- Composicion del espectro
Distribucion por edad
Distribucién por sexo

Sintomas clinicos/estadios
de la enfermedad

Criterios seleccion y exclusion

2- Analisis por subgrupos

3- Prevencidn sesgo de secuencia
4- Prevencion sesgo de revision
5- Precision de los resultados

6- Resultados indeterminados

7- Reproducibilidad

TOTAL (17)
(n/%)
12 (71%)

12 (71%)
13 (76%)

10 (60%)

8 (47%)
7 (41%)
14 (82%)
3 (18%)
9 (53%)
2 (12%)

2 (12%)

Med Clin (9)
(n/%)
7 (77%)

7 (77%)
7 (77%)

6 (66%)

5 (55%)
3 (33%)
8 (88%)
2 (22%)
5 (55%)
1.(11%)

2 (22%)

Rev Clin Esp (8)
(n/%)
5 (62%)

5 (62%)
6 (75%)

4 (50%)

3 (37%)
4 (50%)
6 (75%)
1 (13%)
4 (50%)
1(13%)

0
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Figura 7: Representacion grafica del seguimiento de los estandares de Reid y colaboradores
[5] por los 17 trabajos analizados de las revistas nacionales, Medicina Clinica (Barcelona) y Revista

Clinica Espafiola.

CUMPLIMIENTO DE LOS ESTANDARES DE REID ET AL
POR LAS REVISTAS NACIONALES
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Nota:

Estandar 1 = Composicion del espectro.
Estandar 2 = Analisis por subgrupos.

Estandar 3 = Prevencion del sesgo de secuencia.
Estandar 4 = Prevencion del sesgo de revision.
Estandar 5 = Precision de los resultados.
Estandar 6 = Resultados indeterminados.

Estandar 7 = Reproducibilidad.
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En resumen y como se aprecia en la tabla 9, la media de criterios cumplidos para los 17
estudios evaluados en las dos revistas nacionales Medicina Clinica (Barc) y Revista Clinica Espafiola

es de 2,9 items.

Tabla 9: Media de cumplimiento por articulo de los criterios metodoldgicos de Reid y
colaboradores [5] evaluados, para cada uno de los 17 articulos analizados de las revistas Medicina

Clinica (Barc) y Revista Clinica Espafola.

Articulos Criterios/articulo

(n/%) (medialvarianza)
Med Clin (Barc) 9 (53%) 2,6 (2,6)
Rev Clin Esp 8 (47%) 3,2 (0,9)
TOTAL 17 (100%) 29(1,7)

6.1.1.3- COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS DOS

REVISTAS NACIONALES Y LOS DATOS DE LAS DOS REVISIONES NACIONALES PREVIAS [7,

8.

Comparamos los resultados obtenidos tras analizar los articulos publicados en las dos
revistas nacionales de medicina general Medicina Clinica y Revista Clinica Espafiola durante los afios
1997-2000, con los observados en la revision de Medicina Clinica, afios 1992-1995 [7] y de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, afios 1990-1996 [8]. Aunque ambas revistas
aplicaron a los trabajos analizados los criterios establecidos por los autores, solo la primera aplicé

también la guia metodoldgica de Reid y colaboradores [5].

Respecto al cumplimiento de los criterios propios, si observamos los resultados obtenidos por

las dos revistas nacionales analizadas en el presente estudio durante los afios 1997-2000 con los

resultados obtenidos por las dos revisiones previas durante los afios 1990-1996 [7, 8], aparecen
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escasas mejoras estadisticamente significativas: tan solo en el aspecto referente a si el patrén de
referencia incorpora o no en su definicion pruebas a valorar, y la expresién de forma continua de los
resultados susceptibles a ello. Otros parametros, como el que define el origen de la poblacion a

estudio, empeora de manera significativa. (Tabla 10)

Tabla 10: Comparacion del cumplimiento de los criterios metodolégicos de los autores en los
articulos publicados entre los afios 1997-2000 en Medicina Clinica y Revista Clinica Espafiola con los
articulos publicados en Medicina Clinica durante los afios 1992-1995 [7] y Enfermedades Infecciosas

y Microbiologia Clinica, afios 1990-1996 [8].

Med Clin (42) Enf Inf Mic Clin Med Clin y Rev Clin Esp

(1992-5) (45) (17)
(n/%) (1990-6) (1997-2000)
(n/%) (n/%)
- Objetivos
Especificados 38 (90%) 42 (93%) 17 (100%)
Justificacion de la prueba 32 (76%) 21 (47%) 8 (47%)
- Patrén de referencia
Especificado 38 (90%) 44 (98%) 15 (88%)
No incorpora la prueba a 12 (32%) 4 (9%) 11 (65%)°
valorar
Realizado en toda la serie 30 (79%) 29 (66%) 12 (71%)
- Prueba diagnéstica
Descripcion suficiente 33 (79%) 38 (84%) 15 (88%)
Definicion normalidad 19 (56%) 30 (71%) 14 (82%)
- Diseno del estudio
Descripcion del origen de la 13 (31%) 4 (26%) 1(6%)
poblacion
- Resultados
Expresién continua* 5 (33%) 1(7%) 15 (88 %)°
indice para pruebas 5 (33%) 4 (18%) 6 (35%)
conjuntas**
Calculo valores predictivos*** 19 (59%) 21 (75%)° 10 (59%)

2 Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas por Chi* entre la revision actual y las

anteriores.
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Si comparamos los resultados obtenidos por nuestra revision tras aplicar los criterios
metodoldgicos de Reid y colaboradores [5], con los obtenidos por la revisiéon efectuada en Medicina
Clinica durante los afos 1992-1995, ya que es la Unica que también utiliza estos criterios,
observamos una ligera mejoria en la mayoria de los apartados, siendo solo significativa en el
apartado referente al calculo de la precision de los resultados. Otros apartados como es el calculo de
la reproducibilidad de la técnica o la prevencion del sesgo de revision empeoran, aunque no de

manera significativa. (Tabla 11 y figura 8).

Tabla 11: Comparacion del cumplimiento de los criterios metodologicos de Reid y
colaboradores [5] en los articulos publicados entre los afios 1997-2000 en Medicina Clinica y en

Revista Clinica Espafola con los articulos publicados en Medicina Clinica durante los afios 1992-

1995 [7].
Med Clin (42) Med Cliny Rev Clin Esp) (17)
(1992-5) (1997-2000)
(n/%) (n/%)

1- Composicion del espectro 21 (50%) 12 (71%)
Distribucion por edad 22 (52%) 12 (71%)
Distribucion por sexo 28 (67%) 13 (76%)
Sintomas clinicos/estadios 26 (62%) 10 (60%)
de la enfermedad

Criterios seleccidén y exclusion 15 (36%) 8 (47%)
2- Analisis por subgrupos 21 (50%) 7 (41%)
3- Prevencidén sesgo de secuencia 29 (69%) 14 (82%)
4- Prevencion sesgo de revision 15 (36%) 3 (18%)
5- Precision de los resultados 7 (17%) 9 (53%)?
6- Resultados indeterminados 5 (12%) 2 (12%)
7- Reproducibilidad 8 (19%) 2 (12%)

2 Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas por Chi* entre la revisién actual y la

anterior.

91



Valoracién de pruebas diagndsticas de laboratorio Resultados

Figura 8: Comparacién del cumplimiento de los criterios metodoldgicos de Reid y
colaboradores [5] en los articulos publicados entre los afios 1997-2000 en Medicina Clinica y Revista

Clinica Espafiola con los articulos publicados en Medicina Clinica [7] durante los afios 1992-1995.

CUMPLIMIENTO DE LOS ESTANDARES DE REID ET AL A
LO LARGO DEL TIEMPO
Estandar 7
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M 1997-2000
Estandar 3 01992-1995
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Nota:

Estandar 1 = Composicion del espectro.
Estandar 2 = Andlisis por subgrupos.

Estandar 3 = Prevencién del sesgo de secuencia.
Estandar 4 = Prevencion del sesgo de revision.
Estandar 5 = Precisién de los resultados.
Estandar 6 = Resultados indeterminados.

Estandar 7 = Reproducibilidad.
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Si comparamos el numero medio de estandares metodoldgicos de Reid y colaboradores [5]
por articulo que cumple la revisién actual, con el cumplimiento mostrado en la revista Medicina Clinica
entre los afos 1992-1995, vemos que no hay diferencias estadisticamente significativas: en la
revision actual obtenemos una media de criterios cumplidos de 2,9 frente al andlisis previo 2,3. (Tabla

12)

Tabla 12: Relacién de la media de los criterios metodolégicos de Reid et al [5]
cumplidos para cada articulo analizado de las revistas Medicina Clinica y Revista Clinica
Espariola (afios 1997-2000) en comparacion con lo obtenido en la revisién previa de Medicina

Clinica durante los afios 1992-1995.

Articulos Criterios/articulo

(n/%) (medial/varianza)
Revision actual (1997-2000) 17 (100%) 29(1,7)
Med Clin (1992-5) 42 (100%) 2,3 (2,6)

Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas por Chi
entre la revision actual y la anterior.

6.1.1.4- COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS DOS

REVISTAS NACIONALES Y LOS DATOS DE LA REVISION INTERNACIONAL PREVIA [5].

Comparamos los resultados obtenidos en la revisién de los articulos publicados durante los
afnos 1997-2000 en Medicina Clinica y Revista Clinica Espafiola después de aplicar los criterios
metodoldgicos de Reid y colaboradores [5], con los datos obtenidos por la revision internacional
previa [5], en la que se instauraron dichos criterios. Como he comentado previamente, en esta
revision anterior se analizaron 34 articulos entre los afios 1990 y 1993 de las revistas: Journal of the

American Medical Association, Lancet, British Medical Journal y New England Journal of Medicine.
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Como se observa en la tabla 13, se produce una mejora estadisticamente significativa de los
articulos valorados actualmente frente a la revision previa, en los criterios referentes a la composicion
del espectro, el analisis por subgrupos y el calculo de la precision de los resultados. En cambio, se

observa una peor calidad en el criterio referente a la previsién del sesgo de revisién.

Tabla 13: Comparacion entre los resultados obtenidos en la revisioén actual de los articulos
publicados en Medicina Clinica y Revista Clinica Espariola (afios 1997-2000) tras aplicar los criterios

de Reid y colaboradores, y los datos obtenidos en la revisién internacional previa [5] (afios 1990-93).

Reid y colaboradores TOTAL
(afos 1990-3) (1997-2000)
(34 (17)

1- Composicion del espectro 11 (32%) 12 (71%)°
2- Andlisis por subgrupos 4 (12%) 7 (41%)?
3- Prevencidén sesgo de secuencia 21 (62%) 14 (82%)
4- Prevencion sesgo de revision 16 (47%)* 3 (18%)
5- Precision de los resultados 8 (24%) 9 (53%)°
6- Resultados indeterminados 13 (38%) 2 (12%)
7- Reproducibilidad 11 (32%) 2 (12%)

¢ Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas por Chi* entre la

revision actual y la previa.
* Incluye las revistas: New England Journal of Medicine, Journal of the American Medical Association,
British Medical Journal y Lancet.

Si comparamos el numero medio de items cumplidos entre los articulos revisados en el
trabajo actual a escala nacional, y lo obtenido por Reid y colaboradores [5], comprobamos que no se

ha producido una mejora entre ambos resultados. (Tabla 14).
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Tabla 14: Relacién de la media de los criterios metodolégicos de Reid y colaboradores
[5] cumplidos para cada articulo analizado de las revistas Medicina Clinica y Revista Clinica

Espariola (afios 1997-2000) en comparacion con la revision previa de Reid et al (afios 1990-3).

Articulos Criterios/articulo

(n/%) (medial/varianza)
Revisién actual (1997-2000) 17 (100%) 2,9(1,7)
Reid y colaboradores (1990-3) 34 (100%) 3,0 (0,9)

Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas por Chi entre la
revision actual y la previa.

6.1.2- REVISTAS INTERNACIONALES: Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and

Laboratory Medicine.

En esta segunda parte de la valoracion de revistas cientificas nos centramos en dos
publicaciones internacionales de ambito exclusivo de laboratorio. Al igual que se ha hecho con las
revistas nacionales, describimos el proceso llevado a cabo para la seleccién de los articulos

finalmente a analizar; primero la busqueda informatica y luego manual.

Clinical Chemistry

- En primer lugar y mediante el sistema informatico MEDLINE, delimitamos los afios de
estudio: en los anos 1996, 2001 y 2002 se publicaron en esta revista un total de 440,
436 y 417 articulos respectivamente.

- Tras preseleccionar delimitando con las palabras clave "sensibilidad y especificidad",
ademas de con otros términos que indiquen se ha evaluado la exactitud diagndstica,
obtenemos 139 estudios en el afio 1996, 73 articulos en 2001 y 85 trabajos en 2002.

- Después de aplicar los criterios de inclusion y de exclusién, la busqueda se restringe

a 45 articulos: 10 publicados en 1996, 15 en 2001 y 20 en 2002. No analizamos los
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trabajos que no son articulos originales, no tratan pruebas de laboratorio o no
calculan sensibilidad, especificidad o ambas de la prueba diagnéstica.

- Realizamos después una busqueda manual en los afios a estudio, ya que como
hemos resefiado con anterioridad, es la mejor estrategia de busqueda. Ademas de
los 45 articulos encontrados previamente, pudimos seleccionar 7 trabajos mas: 1
correspondiente al afo 1996, 2 al afio 2001 y 4 al afio 2002.

- En total, vamos a evaluar un total de 52 trabajos: 11 publicados en 1996, 17 en 2001

y 24 en 2002.

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (European Journal of Clinical Chemistry and

Clinical Biochemistry).

- Durante ese periodo de tiempo, y mediante el sistema MEDLINE, preseleccionamos
un total de 604 articulos: 162 en el afio 1996, 210 en 2001 y 232 trabajos en 2002.

- De estos, al aplicar las palabras clave "sensibilidad y especificidad", junto con otros
términos que denoten que se ha determinado la exactitud diagnéstica de la prueba,
obtenemos 20 articulos correspondientes al afio 1996, 39 al afio 2001 y 40 al 2002.

- Al aplicar los criterios de inclusion y exclusién, el numero de articulos se reduce a 22;
6 perteneciente al afo 1996, 8 al 2001 y 8 al 2002. Excluimos el resto de estudios por
no tratar pruebas de laboratorio, tener formato de carta dirigida al editor, revision o
nota clinica, o estudiar solo la sensibilidad o solo la especificidad de la técnica.

- Aligual que hemos hecho con la otra revista, realizamos una busqueda manual.
Ademas de los 20 trabajos seleccionados con la busqueda informatica, obtenemos 7
trabajos mas: 1 perteneciente al afo 1996, 2 al 2001 y 2 al afio 2002.

- Es decir, cuando finalizamos ambos tipos de busqueda, obtenemos un total de 27

trabajos: 7 correspondientes al afo 1996, 10 al 2001 y 10 al 2002.
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Comprobamos como de los procedimientos diagnésticos evaluados, es el drea de bioquimica
la mas frecuentemente estudiada (39%), seguida de inmunologia (32%) y microbiologia (11%) (Tabla

15).

Tabla 15: Areas de laboratorio a las que pertenecen los 79 articulos revisados de las revistas

de ambito internacional Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and Laboratory Medicine.

Total Clin Chem Clin Chem and Lab Med

(n/%) (n/%) (n/%)
Bioquimica 31 (39%) 23 (44%) 8 (30%)
Inmunologia 25 (32%) 15 (29%) 10 (36%)
Microbiologia 9 (11%) 4 (8%) 5 (19%)
Genética 6 (8%) 5 (9%) 1 (4%)
Hormonas 5 (6%) 3 (6%) 2 (7%)
Hematologia 2 (3%) 1 (2%) 1 (4%)
Farmacocinética 1(1%) 1 (2%) -
TOTAL 79 (100%) 52 (100%) 27 (100%)

Aplicamos a una muestra de 34 articulos de estas revistas internacionales, la guia
metodoldgica que combina los criterios de Reid y colaboradores [5]y los criterios propios [7, 8]. Al
resto de los 45 trabajos evaluados, Unicamente aplicamos los criterios metodolégicos de Reid y
colaboradores [5]. Pero, al igual que en la revision previa de las revistas nacionales, los resultados

obtenidos para cada guia de calidad los comento de manera separada.
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6.1.2.1- RESULTADOS OBTENIDOS TRAS LA APLICACION DE LOS CRITERIOS

PROPIOS [7, 8].

(Tabla 16)

En una muestra de 34 articulos, del total de los 79 estudiados en el ambito internacional,
aplicamos la plantilla de criterios propios de Hernandez y Garcia [7, 8]. En concreto a 19 de la revista
Clinical Chemistry (9 del afio 1996 y 10 publicados durante el afio 2001) y 15 de Clinical Chemistry
Laboratory Medicine (5 publicados en el afio 1996, entonces European Journal of Clinical Chemistry

Clinical Biochemistry y 10 durante el afio 2001).

En esta muestra analizada de los trabajos internacionales, se puede ver que tanto la
especificacion de los objetivos del estudio como la justificacion de la investigacion, sobre todo a partir
del afio 2001, aparece ampliamente reflejada en los articulos. Debido al incremento de nuevas
pruebas diagnosticas de laboratorio y con ello la necesidad de su estudio, se deben realizar

unicamente aquellas valoraciones que estén justificadas.

Es importante especificar claramente el patrén de referencia ya que, en los estudios sobre
pruebas diagndsticas, se precisa una prueba estandar que decida finalmente si la enfermedad esta
presente o no. En estos trabajos, aunque aparece definido en un porcentaje apropiado, en solo cerca

de la mitad de los trabajos evaluados se ha realizado a todos los participantes del estudio.

En lo referente al método de realizacion de la prueba diagnoéstica que se esta valorando, el
procedimiento aparece explicado en todos los estudios analizados durante ambos periodos de

tiempo, asi como definido qué entienden los autores por un valor normal.

El aspecto del disefio del estudio relativo a la descripcién del origen de la poblacién a estudio

apenas esta descrito en estos estudios internacionales. Sobre todo llama la atenciéon la ausencia de

informacion relativa al criterio que se ha seguido para seleccionar finalmente la muestra.
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Respecto a la comunicacion de los resultados de la valoracion de la prueba diagnodstica,
destaca que la mayoria de los articulos que son susceptibles de expresar sus resultados de forma
continua o discreta en mas de dos categorias, los presentan en forma de curva ROC, cociente de

verosimilitud o calculaba la sensibilidad y especificidad en distintos puntos de corte.

Apenas aparece reflejado algun tipo de indice para los resultados en los trabajos que evaluan
varias pruebas con mismo objetivo diagndstico, ni se calcula el valor predictivo de la muestra. Hay
que decir en este punto, que en alguno de los trabajos no era correcto este ultimo calculo, y sin
embargo aparecia, lo que puede dar lugar a confusiones, ya que solo se debe calcular en aquellos

estudios en los que la muestra represente a la poblacién clinica real.

Encontramos diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre el afio 1996 y el afo
2001 para el criterio referente a si se ha justificado o no correctamente la valoracién de la prueba (un
mayor cumplimiento en el afio 2001), y para el criterio que valora si se ha calculado un indice para
pruebas conjuntas en el caso de que se valoren dos 0 mas tests diagndsticos (este parametro se

cumple peor en el afo 2001).
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Tabla 16: Descripcion del cumplimiento de los estandares propuestos por los autores en los
freinta y cuatro articulos analizados durante los afios 1996 y 2001 en las revistas Clinical Chemistry y

Clinical Chemistry Laboratory Medicine (European Journal of Clinical Chemistry Clinical Biochemistry):

ANO 1996 ANO 2001
TOTAL Clin Chem ClinChem TOTAL Clin Chem Clin Chem P
(n/%) (n/%) Lab Med (n/%) (n/%) Lab Med
(14) (9) (n/%) (20) (10) (n/%)
(5) (10)

- Objetivos
Especificados 11 (79%) 7 (78%) 4 (80%) 18 (90%) 8 (80%) 10 (100%) 0,24
Justificaciéon de la 8 (57%) 5 (56%) 3 (60%) 17 (85%) 7 (70%) 10 (100%)  <0,05
prueba
- Patrén de
referencia
Especificado 11 (79%) 8 (89%) 3 (60%) 17 (85%) 8 (80%) 9 (90%) 0,93
No incorpora la 13 (93%) 8 (89%) 5 (100%) 19 (95%) 10 (100%) 9 (90%) 0,99

prueba a valorar

Realizado en toda 6 (43%) 4 (44%) 2 (40%) 10 (50%) 4 (40%) 6 (60%) 0,32
la serie

- Prueba

diagndstica

Descripcion 14 (100%) 9 (100%) 5(100%) 20 (100%) 10 (100%) 10 (100%) 0,99
suficiente

Definicion 14 (100%) 9 (100%) 5 (100%) 18 (90%) 10 (100%) 8 (80%) 0,77
normalidad

- Diseio del

estudio

Descripcion del 2 (14%) 1 (11%) 1 (20%) 4 (20%) 1(10%) 3 (30%) 0,77
origen de la

poblacion

- Resultados

Susceptibles de 9 (64%) 7 (78%) 2 (40%) 14 (70%) 7 (70%) 7 (70%) 0,99
expresion continua

Indice para 8 (57%) 6 (67%) 2 (40%) 7 (35%) 7(70%) 0 <0,05
pruebas conjuntas

Calculo valores 9 (64%) 5 (56%) 4 (80%) 18 (90%) 10 (100%) 8 (80%) 0,24
predictivos***
* Los resultados se expresan de forma continua en forma de curvas ROC, coeficiente de verosimilitud o
calculaba la sensibilidad y especificidad en distintos puntos de corte cuando son susceptibles. También es
correcto que no se expresen asi, si no son susceptibles a ello.
** Para estudios que analizan mas de una prueba con el mismo objetivo. También se cumple si solo se analiza
una prueba, y por lo tanto no se calcula dicho indice.
*** Cuando es correcto realizarlo. Cuando no es pertinente su calculo, también se valora el que no se determine.
+Valor de p calculado por Chi? comparando proporcion total de cumplimiento entre 1996 y 2001.

100



Valoracién de pruebas diagndsticas de laboratorio Resultados

Si calculamos el nimero medio de criterios metodolégicos propuestos por los autores
cumplidos por los 34 articulos evaluados de las dos revistas internacionales, no obtenemos ninguna
diferencia estadisticamente significativa entre los dos afios de estudio 1996 y 2001 (p=0,46), ni para
cada revista a lo largo del tiempo: Clinical Chemistry entre 1996 y 2001 p=0,44; Clinical Chemistry

and Laboratory Medicine entre 1996 y 2001 p=0,51. (Tabla 17).

Tabla 17: Promedio de la suma de los criterios metodolégicos propios [7, 8] cumplidos, para
los 34 articulos analizados de las revistas Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and Laboratory

Medicine durante los afios 1996 y 2001.

N° articulos Criterios/articulo

(n/%) (medial/varianza)
ANO 1996 14 (42%) 5,7 (2,6)
Clin Chem 9 (26%) 6,0 (1,3)
Clin Chem Lab Med 5 (16%) 5,5(1,4)
ANO 2001 20 (58%) 6,1 (2,2)
Clin Chem 10 (29%) 6,5 (2,5)
Clin Chem Lab Med 10 (29%) 4,8 (4,7)
TOTAL 34 (100%) 6,0 (2,1)

Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas por Chi*
entre los dos anios de estudio y las dos revistas internacionales
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6.1.2.2- RESULTADOS OBTENIDOS TRAS LA APLICACION DE LOS CRITERIOS DE

REID Y COLABORADORES [5].

Por ultimo, aplicamos los criterios de Reid y colaboradores [5] a los 79 articulos analizados de
las dos publicaciones internacionales; 52 pertenecientes a Clinical Chemistry y 27 a Clinical

Chemistry Laboratory Medicine.

El rango de cumplimiento de los criterios metodologicos esta comprendido entre 0% y 83%
para los estudios publicados en 1996, del 15% al 81% para los estudios publicados en 2001, y entre

el 6% y el 82% para los estudios publicados en 2002 (Tabla 18 y Figura 9).

Los articulos publicados en el 2002 muestran un cumplimiento mayor de los criterios
aplicados que los publicados en 1996 o 2001, excepto en dos de ellos: la presentacion del calculo de
la reproducibilidad de la prueba, que aparece en la mayoria de los trabajos en el afio 1996 y en el afio
2001 aunque disminuye en el 2002, y la valoracién de la exactitud en subgrupos pertinentes, que
aunque mejora en el afio 2002 respecto a lo obtenido en el 2001, no supera el cumplimiento obtenido

en el ano 1996.

Entre los criterios que han mejorado a partir del afio 2002 se encuentra el calculo de la
precision estadistica de los indices y la composicion del espectro. La presencia o no de resultados
indeterminados apenas aparece reflejada en los estudios analizados. El niumero medio de pacientes /

muestras de los articulos es de 331 (rango: 10-2.971 pacientes / muestras).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el aio 1996 y el afio 2001,
para los criterios metodoldgicos referentes a la composicién del espectro, al andlisis por subgrupos, a
la prevencién de los sesgos de secuencia y revision, al calculo de la precision de los resultados y a la
presentacion de resultados indeterminados. La mejora de la metodologia entre los afios 2001 y 2002
fue estadisticamente significativa en el criterio que trata de la composicion del espectro, en la

prevencion del sesgo de secuencia y en la determinacion de la precision de los resultados; la
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presentacién o no de los resultados indeterminados, empeoré en el afio 2002 con respecto al afo

2001, de forma significativa.

Tabla 18: Descripcion del cumplimiento de los estandares propuestos por Reid y
colaboradores [5] en los setenta y nueve articulos analizados de las dos revistas internacionales,

Clinical Chemistry y Clinical Chemistry Laboratory Medicine durante los afios 1996, 2001 y 2002.

Afio 1996 (18)  Afo 2001 (27) Ao 2002 (34)

(n/%) (n/%) (n/%)
1- Composicién del espectro 4 (22%)™ 10 (37%)° 24 (71%)
Distribucion por edad 9 (50%) 18 (67%) 28 (82%)
Distribucion por sexo 9 (50%) 19 (70%) 26 (76%)
Sintomas clinicos/estadios de la 6 (33%) 11 (41%) 12 (35%)
enfermedad
Criterios seleccion y exclusion 4 (22%) 10 (37%) 18 (53%)
2- Andlisis por subgrupos 8 (44%)° 7 (26%) 13 (38%)
3- Prevencién sesgo de secuencia 6(33%)*° 13 (48%)° 24 (71%)
4- Prevencion sesgo de revision 4 (22%)ab 10 (37%) 15 (44%)
5- Precision de los resultados 4 (22%)ab 12 (44%)° 22 (65%)
6- Resultados indeterminados 0® 4 (15%)° 2 (6%)
7- Reproducibilidad 15 (83%) 22 (81%) 21 (68%)

Calculos efectuados mediante Chi*:

? Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre 1996 y 2001.
® Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre 1996 y 2002.
¢ Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre 2001 y 2002.
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Figura 9: Representacion grafica del seguimiento de los estandares de Reid y colaboradores
[5] por los 79 trabajos analizados de las revistas internacionales, Clinical Chemistry y Clinical

Chemistry and Laboratory Medicine.
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Nota:

Estandar 1 = Composicion del espectro.
Estandar 2 = Andlisis por subgrupos.

Estandar 3 = Prevencién del sesgo de secuencia.
Estandar 4 = Prevencion del sesgo de revision.
Estandar 5 = Precisién de los resultados.
Estandar 6 = Resultados indeterminados.

Estandar 7 = Reproducibilidad.
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Si calculamos el numero medio de criterios metodoldgicos de Reid y colaboradores [5]
cumplidos por los 79 articulos evaluados de las dos revistas internacionales, obtenemos un valor de
2,6 en 1996, de 2,5 en el afo 2001 y 3,5 en 2002 (p <0,05). Para Clinical Chemistry, los valores son
2,5 en 1996, 2,8 en 2001 y 4,1 en 2002 (p <0,05); para Clinical Chemistry and Laboratory Medicine

2,7 en 1996, 2,4 en 2001 y 1,9 en 2002 (p = 0,31).

Tabla 19: Relacién de la suma de los criterios metodolégicos de Reid y colaboradores [5]
cumplidos, para los 79 articulos analizados de las revistas Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and

Laboratory Medicine durante los afios 1996, 2001 y 2002.

N° articulos Criterios/articulo

(n/%) (medial/varianza)
ANO 1996 18 (23%) 2,6 (2,4)
Clin Chem 11 (14%) 2,5(2,5)
Clin Chem Lab Med 7 (9%) 29 (2,5)
ANO 2001 27 (34%) 2,5(3,1)
Clin Chem 17 (22%) 2,8 (3,5)
Clin Chem Lab Med 10 (12%) 2,1(2,3)
ANO 2002 34 (43%) 3,5 (2,4)°
Clin Chem 24 (31%) 4,1 (1,6)°
Clin Chem Lab Med 10 (12%) 1,9 (0,9)
TOTAL 79 (100%) 2,9 (2,6)

®Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas por Chi?entre la
revisién actual y la previa.
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6.1.2.3- COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA EVALUACION
DE LOS ARTICULOS PUBLICADOS EN LAS DOS REVISTAS INTERNACIONALES, Y LOS

PRESENTADOS POR LA REVISION PREVIA DE REID Y COLABORADORES [5].

Comparamos los resultados obtenidos tras analizar los articulos publicados en las dos
revistas internacionales de laboratorio Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine durante los afios 1996, 2001 y 2002 con los observados por Reid y colaboradores [5] en
una muestra de los estudios publicados entre 1990 y 1993 por un grupo de publicaciones clinicas
relevantes: New England Journal of Medicine, Journal of the American Medical Association, British

Medical Journal y Lancet (tabla 20 y figura 10).

Podemos observar algunas mejoras estadisticamente significativas: los criterios referentes al
analisis de los parametros de exactitud diagndstica y calculo de la reproducibilidad, ya mejoran a
partir del afio 1996; el criterio que define el calculo de la precision de los resultados, aumenta su
cumplimiento a partir del afio 2001, mientras que no es hasta el afio 2002 cuando aumenta de

manera significativa el parametro que define la composicién del espectro participante en el estudio.
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Tabla 20: Comparacion del cumplimiento de los criterios metodolégicos de Reid y
colaboradores [5] en los articulos publicados en 1996, 2001 y 2002 en Clinical Chemistry y Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine con los articulos publicados en revistas de medicina general

durante los afios 1990-1993.

Reid (afios 1990-3)  Aifo 1996 Ano 2001 Ao 2002

(34)* (18) (27) (34)
(n/%) (n/%) (n/%) (n/%)
1- Composicion del espectro 11 (32%) 4 (22%) 10 (37%) 24 (71%)?
2- Analisis por subgrupos 4 (12%) 8 (44%)? 7 (26%)° 13 (38%)°
3- Prevencion sesgo de 21 (62%) 6 (33%)° 13 (48%) 24 (71%)
secuencia
4- Prevencion sesgo de 16 (47%) 4 (22%)? 10 (37%) 15 (44%)
revision
5- Precision de los resultados 8 (24%) 4 (22%) 12 (44%)° 22 (65%)?
6- Resultados indeterminados 13 (38%) 0°® 4 (15%)? 2 (6%)*
7- Reproducibilidad 11 (32%) 15 (83%)° 22 (81%)° 21 (68%)°

?Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas por Chi* entre la revisién actual y la
realizada por Reid y colaboradores [21] durante los afios 1990-1993.

* Incluye las revistas: New England Journal of Medicine, Journal of the American Medical Association,
British Medical Journal y Lancet.
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Figura 10: Representacion grafica de la comparacién del cumplimiento de los criterios
metodolégicos de Reid y colaboradores [5] en los articulos publicados en 1996, 2001 y 2002 en
Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, con los articulos publicados en
revistas de medicina general durante los afios 1990-1993 en las revistas New England Journal of

Medicine, Journal of the American Medical Association, British Medical Journal y Lancet.
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Por ultimo, comparamos la media de cumplimiento de los criterios metodologicos de
Reid et al entre los articulos evaluados de Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine durante los afios 1996, 2001 y 2002, y los resultados obtenidos por Reid y
colaboradores [5] en su revisién de 34 articulos de New England Journal of Medicine, Journal
of the American Medical Association, British Medical Journal y Lancet durante los afios 1990-3.

Como se observa en la tabla 21, se produce una mejora significativa del cumplimiento
medio de los criterios de Reid y colaboradores, a partir del afio 2002 (p<0,05), respecto a la

revision anterior de Reid et al [5].

Tabla 21: Comparacion del nimero medio de criterios cumplidos entre los articulos evaluados
de Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and Laboratory Medicine durante los afios 1996, 2001 y

2002, y lo obtenido por Reid et al [5] durante los afios 1990-3.

N° articulos Criterios/articulo

\ (n/%) (media/varianza)
ANO 1996 18 (100%) 2,6 (2,4)
ANO 2001 27 (100%) 2,5(3,1)
ANO 2002 34 (100%) 3,5(2,4)°
Reid et al [5] 34 (100%) 3,0 (0,9)

@ Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas por Chi
respecto al trabajo realizado por Reid y colaboradores [5] durante los afios
1990-1993.
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6.1.3- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE OTRAS VARIABLES EN LA CALIDAD

METODOLOGICA DE LOS ARTICULOS ANALIZADOS.

En este analisis queremos comprobar si determinadas caracteristicas de los 96 articulos
analizados (tanto de las dos revistas nacionales, como de las dos internacionales) como son: la
influencia del pais donde se realiza el estudio, el niumero de centros que han participado en la
investigacion, si el ambito de los centros participantes es clinico, de laboratorio o ambos, el afio de
ejecucion y la revista en la que ha aparecido publicado, influyen en una mejor calidad metodolégica.
Analizamos de manera separada los articulos en los que se han aplicado las recomendaciones de
Reid y colaboradores [5], de los que se les ha aplicado la guia propia con los 11 criterios

metodoldgicos [7, 8].

Evaluamos en primer lugar, si influye el que los estudios se hayan realizado en un
determinado pais o el numero de centros que han participado en la evaluacién de la prueba
diagndstica. No observamos diferencias estadisticamente significativas en funcion del numero de

centros que participa en el estudio, ni con el pais de origen del centro investigador. (Tabla 22).

Tabla 22: Andlisis del cumplimiento de las recomendaciones de Reid y colaboradores [5] y las
de los autores [7, 8] por los 96 articulos analizados, en funcién del nimero de centros participante en

el estudio o del pais al que pertenecen dichos centros.

REID Y COLABORADORES [5] CRITERIOS PROPIOS [7, 8]
Articulos Criterios/articulo Articulos Criterios/articulo

(n/%) (n/%)

Centros
-1 14 (15%) 2,9 6 (12%) 6,5
-2 39 (40%) 2,6 25 (50%) 6,0
-3 21 (22%) 3,4 10 (19%) 6,4
->4 22 (23%) 3,0 10 (19%) 6,0

Pais
- EEUU + Europa 2 (2%) 5,0 1(2%) 9,0
- EEUU 9 (9%) 2,9 4 (8%) 6,8
- Europa 73 (77%) 2,9 41 (80%) 6,0
- Asia 7 (7%) 2,7 2 (4%) 6,0
- Otros* 5 (5%) 1,6 3 (6%) 6,0

Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas por Chi*.
* Otros: Canada, Méjico + Europa, Sudameérica, Africa y Australia.
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El siguiente paso consistio en verificar si el cumplimiento global de los criterios estaba
relacionado o no con el caracter general o de laboratorio de las revistas estudiadas, o con el ambito
en el que se realizaba el estudio (clinico, de laboratorio o en colaboracién de ambos).

Podemos comprobar como no se observan diferencias estadisticamente significativas a nivel
global entre los articulos publicados en revistas clinicas generales y en aquellas que son exclusivas
de laboratorio, tanto para los criterios de Reid y colaboradores (p=0,963), como para los criterios
propios (p=0,054), aunque en este caso roza la significacion. Aunque no se observan diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos estudios que se realizan en ambitos clinicos con los
realizados en laboratorio 0 en combinacién de ambos para los criterios de Reid y colaboradores

(p=0,207), si que se advierten para los criterios metodolégicos propios (p<0,005) (Tabla 23).

Tabla 23: Seguimiento de los criterios de Reid y colaboradores [5] y de los items de la guia
propia [7, 8], por los articulos de las revistas analizadas, y clasificadas en funcién de su caracter
clinico general (Medicina Clinica (Barcelona) y Revista Clinica Espafiola) o exclusivo de laboratorio
(Clinical Chemistry y Clinical Chemistry Laboratory Medicine) y en funcién del ambito del estudio

(clinico, de laboratorio, o en asociacién de ambos).

REID Y COLABORADORES CRITERIOS PROPIOS [7, 8]
[5]

Articulos Criterios/articulo Articulos Criterios/articulo

(n/%) (medial/varianza) (n/%) (medialvarianza)

REVISTA

LABORATORIO 79 (82%) 2,9 (2,8) 34 (67%) 5,9 (2,3)
GENERAL 17 (18%) 2911,7) 17 (33%) 6,7 (1,4)
AMBITO

CLIiNICO 14 (15%) 3,5(1,8) 7 (14%) 7,3 (1,6)°
LABORATORIO 32 (33%) 2,6 (3,1) 21 (41%) 5,8 (1,9)
AMBOS 50 (52%) 3,0 (2,5) 23 (45%) 6,1(2,1)

?Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas mediante Chi.
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Una vez comprobado el cumplimiento general de los criterios metodolégicos en funcion del
tipo de publicacion donde aparecen los trabajos o del ambito de realizacién del estudio, analizamos si
se observan diferencias en funcidn de estas caracteristicas, pero para cada criterio metodolégico
analizado de forma individual.

Evaluamos primero los criterios de Reid y colaboradores [5] en funcién del ambito del estudio
y del tipo de revista en el que aparece publicado el trabajo (tabla 24). Destaca el mejor cumplimiento
del criterio referente a la descripcidn de la composicion del espectro en aquellos trabajos realizados
en ambitos meramente clinicos o en colaboracién de estos con laboratorios. Este criterio, también
muestra mejor calidad en las revistas de caracter clinico general, que en aquellas exclusivas de
laboratorio. También llama la atencién el mayor calculo de la reproducibilidad de la técnica en
aquellos trabajos realizados en laboratorios, y una mayor prevencion del sesgo de secuencia en

revistas de caracter clinico general.

Tabla 24: Relacion entre el cumplimiento de cada criterio individual de Reid et al [5] con el
ambito en el que se realizé el estudio de la prueba diagndstica (clinico o universitario, de laboratorio o

ambos) y el caracter de cada revista, general o de laboratorio para los 96 articulos analizados.

AMBITO REVISTA
Clinico Laboratorio Ambos General Laboratorio
(14) (32) (50) (17) (79)

- Composicién del

0, 0/.\a 0, 0, o/ \a
espectro 9(64%)  9(28%)"  30(60%) 11(79%) 37 (47%)
- Analisis por subgrupos 5 (36%) 10 (31%) 18 (36%) 7 (41%) 26 (33%)

- Prevencién sesgo de
. 8 (57%) 16 (50%) 31 (62%) 14 (82%) 41 (52%)*

secuencia

- Prevencién sesgo de
s 4 (29%) 8 (25%) 20 (40%) 3 (18%) 29 (40%)

revision

- Precisioén de los

12 (86%) 14 (44%)° 24 (48%)° 9 (53%) 40 (51%)

resultados

- Resultados

indeterminados 1(7%) 3 (9%) 2 (4%) 1 (6%) 5 (6%)
- Reproducibilidad 8 (57%) 24 (75%)? 26 (52%) 5 (85%) 54 (68%)

®Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas mediante Chi”.
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En relacién con los criterios propuestos por nosotros (tabla 25), destaca un mayor
cumplimiento en las revistas de caracter exclusivo de laboratorio del criterio que constata que el
patrén de referencia no incluye la prueba a valorar en su definicién, y un mayor calculo de los valores
predictivos en los articulos que se publican en revistas de caracter general. Respecto al ambito de
realizacion del estudio, llama la atencién una mejor definicion del origen de los sujetos a estudio en

aquellos trabajos realizados en ambito clinico.

Tabla 25: Relacién entre el cumplimiento de cada criterio individual de la guia de criterios
propia [7, 8] con el ambito en el que se realizé el estudio de la prueba diagnéstica (clinico o

universitario, de laboratorio o ambos) y el caracter de cada revista, general o de laboratorio.

AMBITO REVISTA
Clinico Laboratorio  Ambos General Laboratorio
(7) (21) (23) (17) (34)
- Objetivos especificados 6 (86%) 18 (86%) 22 (96%) 17 (100%) 29 (85%)
- Justificacién de la prueba 5(71%) 12 (57%) 16 (70%) 8 (47%) 25 (74%)
- PR especificado 7 (100%) 18 (86%) 18 (78%) 15 (88%) 28 (82%)
- Incorporacion de la prueba a a
| 5 (71%) 17 (81%) 22 (96%) 5 (29%) 32 (94%)

valorar
- Realizado en toda la serie 6 (86%) 12 (57%) 9 (39%) 12 (71%) 15 (44%)
- PD: descripcion suficiente 7 (100%) 21 (100%) 20 (91%) 15 (88%) 33 (97%)
- Definicién normalidad 6 (86%) 19 (90%) 21 (92%) 14 (82%) 32 (94%)
- Origen de la poblacién 3 (43%) 3 (14%)? 3 (13%)° 3 (18%) 6 (18%)
- Susceptibles de expresion

tinua® 4 (57%) 13 (62%) 17 (74%) 11 (65%) 23 (68%)
continua
- indice pruebas conjuntas** 3 (43%) 9 (43%) 9(39%) 6 (35%) 15 (44%)
- Calculo VP 5(71%) 7 (33%) 12 (52%) 14 (82%) 10 (29%)*

* Susceptible de expresion continua en forma Curvas ROC, coeficiente de verosimilitud o calculaba la
sensibilidad y especificidad en distintos puntos de corte.

** Para estudios que analizan mas de una prueba con el mismo objetivo.

“Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas mediante Chi?.
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6.1.4- APLICABILIDAD DE LAS GUIAS METODOLOGICAS EMPLEADAS EN LA
EVALUACION CRITICA DE ARTICULOS QUE VALORAN PRUEBAS DIAGNOSTICAS DE

LABORATORIO.

Calculamos el porcentaje de concordancia entre los tres examinadores: el porcentaje total de
concordancia simple fue del 85,9 %; en los criterios de Reid y colaboradores [5] se obtuvo un 82,9 %

de acuerdo simple y en los criterios propios [7, 8] un 88,8%.

Del total de los 18 criterios aplicados de las dos guias metodolégicas, hubo un mayor indice
de discordancia en siete de ellos, tres de la guia de recomendaciones propia y cuatro del listado de
Reid y colaboradores [5]. Son los items con mas dificultad en su aplicacion y por lo tanto los que
deberian ser definidos explicitamente. Calculamos para cada uno de los 18 criterios estudiados, la
discrepancia obtenida entre los investigadores y reflejada como nimero absoluto de discrepancias y
porcentaje de desacuerdo obtenido en cada criterio. También se calcula el porcentaje que ocupa en
el total de las disconformidades (tabla 26).

A continuacion detallo los criterios en los que hemos encontrado las principales dificultades,

con ejemplos que ilustran los problemas que obtuvimos:

a Justificacién de la prueba: En este criterio obtenemos el porcentaje mayor de discordancias,
un 33%. Recordemos que el criterio se cumplia si se sefialaba alguna de estas situaciones: la
prueba en estudio es nueva, es una prueba de uso anterior con aplicacion novedosa o0 una
antigua con controversias en su aplicacién. Si no es nueva, debia apoyarse en referencias
bibliograficas indicando explicitamente qué aspectos no resueltos van a estudiarse, y si lo es,
debe decirse claramente que no hay nada escrito sobre ese tema. El problema lo
encontramos fundamentalmente cuando en el trabajo que analizamos, encontramos una
frase que se puede tomar como explicacion de un estudio nuevo, cuando no es asi.

Esto se refleja por ejemplo, en un articulo que determina la exactitud de los
anticuerpos anticitrulina en el diagnéstico de artritis reumatoide [96]. En el apartado de

introduccién del trabajo los autores exponen que, “En este estudio evaluamos las
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caracteristicas diagnésticas y analiticas de un nuevo Elisa comercial para la deteccion de
anticuerpos anti.CCP”, pero en el apartado de referencias bibliograficas, vemos que ya hay
trabajos previos sobre este kit comercial. El principal problema que se plantea en este caso
es, que uno de los observadores considera el criterio como valido, ya que los autores han
descrito la prueba como nueva y por lo tanto susceptible de investigacién, pero al haber datos
de trabajos previos en el apartado de referencias bibliograficas la realizacion de esta
investigacion no esta del todo justificada y por lo tanto, otros observadores no lo dan como
valido. Finalmente, decidimos no darle validez al criterio ya que al tratarse de una prueba ya
estudiada los autores tendrian que haber expuesto los trabajos previos realizados y las

deficiencias que ahora querian analizar de dicha prueba.

O Especificaciéon del patrén de referencia: En este criterio alcanzamos un 16% de
discordancias. Como he comentado previamente el patron de referencia aparece especificado
solamente si se explica claramente en qué consiste su aplicacién, tanto en los sujetos como
en el grupo de comparacién. Aunque por el contexto y las pruebas realizadas en el trabajo se
puede deducir en qué consiste el patron de referencia, es necesario para dar valido el criterio
su explicacion con detalle. La principal discrepancia que obtuvimos en este punto fue que
alguno de los observadores era menos estricto en la aplicacién del criterio dando por valida
una explicacion incompleta; otros observadores por el contrario, solo le daban credibilidad si
se especificaba claramente la definicion del patrén de referencia.

Encontramos el siguiente caso en un articulo que analiza un ensayo
inmunoradiométrico de alta sensibilidad para tiroglobulina en suero con minima interferencia
de anticuerpos [93]. En el apartado referente a material y métodos, en la seccion que trata la
obtencion de muestras sanguineas los autores exponen: “Los valores de tiroglobulina fueron
determinados para 209 sujetos considerados normales basandose en sus valores de
tiroglobulina y T4 y en la investigacién clinica”. Algunos observadores consideraron que con
esta frase se especificaba el patron de referencia en la poblacién a estudio; otro observador

considerd que no explicaba a partir de qué valores de T4 y tiroglobulina se consideraban los
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sujetos sanos o no. Finalmente, decidimos ser estrictos en la aplicacion del criterio tal como

habia sido el tercer observador y no dar como valido este item.

Q Aplicacion del patron de referencia en toda la serie: Al analizar este criterio estuvimos en
desacuerdo en un 20% de nuestras observaciones. Recordemos que este criterio se cumple
si se especifica de forma explicita que la prueba de referencia se realiza de manera
sistematica a todos los pacientes que forman parte del estudio a no ser que de uno de los
grupos a estudio se tenga, con un grado de seguridad razonable, la certeza de ausencia de
enfermedad y asi se indique. La mayoria de las veces, alguno de nosotros da por valido el
criterio aunque no aparece una frase que indique la aplicacién del estandar a todos lo sujetos,
por entender en funcién de los datos que asi ha sido, pero otro de nosotros es mas estricto
exigiendo la aparicién de la explicacion.

Este es el caso por ejemplo, del estudio del valor de la concentracion de
pseudouridina ascitica para discriminar entre cirrosis y cancer hepatico [92]. Los autores
detallan: “La pertenencia de los sujetos a uno de los dos grupos de pacientes (afectados por
hepatocarcinoma o ascitis cirrética) se establecié sobre la base de su histologia (considerado
el patréon diagnéstico de referencia) después de laparoscopia”. En este trabajo se especifica
claramente en qué consiste el patrén de referencia, pero uno de los observadores defiende
que hay que ser estricto en la definicion del criterio que describe la aplicacion del patron de
referencia a todos los participantes en el estudio y darlo como valido solo si aparece una frase
que indique que la laparoscopia se realiz6 a todos los sujetos. Los otros observadores
consideran que esta frase no es tan necesaria, ya que en el apartado de resultados queda
patente que esta intervencion si se realiz6é a todos. Finalmente decidimos otorgar validez al
criterio, considerando que el autor si ha reflejado que la prueba estandar se ha realizado en

todos los pacientes

Q Anadlisis por subgrupos: La discrepancia en este item alcanzé un porcentaje de 22%. Este

criterio se cumple si los indices de exactitud se expresan segun distintos subgrupos clinicos o

demograficos de la poblacion estudiada.
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Muchas veces la discrepancia se encuentra en la consideracién de qué entendemos
por grupo demografico o clinico de la poblacion. Un ejemplo lo encontramos en el articulo que
estudia el valor de la Cistatina C en plasma como un marcador de filtraciéon glomerular en
cirrosis hepatica descompensada [118]. El estudio divide a los sujetos en grupo control y
grupo de casos, y estos a su vez, segun tengan o no la funcién renal conservada. Pero la
sensibilidad y especificidad diagnéstica se calcula unicamente diferenciando entre el grupo de
casos y el de referencia. Si queremos estudiar el valor de la Cistatina C como marcador
glomerular, lo idéneo hubiera sido que los valores de sensibilidad y especificidad se hubieran
calculado para los individuos con funcién renal compensada y para aquellos que la tenian

descompensada.

a Prevencién del sesgo de secuencia: En este criterio, se alcanza el mayor grado de
desacuerdos dentro de la aplicaciéon de los criterios de Reid et al [5], un 32%. Se cumple si
todos los sujetos del estudio (independientemente del resultado de la prueba diagnéstica)
reciben un diagnéstico definitivo mediante la prueba de referencia. Se considera que esta
presente si los sujetos con resultados de la prueba positivos o negativos no tienen igual
oportunidad de someterse a la prueba de referencia. Las discrepancias encontradas derivan
de la interpretacion de la secuencia de realizacion de la prueba de referencia y el patrén
estandar a la poblacion a estudio, cuando no aparece una frase que indique cédmo se
aplicaron.

Por ejemplo, un estudio presentd la correlacion entre la determinacion de la
Troponina T en un solo punto en la unidad de cuidados coronarios después de un infarto de
miocardio, con el tamafio del infarto de miocardio[126]. El patron de referencia consistié en el
diagnéstico mediante la realizacién de un electrocardiograma. En el trabajo no se explica
claramente que a todos los pacientes en estudio se les realizara un electrocardiograma y no
solo a los que sufrieron el infarto, pero alguno de nosotros interpreté que independientemente
del valor de la determinacion de la troponina se les realizé a todos los sujetos el

electrocardiograma. No dimos el criterio como valido ya que estrictamente deberia aparecer
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una frase que indicara que todos los sujetos independientemente del resultado de la prueba

diagnostica recibieron la confirmacion por el patron de referencia

Q Precision de los resultados: El desacuerdo alcanzado en este item fue del 17%. Este criterio
se cumple cuando se presenta la precision estadistica de las estimaciones de los indices de
exactitud mediante el calculo del intervalo de confianza o error estandar. La discrepancia se
obtuvo porque en la seccion de analisis estadisticos si refieren como se calculd el error
estandar, pero luego en el apartado de resultados no aparece su valor. Se puede pensar que
se cumple el criterio porque se calculd dicho parametro pero ha de aparecer reflejado el valor
obtenido.

Esto ocurre por ejemplo, en el estudio de la determinacién de la transferrina deficiente
de carbohidrato mediante un nuevo kit por nefelometria [151]. En el apartado de analisis
estadisticos, los autores relatan: “ Los datos fueron expresados como media (incluyendo el
intervalo de confianza del 95%), mediana y rango para cada grupo”. Algunos observadores
han tomado esta frase como el calculo por parte de los autores del intervalo de confianza,
pero no se puede tomar asi ya que en el apartado de resultados no aparece el calculo de

dicho valor para los objetivos de medicién relevantes, los indices de exactitud diagnostica.

O Descripcion del espectro del estudio: Este parametro también alcanzé un 17% de
disconformidad. Este criterio se cumple si aparecen por lo menos tres de los siguientes cuatro
supuestos: deben estar definidas las caracteristicas demograficas de sexo y edad, los
sintomas clinicos o estadios de la enfermedad (severidad de la enfermedad, duracion y
morbilidad) y los criterios que se han seguido para la seleccién de sujetos (criterios de
inclusion y de exclusion). EI mayor desacuerdo esta en determinar lo estricto que hay que ser
al definir si el autor del articulo ha especificado o no los criterios de seleccidn y exclusién de
su muestra a estudio.

Este problema lo tuvimos, por ejemplo, en el articulo que analiza el isoenzima 1 lactato
dehidrogenasa sérico como predictor de muerte en pacientes con metastasis testicular de

tumores de células germinales [145]. En el apartado de seleccion de pacientes para el
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estudio, los autores exponen: “ Las series de evaluacion comprenden 44 de 55 pacientes
consecutivos con metastasis testicular de tumores de células germinales tratados en el
Hospital Universitario de Odense, Dinamarca, en el periodo 1980-1984 y que tenian una
determinaciéon de S-LD-1. Excluimos 11 pacientes sin dicha determinacion. Treinta y siete
pacientes tratados en la Universidad de Tejas MD Anderson Cancer Centro, Houston, Texas,
en el periodo de 1994-1997, sirvieron como series de validacién”. Alguno de los observadores
defiende que los autores han explicado claramente los criterios de seleccion y exclusion de
los pacientes participantes. Pero el criterio no se pudo dar finalmente como valido ya que no
explicaron los criterios de eleccidon de los 37 sujetos que participaban en las series de

validacion.
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Tabla 26: Descripcion de las discordancias encontradas al analizar los 96 articulos, mediante
la aplicacién de las guias de Reid y colaboradores [5] y los 51 articulos con la guia de
recomendaciones propia [7, 8]. Se expresan como porcentaje de disconformidades obtenidas en la

evaluacion de cada criterio y como porcentaje del total de desacuerdos obtenido para cada guia.

DISCREPANCIAS N° ARTICULOS
N° % DEL % DEL TOTAL  ANALIZADOS
CRITERIO

1- Objetivos especificados 3 6% 5% 51
2- Justificacion de la prueba 17 33% 25% 51
3- PR especificado 8 16% 12% 51
4- PR incorpora prueba a valorar 5 10% 8% 51
5- PR en toda la serie 10 20% 15% 51
6- PD: descripcion suficiente 4 8% 6% 51
7- PD: definicién normalidad 2 4% 3% 51
8- Origen de la poblacién 7 14% 9% 51
9- Expresion continua de resultados 5 9% 8% 51
10- indice para pruebas conjuntas 4 8% 6% 51
11- Calculo valores predictivos 2 4% 3% 51
TOTAL CRITERIOS PROPIOS 67 100% 51
1- Composicion del espectro. 16 17% 14% 96
2- Andlisis por subgrupos 21 22% 22% 96
3- Prevencion sesgo de secuencia 31 32% 27% 96
4- Prevencion sesgo de revision 14 15% 12% 96
5- Precision de los resultados 16 17% 14% 96
6- Resultados indeterminados 9 9% 8% 96
7- Reproducibilidad 8 8% 7% 96

TOTAL CRITERIOS REID ET AL 115 100% 96
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Al analizar los valores de discrepancias obtenidos en la aplicacion de los criterios de Reid y
colaboradores [5] y de forma individual para cada revista, observamos como el mayor grado de
discordancia lo alcanzamos al analizar Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (20%) y el menor
grado en Revista Clinica Espafiola (5%), aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p=0,592). En las cuatro revistas se mantiene el criterio que estudia la prevencion del

sesgo de secuencia como el que mas desacuerdo ha producido (Tabla 27).

Tabla 27: Descripcion de las discordancias obtenidas por cada una de las cuatro revistas
analizadas (Clinical Chemistry, Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Medicina Clinica y

Revista Clinica Espafiola) al evaluar los 96 articulos mediante la guia de Reid y colaboradores [5].

Clin Chem Clin Chem Med Clin  Rev Clin Esp

(52) Lab Med (27) (9) (8)
(n/%) (n/%) (n/%) (n/%)
1-Composicién del espectro 6 (12%) 9 (33%) 1 (11%) 0
2- Andlisis por subgrupos 10 (19%) 9 (33%) 1(11%) 1(13%)
3- Prevencién sesgo de 15 (29%) 10 (37%) 4 (44%) 2 (25%)
secuencia
4- Prevencidn sesgo de 10 (19%) 2 (7%) 2 (22%) 0
revision
5- Precision de los resultados 10 (19%) 5 (19%) 1(11%) 0
6- Resultados indeterminados 8 (15%) 0 1(11%) 0
7- Reproducibilidad 5 (10%) 3 (11%) 0 0
TOTAL 64 (18%) 38 (20%) 10 (16%) 3 (5%)

Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas mediante Chi*
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Si estudiamos el desacuerdo obtenido en la aplicacién de los criterios de la guia de
elaboracién propia [7, 8] en los articulos evaluados de las cuatro revistas, obtenemos que es en
Clinical Chemistry donde alcanzamos un mayor desacuerdo y Revista Clinica Espafiola sigue siendo
la publicacion con un menor porcentaje, aunque tampoco en esta caso las diferencias son
estadisticamente significativas (p=0,662). Se mantiene el criterio referente a si la valoracion de la

prueba diagnostica esta justificada o no como el item con mayor desacuerdo. (tabla 28).

Tabla 28: Descripcién de los desacuerdos obtenidos por cada una de las cuatro revistas
(Clinical Chemistry, Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Medicina Clinica y Revista Clinica

Espariola) analizadas al evaluar los 51 articulos mediante la guia de criterios propios [7, 8].

Clin Chem Clin Chem Lab  Med Clin Rev Clin Esp

(19) Med (15) 9) (8)
(n/%) (n/%) (n/%) (n/%)
1- Objetivos especificados 3 (16%) 0 0 0
2- Justificacién de la prueba 9 (47%) 1(7%) 3 (33%) 4 (50%)
3- PR especificado 4 (21%) 2 (13%) 2 (22%) 0
4- PR incorpora prueba a 0 2 (13%) 2 (22%) 1 (13%)
valorar
5- PR en toda la serie 4 (16%) 3 (20%) 2 (22%) 1(13%)
6- PD: descripcion suficiente 1(5%) 1(7%) 1(11%) 1 (13%)
7- PD: definicién normalidad 1(5%) 1(7%) 0 0
8- Origen de la poblacion 3 (16%) 3 (20%) 1 (11%) 0
9- Resultados susceptibles 1(5%) 1(7%) 2 (22%) 1 (13%)
de expresioén continua
10- indice para pruebas 1 (5%) 2 (13%) 0 1 (13%)
conjuntas
11- Calculo valores 0 1(7) 1(11) 0
predictivos
TOTAL 54 (26%) 17 (10%) 14 (14%) 9 (10%)

Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) calculadas mediante Chi

122



Valoracién de pruebas diagndsticas de laboratorio Resultados

6.2- ESTUDIO DE VARIABILIDAD ENTRE LOS OBSERVADORES QUE
ANALIZAN MUESTRAS DE LiQUIDO SINOVIAL PARA LA DETECCION DE

CRISTALES DE URATO MONOSODICO Y DE PIROFOSFATO CALCICO.
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En este estudio de concordancia observacional analizamos los principales resultados
obtenidos por los analistas al examinar muestras de liquido sinovial, para la deteccién e identificacion

de cristales de urato mono sdédico y pirofosfato calcico.

Ademas estudiamos la aplicabilidad de la guia metodoldgica de Feinstein [11] para la
realizacion de estudios de variabilidad observacional cuando evaluamos una prueba diagnéstica de

laboratorio.

6.2.1- MUESTRAS SELECCIONADAS EN EL ESTUDIO DE CONCORDANCIA

OBSERVACIONAL.

Durante el periodo de estudio (septiembre 2001- junio 2003) se analizan un total de 64
muestras de liquido sinovial de pacientes sospechosos de artropatia por cristales: 42 de ellas
proceden de Consultas Externas del Servicio de Reumatologia, y las otras 22 del Hospital de Dia del

citado Servicio, ambos pertenecientes al Hospital General Universitario de Alicante.

Se seleccionan las muestras de manera consecutiva, excluyendo aquellas que no tenian un
volumen suficiente para su analisis por los cuatro analistas y para su determinacion bioquimica y

celular.

Los diagndsticos clinicos de los pacientes a estudio fueron:
- Gota, 12 muestras (19%);
- Artropatia relacionada con cristales de pirofosfato calcico, 16 muestras (25%);
- Artritis reumatoide, 12 muestras (19%);
- Ofras artritis inflamatorias incluyendo artritis juvenil idiopatica, artritis psoriatica,

espondiloartropatias y poliartritis no clasificadas, 24 muestras (37%).
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En la tabla 29 aparecen reflejadas las caracteristicas demograficas (sexo, lugar de recogida
de la muestra) y clinicas (haber recibido infiltracién terapéutica en los ultimos seis meses) en funcién

de los diagnésticos de los 64 pacientes a estudio.

Tabla 29: Caracteristicas demograficas y clinicas de los 64 pacientes a estudio.

DIAGNOSTICO SEXO INFILTRACION* PROCEDENCIA

M F Si NO CONSULTA HOSPITAL DE DIA
Gota 8 4 1 7 6 6
Artritis Reumatoide 4 8 5 3 9 3
Artropatia por 7 9 13 0 7 9
cristales de

pirofosfato
Otras artritis 8 16 9 0 20 4

TOTAL 27 37 28 10 42 22

M= Masculino; F= Femenino.
* Solo contamos con datos de infiltracién terapéutica previa de 38 pacientes.

Los cuatro analistas, realizaron un total de 194 observaciones: 96 observaciones en muestras
que no contienen cristales (49%); 55 observaciones en muestras con cristales de pirofosfato calcico

(28%) y 43 observaciones en muestras con cristales de urato monosédico (23%) (Figura 10).

Figura 11: Representacion grafica de la clasificacion de las 194 observaciones realizadas en

las muestras de liquido sinovial recibidas durante el periodo de estudio.

CLASIFICACION DE LAS MUESTRAS
ANALIZADAS

o

Sin cristales ™ Cristales UMS  Cristales PPCD

*UMS = Urato monosddico; PPCD = Pirofosfato calcico dihidratado
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6.2.2- PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO DE VARIABILIDAD OBSERVACIONAL.

Las muestras de liquido sinovial son analizadas por cuatro observadores, residentes del
Servicio de Andlisis Clinicos del citado hospital de manera ciega e independiente.

No todos examinan el total de las 64 muestras enviadas al laboratorio: observador 1 analiza
38 liquidos sinoviales (59%); observador 2, 56 liquidos sinoviales (88%); observador 3, 44 liquidos

sinoviales (69%) y observador 4, 56 liquidos sinoviales (88%).

Por lo tanto, del total de las 64 muestras evaluadas, 20 liquidos sinoviales fueron examinados
por los 4 observadores (31%), 30 liquidos por 3 observadores (47%), 10 liquidos por 2 observadores
(16%) y 4 liquidos por solo 1 observador (6%). Como se observa en la figura 12, la mayoria de las
muestras de liquido sinovial, son evaluadas por tres de los cuatro observadores, seguidas por las
analizadas por los cuatro observadores, y en menor numero, las examinadas por dos y un solo

evaluador.

Figura 12: Representacion grafica del numero de observadores que analizan cada muestra de

liquido sinovial durante el estudio.

NUMERO DE OBSERVADORES QUE
ANALIZAN CADA MUESTRA

4 Obs 3 Obs 2 Obs 1 Obs
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6.2.3- GRADO DE CONCORDANCIA ENTRE LOS OBSERVADORES.

En primer lugar, y a titulo informativo, hemos determinado la variabilidad observacional,
mediante el calculo del indice kappa, de cada uno de los cuatro analistas participantes, con el
reumatdlogo experto, patron de referencia.

Tomamos el conjunto de las observaciones realizadas por los cuatro analistas para el total de
las 64 observaciones (con cristales de urato monosodico, con cristales de pirofosfato y sin cristales) y
las comparamos con los resultados obtenidos por el reumatélogo. Hay que tener en cuenta que como
no todos los analistas analizaron el mismo nimero de muestras, no se pueden calcular determinados
parametros, como el intervalo de confianza del indice kappa. Obtenemos un valor de kappa de 0,85.

Si desglosamos dicho valor kappa para cada tipo de muestra estudiada tomando también los
cuatro analistas en conjunto comparados con el experto, alcanzamos los siguientes valores: en las
muestras con cristales de urato monosadico el valor de kappa es de 0,93, en muestras sin cristales el
indice kappa toma el valor de 0,84 y para muestras con cristales de pirofosfato el valor de kappa es
de 0,79.

Por ultimo podemos calcular los valores obtenidos individualmente por cada observador en

comparacién con el patrén de referencia para el conjunto de todas las muestras analizadas (tabla 30).

Tabla 30: Indice kappa de acuerdo entre los cuatro observadores con el patrén de referencia

en la deteccién e identificacién de cristales.

Observador Acuerdo Acuerdo Kappa Es* IC 95%**
(%) esperado (%)
1 86,84 33,45 0,80 0,11 [0,58 — 1,00]
2 96,43 36,10 0,94 0,09 [0,76 — 1,00]
3 90,91 39,36 0,85 0,11 [0,63 —1,00]
4 89,29 36,54 0,83 0,09 [0,64 —1,00]

*Es = Error estandar. **IC 95% = Intervalo de confianza
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Centrandonos en la determinacién de la variabilidad observacional entre los distintos
observadores participantes en el estudio, calculamos los valores de concordancia obtenidos entre los

cuatro analistas que evaltan las muestras de liquido sinovial.

En la tabla 31 aparecen reflejados los valores del indice de concordancia kappa para los
cuatro observadores del estudio y su intervalo de confianza ademas del porcentaje de acuerdo y el

acuerdo esperado por azar.

Expresamos los resultados de concordancia para los cuatro observadores de dos en dos. De
tal forma que cada uno de los cuatro numeros representa a cada analista que participa en el estudio

(analista 1, analista 2, analista 3 y analista 4).

Tabla 31: Indice kappa de concordancia entre los cuatro analistas que analizan las muestras

de liquido sinovial a estudio.

Observadores Acuerdo Acuerdo Kappa Es* IC 95%**
(%) esperado (%)
1-2 94,12 33,56 0,91 0,12 [0,67 —1,00]
1-3 84,62 36,09 0,76 0,14 [0,49 —1,00]
1-4 87,10 33,40 0,81 0,13 [0,56 — 1,00]
2-3 92,68 38,25 0,.88 0,12 [0,66 — 1,00]
2-4 87,76 35,03 0,82 0,10 [0,61 —1,00]
3-4 84,62 38,79 0,75 0,12 [0,52 —1,00]

*Es = Error estandar.
**IC 95% = Intervalo de confianza
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Debido a que para el estudio de concordancia hemos contado con un experto en la
determinacion e identificacion de cristales en muestras de liquido sinovial, hemos querido calcular
también los valores de exactitud diagnéstica de los cuatro analistas, tomando como patrén de

referencia dicho experto.

Como he comentado anteriormente, el analisis de cristales en liquido sinovial se compone de
dos pasos consecutivos, la deteccidn y la identificacion de los cristales, por lo que la determinacion de

estos indices de exactitud se va a hacer para cada paso individual del procedimiento.

6.2.4- CALCULO DE LA EXACTITUD DIAGNOSTICA EN LA DETECCION DE CRISTALES

EN LAS MUESTRAS DE LiQUIDO SINOVIAL ANALIZADAS.

El primer paso para el analisis de cristales en muestras de liquido sinovial, es la deteccion de
los mismos. La deteccion de cristales en una muestra de liquido sinovial se define como la
determinacion de la presencia o ausencia de cristales en dicha muestra (en este caso, cristales de

urato monosaédico o de pirofosfato calcico dihidratado).

Hemos calculado los valores de exactitud diagndstica para cada uno de los observadores

participantes en el estudio, en relacién con el patrén de referencia, el reumatdélogo experto. En la tabla

32 aparecen los resultados de dichos parametros.

Debido a que no todos los observadores han evaluado el mismo ndmero de muestras, no se

puede calcular el valor global de la sensibilidad y especificidad diagnéstica.
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Tabla 32: Parametros de exactitud diagndstica, (sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo) de los cuatro observadores participantes en el estudio para la deteccién de la

presencia de cristales en las 64 muestras de liquido sinovial analizadas:

OBSERVADOR 1 | OBSERVADOR 2 | OBSERVADOR 3 | OBSERVADOR 4
VP 21 28 19 26
VN 13 25 21 24
FP 4 3 2 4
FN 0 0 2 2
% Sensibilidad 100 100 91 93
(IC 95%) (80-100) (85-100) (68-92) (75-99)
% Especificidad 77 89 91 86
(IC 95%) (50-92) (71 97) (7199) (86-95)
% VPP 84 90 91 87
(IC 95%) (63-95) (73-98) (68-92) (68-96)
% VPN 100 100 91 92
(IC 95%) (72-00) (83—-100) (71 99) (73-99)

VP= Verdadero positivo; VN= Verdadero negativo, FP= Falso positivo; FN= Falso negativo, VPP= Valor
predictivo positivo; VPN= Valor predictivo negativo; IC = Intervalo de confianza.

Con el empleo del microscopio de luz ordinaria obtenemos que de las 96 observaciones en
muestras de liquido sinovial sin cristales nosotros definimos correctamente 85 de ellas (89%) y de las
98 observaciones en muestras que contienen cristales (de urato monosédico o de pirofosfato calcico
dihidratado) detectamos su presencia correctamente en 92 (94%). En cambio, si utilizamos el
microscopio de luz polarizada, definimos correctamente como muestras sin cristales 86 de las 96
observaciones en muestras de liquido sinovial analizadas (90%) y detectamos la presencia de

cristales en 58 de las 98 observaciones en muestras de liquido sinovial analizadas (51%).
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6.2.5- CALCULO DE LA EXACTITUD DIAGNOSTICA EN LA IDENTIFICACION DE

CRISTALES.

Calculamos los valores de sensibilidad y especificidad para el segundo paso del analisis de

cristales, la identificacion del tipo de cristal previamente detectado.

Al igual que en el caso anterior, tomamos cada observacion como resultado Unico, aunque no

se trate de muestras independientes.

Hay un total de 98 observaciones realizadas en muestras que contienen cristales, bien de
urato monosadico, bien de pirofosfato calcico dihidratado. No analizamos ninguna alicuota con ambas
muestras de cristales. Del total de las observaciones realizadas, 43 pertenecen a muestras con
cristales de urato monosédico y 55 a muestras que contienen cristales de pirofosfato célcico

dihidratado.

Analizamos en primer lugar los valores obtenidos al identificar muestras con cristales de urato
monosaddico (tabla 33) y después, los calores para las observaciones en muestras con cristales de

pirofosfato calcico (tabla 34).

En este caso tampoco se han podido calcular los valores globales de sensibilidad y

especificidad, debido a que no todos los observadores participantes analizaron el mismo namero de

muestras de liquido sinovial durante su participacion en el estudio.
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Tabla 33: Valores de exactitud diagnostica para la identificacion de cristales de urato

monosodico en las 98 observaciones realizadas a muestras de liquido sinovial con cristales.

OBSERVADOR 1 | OBSERVADOR 2 | OBSERVADOR 3 | OBSERVADOR 4
VP 11 12 7 11
VN 9 16 13 16
FP 1 0 0 0
FN 0 0 1 1
% Sensibilidad 100 100 88 92
(IC 95%) (68-100) (70-100) (47-99) (60-99)
% Especificidad 90 100 100 100
(IC 95%) (54-100) (76-100) (72-100) (76-100)
% VPP 92 100 100 100
(IC 95%) (60-100) (70-100) (56-100) (68—100)
% VPN 100 100 100 94
(IC os%) (63-100) (76-100) (64-99) (69-99)

VP= Verdadero positivo; VN= Verdadero negativo, FP= Falso positivo; FN= Falso negativo;
VPP= Valor predictivo positivo; VPN= Valor predictivo negativo; IC = Intervalo de confianza.

Tabla 34: Valores de exactitud diagnoéstica para la identificacion de cristales de pirofosfato

calcico dihidratado en las 98 observaciones realizadas a muestras de liquido sinovial con cristales.

OBSERVADOR 1 | OBSERVADOR 2 | OBSERVADOR 3 | OBSERVADOR 4
VP 9 16 12 14
VN 11 12 8 11
FP 0 0 0 1
FN 1 0 1 2
% Sensibilidad 90 100 92 88
(IC o5%) (54-99) (75-100) (62-99) (60-98)
% Especificidad 100 100 100 92
(IC os%) (68-100) (70-100) (60-100) (60-99)
% VPP 100 100 95 93
(IC 95%) (63-100) (76-100) (70-100) (66-99)
% VPN 92 100 100 85
(IC os%) (60-99) (70-100) (51-99) (54-97)

VP= Verdadero positivo; VN= Verdadero negativo, FP= Falso positivo; FN= Falso negativo;
VPP= Valor predictivo positivo; VPN= Valor predictivo negativo; IC = Intervalo de confianza.
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Al igual que en la deteccion de cristales, para la identificacion de ambos tipos de cristales
hemos comparado los resultados obtenidos cuando empleamos para los analisis el microscopio de
luz ordinaria con el empleo del microscopio de luz polarizada para los cuatro observadores, en
referencia con el estandar (Figura 13).

Cuando empleamos el microscopio de luz ordinaria, identificamos correctamente 52 de las 55
observaciones realizadas en muestras con cristales de pirofosfato calcico dihidratado (95%) y 40 de
las 43 observaciones en muestras con cristales de urato monosaodico (93%). Mientras que con el uso
del microscopio de luz polarizada, identificamos correctamente 29 de las 55 observaciones realizadas
en muestras con cristales de pirofosfato calcico dihidratado (53%) y 39 de las 43 observaciones en
muestras con cristales de urato monosédico (91%).

Esto nos indica cdmo los cristales de pirofosfato calcico se identifican mucho mas facilmente
con el microscopio de luz ordinaria, ya que como he referido previamente la mayoria de estos

cristales no son birrefringentes.

Figura 13: Uso comparativo del microscopio de luz ordinaria y del microscopio de luz
polarizada en la identificacion de cristales (urato monosddico o pirofosfato calcico dihidratado) de las

98 muestras analizadas en el estudio:

IDENTIFICACION DE CRISTALES CON MICROSCOPIO
DE LUZ ORDINARIA Y DE LUZ POLARIZADA

100

80

% ldentificacion
correcta 401

UMS PPCD

OLuz ordinaria B Luz polarizada

*UMS = Urato monosddico; PPCD = Pirofosfato calcico dihidratado
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6.2.6- DETERMINANTES DE LAS OBSERVACIONES REALIZADAS QUE PUEDEN

EXPLICAR LAS CAUSAS DE LAS INCONSISTENCIAS.

A continuacion se exponen una serie de caracteristicas, bien de las propias muestras de
liquido sinovial analizadas, bien del propio proceso de la observacién, que pueden explicar el por qué

de algunas de las determinaciones erroneas que han realizado los analistas.

6.2.6.1- TIEMPO EMPLEADO EN LA DETECCION E IDENTIFICACION DE CRISTALES EN

MUESTRAS DE LIQUIDO SINOVIAL.

Hemos determinado el tiempo medio que han tardado los analistas en detectar un cristal en
las muestras de liquido sinovial. Se ha medido tanto el tiempo empleado con el uso del microscopio
de luz ordinaria como con el microscopio de luz polarizada. Para detectar la presencia o ausencia de
cristales en las muestras de liquido sinovial analizadas se necesitan una media de 3,9 segundos
cuando se emplea el microscopio de luz ordinaria y 4,1 segundos de media con el microscopio de luz
polarizada.

Una vez detectada la presencia de cristales, el siguiente paso consiste en identificar el tipo de
cristal, urato monosédico o pirofosfato calcico dihidratado. Se ha medido también el tiempo que se
tarda en identificar el tipo de cristal de que se trata tanto utilizando el microscopio de luz ordinaria
como el de luz polarizada. Con el microscopio de luz ordinaria obtenemos un valor de 3,0 segundos
para identificar un cristal de urato monosédico y de 3,2 segundos para la identificacién de un cristal
de pirofosfato calcico dihidratado; si utilizamos el microscopio de luz polarizada tardamos 2,5
segundos en la deteccidn de cristales de urato monosddico y 3,7 segundos para muestras con
cristales de pirofosfato calcico dihidratado (Figura 14). Nuevamente se muestra como los cristales de
pirofosfato calcico son mas dificiimente identificables mediante el uso del microscopio de luz

polarizada.
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Figura 14: Representacion del tiempo empleado en la identificacion de cristales de urato
monosadico y de pirofosfato calcico dihidratado en las muestras de liquido sinovial, en funciéon del tipo

de luz empleada.

TIEMPO EMPLEADO EN LA II?ENTIFICACI()N DE CRISTALES
DE URATO MONOSODICO Y PIROFOSFATO
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TIPO DE LiQUIDO
OLuz ordinaria MLuz polarizada

*UMS = Urato monosdédico; PPCD = Pirofosfato calcico dihidratado

6.2.6.2- NUMERO DE CAMPOS EVALUADOS PARA LA DETECCION E IDENTIFICACION

DE CRISTALES EN MUESTRAS DE LIiQUIDO SINOVIAL.

Estudiamos el numero de campos 6pticos que fueron necesarios analizar, tanto con el empleo
del microscopio de luz ordinaria como de polarizada, para detectar e identificar cristales de urato
monosaodico y de pirofosfato calcico. Comprobamos como en la identificacion de cristales de urato
monosodico analizamos un menor nimero de campos si utilizamos el microscopio de luz polarizada
frente al uso del microscopio de luz ordinaria (1,5 frente a 2,0 numero medio de campos épticos
analizados); para identificar cristales de pirofosfato célcico es con el microscopio de luz ordinaria con
el que tenemos que observar menor numero de campos con respecto al microscopio de luz

polarizada (2,6 frente a 3,9 numero medio de campos 6pticos analizados).
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6.2.6.3- ANALISIS CELULAR Y DE PARAMETROS BIOQUIMICOS.

A) Recuento celular (hematies y leucocitos) y diferencial leucocitario en las muestras

analizadas en el estudio.

Hemos querido comprobar si el nimero de células presentes en una muestra de liquido
sinovial puede influir en el resultado obtenido en su analisis. Para ello hemos tomado como
observaciones correctas aquellas en las que los observadores coinciden en sus resultados con los del
patrén de referencia y como observaciones incorrectas cuando no sucede asi. En cada uno de los
dos grupos de acuerdos o desacuerdos, medimos la media (y desviacién estandar) del recuento
celular de hematies y leucocitos y el diferencial leucocitario expresado como porcentaje de
polimorfonucleares (tabla 35).

Encontramos un mayor numero de desacuerdos en aquellas muestras con elevado recuento
de hematies y un mayor grado de acuerdo en aquellas muestras con elevado porcentaje de
leucocitos. La explicacion puede estar esta en que la mayoria de los cristales son intraleucocitarios y
a mayor numero de leucocitos mas probabilidades hay de detectar e identificar un cristal
correctamente, mientras que un mayor nimero de hematies puede interferir en la visualizacién de los
cristales. El diferencial leucocitario no influye ya que en la mayoria de los casos por tratarse de

muestras inflamatorias el predominio es de polimorfonucleares.

Tabla 35: Valores medios (y desviacion estandar) de recuento celular (hematies y leucocitos)
y diferencial leucocitario para las 64 muestras de liquido sinovial analizadas, en funcién de su

correcta o incorrecta identificacion.

ACUERDOS DESACUERDOS p
(media/desv) (media/desv)
HEMATIES (10%pl) 3.843 (6.453) 9.437 (7.770) <0,05
LEUCOCITOS (10%/pl) 5.421 (6.330) 916 (958) <0,05
% PMN* 74 (11) 73 (16) 0,68

*PMN= Polimorfonucleares.

136



Valoracién de pruebas diagndsticas de laboratorio Resultados

B)- Parametros bioquimicos de glucosa y proteinas en las muestras analizadas en el estudio.

Al igual que hemos hecho en el analisis celular, hemos determinado la concentracion media
de los parametros bioquimicos de glucosa y proteinas (media y desviacion estandar) para comprobar
su posible influencia en la consecucion o no de acuerdos de los observadores comparando con el
patron de referencia. En este caso no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas

para los parametros estudiados entre los dos tipos de observaciones (tabla 36).

Tabla 36: Valores medios (y desviacion estandar) de glucosa y proteinas para las muestras

de liquido sinovial analizadas, en funcién de su correcta o no identificacion.

ACUERDOS DESACUERDOS p
(media/desv) (media/desv)
GLUCOSA (mg/dl) 114,6 (64,41) 107,8 (15,2) 0,41
PROTEINAS (g/dl) 4,02 (1,4) 3,8 (0,5) 0,24

6.2.6.4- TIEMPO TRANSCURRIDO DESDE LA ARTROCENTESIS POR EL

REUMATOLOGO HASTA EL ANALISIS DE LAS MUESTRAS POR LOS CUATRO ANALISTAS.

Otro de los posibles determinantes que ha podido influir en la consecucién de resultados no
concordantes ha podido ser el intervalo de tiempo diferente en unos analisis y otros entre la obtencion
de la muestra de liquido sinovial y su analisis.

Es recomendable realizar el estudio pocas horas después de la artrocentesis ya que se ha
visto que se puede producir una reduccion en el recuento de células y en el nimero de cristales de
pirofosfato calcico dihidratado, lo que puede llevar a una mala clasificacién de la muestra. Aunque
estudios previos sugieren que la muestra de liquido sinovial se puede almacenar hasta 72 horas
después de su extraccion [169].

Calculamos el tiempo transcurrido desde la extraccién de la muestra hasta su analisis, tanto

para las observaciones correctas como para las erréneas. En la tabla 37 se puede observar como no
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influyé el tiempo transcurrido en nuestros resultados, ya que es muy similar en ambos casos y la

media no supera las dos horas.

Tabla 37: Tiempo transcurrido entre la artrocentesis y el anélisis de las muestras de liquido

sinovial, para las observaciones erréneas y las correctas.

ACIERTOS FALLOS P

MEDIA (DESVIACION ESTANDAR) 77(85) 88 (86) 0,46
(min)

6.2.6.5- INFILTRACION DE LOS PACIENTES PREVIA A LA OBTENCION DE LAS

MUESTRAS PARA EL ESTUDIO.

El haber recibido una infiltracién previa de tratamiento puede hacer que confundamos los
cristales de cortocoesteroides con los cristales de urato monosédico o de pirofosfato calcico
dihidratado, por lo que queremos comprobar si el haber recibido o no una inyeccidn de tratamiento
previametne al analisis de la muestra ha podido influir en la obtencién de resultados concordantes
con los del reumatélogo experto.

Tenemos datos acerca de la infiltracion previa o no del paciente en 115 de las 194
observaciones: de ellas hicimos un diagnéstico incorrecto en 11: en 6 no se habia administrado

infiltracion previa y en 5 si. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambas.
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6.2.7.- APLICABILIDAD DE LA GUIA METODOLOGICA DE FEINSTEIN [11] EN UN

ESTUDIO DE VARIABILIDAD DE UNA PRUEBA DIAGNOSTICA DE LABORATORIO.

Como he mencionado al principio del estudio, se ha publicado Unicamente una guia
metodolodgica [11] con los criterios que debe cumplir un estudio de variabilidad observacional si
queremos alcanzar resultados de calidad. Estas recomendaciones no se han puesto en practica
todavia en la determinacién de ninguna prueba de laboratorio y por lo tanto no se ha podido constatar
la dificultad en su aplicacion o sus caracteristicas mas relevantes. Por este motivo, nosotros hemos
realizado un estudio de concordancia de una prueba de laboratorio, con antecedentes controvertidos
por su posible variabilidad observacional, mediante la aplicacion de estas indicaciones de Feinstein
[11].

De cada uno de los criterios mas relevantes de esta guia metodoldgica, hemos estudiado su

aplicacion en nuestro estudio de analisis de cristales en muestras de liquido sinovial:

A) ldoneidad de las muestras estudiadas:

Después de establecer el objetivo especifico del estudio, que consiste en evaluar la
concordancia entre observadores en la deteccién e identificacion de cristales en muestras de liquido
sinovial, es necesario determinar si las muestras analizadas son adecuadas para la realizacién del
estudio, es decir, si reflejan la realidad clinica. El problema surge cuando las muestras elegidas para
el estudio, no coinciden con las que se pueden encontrar normalmente en la practica clinica, ya que
para el estudio se seleccionan muestras de pacientes con sospecha de artropatia por cristales para
asi aseguramos de tener liquidos sinoviales sin cristales y otros con cristales de urato monosoédico y
con cristales de pirofosfato célcico dihidratado en cambio, en la practica las muestras patolégicas no

suelen ser la mayoria.

B) Partes del andlisis:
Antes de iniciar el estudio es necesario especificar que se trata de un estudio de variabilidad
observacional y que la reproducibilidad de la técnica que estamos evaluando ya ha sido estudiada. En

este caso, el uso del microscopio en la deteccion e identificacion de cristales esta estandarizado, por
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lo que no es necesario analizar nuevamente su reproducibilidad y solo nos centraremos en el estudio

de la concordancia entre los observadores.

C) Caracteristicas de las observaciones realizadas.

Es importante que todas las observaciones se realicen de manera independiente y ciega ya
que solo asi se puede determinar la variabilidad de las observaciones efectuadas. En nuestro estudio
se mantuvo este enmascaramiento hasta el final del analisis mediante la anotacion del resultado de
cada observador en registros independientes y la entrega de las muestras sin ninguna identificacion
aclaratoria. Esta informacion se considera un requisito imprescindible y aunque es sencillo incluirla en
cualquier estudio, esta ausente en muchos de los trabajos previos. En este caso, no fue dificil
mantener el enmascaramiento, ya que los analistas reciben las muestras identificadas unicamente
con un cédigo que anota el reumatélogo y evaluan las muestras de manera individualizada y a

distintos tiempos.

D) Caracteristicas de los observadores participantes.

Debido a que se trata de un estudio de variabilidad observacional, es muy importante definir
el grado de experiencia y formacion de los observadores participantes en el estudio. Este es un punto
del que adolecen los trabajos previos y quizas la causa de la inconsistencia de sus resultados.

En el presente trabajo los observadores no tienen experiencia previa en este tipo de analisis,
pero un reumatélogo con amplia experiencia en este campo se ha encargado de su instruccion.
Durante el curso formativo ha sido importante después de explicar de manera teérica los dos pasos
en los que se compone el andlisis de muestras de liquido sinovial, deteccion e identificacion de
cristales, hacer un seguimiento practico de los observadores hasta que el patron de referencia
considera que han adquirido los conocimientos necesarios. De esta manera se ha podido comprobar
como, cuando los observadores han sido entrenados en la deteccion e identificacion de cristales en
muestras de liquido sinovial, sus resultados son consistentes. Pensamos que es uno de los puntos
donde mas dificultad hemos encontrado, ya que no es facil determinar que el grado de formacién

alcanzado por los observadores sea suficiente para realizar la prueba diagnostica. En este trabajo,
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una vez analizadas las primeras veinte muestras de liquido sinovial se revisan los resultados para

confirmar que los analistas han sido capaces de detectar e identificar los cristales adecuadamente.

E) Escala de expresion de los resultados obtenidos y del desacuerdo alcanzado entre los
observadores participantes.

Otro de los puntos clave en la realizaciéon de un estudio de variabilidad observacional es la
elecciéon mediante consenso de cdmo expresar las observaciones realizadas. Es un punto que se
debe aclarar previamente al comienzo del estudio y debe ser idéntico para todos los participantes. Se
trata de un requisito que hay que tener en cuenta en la fase de preparacion del estudio y que también
es sencillo de llevar a cabo.

En nuestro trabajo se expresan las observaciones realizadas en un cuaderno de anotaciones
para cada uno de los analistas, donde se formulan los resultados de la misma manera: es necesario
examinar 30 campos del microscopio para confirmar ausencia de cristales. Ademas indican si el
numero de cristales encontrados en el primer campo es mayor 0 menor a cinco.

Antes del inicio del trabajo se debe llegar también al consenso de la definicidon de desacuerdo.
En este caso definimos previamente que dos observadores van a tener discrepancias cuando sus
resultados de deteccion de cristales (presencia o ausencia de cristales) y de identificacion (tipo de
cristal) sean distintos. Otras variables como es el nimero de campos necesarios observar para
detectar o identificar un cristal no implicaran desacuerdo, pero ayudaran a describir la dificultad del

analisis.

F) indice de concordancia entre los observadores participantes.

En un estudio de variabilidad observacional es imprescindible el calculo de un indice que nos
cuantifique la concordancia entre los participantes, ya que solo asi podremos saber si nuestro estudio
es correcto. En este caso, hemos elegido para expresar la variabilidad entre los analistas el indice
kappa: nuestros resultados muestran un alto nivel de concordancia entre los resultados obtenidos por

los cuatro observadores después de su entrenamiento.
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G) Procedimiento realizado en el estudio de la variabilidad de la deteccién de cristales en
muestras de liquido sinovial.

Todo estudio de variabilidad se compone de dos fases: en un primer paso, seleccionamos y
obtenemos las muestras a estudio y realizamos las observaciones, y en un segundo paso,
transformamos las consideraciones obtenidas en resultados. Estas dos secciones deben estar
definidas previamente a la realizacién del estudio.

En nuestro trabajo y en referencia a la obtencion de las muestras, hay que resaltar que el
analisis de las muestras se realizd casi inmediatamente después de su extraccion (en un tiempo
maximo de dos horas), por lo que no influyé en la obtencion de resultados correctos o erréneos. En
cuanto a la realizacién de las observaciones, el procedimiento de dos pasos seguido por nosotros en
el analisis de cristales (primero deteccién de los cristales y después identificacion de los cristales
detectados) puede ser determinante de los buenos resultados obtenidos.

Respecto a la obtencién de resultados, es importante que previamente se hayan definido los
conceptos de acuerdo y desacuerdo en las observaciones realizadas para luego poder expresarlos

mediante el indice kappa.

H) Mejoras y recomendaciones de la técnica evaluada.

Después de la realizacion de un estudio de variabilidad y analizar las posibles causas de sus
inconsistencias, se deben establecer una serie de recomendaciones para su mejora. En nuestro
trabajo, para aumentar la reproducibilidad es importante establecer las normas del procedimiento con
que se realiza la prueba y sobre todo formar a los observadores para que adquieran los

conocimientos suficientes.
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7- DISCUSION
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Esta tesis doctoral ha tenido como objetivo principal el estudio de la metodologia diagndstica
aplicada a las pruebas de laboratorio realizadas en los Servicios de Analisis Clinicos. Para ello, por un
lado hemos analizado el estado de la calidad metodolégica de los articulos que estudian pruebas de
laboratorio, y por otro hemos estudiado la consistencia en el diagnostico de una prueba determinada
de laboratorio. Resaltar que este es el primer estudio que se centra en la evaluacién de pruebas
diagnésticas de laboratorio, lo que puede conducir a un mejor conocimiento de su metodologia, y por

lo tanto a una mejora de sus deficiencias.

Respecto a la primera seccién del trabajo, destacar que el analisis de los resultados
obtenidos indica que se ha producido una mejora apreciable en la calidad metodoldgica de la
investigacion, comparable con la encontrada en revisiones previas [5, 7, 8], aunque este avance es
compatible con algunas deficiencias: los articulos analizados de las dos revistas nacionales, Medicina
Clinica y Revista Clinica Espariola, muestran una escasa mejora en su metodologia a nivel general,
aunque si se observa algun avance en algunos criterios de manera individual; en el ambito
internacional, se ha producido una mejora significativa de la metodologia diagnéstica de los trabajos
evaluados a partir del afio 2002 y en concreto en la revista Clinical Chemistry, publicacién desde la
gue mas esfuerzos han surgido para aumentar la calidad diagndstica. Tanto a nivel nacional como
internacional, destaca la deficiencia que muestran dos criterios con gran relevancia en los estudios de
exactitud diagndstica; se trata de la descripcidn de la procedencia de los sujetos que participan en los
estudios y la presentacion o no de los resultados indeterminados obtenidos en la evaluacion de una
prueba de laboratorio.

Por otro lado, hay que destacar también la comprobacion de un aspecto que esperabamos
encontrar y que constituye uno de los principales problemas de las investigaciones efectuadas en los
Servicios de Analisis Clinicos: la falta de comunicacién entre el clinico y el laboratorio. Este se ha
reflejado en el diferente cumplimiento de determinados criterios metodoldgicos en funcion del ambito
donde se ha realizado la evaluacion de la prueba diagnostica.

Por ultimo, la utilizacion en la evaluacion de articulos concretos de dos guias metodoldgicas,

ha supuesto la constatacion de la dificultad de aplicacion de algunos de sus criterios, que se ha

144



Valoracién de pruebas diagndsticas de laboratorio Discusion

reflejado en el mayor nimero de discordancias encontradas entre los investigadores participantes en

el estudio.

A continuacion, paso a describir con mas detalle los resultados mas relevantes obtenidos en

el trabajo.

Como he comentado, no se ha producido un cambio significativo en la metodologia
diagndstica de los trabajos publicados en las dos revistas nacionales de caracter médico general
evaluadas, cuando comparamos con los resultados obtenidos en revisiones previas [5, 7, 8]. La
explicacion puede estar en que no ha transcurrido el tiempo suficiente para que se incorporen a la
investigacion las recomendaciones que surgieron de estas revisiones, o las indicaciones que grupos
editores iniciaron en el afio 1997 [24], o que estas no han tenido tanta repercusion en estas revistas.
Sin embargo, si analizamos los criterios de manera individualizada, si que se refleja un esfuerzo por
mejorar en determinados items como son la determinacion del error estandar de los parametros de
exactitud diagnostica obtenidos y la descripcion de las caracteristicas clinicas y demograficas de los
pacientes, que permite que se calculen los valores de sensibilidad y especificidad diagndstica para

cada subgrupo de la poblacién en funcion de sus rasgos.

Centrandonos en el ambito internacional, y con referencia a los resultados obtenidos,
comprobamos como no se han producido mejoras estadisticamente significativas entre los afios 1996
y 2001 en las dos publicaciones analizadas, Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine, asi como tampoco para cada uno de los items metodoldgicos examinados de manera
individual. Esto puede ser debido a que, aunque las recomendaciones de mejora de calidad
metodoldgica por parte de los editores se hicieron en los afios 1997 y 2000 [24, 25], no se han
incorporado todavia a los trabajos de evaluacién diagnéstica. En cambio, constatamos como la
calidad de la metodologia diagnéstica mejora sobre todo a partir del afio 2002, donde este avance es
estadisticamente significativo, pudiendo reflejar ya los efectos positivos del impacto de las
intervenciones especificas de los editores de las revistas. Esta idea se ve reforzada por la diferente

calidad encontrada en las dos revistas internacionales de laboratorio evaluadas: Clinical Chemistry
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mejora a lo largo del periodo de estudio y no lo hace Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. Hay
que tener en cuenta que, Clinical Chemistry incluyo criterios similares a los de Reid y colaboradores
[5] en sus instrucciones a los autores en 1996 y en los afios 1997 y 2000 publico versiones
preliminares del listado de calidad de los 25 estandares de STARD [24, 25]. En cambio, Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine no comienza a abogar por una investigacién de calidad hasta la
publicacién de los criterios de STARD a principios del aio 2003 [170].

Resultados similares aunque en otra area de investigacion, fueron observados por Moher y
colaboradores [171] y Altman y colaboradores [172], que demostraron cémo la calidad de los trabajos
publicados en revistas que promovieron los Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT)
(BMJ, JAMA, y Lancet) mostraban mayor mejora que aquellos que no abogaban su uso (New
England Journal of Medicine).

Si analizamos, al igual que hemos hecho con las publicaciones nacionales, los criterios
metodoldgicos aplicados de manera individual, observamos como también han mejorado de forma
significativa los criterios referentes a la descripcion de las caracteristicas de los pacientes y al calculo
de la precision de los parametros de sensibilidad y especificidad diagnostica. Respecto al primero de
ellos, todavia hace falta incidir mas en su cumplimiento, ya que a pesar de la importancia que tiene en
un estudio de exactitud diagnéstica, apenas supera el 70% de los trabajos analizados. Este criterio se
refiere a la generalizacion de los resultados y no a la posibilidad de que el estudio pueda producir
resultados erréneos, ya que una descripcion adecuada de los sujetos que participan lo que va a
permitir es que los indices de sensibilidad y especificidad diagndstica tengan mayor aplicabilidad
clinica. En referencia a la determinacién del error aleatorio, ha sido una de las cuestiones mas
olvidadas en los estudios sobre pruebas diagndsticas, sin embargo en estos trabajos se ha observado
una mejora significativa, importante si tenemos en cuenta que el objetivo de medicion de estos
estudios es medir proporciones (sensibilidad y especificidad diagnéstica) y la forma mas informativa
de cuantificar el error aleatorio sera estimando los intervalos de confianza alrededor de estas
proporciones.

Reflexién aparte merece el criterio referente a la determinacion de la reproducibilidad de una
prueba de laboratorio. Aunque es un criterio que se cumple ampliamente en los trabajos estudiados,

llama la atencion la disminucién, aunque no estadisticamente significativa, de su seguimiento a partir
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del afio 2002. Debido a la importancia que tiene esta caracteristica, ya que el valor de una prueba de
laboratorio puede depender de su capacidad de dar siempre el mismo resultado, seria necesario
verificar si este alejamiento en su cumplimiento es un hecho que se ha producido de manera aislada

en el afo 2002, o es una tendencia que se ira observando en los siguientes afios.

Tanto en los articulos publicados en revistas nacionales de medicina general, como en los
que aparecen en las revistas internacionales de laboratorio, llama la atencion el escaso cumplimiento
de dos criterios metodolégicos de gran importancia en los estudios de exactitud diagndstica. El
primero de ellos, es el item que describe la procedencia de los pacientes evaluados. Es decir, el
criterio que ha seguido el autor para seleccionar finalmente a los sujetos, asi como especificaciones
que nos aclaren si esta muestra refleja o no la poblacion real. El que no se especifiquen estos datos,
tiene como consecuencia que el clinico no sepa si los resultados descritos en un articulo que evalua
una determinada prueba se pueden aplicar a su practica diaria, cuando la situacion ideal en la
valoracién de una prueba diagndstica es realizarla en una poblacién similar a la que luego pretende
aplicarse la prueba. El segundo criterio, se refiere a la presentacion o no de los resultados
indeterminados obtenidos en un estudio. Es importante especificar todos los resultados que se han
obtenido, incluidos aquellos que no quedan claros por ser equivocados o no diagndsticos, ya que la
prueba puede tener una baja efectividad clinica si sus resultados no pueden ser interpretados.
Realmente no hay causa que explique estas deficiencias, pero se ha observado como la definicion de
la procedencia de los pacientes se refleja mas en aquellos articulos que se realizan en
departamentos clinicos, por lo que hay que incidir nuevamente en la importancia que tiene la
comunicacién entre el clinico que trata a los sujetos y el analista que realiza la prueba en el
laboratorio. En cuanto a la descripcidn de los resultados indeterminados obtenidos al evaluar una
prueba diagndstica, aunque es un concepto ya descrito por Reid y colaboradores [5] y recomendado
tanto en STARD [32] como en otras guias metodoldgicas aparecidas recientemente, como es el caso
de QUADAS (Quality Assesment of Diagnostic Accuracy Studies) [173], quizas no ha sido un

parametro especialmente bien definido y sobre el que se haya valorado su importancia real.
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Como he referido, encontramos un diferente cumplimiento de determinados criterios entre
aquellos estudios realizados en servicios analiticos, y otros que se llevan a cabo en departamentos
exclusivamente clinicos. Esto ha reforzado la hipétesis de que la separacion existente entre estos dos
tipos de centros conduce a una deficiencia en la calidad de sus investigaciones. Hemos podido
comprobar como aquellos criterios definitorios de las caracteristicas demograficas de los sujetos y sus
criterios de inclusion y exclusion o su procedencia, aparecen mejor especificados en aquellos trabajos
que se han realizado en servicios clinicos hospitalarios o que se publican en revistas de caracter
médico general. Otros, como son la determinacién de la reproducibilidad de la técnica analitica o una
mejor definicion de la prueba con la que se compara el test diagnostico que se evalla, se especifican
mejor en los trabajos realizados en laboratorios. Esto, se puede explicar por la procedencia de los
individuos de consultas o unidades de ingreso hospitalarias, datos mas cercanos a los clinicos. El
laboratorio, en cambio, tiene un menor acceso a estas caracteristicas clinicas y demograficas de los
pacientes, pero si cuida mas los aspectos relativos a la realizacién de la técnica como son el calculo
de su reproducibilidad o la definicion de dicha prueba, datos que muchas veces no llegan al clinico, o
a este no le interesan tanto. Aunque hay que resaltar el interés que desde los servicios clinicos se
esta poniendo en la investigacion clinica, y que se manifiesta en un mayor calculo de la precision de

los resultados y de parametros de exactitud diagndstica como son los valores predictivos.

Con la realizacion de este trabajo, ademas de analizar la calidad diagndstica de la
evaluacioén de pruebas de laboratorio y constatar si ha habido alguna mejora en este campo, hemos
querido describir la aplicabilidad de las guias metodolégicas empleadas. Esta, se ha podido valorar
cualitativamente mediante el analisis de la concordancia de los investigadores en la evaluacién critica
de los articulos y por lo tanto, con la descripcion de sus principales discrepancias. Si conocemos con
exactitud todos los criterios que debe cumplir un estudio de exactitud diagndstica de una prueba de
laboratorio, los investigadores podran aplicarlos al disefio de sus estudios, mejorando el rigor
metodoldgico de la investigacion y aumentando la calidad en la comunicacion de sus resultados.

Recordamos que para la realizacion del estudio aplicamos tanto la guia de estandares
metodoldgicos utilizada por Reid y colaboradores [5], como una serie de recomendaciones propia de

los autores [7, 8]. La guia de recomendaciones que actualmente esta en vigencia para la publicacion
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de articulos de diagndstico y que esta respaldada por diversos grupos editoriales es el STARD
(Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy) [32]. Ademas, casi al término de esta tesis doctoral
ha surgido una nueva iniciativa para el estudio de la calidad metodoldgica de los estudios de exactitud
diagnostica que se incluyen en revisiones sistematicas, QUADAS (Quality Assesment of Diagnostic
Accuracy Studies) [173]. Estas dos guias metodolégicas comparten muchos de los criterios que
hemos aplicado en este trabajo, pero todavia no se ha estudiado su aplicabilidad a estudios concretos
de pruebas de laboratorio, ni los problemas que pueden surgir en el empleo de sus criterios, por lo
que este analisis nos permite describir los beneficios y problemas metodoldgicos de éstas. A esto hay
que anadir que, en la guia STARD [32] apenas aparecen definidos cada uno de los 25 items que la
componen, ya que solo se muestra un ejemplo del cumplimiento de cada uno de ellos, lo que puede

suponer una dificultad afiadida en su empleo.

Entre todos los parametros aplicados en este trabajo, destacan algunos en los que hemos
encontrado mas dificultad en su uso, y que por lo tanto, deberian definirse mejor para su aplicacion
en posteriores evaluaciones:

Uno de los principales problemas que ha surgido se refiere a la determinacién de si la
evaluacion diagnéstica realizada esta o no justificada. Como he comentado previamente, es
necesario que cuando se presenta un analisis de una prueba diagnostica, el autor especifique
claramente si es la primera vez que se analiza o si hay estudios previos y qué aportan. Solo si esta
especificacion aparece en el trabajo, podremos considerar que cumple el criterio referente a la
justificacion de la prueba diagndstica. Es importante tener en cuenta que muchas veces, aunque los
autores indican que se trata de un test nuevo, en el apartado de referencias bibliograficas aparecen
citas previas que también lo han estudiado. Pensamos que la consecucion de este parametro aunque
no interfiere en la consecucion de unos resultados de calidad, es importante por la valoracion del
papel clinico que puede jugar una nueva prueba de laboratorio, ademas de permitir conocer los
aspectos mas relevantes en la actual investigacion diagndstica. Aunque es un criterio que no se
refleja en ninguna de las nuevas guias metodolégicas que han ido apareciendo, pensamos que es

una caracteristica importante y que si deberia incorporarse a este tipo de estudios.
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Encontramos también dificultad en valorar si un articulo ha definido claramente o no qué
prueba se toma como patron de referencia para distinguir a los pacientes con enfermedad de los que
no la tienen. Este criterio, forma parte de la guia establecida por los autores [7, 8], pero no de la de
Reid y colaboradores [5]. Sin embargo, aunque se ha incorporado ya a la guia STARD [32], es en los
nuevos criterios de QUADAS [173], donde ha cobrado mas importancia, o que consideramos un
acierto. En esta, al igual que en la guia establecida por los autores [7, 8], se estudian varias
caracteristicas de esta prueba estandar ademas de su definicion como son el estudiar si la prueba
que se evalua forma parte de su definicion, lo que aumentaria el acuerdo entre esta prueba de
referencia y la diagnostica, sobreestimando por lo tanto los parametros de exactitud diagnéstica, y si
se ha aplicado el test 0 no a todos los sujetos que forman parte del estudio. Creemos que es un
parametro relevante en este tipo de investigaciones, ya que a veces estas pruebas estandares son
muy complejas debido a que estan formadas por un conjunto de pruebas complejas, las cuales
muchas veces en la clinica no se aplican a todos los pacientes.

Otra discordancia entre los participantes en el estudio, la encontramos en referencia a si se
han descrito o no los filtros que el investigador ha empleado para elegir a su muestra de estudio. En
este apartado, hay que ser estrictos, ya que se deben especificar claramente, tanto en el grupo de
estudio como en el grupo control (en caso de que lo haya). Este parametro, corresponde a la guia
establecida por Reid y colaboradores [5], y también forma parte de STARD [32] y de los items de
QUADAS [173]. Nosotros pensamos que ademas de establecer estos criterios que han llevado a los
autores a seleccionar a los pacientes, también es muy importante definir el ambito del que proceden
los sujetos, ya que para su aplicacidon en otros contextos, es importante conocer si el primer centro al
que acudieron fue un centro de salud, de especialidades... entre otros. Esta Ultima caracteristica
también forma parte de STARD [32], lo que consideramos un paso en la consecucion de una

investigacion de calidad, pero falta quizas que la defina con mas claridad.
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Es primordial explicar a continuacién las limitaciones que tiene nuestro estudio, y que aunque

hemos intentado minimizarlas, han podido tener influencia en los resultados obtenidos.

Como se ha podido ver, los afios de estudio de los articulos a nivel nacional e internacional
no pertenecen al mismo periodo, aunque abarcan una etapa parecida y por lo tanto son comparables.
Esto es debido a la realizacién de estos estudios en distintos momentos: el analisis en revistas
nacionales, se hizo primero con el objetivo de evaluar el cambio producido en la investigacion
espanola, eligiendo para ello el periodo de tiempo de 1997 al afio 2000. Al constatar la publicacion de
diversas recomendaciones en este campo, realizamos un segundo estudio analizando los cambios
producidos en el ambito internacional entre los afios 1996 y 2001. Mas adelante, y por consejo del

editor de Clinical Chemistry, ampliamos la evaluacion al afio 2002.

Aunque las revisiones previas estan realizadas en revistas de caracter médico general, para
la segunda parte de la revision metodoldgica hemos elegido dos revistas de ambito exclusivo de
laboratorio, Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. La razén esta en que el
mayor esfuerzo para la mejora de este tipo de investigacion parte de los profesionales de laboratorio y
es en sus publicaciones donde observariamos una mayor mejora. Ademas, esta eleccion nos ha
permitido analizar qué aspectos de la guia metodoldgica que aplicamos aparecen reflejados en una
mayor proporcion en estas revistas de laboratorio y cuales en publicaciones de caracter

principalmente clinico (Revista Clinica Espafiola y Medicina Clinica (Barcelona)).

Otra de las dificultades aparecidas en este estudio, se refiere a la variabilidad de los
investigadores que hemos participado en la evaluacién de los articulos. Pensamos que el trabajo
realizado consistente en diversas reuniones para tratar las posibles discrepancias que surgian, asi
como el analisis de cada articulo por al menos dos investigadores independientes, y que en caso de
discordancia era analizado por un tercero, ha reducido esta variabilidad, obteniendo una

concordancia superior al 80%.
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Una vez finalizado el trabajo, nos planteamos futuras lineas de investigacién dentro del

campo del diagnéstico de laboratorio.

La iniciativa STARD [32], que elabora una guia compuesta por 25 criterios metodolégicos que
deben seguir los estudios de diagndstico, ha aparecido publicada en diversas revistas en enero del
afio 2003. Ademas, estan surgiendo otras herramientas para la evaluacion diagndstica, como
QUADAS [173], que establece 14 criterios necesarios para la obtencion de una adecuada calidad
diagnéstica en los articulos de exactitud diagndstica que van a formar parte de revisiones
sistematicas. Debido a la amplia difusion de estos nuevos criterios, es necesario aportar mas
informacion para validar su aplicabilidad y utilidad en los articulos que evalien pruebas de
diagnéstico. Este proceso de validacion deberia incluir la aplicacién de estos items metodolégicos a
una muestra de estudios de diagnéstico, tal y como se ha hecho en este trabajo, centrandose sobre

todo en la medida de la consistencia y fiabilidad de los criterios.

Por otro lado, la practica clinica se esta viendo transformada por la rapida expansion de
nuevas y sofisticadas tecnologias que ofrecen muchas opciones para las nuevas evaluaciones
diagnésticas. Hay que destacar el gran avance en el conocimiento genético de la enfermedad, que se
traduce en el desarrollo de nuevos tipos de pruebas diagndsticas, que necesitan estudiar su validez y
utilidad antes de aplicarse a la clinica.

Aunque como hemos estado viendo en este trabajo, varios grupos han tratado las pautas
para la evaluacion de areas del laboratorio clinico, no existen recomendaciones para cubrir el
espectro de los estudios epidemioldgicos del genoma humano. Por lo tanto, debido a la ausencia de
una revision de calidad, es necesario iniciar un estudio que permita la correcta aplicacion de las
pruebas genéticas y moleculares a la practica clinica. Para ello, va a ser necesario determinar la
idoneidad de los criterios existentes, y definir otros mas adecuados para el analisis de pruebas

genéticas y moleculares [174, 175].
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En la segunda parte de este trabajo hemos realizado un estudio de variabilidad
observacional cuando se analizan muestras de liquido sinovial para la deteccion e identificacion de

cristales de urato monosaddico y pirofosfato calcico dihidratado.

Hemos podido comprobar la elevada consistencia en las observaciones de los analistas
participantes que han recibido una formacién adecuada, cuando examinan las muestras de liquido
sinovial mediante el uso sucesivo del microscopio éptico y polarizado. Las guias basicas de analisis
de cristales en dos pasos, deteccion e identificacion de los mismos, han demostrado ser validas para

la realizacion de la técnica.

La puesta en practica de los criterios metodolégicos de Feinstein [11] ha demostrado su
idoneidad para la realizacidon de un estudio de concordancia, aunque con algunas dificultades en su
aplicacion: los aspectos en los que mas problemas se ha podido detectar, son fundamentalmente la
eleccion de muestras adecuadas y el establecimiento del grado de formacién apropiado de los
observadores participantes.

Uno de los problemas principales que podemos encontrar en un estudio de variabilidad
observacional, se centra en elegir una muestra idénea para la formacién del observador, pero que a
su vez refleje la realidad clinica. Aunque para la formacion del analista ha sido necesario contar con
un numero similar de muestras de liquido sinovial sin cristales, con cristales de urato monosaodico y
con cristales de pirofosfato calcico, para asi obtener un parecido grado de experiencia en la
determinacién de todos ellos, estas muestras no suelen representar la practica diaria, donde lo normal
es obtener muestras no patolégicas. Por lo tanto, surge la dificultad de determinar qué tipo de
muestras son las idoneas para el periodo de instruccion. Las muestras aconsejables deberian ser
aquellas de las “zonas grises” del diagnodstico; es decir, aquellas en las que el diagndstico no puede
ser claramente establecido. De hecho, resultaria util para conocer el grado de experimentacion de
cada observador, cuantificar el nimero de aciertos que ha tenido en este tipo de muestras. En otro
tipo de estudios de variabilidad observacional donde las muestras pueden ser guardadas durante
tiempo, como pueden ser muestras histolégicas, seria conveniente recopilar las procedentes de estas

series representativas para utilizarlas con fines instructivos.
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La otra dificultad se centra en la determinacion del grado de formacion de los cuatro analistas,
ya que aunque todos reciben el mismo curso formativo, no todos alcanzan el mismo nivel de
conocimientos. Cada uno adquiere distinta experiencia, sobre todo en funcion del mayor o0 menor
numero de muestras que analiza a lo largo del estudio, y puede ser complejo el precisar cuando un
observador tiene el suficiente grado de practica como para realizar una prueba adecuadamente. En
este trabajo ha sido util la comprobacién, una vez analizada una serie de muestras, de los resultados
obtenidos por los analistas. Pensamos que la principal fuente de la variabilidad obtenida en este

estudio puede ser este distinto grado de instruccion de los observadores.

Respecto a los valores obtenidos en los célculos de exactitud diagndstica, hay que sefialar
que el concepto de deteccion de cristales (es decir si los cristales de pirofosfato calcico dihidratado o
de urato monosaddico estan presentes en la muestra de liquido sinovial que estamos analizando, su
presencia no va a pasar desapercibida) no se ha utilizado previamente, puesto que hasta ahora la
deteccion e identificacion se hacian de manera simultanea considerandose un proceso de rutina. Por
esto, no podemos comparar los resultados de nuestro trabajo en la deteccion de cristales con otros
estudios previos, pero nuestros valores de sensibilidad y especificidad para la deteccién de cristales
son elevados, lo que apoya la utilizacion de la busqueda de cristales en dos pasos.

Nuestra sensibilidad y especificidad para la identificacion de cristales han sido mas elevadas
que las encontradas en estudios anteriores [43][46]. Hay que afiadir que en estos estudios previos no
se menciona la experiencia y el nivel de entrenamiento en el analisis de cristales de los observadores
participantes, uno de los requisitos imprescindibles para la consecucion de un estudio de variabilidad
observacional, segun la guia metodolégica de Feinstein [11].

Tenemos algunos resultados falsos positivos, pero son mas bajos que aquellos divulgados
previamente [45][47] y hay que destacar que es en los cristales de pirofosfato calcico dihidratado
donde se encuentra una mayor dificultad. Cuando utilizamos el microscopio de luz polarizada, se
observan los cristales Unicamente en el 53% de las muestras que los contienen. Por el contrario el
microscopio de luz ordinaria detecto los cristales en el 95% de las muestras de liquido sinovial

analizadas. Estos datos estan en armonia con los datos difundidos previamente y confirman la
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frecuente ausencia de birrefringencia en los cristales de pirofosfato célcico dihidratado cuando los
observamos bajo microscopio de luz polarizada [66].

Estos resultados se ven apoyados con el estudio de otras caracteristicas de nuestro estudio,
como son el mayor tiempo empleado en la deteccion e identificacidon de cristales en el empleo del
microscopio de luz polarizada para el analisis de cristales de pirofosfato célcico dihidratado, ya que la
mayoria no son birrefringentes, y el menor tiempo en el analisis con el mismo tipo de luz de cristales
de urato monosaédico, ya que todos ellos muestran una birrefringencia intensa. Asi mismo tendremos
que observar un menor numero de campos cuando empleamos el microscopio de luz polarizada para

detectar un cristal de urato monosédico que un cristal de pirofosfato calcico dihidratado.

Hemos querido contribuir con este estudio al desarrollo de guias para el analisis de cristales
de urato monosaédico y pirofosfato calcico en muestras de liquido sinovial: el procedimiento de dos
pasos seguido por nosotros en el analisis de cristales (primero deteccion de los cristales y después

identificacion de los cristales detectados) puede ser determinante de los buenos resultados obtenidos.

Los cristales de pirofosfato calcico dihidratado, donde los problemas en la deteccién e
identificacion encontrados en estudios previos son mas comunes, son a menudo no birrefringentes
[66] y consideramos que su deteccion se tiene que basar en la identificacion morfoldgica bajo
microscopio de luz ordinaria. Los cristales de urato monosdédico se detectan muy bien con
microscopio de luz polarizada no compensado, donde brillan intensamente en el campo oscuro [64],
por lo que el microscopio de luz polarizada compensada permite la identificacion adecuada de estos
cristales una vez detectados. Debe tenerse presente que con raras excepciones, los cristales
responsables de artritis pertenecen solamente a estos dos tipos, urato monosddico y pirofosfato
calcico dihidratado [61].

Detectamos bien por lo tanto, las muestras de liquido sinovial que contienen cristales de urato
monosddico segun lo publicado también previamente y aunque en nuestros resultados la tasa de
deteccion es ligeramente mas alta con luz ordinaria, pensamos que la luz polarizada permite una

deteccidon mas facil y debe ser utilizada de manera rutinaria para este propdsito.
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Hay que tener en cuenta que, la identificacion final de los cristales detectados fue anotada
solamente después de la observacién sucesiva con el microscopio de luz ordinaria y el de luz
polarizada compensado. Sin embargo, en la mayoria de las ocasiones después de la observacion con
la luz ordinaria, ya se conoce el tipo de cristal presente en nuestra muestra: por su forma romboidal o
paralelepipeda los cristales de pirofosfato calcico dihidratado son facilmente identificados y solamente
los cristales de pirofosfato calcico dihidratado aciculares se pueden confundir por cristales de urato
monosadico. Es aqui, donde el microscopio de luz polarizada compensado juega un papel definitivo
[59]. Ningunas de las muestras incluidas en este estudio tenian de manera simultanea cristales de

urato monosadico y de pirofosfato calcico dihidratado.

Los artefactos constituyen un elemento importante de confusién para aquellos observadores

que son inexpertos 0 con poca experiencia en el analisis de liquido sinovial.

Podemos concluir segun nuestros resultados, que si no contamos en la practica diaria con un
microscopio de luz polarizada, un observador entrenado puede detectar correctamente los cristales
de pirofosfato calcico dihidratado y de urato monosédico por medio del microscopio de luz ordinaria,

que generalmente suele ser el disponible [165].

Una vez analizados los datos obtenidos, es imprescindible la determinacién de las
limitaciones que ha tenido nuestro trabajo. Solo siendo conscientes de las dificultades en la
consecucion de los resultados, podemos mejorar y alcanzar una investigacion de calidad.

Al interpretar nuestros resultados debe tenerse presente que, los observadores no tienen
ninguna experiencia previa en el analisis de cristales en muestras de liquido sinovial y que realizaron
las observaciones que constituyen la base de este estudio solamente después de un periodo corto de
entrenamiento. Pensamos que con experiencia adicional los resultados habrian sido mejores. De
hecho, la mayoria de los errores ocurrieron durante las observaciones iniciales.

No todas las muestras fueron analizadas por los cuatro observadores debido a diversos

problemas de disponibilidad de los mismos, ya que las determinaciones se llevaron a cabo durante el
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horario laboral. Por lo tanto se puede pensar que alguno de los analistas adquirieron mas experiencia
que otros, aunque todos obtuvieron unos valores similares de concordancia en la deteccién e
identificacion de cristales.

Hay que tener en cuenta a la hora de realizar estudios de este tipo, la dificultad afadida que
conllevan: el poner en marcha un analisis de concordancia entre distintos observadores, implica un
esfuerzo para dichos participantes. Por esto, el investigador principal debe ser el encargado de
proveer las muestras y facilitar el analisis de las mismas, de tal manera que resulte lo mas comodo
posible a los observadores.

Por ultimo sefalar que, hubiéramos querido calcular la sensibilidad y especificidad obtenida
con el uso del microscopio de luz polarizada y con el uso del microscopio de luz ordinaria, para saber
qué tipo de herramienta es mas exacta en la deteccion e identificacion de cristales en muestras de
liquido sinovial. Pero hay que tener en cuenta que aunque de manera tedrica se explican como dos
pasos separados, no son independientes: es decir, los observadores analizan la preparacion con el
microscopio de luz polarizada una vez que la han examinado con el microscopio de luz ordinaria. Por

lo que pierde el sentido el calculo de sensibilidad y especificidad en la identificacion de los cristales.

Después de obtener esta alta concordancia en la determinacion de cristales en muestras de
liquido sinovial por los analistas participantes, podemos constatar la utilidad de realizar un estudio de
variabilidad observacional. Esto nos lleva a sefialar que en futuras investigaciones, antes de la
utilizacion de una prueba diagnéstica en la clinica, se realicen junto con los analisis habituales, un
estudio de reproducibilidad de la técnica. Ademas, si precisa de la interpretacion por parte del
analista, se hace imprescindible un estudio de variabilidad observacional. Sobre todo es importante
incidir cuando se realiza un estudio de este tipo, en el grado de formacién de los observadores

participantes, para que adquieran los conocimientos suficientes.

La obtencidn de estos buenos resultados en una prueba con resultados previos controvertidos

pero de gran utilidad diagndstica, nos indica que la deteccidn de cristales de urato monosédico y

pirofosfato calcico en muestras de liquido sinovial constituye una técnica apropiada para el
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diagnéstico de gota y de artropatia relacionada con el depésito de cristales de pirofosfato. Hay que
resaltar que, aunque actualmente los programas de control de calidad existentes supervisan la
mayoria de las pruebas de laboratorio, el interés demostrado en esta prueba por los laboratorios
clinicos ha sido bajo y no se ha establecido todavia como un procedimiento de rutina. Es necesario,
por lo tanto, que se inicie un programa de control de calidad, que idealmente tendria que incorporar la

formacion de los observadores y el método de analisis.

Quedan algunos aspectos referentes al estudio del liquido sinovial que quedan por estudiar y
pueden ser transcendentes para el diagnostico de las enfermedades reumatolégicas. Como he
reflejado en este trabajo, la mayor dificultad en un analisis de cristales de muestras de liquido sinovial,
se encuentra en la deteccidn e identificacion de cristales de pirofosfato calcico debido a su escasa
birrefringencia. Por esto, se debe valorar si la utilizacion de un microscopio de contraste de fases
puede ser mas apropiado para el analisis de estos cristales. Ademas, no se ha relacionado de
manera sistematica el recuento celular leucocitario con el grado de inflamacion de las muestras de
liquido sinovial. Este dato también es util a la hora de diferenciar las distintas patologias

reumatolégicas.
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No se han producido mejoras evidentes en la calidad metodoldgica de los articulos
publicados en dos revistas nacionales de caracter clinico general, Medicina Clinica y
Revista Clinica Espafola, cuando los comparamos con los resultados obtenidos en
revisiones previas, por lo que todavia no se han debido incorporar las recomendaciones

existentes para alcanzar una metodologia de calidad en la investigacion diagndstica.

Los resultados obtenidos con el analisis de los articulos publicados en dos revistas
internacionales de laboratorio analizadas, Clinical Chemistry y Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine, muestran una mejora significativa en la investigacion diagndstica a
partir del afio 2002, fecha en la cual se habrian incorporado ya las indicaciones

mostradas por los editores en la consecucion de una metodologia adecuada.

Tanto en las revistas nacionales como en las internacionales, destaca un escaso
cumplimiento de dos parametros importantes en los estudios de exactitud diagndstica: la
descripcién de la procedencia de los sujetos que forman parte del estudio y la descripcion

de los resultados indeterminados que han podido surgir en la investigacion.

Las estrategias introducidas por editores para mejorar la calidad de la metodologia
diagnéstica han mostrado ser efectivas, tal y como se refleja en los mejores resultados
obtenidos por Clinical Chemistry, revista de la que parten las principales
recomendaciones. Esto, augura que la generacién del STARD, asi como de otras
herramientas metodologicas como QUADAS, tendran efectos positivos en aquellas

publicaciones que consigan implantar estas guias a sus articulos.

La metodologia de la investigacion de pruebas diagndsticas de laboratorio, muestra
deficiencias en aquellos aspectos clave que reflejan la escasa relacion entre los Servicios
de Analisis Clinicos y los servicios clinicos hospitalarios, lo que hace imprescindible una

estrecha colaboracion entre ellos.

160



Valoracién de pruebas diagndsticas de laboratorio Conclusiones

6-

Se constata la dificultad en la aplicacion de los guias metodoldgicos y por lo tanto, la

necesidad de acompafiar cada criterio de una clara especificacion para su aplicacion.

Una adecuada instruccién de los analistas por un reumatoélogo experto en la
determinacién e identificacion de cristales de urato monosaédico y pirofosfato célcico en
muestras de liquido sinovial, se ha traducido en la obtencion de unos resultados
consistentes, asi como una sensibilidad y especificidad diagnostica para la identificacion

del tipo de cristal superior a la mostrada en estudios previos.

Es importante que en el entrenamiento de los observadores se expliquen los dos pasos
consecutivos pero independientes en que consiste el estudio: primero deteccién de los

posibles cristales, y una vez detectados, identificacion del tipo de cristal qué es.

Los puntos en los que mas dificultad hemos encontrado en este estudio de variabilidad
observacional, se refieren a la idoneidad de la seleccion de las muestras y a la afirmacién
de cuando el grado de instruccién de los observadores es el adecuado para la realizacién

de la técnica.
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10.1.- ANEXO I: PLANTILLA METODOLOGICA DE REID ET AL [5].
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PLANTILLA METODOLOGICA DE REID ET AL [19]

Criterios de inclusion:

1- REPRODUCIBILIDAD Si No
1.2. Tipo de posible variabilidad Observador Instrumento
1.2.1. Técnica de valoracién de la variabilidad del observador:
No Si-acuerdo Si-prueba kappa
1.2.2. Valoracién de la variabilidad del instrumento Si
1.2.2.1.Variacion intra o interensayo:
No Si-baja Si-intermedia Si-alta
2- DESCRIPCION DEL ESPECTRO DEL ESTUDIO Si (23)
2.1. Edad Si
2.2. Sexo Si
2.3. Sintomas clinicos o estados de la enfermedad Si
2.4. Criterios de seleccion y exclusion Si
3- PREVENCION DEL SESGO DE SECUENCIA O VERIFICACION Si
- Cohortes prospectivo Si No
- Cohortes retrospectivo Si No
- Casos y controles Si No
4- PREVENCION DEL SESGO DE REVISION CIEGA Si
- Cohortes prospectivo Si No
- Cohortes retrospectivo Si No
- Casos y controles Si No
5- SE EMPLEA EL ERROR ESTANDAR O INTERVALOS DE CONFIANZA
- NUumero de pacientes estudiados:
6- DESCRIPCION DE RESULTADOS POR ESTRATOS
7- PRESENTACION DE RESULTADOS INDETERMINADOS

- Pruebas diagnésticas aplicadas al hombre Si
- Test con utilidad clinica Si

- Estudio de sensibilidad y especificidad o cociente de verosimilitud Si

- Valoracién pertinente de su inclusion o exclusion

187

Anexo |

No

No
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No

No
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No
No
No

No

No
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Si

Si
Si

No

No
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10.2.- ANEXO II: PLANTILLA METODOLOGICA DE CRITERIOS PROPIOS

DE LOS AUTORES [7, 8]
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PLANTILLA METODOLOGICA DE CRITERIOS PROPIOS [21, 22]
A. OBJETIVOS

A.1. Se especifican los objetivos del estudio: Si  No

A.2. Se justifica la valoracion de la prueba: Si No
B. PATRON DE REFERENCIA
B.1: Se especifica: Si  No
B.2. Se indica si es aceptado: Si  No
B.3. Incorpora pruebas a valorar: Si  No No especifica
B.4. Realizado en toda la serie: Si  No  No especifica
B.5. ¢ Es necesario realizar PR de forma estandarizada?: Si No
C. METODO DE REALIZACION DE LA PRUEBA A VALORAR
C.1. Suficientemente descrito: Si  Si con referencia  No
C.2. Reproducibilidad: Si  No  No procede
C.3. Definicién de término normal: Si No  No procede
C.3.1. Justificacion de la definicion: Si No  No procede
D. DISENO DEL ESTUDIO
D.1. Fase del estudio diagndstico: 0 -1 v
D.2. Direccionalidad: Prospectivo  Retrospectivo Incierto
D.3. Descripcion de la fuente de la poblacién a estudio: Si No Parcialmente
D.4. Se explican los criterios de selecciéon: Si  No Parcialmente
D.5. Se explican los criterios de exclusiéon: Si  No Parcialmente

D.6. Descripcion del espectro de sujetos: Si No Parcialmente

D.7. Sesgo de secuencia: Seguro Sospechoso Improbable

D.8. Comparacion ciega: Si No No se especifica  No procede

D.9. Secuencia: 1° PR 1°PD  Simultanea Incierta

E. RESULTADOS

E.1. Se expresa: Sensibilidad solo Sensibilidad y Especificidad Sustitucién adecuada
E.2. Curvas ROC o coeficiente de verosimilitud: Si No  Prescindible Innecesario

E.3. indice para pruebas conjuntas: Si No Innecesario

E.4. Valor predictivo: Si No Innecesario

E.5. Medicidn del IC: Si-adecuado Si-inadecuado No

E.6. Empleo de indices confusos: Si No ¢Cual?

E.7. Resultados por estratos: Si No Innecesario

F. CONCLUSIONES

F.1. Conclusiones: Correctas Alguna incorreccion Incorrectas Sin conclusiones
F.2. Interpretacién correcta de los indices de exactitud: Si  No

G. ASPECTOS FORMALES

G.1. Empleo de términos confusos sin definirlos: Si  No

G.2. Errores de cuantificacion: Si No
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10.3.- ANEXO lll: PLANTILLA METODOLOGICA CONJUNCION DE

CRITRIOS PROPIOS DE LOS AUTORES [7, 8] Y DE REID ET AL [5].
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PLANTILLA METODOLOGICA CONJUNCION DE LOS CRITERIOS PROPIOS [21, 22] Y DE REID

Anexo Il

ET AL [19](%)
Criterios de inclusién:
- Pruebas diagnésticas aplicadas al hombre Si No
- Test con utilidad clinica Si No
- Estudio de sensibilidad y especificidad o cociente de verosimilitud  Si No
1. OBJETIVOS
1.1. Se especifican los objetivos del estudio Si No
1.2. Se justifica la valoracién de la prueba Si No
2. PATRON DE REFERENCIA
2.1. Se especifica Si No
2.2. Incorpora pruebas a valorar Si No
2.3. Realizado en toda la serie Si No
3. METODO DE REALIZACION DE LA PRUEBA A VALORAR
3.1. Suficientemente descrito Si No
3.2. Reproducibilidad (*) Si No
3.2.1. Tipo de posible variabilidad Observador Instrumento
3.2.1.1. Técnica de valoracién de la variabilidad del observador:
No Si-acuerdo Si-prueba kappa
3.2.1.2. Valoracion de la variabilidad del instrumento Si No
3.2.1.2.1.Variacién intra o interensayo:
No Si-baja Si-intermedia Si-alta
3.3. Definicion de término normal Si No No procede
4. DISENO DEL ESTUDIO
4.1. Descripcion del origen de la poblacion a estudio Si (22) No (<2)
4.1.1. Descripcion de forma de acceso al centro asistencial Si No
4.1.2. La muestra a estudio refleja la poblacién clinica Si No
4.1.3. Criterio de la seleccion final de la muestra Si No
4.2. Descripcion del espectro del estudio (*) Si (23) No (<3)
4.2.1. Edad Si No
4.2.2. Sexo Si No
4.2.3. Sintomas clinicos o estados de la enfermedad Si No
4.2.4. Criterios de seleccion y exclusiéon Si No
4.3. Prevencion del sesgo de secuencia o verificacion — (*) Si No
- Cohortes prospectivo Si No
- Cohortes retrospectivo Si No
- Casos y controles Si No
4.4. Prevencion del sesgo de revision o comparacion ciega (*) Si No
- Cohortes prospectivo Si No
- Cohortes retrospectivo Si No
- Casos y controles Si No
4. RESULTADOS
5.1. Son susceptibles de expresarse de forma continua Si No
5.1.1.Se expresan los resultados como
Curvas ROC Coc. de verosimilitud  Sensi y especi en puntos de corte
5.2. Se valora mas de una prueba con mismo objetivo diagnéstico Si No
5.2.1. Indice para pruebas conjuntas Si No
5.3. Se calculan los valores predictivos Si No
5.4. Se emplea el error estandar o intervalos de confianza (*) Si No
- NUumero de pacientes estudiados:
5.5. Descripcion de resultados por estratos (*) Si No
5.6. Presentacion de resultados indeterminados (*) Si No
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10.4.- ANEXO IV: CRITERIOS DE STARD [25]
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-CRITERIOS STARD [32]

TITULO / RESUMEN:

1- Identifica el articulo como un estudio de exactitud diagndstica.

INTRODUCCION.
2- Objetivos del estudio, tales como estimar la exactitud diagnéstica o la comparacién de

exactitud entre las pruebas o grupos participantes.

METODOS.

Participantes.

3- Poblacién a estudio: Criterios de inclusién y exclusion y lugar (area geografica) donde se
recogen los datos.

4- Recogida de pacientes: sobre la base de sus sintomas, resultados de pruebas previas o por
haber recibido la prueba a valorar o el patron de referencia.

5- Muestras: ¢ la poblacion a estudio es una serie consecutiva? Si no, especifica como se
seleccionan los pacientes.

6- Datos: la recogida de los datos se planifica antes de que se realizara la prueba y el PR
(estudio prospectivo) o después (estudio retrospectivo).

7- PRy su definicion.

8- Especificaciones técnicas incluyen como y cuando se recogieron las medidas y/o otras

9- Definicion de las unidades, y/o categorias de los resultados de las pruebas diagnésticas y el
PR.

10- Numero, entrenamiento y experiencia de las personas que realizan e interpretan los tests y
el PR.

11- Revision ciega.

Métodos estadisticos.

12- Métodos para calcular y comparar medidas de exactitud diagnéstica y los métodos
estadisticos para cuantificar el error (95%).

13- Métodos para calcular la reproducibilidad de los tests.

RESULTADOS

14- Cuando se ha realizado el estudio, incluyendo el inicio y final de la recogida de los datos.

15- Caracteristicas clinicas y demogréficas de la poblacién a estudio (por ejemplo, sexo, edad,
espectro de los sintomas, morbilidad, tratamientos, centros de recogida...)

16- Numero de participantes que satisficieron el criterio de inclusion y que luego recibieron o no
las pruebas diagnésticas y/o el PR; describir por qué los pacientes no recibieron cada prueba

(diagrama de flujo).
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17- Intervalo de tiempo desde la prueba diagnéstica y el PR y cualquier otro tratamiento
administrado entre ellos.

18- Distribucidn de la severidad de la enfermedad (criterio que defina) en aquellos con la
condicién a estudio; otros diagndsticos en los participantes sin la condicién a estudio.

19- Una tabla de los resultados de las pruebas diagndsticas (incluyendo valores indeterminados
o perdidos) con los resultados del PR; para resultados continuos, distribucion de los
resultados de al prueba diagnéstica con los resultados del PR.

20- Cualquier efecto adverso de la realizacion de la prueba diagndstica o el PR.

21- Estimacion de la exactitud diagndstica y medidas de error estadistico (por ejemplo intervalos
de confianza del 95%).

22- Como se tratan los resultados indeterminados, los valores perdidos y otros resultados.

23- Estimacion de la variabilidad de la exactitud diagndstica entre los subgrupos de
participantes, investigadores o centros.

24- Estimacion de la reproducibilidad.

DISCUSION

25- Discusion de la aplicabilidad clinica de los hallazgos del estudio
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10.5.- Anexo V: Lumbreras Lacarra B, Ramos-Rincon JM,
Hernandez-Aguado l. Valoracién de la Metodologia en la investigacion
sobre pruebas diagnodsticas de laboratorio en Revista Clinica Espainola y

Medicina Clinica. Rev Clin Esp 2004;204:472-6.
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COMUNICACION BREVE

Valoracion de la metodologia en la investigacion so-
bre pruebas diagnosticas de laboratorio en
Revista Clinica Espainola y Medicina Clinica

B. Lurmbreras Lacarra’, J. M. Rames Rincen® e . Hernéndez Aguade®
* Servkclo de Anidlists Clinkos. Hospltal General Unlversitario de Allcante. ™ Serviclo de Medicina Intema.

Haospital General Universitario de Elche. Alicante. * Dy
Historia de la Clencla v Ginecologla. Universidad

rtamento de Salud Friblica.
guel Hemdandez, Alicante.

Fundamento. La identificacion de las limitaciones
metodolégicas de la Investigackon diagnostica de
pruebas de laboratorio es la base para gular su
perfecclonamiento vy facilitar la aplicacion de los
resultados a las decislones clinkcas.

Métodos. Se anallzaron 17 articulos publicados en
Reuvista Clinlca Espantola v Medlcina Clinica de
1997 a 2000, en los que se determinaba la
sensibilidad v especificidad de una prueba
diagnostica de laboratorlo. Se aplicaron, de forma
Independiente por tres Investigadores, unos
criterlos de calidad metodolégica estandarizados.
Resultados. Se cbservo una alta frecuencia en el
cumplimlento de algunos aspectos metodologicos
clave: descripcion adecuada del patron de referencia
(88%), de la prueba Investigada (88%), de la
muestra clinka a estudio g?l%{: en la prevenclon
del sesgo de secuencia (82%). La valorackin de
resultados Indeterminados (12%), la reproducibilidad
de la prueba (12%) o la descripclon del origen de la
poblaclén a estudio (6%) fue Infrecuente.
Concluslén. Los d tos metodologicos de la
Investigacion diagnostica de laboratorio podrian
evitarse medlante la colaboraclon con los serviclos
clinicos v modificaciones senclillas de los disefios
de los estudios.

PALABRAS CLAVE: pruchas diagnésticas, laboratorlo,
metodologia.

Assessment of research methology on diagnostic
laboratory test in Revista Clinica Espaniola

and Medicina Clinica

Basis. The Wentification of the methodological
limitations of dlagnostic research on laboratory
tests is the basls In order to guie its enhancement
and facllitate the application of the results to the
clinical declslons.

Methods. Seventeen articles published in Revista
Clinica Espanola and Medictna Clinlca from

1997 to 2000 were analyzed, In which the
sensitivity and specificity of a diagnostkc laboratory
test were determined. Some standardized criteria of
methodological quality were independently applied
by three Investigators.

Results. A high frequency in the fulfillment of some
key methodological aspects was observed: adequate
description of the standard of reference (88%), of
the test Investigated (88%), of the clinical sample
evaluated (71%), and of the prevention of the
sequence blas (82%). The assessment of
Indeterminate results (12%), the test reproducibility
{12%), or the description of the origin of the
evaluated population (6%) were infrequent.
Conduslon. The methodological defects of
diagnostic laboratory research could be prevented
through the collaboration with clinkcal services and
with simple modifications of the trial's designs.

Lumbreras Lacarsa B, Ramos Bincén JM, Herndnder Aquade I Va-
loracién de la metodologia en la investigacién sobre pruebas diag-
nésticas de laboratorio en Revista Clinica Egpancla v Pﬁzdicina Clirg-
ca. Rev Clin Esp 2004:204(5):4 72-6.

KEY WORDS: diagnostic test, laboratory, methodoloagy.

Introduccién

La evaluacion rigurosa de las pruebas diagnosticas de-
beria ser un paso obligado antes de su infroduccién a
la préctica clinica . Esta &rea de investigacion es me-

Comespordencia: [ Hernandez Aguad,

Departaments de Salud Fiblica, Historia de I Ciencia v Ginecologia.
Campue de San Juan,

Faculizd de Medicire da s Universidad Migual Herndndaz.

Cira. de Valerdia, km 8.7

03550 San Jusn de Alicante [Alicants).

Comeo dedtronico: ihermander@umh.es

Aceptods para su publicacian el 16 de eners de 2003
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nos permeable a la mejora en el rigor cientifico a juz-
gar por los resultadeos de las revisiones de los trabajos
publicados en las mejores revistas médicas, que han
evidenciado serias limitaciones metodoldgicas **. El
campo del laboratorio (biequirmica, microbiclogia, inmu-
nologia) retine gran parte de la investigacion diagnestica;
es por ello clave identificar las carencias metodoldgicas
mas frecuentes en este dmbito a fin de orientar la me-
jora de la calidad de la investigacion, v por ende la
aplicabilidad de sus resultados a la toma de decisiones
clinicas.

Este estudic se disefid con el proposito de describir
aquellos aspectos de la investigacién de técnicas de la-
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LUMBRERAS LACARRA B, ET AL, VALORACION DE LA METODOLOGLA EN LA INVESTIGACION SOBRE PRUEBAS
DIAGNOSTICAS DE LABORATORIO EN REVISTA CLINICA ESPANGLA ¥ MEDICINA CLINICA

boratorio mas deficientes y que por tanto mas com-

prometen su validez y aplicabilidad.

Material v métodos

Se ha realizado una valoracion metodolbalca con estandares
aceptados v empleados anterlormente de los estudios que
versan sobre pruebas diagnésticas de laboratorlo, publicados
desde 1997 a 2000 en dos revstas clinicas de ambito na-
cional includas en Sclence Citation Index: Rewsta Clinica
Espanola v Medicina Clfnica.

Seleccidn de los articulos

Los articulos se Wdentificaron mediante el sisterma Hblografico

informetico MEDLINE, con les palabras clave -sensibilidad v

espedficdads (sensitivlty and spectficity) que debian apare-

cer en el titulo, resumen o MeSH. Se incluveron todos aque-

llos articules que comunlcaron Investigaclones sobre pruebes

nc:ljlagnosnms de laboratono aplicadzs a humancs con utllidad
inia@.

Criterios calidad metodolégica

Se aplich a cada articulo una ficha metodolégica anexo 1)
basada en la conjuncion de los 7 estandares de Reid et al®
v de la guia de caldad de Hernandez v Garcia®. En cues-
tlones comunes con el cuestionario de Reld et al se siguen
las definiclones de éste, ya que se han aplicado conjunta-
mente. Se consideran 5 apartados:

1) Objetivos. Se consldera especificado cuando de forma
precisa se Indica el problema diagnéstico v la prueba a (n-
vestlgar para soluclonarlo, v Justiflcado sl los autores sefialan
explicitamente que =& trata de una prueba nueva, de una
usada anterlormente con aplicackén novedosa o de una arr
tigua con controversias en su aplicaclan.

2) Patron de referencla. Se Juzza espedficado cuando se
detalla en qué conslste la aplicacion de esta prueba estandar,
tanto en los suletos como en los controles (en caso de que
los hawa). Se previene el sesgo de Incorporaclén cuando en
su defirictén no estd incliido alguno de los resultados de la
prueba diagnéstica a valorar. Se consldera reallzado en toda
Ia serle cuando se espacifica que se realiza de manera siste-
matica en todos los pactentes del estudio.

3) Método de realizactén de b proeba a valorar. En pruebes
nuevas se considera descrito sl se detalla lo suficlente como
mara poder reproducirse. Se mide la reproductbilidad de la
prueba sl se caleul la varlabilidad Interobservador o de
I téenica.

4) Diseflo del estudio. Se considera descrito el orlgen de la
poblactsn a estudio cuando se cumplen dos de las siquientes
tres condiclones: descripclén de |as formas de acceso de los
maclentes, la muestra refleja la poblacién dintea real v se ex-
plica el procedimiento de seleccion final de la muestra. Se
cumple el criterto de descripetén del espectro de los sugetos
cuando se describen tres de las siguientes circunstanclas: dis-
tribuctén por edad, por sexo, resumen de sintomas dinicos o
estadios de b enfermedad v eriterios de selecclén v exclustén.
En la prevenclon del sesgo de secuenci o verlficacién diag-
néstica en estudlos de cohortes se acepta el criterio sl a to-
dos los sujetos se les practica la prueba diagndstica v el pe-
trén de referencla. En los estudics de casos y controles st la
prueba diagnéstica precede a la prueba de referencla se
cumple el estandar sl la verificactén de la enfermedad se re-
allza con independencla del resultado de la prueba diagnds-
tica; si la prueba de referencia precede a la diagnestica el
crédito se obtlene cuando los resultados de esta estan estra-

00 Bev Chr Esp 2004, 204(9):472-6

tificados de acuerdo a los factores clinicos que Induacan a la
realizacion de la prueba de referencia.

En la prevencion del sesao de revisidn para estudios de co-
hortes prospectivos en los que el pactente recibe primero la
prueka diagnostica, el estindar es aceptado 4 la prueba de
referencia se evalia Indeperdientemente. En estudios pros-
pectivos 9 la prueba de referencla precede a la diagnéstica
v en las serles de casos v contrales, se cumple sl aparece
una afirmacion de la independencia de la interpretacion de
los resultados.

5 Resultados. St la prueba diagnostica es susceptible de ex-
presar sus resultades de forma continua o discreta en varlas
categorias se valora s1 se presentan los resultados en forma
de curvas ROC, coclente de werosimiltud o calculo de sen-
sihilidad v especficidad en distintos puntos de corte, Cuan-
do sz evalia mas de una prueba con el mismo objetive diag-
néstico se valora sl se presentan indices de exactitud para
expresar los resultados conuntamente. Bl caleulo del valor
predictive de una prueba es necesarlo cuando la muestra a
estudio representa a la poblacién cinica real v por tanto de-
be calcularse. Se consideraran que los resultados aparecen
distibuldos per estratos cuando los indices de exactitud se
expresan seain distintos subarupos clinlcos o demograficos
de la poblackén. El criterlo de la preciston de los resultados
se cumple cuando se presenta la precisian estadistica de las
estimaclones de los indlces de exactitud mediante el calculo
del intervalo de conflanza o error estandar. Deben describir-
se todos los resultados tanto los positives v negatlvos como
los indefinidos, especificando 51 hay o no resultados indeter-
minades o dudosos y comunicar como se anallizan.

Variabilidad de los observadores

Los trabajos fueron revisadeos Independientemente por los
tres evaluadores participantes en el estudio. A continuacién
se ponian en comin los resultados para cada uno de los
iterms, v en caso de discordancia en la respuesta se llegaba
a un consenso. Bl porcentaje de concordancla stmple fue del
1% (en los criterios de Reid et al se obtuvo un 86% de
acuerdo simple v en los criterlos proplos un 73%).

La creacian, gestién de la base de datos y los analisis esta-
disticos de los resultados se efectuaron con el programa
Eptlnio 2000,

Resultados

Durante el periodo de estudic (de 1997 a 2000) se han
publicado un total de 1.917 articulos en la revista Me-
dicina Clinica v 949 trabajos en la Revista Clinica Es-
paniola. De éstos, v tras aplicar los criterios de inclusion
v exclusion previamente comertados, analizames un
total de 9 trabajos de la primera v 8 de la sagunda re-
vista,

Leos procedimientos evaluados fueron de microbiolo-
gia (7; 45%), sequido de bioguimica (5; 30%), rmu-
nologia, hormonas v hematologia. El nimero medio
de pacientes/muestras fue de 224, con un rango
comprendido enfre 33 y 1.022.

En la tabla 1 se muesiran los resultados chterides. Los
objetivos se especifican en todos los articulos, pero en
solo 8 147%) se justifica la necesidad de evaluar la
prueba. Los aspectos relacionados con el patrén de
referencia y la prueba diagnéstica mestraron una ca-
lidad alta, particularmente en la especificacién de sus
descripriones. Sin embargo, poocs estudios [ 12%)
analizaron la reprc:lucibﬂic? e la prueba evaluada.
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LUMBRERAS LACARRA B, ET AL VALORACION DE LA METODOLOGIA EN LA INVESTIGACION SOBRE PRUFBAS
DIAGNOSTICAS DE LABORATORIO EN REVISTA CLINICA ESPANOLA Y MEDICINA CLINICA

ANEXO 1

Criterios para la valoracion de estudios sobre pruebas diagnésticas

Criterlos de Inchisién (*)
Pruchas disgnésticas aplicadss al hombre
Pruchas con utilidsd clinka

Estadio de sensibilidad v especificidad o coclente de verosimilitud

1) (]:-Sjethos
e esperifican ks chjetives del estudic
Se Justifica la valoracidn de la prueha
2) Patron de referencia
Se esperifica
Incarpera pruchas a valomr
Realizado en toda s sene
3) Método de realizacién de la prueba a valorar
Suflclentemerte descrite
Repreducibilidad (7)
Tipo de posible varshilidad
Técnka de waloradan de la varabilidad dd cbeervadir:
Valoracltn de la variabilided del instrumento
WVaracién Intra o Interensayo
Defiricién de término nommal
4. Diseiio del estudio
Descrpoion del ongen de la poblecian a estodio
Deseripeldn de a de acceso al centro asistencial
La muestra a estudio reflega b poblacién clinea
Crterlo de la selecoién final de s muestra
Deﬂchﬁn del espectro del estudio ()

Sewo
Sintomas clincos o estades de la enfermedad
Crterios de selecciin v exchsitn
Prevencién del sesgo de secuervia o vertficacién (7
proapective
Cohortes retrospectiva
Casos v controles
Prevencién del sesgo de revi=tén o comparacién ciega (°)
proapective
Cohortes retrospectiva
Casos y controles
5) Resultados
San susceptibles de expresarse de farma continua o discreta
en dos o més categoras
Se expresan los resultados como

Se valara més de una pruska con mEsmo abjetive diagnéstico
ce para pruchas conjuntas

Se caloulan bos valores predictivas

Se emplea el error estandar o Intervalcs de conflarea (%)
Mimera de pacientes estucdiadcs:

Descrpeitn de resuliados por estratos (7

Presentactén de resultados indeterminados (%)
Valoraclén pertinents de su Inchsion o exclusiin

Curvas ROC

5 Mo
Si M
S Mo
S Mo
5 Mo
S Mo
S Mo
Si M
S Mo
S Mo
Observadar Irstrumenta
MNe Siamserdo  Siprucha kappa
S Mo
N Si baja Siintermedia S alta
S Mo Mo
Sif=2) Mo (<2
i Mo
S Mo
Si M
S0 (3 Mo (=3
S Mo
S Mo
Si M
S Mo
5 Mo
5 Mo
Si M
S Mo
5 Mo
S Mo
Si M
S Mo
5

Mo
Coc. de veroamiliiud Sensibilidad y espactficidad

en puntos de corte

Si No
5 Mo
Si Mo
S Mo
5 Mo
5 Mo
S Mo

* Criterics o Reid MC, et o,

Del disefio del estudio destaca la adecuada descripcién
del espectro de pacientes (sobre todo los parémetros
de sexo v edad) y la escasa especificacién por parte de
los autores del origen de la poblacion a estudio.

En un elevado porcentaje de articulos (71%) se caleu-
laron los valores predictivos correctamente, mientras
que pocos de los trabajos emplearon curvas ROC o
cocientes de verosimilitud por puntcs de corte cuan-
do era apropiado hacerlo. Ea especificacion de los re-
sultados indeterminados fue infrecuente.

Minguno de los estudios cumnplié los 7 estandares de
Reid et al; solo dos cumplieron 5y la mayoria cumplian
tres.

Al comparar los estandares metodologicos de Reid et
al aplicados a los articulos analizados en esta revision
v los encontradces en las revisiones realizadas por nues-
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tro grupo en la revista Medicina Clinica durante los
afics 1992-1995 y en la revista Enfermedades Infe-
criosas v Microbiologia Clinica durante los afics 1990-
1996 (tabla 2) sz puede c ohar una mejora en va-
rios criterios metodolégices, destacando el céleulo de la
recisicn de los resultados, También se incrementd la
eciencia en la descripeion de la composicicn del es-
pectro v en la prevencion del sesgo de secuencia.

Discusién

La investigacion sobre pruebas diagnosticas de labo-
ratorio fiene una calidad metodologica aceptable en
Espania a juzgar por la calidad de los trabajos publica-
dos en los dltimes afos en Revista Clinica Espariola
v Medicina Clinica. En comparacién con pericdos

Rev Chin Esp 2004, 204(9,47 2-6 00
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TABLA 1
Descripcion ded cumplimiento de
propuestos por los autores y por Reid et al (+) en
los 17 articulos analizados de las dos i -4
Rerista Clinlca Espafola y Medicina Clinica

los estandares

TABLA 2
Comparacion del cumplimiento de los criterios
de REID ei al en el esindio aciual con los

nacionales: Medickna Clinica (1992-1995)
v Enfermedades Infecclosas v Microblologia

N* articulos Total (%) Clinica (1990-1996)

Objetivos Infece
Espertficaros 17 (100%) actal | bt Co | ied Clin
Jistificactén de | prueba 8 (47%) W articulos trabajo | (1990-1996) |1 Tt )

Pairdn de referencia (=17} (%) “Hl%x) f=42)
Esperificado 15 (88%) fn=41)

I ok de la procha | G (350 -

Realiartcn en tods b serie 12 {71%) Composicién del espertro. 120710 25 B6W) 21 (50K)

Prueba diagnéstica Dastribucitn par edad 12 (71%) 22 (5 2H)
Descripoién suficiente 15 (B8%) Drstribucitn par s 13 [T&%) 2R (6TH)
Definicién de la nommalidad 14 (829 Sintomas clinicos /estadios
i+ Repredocibildad 2 (12%) la enferm 10 {600 206 (62H)

Diseiio del estudio Criterics de selecelan v )
Descripeién dal ongen de la poblacian 1 (63 il ﬁdlﬂﬁﬂbg 8 Eim o1 534 éi: Eggﬁ
[+ et del ctro 12 (715 malisls por a1 oz i [2.3%

* Dictribusion por ekl 12 {71%) Prevencien sesgo de secuenci 14 (820) 30 (67%) 29 9%)
Distribucién por sexn 15 (76%) Prevencion sesgo de reviten 3 [18%) 2 (&%) 15 (36H)
Sintomas clinicos/estadios de la entermadad 10 (&0 mﬂﬁﬂ de |§:ﬁ;€ﬂl|bial:|05 3 ﬁ!ig é ﬁl}{é]\ﬂ T Hgﬁ
Criterlos selecoién y excluslén 847 05 Indeterminzdos K H o

{+) Preverclan sesgo de secuancia 14 (82%) Reproducibiidad 2(12%) 5 (11%) B {19%)

[+ Prevenclén sesgo de rewsldn 3018%)

Resultados
Curvas ROC o coclentes de verosimilitud

o exactiud ili -

Por puntos de corte® fn = 12) 3 (18%) p_r}.te]:c?l. Para foalmar_la com]Tarablhdadhenh'tfo]a r.x}]:lﬂa

Indice prusbes conuntas™ (n = 14) 3 (18%) cion clinica y los pacientes a los que aplicar los resulta-

Caloule de valores predictives 12 (71%) dos, los estudios publicados deben informar scbre el

(+] Argilists por subgrupos 7 (d1%) ambito sanitario en el que se realiza la investigacion,

m ﬁﬁm?ﬂﬁtfﬁlhdm g ETS:H describir los filtrcs asistenciales o formas de acceso de

*En pruchas seceptble de expresicn en forma continua. ** Pam eshdios gue ana-
Izt s d una prucba con el mismo comistidh disgréésticn.

anteriores ! y con lo observado en revistas clinicas in-
ternacionales de prestigio* se puede afirmar que hay
avances significativos. Quedan ain algunas insuficien-
cias que dificultan la aplicacion de los resultados de la
investigacion a la practica clinica.

Entre los aspectos metodologicos que precisan de
particular atencitn destaca la ausencia de justificacion
en la investigacion de la prueba que se esth realizan-
do. Es preciso que los autores se esfuercen en ser mas
corwincentes sobre la novedad que aporta su trabajo
y que precisen mejor qué cometido clinico proponen
para la prueba que investigan. Este esfuerzo redunda-
ré en una mayor relevancia de este campo de investi-
gacion. Se ha argumentado que la distancia que a
veces hay entre los investigadores que valoran las
pruebas diagnesticas o los profesionales que las reali-
zan con los clinicos que toman decisiones puede mo-
tivar la falta de relevancia clinica de los objetivos de
los estudios diagnosticos °. Esta distancia puede ser
también la explicacion a la escasa atencion prestada
en los trabajos revisados al origen de la peblacion a
estudio. Esto conlleva que el clinico no sepa si los re-
sultados descritos en un articulo de una prueba deter-
minada se pueden aplicar a la practica diaria de una
poblacion cualquiera. La situacion ideal en la valora-
cién de una prueba diagnéstica es realizarla en una
poblacién similar a la que luego se pretende aplicar la

00 Rev Chn Esp 2004, 204(9).472-6

los pacientes al cenfro asistencial, explicar si la po-
blacion a estudio es una muestra consecutiva aleato-
ria de aquella poblacion dinica real en la que se pre-
tende aplicar la prueba diagnostica, v C{‘i.na]mente
cuantificar la poblacion candidata al estudio y comu-
nicar cudntos de ellos fueron finalmerte selecciona-
dos para el mismo. La investigacion diagndstica en el
laboratorio precisa de una mejor conexion con la cli-
nica para que esta informacion esté disponible.
Algunas de las carencias metadologicas observadas
pueden comegirse facilmente. Nos referimes, por
ejemplo, a la reproducibilidad de la prueba. Su medi-
cién es necesaria porque variaciones elevadas en los
procedimientos de laboratorio o entre los observado-
res condicionan la relevancia del estudio de su exac-
fitud. Las evaluaciones de pruebas diagnésticas de-
ben incluir el estudic de su variabilidad. De igual forma
es preciso que los investigadores eviten el sesgo de
revision asegurando la valoracion independiente del
patrén de referencia v la prueba que se evalia.

La presentacion de los resultados de una investigacion
debe ser lo suficientemente completa como para que
su aplicacion practica se vea favorecida. Por ejemplo,
cuando se evaliian varias pruebas con el mismo come-
tido diagnéstico los autores deben presentar la exacti-
tud que tiene la interpretacion conjurta de las pruebas.
También es imprescindible presentar la exactitud por
puntos de corte en pruebas cuyos resultados se expre-
san de forma continua. Estos defectos metodolégicos
detectados son de sencilla correccion, v por tanto ca-
be esperar una mejora si se consigue U@ Mayor exi-
gencia metodolégica en la investigacion diagnostica.
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La muestra analizada no es muy amplia, pero es un
reflejo de la mejor investigacion diagnéstica publicada
recientemente en Esparfia v suficiente para confirmar,
una vez comparades los resultados con las dltimas re-
visiones que databan del afio 1995, que sz esta apre-
ciando una notable mejora en la calidad de este tipo
de investigacion.
Las guias metodolégicas empleadas se han usado en
revisiones previas y estan, por tanto validadas para su
uso. Hay otras guias disponibles, algunas ampliamen-
te empleadas cuando se trata de valorar la aplicabili-
dad de los resultados de una investigacion diagnosti-
a"’, y otras mas adecuadas para evaluar la validez
interna de los estudios . Ninguna es completamente
satisfactoria, lo que motivé el uso de un doble con-
junto de criterios con anime de exhaustividad. Enten-
demes que los criterios empleados abracan las cues-
tiones claves de la metodologia de investigacién en
diagndstico.
Aunque son muchos y variados los retos de la investi-
gacion diagnastica®, la adecuacion de los objetives a las
necesidades del conocimiento clinico v el rigor meto-
dolégico son imprescindibles para una mayor conexion
entre la ciencia v el cuidado clinico v para un mejor
aprovechamiento mediante el metaandliss de los estu-
dics diagnésticos"™ . La mejora observada en las dos re-
vistas evaluadas es alentadora, particularmente por tra-
tarse del laboratorio de analisis clinico, pero atn quedan
pasos por dar para que esta investigacion permita me-
jorar sistematicamente la calidad de la atencion clinica.
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10.6.- Anexo VI: Editorial. Clin Chem. 2004;50:465-6.
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The Quality of Reporting in Diagnostic Test Research:
Getting Better, Still Not Optimal

In this era of evidence-based medicine, clinicians and
other decision-makers turn to the scientific literature for
high-quality evidence about the usefulness, precision, and
accuracy of diagnostic tests. Such evidence is needed
more than ever because the list of diagnostic tests is
growing exponentially, and even more biomarkers, pro-
teomics, and applications of gene expression profiling will
be added in the years to come.

Studies of diagnostic accuracy can provide the neces-
sary data. Rigorous methodologic standards in research
about diagnostic tests have been slower to develop than
standards for therapy studies. During the past decade,
our knowledge about study design features that are
associated with bias and lack of applicability in diagnostic
studies has grown. Diagnostic studies with deficiencies in
specific design features have been shown to be associated
with biased, optimistic estimates of diagnostic accuracy
compared with studies without such deficiencies (T).

Given this potential for bias, itis of paramount imper-
tance that study reports include a proper description of
the study methods, in particular these design features that
have been most clearly associated with bias. Within the
spirit of evidence-based medicine, readers should take
these features into account when examining a study and
its results, pondering the decision on whether to imple-
ment changes in practice based on conclusions from the
study.

Unfortunately, the quality of reporting of studies of
diagnostic accuracy is often poor, making judgiments
about validity, bias, and applicability to patients in clini-
cal settings difficult. The poor quality of reporting has
been documented and lamented many times, One of the
best known examples is a study by Reid et al. (2), who
showed that even in high-impact medical journals many
design features and patient characteristics were not suffi-
ciently described.

This issue of the Joumal contains an article by Lum-
breras-Lacarra et al. (3) that shows the esults of a study
on the quality of reporting in Clivical Chemistry and
Clindenl Chemistry and  Laboratory Medicine, For papers
published in 1996, the results in terms of completeness of
reporting were found to be comparable to those of the
Reid study. This means that Clindenl Chemistry and Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine performed as well—or
as badly—as the general dinical journals in that same
time window. No less than 14 of 18 papers did not
describe the eligibility criteria for the study, a similar
number failed to report the avoidance of review bias, and
only 4 reported measures of imprecision.

Ower the past decades many journals have recognized
the importance of quality of reporting, and several initi-
atives have been developed to improve the efficiency of
scientific communication. This evolution has brought us
the structured paper, the “Vancouver” Uniform Require-
ments for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
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(4), and the structured abstract (5). A more recent phe-
nomenon has been the development of checklists for
specific study types. The first was the development of the
Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT)
(6). This is a single-page checklist to be used by authors
and reviewers to guarantee that essential features of the
design and results of randomized clinical trials are well
reported. The CONSORT statement has been adopted by
the International Committee of Medical Journal Editors,
the Council of Science Editors, and the World Association
of Medical Editors,

In 1996, a group of clinical chemists developed a list of
ibems o include in a checklist for studies of diagnostic
accuracy. This list was first published in Clinical Chemistry
for comment, and an amended version was published in
the Journal in 2000 and incorperated in the Information
for Authors (7). The checklist has been used in the review
of mest studies of diagnostic accuracy published in the
Journal during 2001 and 2002 {personal communication,
David E. Bruns, University of Virginia Medical Center,
Charlottesville, VA). In the first issue of 2003, this Jourmal
published a more general checklist, the Standards for the
Reporting of Diagnoestic Accuracy studies (STARD) (8, 9).
This same STARD statement has been published in more
than a dozen other international journals, accompaniad in
many of them by editorials and by the editorial decision
toinclude STARD into the instructions for authors,

Does a checklist make a difference? Papers in journals
that promoted CONSORT (BMJ, JAMA, and Lancet)
showed greater improvement in quality of reporting than
did papers in a journal that did not advocate its use
(New England Jowmal of Medicine) (100, Many feel that the
reporting of diagnostic studies has also improved, al-
though some of this may be atiributable to a growing
sophistication among researchers in general. The study by
Lumbreras-Lacarra et al. (3 ) provides additional evidence
to suggest a role for checklists, In addition o their
analysis of the papers published in 1996, these authors
present an overview of papers published in Clinical Chem-
tstry and in Clinical Chemistry and Laboratory Medicine in
2000 and 2002, Although the nuwmbers are small, their
analysis shows clear signs of improvement between 1994
and 2002 for Clindcal Chemistry, with the average number
of desired features increasing from two o four, A similar
improvement could not vet be observed for Clindcal Chem-
istry and Labomtory Medicine, which published the STARD
statoment this yvear, but did not use a similar checklist
before (11,

Although these are encouraging results, referees and
editors of journals need to do a better job in ensuring that
their authors implement the STARD recommendations.
For example, journals still receive—and publish—papers
that fail to report on the sex and age distributions of the
study  participants, papers that do not report on the
eligibility criteria, and papers that do a poor job in
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dii Bossuyt: Quality of Reporting in Diagnostic Test Research

describing how and when the diagnosis was verified. All
of this matters in judging both the potential for bias and
the applicability of study findings.

On a previous occasion, the editor of this Journal
pointed out that a checklist works primarily by reminding
authors to add information that often strengthens their
conclusions but has been omitted {12). A checklist can
“ensure clear and transparent reporting of studies, which
will, as always, depend for their importance on the
creativity and insights and effort of their authors” (12 ). As
authors, reviewers, and readers, we can improve the
quality of reporting, and hence the quality of the evidence
base, for diagnostic tests. In the end, better reporting of
the results of diagnostic accuracy studies has the promise
to improve the efficiency and quality of healthcare,
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and Test Urtllization

Methodology in Diagnostic Laboratory Test
Research in Clinical Chemistry and Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine

Bravca LumprERAS-LACARRA, Josi ManueL Ramos-Rincon,” and
lLpEroNso HERNANDEZ-AcUADO”

Background: The application of epidemiologic princi-
ples to clinical diagnosis has been less developed than
in other clinical areas. Knowledge of the main flaws
affecting diagnostic laboratory test research is the First
step for improving its quality. We assessed the method-
ologic aspects of articles on laboratory tests.

Methods: We included articles that estimated indexes of
diagnostic accuracy (sensitivity and specificity) and
were published in Clinical Chenistry or Climical Chem-
istry and Laboratory Medicine in 1996, 2001, and 2002.
Clinical Chemistry has paid special attention to this
field of research since 1996 by publishing recommenda-
tions, checklists, and reviews. Articles were identified
through electronic searches in Medline. The strategy
combined the Mesh term “sensitivity and specificity”
lexploded) with the text words “specificity”, “false neg-
ative”, and “accuracy”. We examined adherence to seven
methodologic criteria used in the study by Keid et al.
(JAMA 1995;274:645-51) of papers published in general
medical journals. Three observers evaluated each article
independently.

Results: Seventy-nine articles fulfilled the inclusion
criteria. The percentage of studies that satisfied each
criterion improved from 1996 to 2002. Substantial im-
provement was observed in reporting of the statistical
uncertainty of indices of diagnostic accuracy, in criteria
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based on clinical information from the study population
Ispectrum compaosition), and in avoidance of workup
bias. Analytical reproducibility was reported frequently
(68%]), whereas information about indeterminate results
was rarely provided. The mean number of methodologic
criteria satisfied showed a statistically significant in-
crease over the 3 years in Climical Chemistry but not in
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine.
Conclusions: The methodologic quality of the articles
on diagnostic test research published in Climical Chem-
istry and Climical Chemistry and Laboratory Medicine is
comparable to the quality observed in the best general
medical journals. The methodologic aspects that most
need improvement are those linked to the clinical infor-
mation of the populations studied. Editorial actions
aimed to increase the quality of reporting of diagnostic
studies could have a relevant positive effect, as shown
by the improvement observed in Clinical Chemistry.

0 2004 American Association for Clinical Chemistry

The recently published STARD initiative concerning the
publication of studies on diagnostic accuracy is an impor-
tant step forward in improving the quality of diagnostic
investigation. lts relevance is even greater if we consider
the many challenges of research on diagnostic tests and
that application of epidemiologic principles to the feld of
clinical diagnosis has been less developed than other
clinical areas, or perhaps less effective (1, 2).

In 1996, Reid et al. {3) pointed out serious method-
ologic limitations of research on diagnostic tests pub-
lished in the most prestigious international scientific
clinical journals. More recently, serious methodologic
limitations have been brought to light in reports on
genetic testing, (4, 5).

Clinical Chemistry has been paying special attention to
this field of research. From 1996, Clinical Chemistry has
included in the instructions for authors the seven criteria
used by Reid et al. (3) in their study of the methodologic

205



Clindcal Chentistry 50, No. 3, 2004

quality of studies of diagnostic accuracy studies pub-
lished in general medical joumnals (Annals of Tnternal
Medicine, JAMA, Lancet, and New England [oumal of Med-
icine). In 1997 and 2000, Clinical Chemistry published drafts
of a checklist for reporting of studies of diagnostic accu-
racy (6, 71, and in 2001, a 28item checklist became part of
the Information for Authors. Furthermore, Clinical Chen-
fstry has published methodologic reviews on diagnostic
research and evidence-based laboratory medicine (8, 9.
In 2003, Clindeal Chemistry published the STARD Initiative
for reporting studies of diagnostic accuracy (1, 2,10), a
guideline that was also published or promoted in several
other journals, including Acedemic Radiology, American
Jourual of Clindcal Pathology, Annals of Intermal Medicine,
British Medical Jowrnal, Clinical Biochenastry, Clhindcal Chem-
stry and Laboratory Medicine, JAMA, [owrnal of Clintcal
Microbiology, Limcet, and Radiology.

Despite outstanding efforts to improve the quality of
methodologic aspects of diagnostic investigations, there is
a lack of specific information concerning the quality of the
investigation of tests carried out in the laboratory. Knowl-
edge of particular weaknesses in this research field could
guide progress oward evidence-based laboratory diagno-
sis,

The abjective of our study was to analyze the reporting
and methodologic quality of published studies of diag-
nostic accuracy of laboratory tests, We considered diag-
nostic studies published in two journals dealing with clinical
chemistry, included in the Jowrnal Citation Reports (Clinical
Chemistry and Clinical Chemistry and Laboratory Medicine),
and applied the criteria proposed by Reid et al. (3.

Materials and Methods

Clinical Chemistry and Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (previcusly called Ewropamn Jouwrnal of Clinical
Chemistry and Clinical Biochemistry) are journals specializ-
ing in clinical laboratory studies that, in addition to
having a major impact, frequently publish articles on the
ovaluation of diagnostic tests in the clinical chemistry
laboratory. We reviewed the articles on diagnostic tests
published in the two joumnals in 1996, 2001, and 2002, To
select the articles we carried out a search in PubMed,
using the most accurate strategy described by Devillé et
al. (11}, The strategy combined the Mesh term “sensitivity
and specificity” (exploded ) with the text words “specific-
ity”, “false negative”, and “accuracy”. To improve sensi-
tivity we expanded the search including the Mesh term
“area under the curve” and the text words “diagnostic
odds ratic” and “likelihood ratios™.

Articles were accepted for further review if they ful-
filled the inclusion criteria described by Reid et al. (3):
humans were tested, the test was intended for clinical use,
and indexes of accuracy were provided with both sensi-
tivity and specificity or with the counterpart likelihood
ratio. Additionally, we reviewed papers that provided
ROC curves. Only original articles showing an abstract in
Medline were finally reviewed. Two authors checked the
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abstracts for eligibility criteria, and in case of doubt the
Full article was reviewed.

APPLICATION OF METHODOLOGCIC CHECKLIST

We applied the seven methodoelogic criteria recom-
mended by Reid et al. (3), which we reproduce below
literally:

(1) Spectrum composition: This standard was met if at

least three of the following four descriptors were

provided: sex distribution, age distribution, summary
of presenting clinical symptoms and for disease stage,
and eligibility criteria for study subjects.

Analysis of pertinent subgroups: This standard was

fulfilled when results for indexes of accuracy were

cited for any pertinent demographic or clinical sub-
group of the investigated population.

1 Avoidance of workup bias: For cohort studies, this
standard was met if all subjects were assigned to
receive both diagnostic testing and gold standard
verification, either by direct procedure or by suitable
clinical follow-up. In case-control studies, credit de-
pends on whether the diagnostic test preceded or
followed the gold standard procedure. IF the diagnos-
tic test preceded, credit was given if disease verifica-
tion was obtained for a consecutive series of study
subjects regardless of their diagnostic test result. 1f the
diagnostic test followed, creditwas given if the results
were stratified according to the clinical factor that
evoked the gold standard procedure,

(4) Avoidance of review bias: For prospective cohort
studies in which patients always receive the diagnos-
tic test Frst, credit was given if the gold standard
procedures were evaluated independently. A state-
ment about independence in interpreting both the test
and the gold standard procedure was required for
prospective studies in which the gold standard pro-
cedure was sometimes done before the diagnostic test
and for case-control studies inwhich the test preceded
the gold standard procedure. In case-control studies
inwhich the diagnostic test followed disease verifica-
tion, a statement was required to indicate an indepen-
dent evaluation of the diagnostic test.

) Precision of results for test accuracy: This standard

was met if standard error or confidence intervals,

regardless of magnitude, were reported for test sensi-
tivity and specificity or likelihood ratios.

Presentation of indeterminate test results: To meet this

standard, a study had to report all of the appropriate

positive, negative, and indeterminate results gener-
ated during evaluation of the diagnestic test and
whether indeterminate results had been included or
excluded when indexes of accuracy were calculated.

) Test reproducibility: For test requiring observer inter-
pretation, at least some of the tests subjects should
have been evaluated for a summary measure of ob-
server variability. For tests performed without ob-

(2)
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server interpretation, credit was given for a summary
measure of instrument variability.

Each article was evaluated independently by at least
two observers, The observer agreement in this phase was
87%. In a second step, all disagreements were evaluated
by the third author and solved by consensus, Data anal-
yses were carried out with Epiinfo 2000,

Results

Clinical Chemistry published 440 articles in 1996, 436 in
2001, and 417 in 2002, Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine published 162 articles in 1996, 210 in 2001, and
222 in 20020 OF the 1807 articles published in both jour-
nals, PubMed searches identified 460 on test evaluation,
OF those 460 articles, only 358 were original reports.
Finally, 79 papers fulfilled the eligibility criteria: 52 wera
from the journal Clivical Chemiséry (11 were published in
1996, 17 in 2001, and 24 in 2002) (12-63) and 27 from
Clinient Chemistry and Laboratory Medicine (7 published in
1996, 10 in 2001, and 10 in 2002) (64-90),

Regarding the diagnostic procedures evaluated in
these studies, biochemistry was the field most frequently
referred to | ), followed by immunology (227), micro-
biclogy | hormones (99%), genetics (47%), and hematol-
ogy The mean number of patients /samples in-
cluded in the studies was 331 (range, 10-2971 patients/
samples).

The mean number of methodologic criteria satisfied
was 2.3 in 1996, 2.7 in 2001, and 3.4 in 2002 (P = 0.047). For
Clinicaf Chemistry, the means were 2.0in 1996, 2.9 in 2001,
and 4.0 in 2002 (P = 0.001). For Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine, the means were 27 in 1996, 2.4 in
2001, and 1.9 in 2002 (P = (0.66).

Fulfillment of individual methodologic criteria ranged
from 0% to 837 for studies published in 1996, from 15% to
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81% for studies published in 2001, and from 6% to 82% for
studies published in 2002 {Table 1). Articles published in
2002 showed better fulfillment than theose published in
1996 or 2001 in all but two criteria. Presentation of data for
test reproducibility was met by most studies in 1996
(83%5); this value did not change in 2001 (81%), but in 2002
changed to 63%. Forty-four percent of the studies in 1996,
26% in 2001, and 28% in 2002 satisfied the second stan-
dard, estimation of accuracy in pertinent subgroups.
Among the criteria that appearad to have improved in
2002, the statistical uncertainty of test indexes changed
from 22% in articles published in 1996 to 4% in 2001 and
o 65% in 2002, The spectrum composition, from 22% in
articles published in 1996 to 37% in 2001 and 71% in 2002,
Unexpectedly, the incidence and handling of indetermi-
nate test results were hardly discussed.

We compared our results in 1996 with those observed
by Reid et al. (3) in the subsample of articles published
between 1990 and 1993 from a group of relevant clinical
journals (Table 1), In spite of the reduced sample sizes,
some statistically significant differences were observed.
The articles published in 199 in Clinical Chemistry more
frequently met the second (accuracy in subgroups) and
soventh standards (reproducibility). The articles studied
by Reid et al. (3) did better in the presentation of
indeterminate results.

Discussion
Judging by the articles published in Clindeal Chemistry and
Clinical Chemistry and Laborgtory Medicine, both with a
highimpact factor, the quality of the methodology used in
rescarch on diagnostic laboratory tests is comparable to
the most important international clinical journals. In cer-
tain aspects of the methodology, specifically the repro-
ducibility of test results, the articles published in labora-

Table 1. Fulfillment of the methodologic criteria used by Reid et al. (3) in the articles published in 1996, 2001, and 2002
in Clinical Chemistry and Clinical Chemistyy and Laboratory Medicine and in articles published in general medical journals
and reviewsd by Reid et al.

Number (%) of articles

Yaar 1996

in =18}

Spactium compositian 4(22)
Aga distributlon 9(50)
Sex distribution 9(50)
clinlcal symptoms and/or diseasa stage 6 (33)
Study allgibiity critera 422
Accuracy In subgroups 2{44)
Avoldance af workup blas G (33)
Avoldance of review Has 4(22)
Test accuracy preclslon 4022)

Indeterminate tests @sults o
Test reproduc blilty 15 (83)
“ DIferences betwaen 19965 and 2000 were not statstically signifcant.

Yaar 2001 Yaar 2002 Reld et al. (1990-1993)"
in=27) n=34) in=34)
1037 24471} 11 {32)
18 (6T) 28 (B2
19 (70) 26 (TE)
11¢41) 12 (35)

1037 18 (53}

T(28) 13 (38) 4 (127
13(48) 24(71) 21 (62
10 (3T 16 (44) 16 (47)
12i44) 22 (G5) B (24)

4{15) 206 13 (38)°
22(81) 21 (6E) 11 (32°

S ankles fram Rkl et al. (3) wers resiricted to thass published N 19001995, the closest dates to 1995,
“ P =0.05 In Epinre Fisher exact test comparnng propoiians between 1996 and articles reviesed by Raid et al. (3 ).
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tory journals appear to be of higher quality. On the other
hand, there are some methodologic flaws that would be
easy to correct and would substantially improve the
clinical applicability of the results of the investigations.
On average the quality of the articles published in labo-
ratory journals is high, but very few articles comply with
all or almost all of the methodologic standards,

It is difficult to evaluate whether our analysis was
more or less strict than that performed by Reid et al. (3).
Although the criteria for application of some of the
methodologic standards were not clearly specified by
Reid et al, we did not observe any great interobserver
variation in the results of the evaluation, and this gives us
a certain degree of confidence in our findings.

One of the main discrepancies with the results ob-
tained by Reid et al. (3) is the frequency with which the
authors described the reproducibility of the results of the
diagnostic test they were evaluating., Our results show
that the laboratory studies report this charackeristic much
maore frequently [83% in 1996, 81% in 2001, and &8% in
2002 vs 32% in Reid et al. (3)]. This result may have been
expected because the experts in diagnestic laboratory
tests usually pay more attention to analytical imprecision
than do others,

A key shortcoming of the diagnestic studies done untl
2001 in the laboratory is the lack of a full description of the
spectrum of patients or samples studied (227 in 19%, 377
in 2001, and 71% in 200Z). The improvement observed in
2002, particularly in Clinical Chemistry, has two important
positive consequences. On the one hand, readers can
better judge whether the population studied is compara-
ble to other populations, which favors the applicability of
results. On the other hand, the description of the dinical
spectrim allows the presentation of findings by strata so
that the reader can judge whether the accuracy of the test
evaluated may change depending on the clinical or sccio-
demographic characteristics of the patients studied. Not
only do we believe that authors should describe the
spectrum of patients or samples studied and present the
analysis by strata, but also that the STARD criteria (1, 2)
should be applied, and it should be necessary to provide
a more detailed explanation of the scope of the study, the
way of presenting the patients, and the type of sampling.
This would be a decisive step forward in improving the
applicability of the results.

Regarding the presence of workup and review biases,
it seems that in our series they have been prevented to an
extent similar to that in the series studied by Reid et al.
(3). However, it has to be pointed out that many of the
publications evaluated appeared to be free of those biases
such that potential for them might be said not to exist. The
lack of explicit information, however, makes it impossible
to guarantee that the study was indeed free of such biases.

Few articles took indeterminate results into account
when evaluating the diagnostic test (none in 1996, 15% in
2001, and 6% in 2002) compared with 387% in the study by
Reid et al. (3). It is possible that many of the articles
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analyzed in our study did not have any indeterminate
results, but even so, they do not comply with the criterion
because they do not say so explicitly, as required by the
criteria of Reid et al.

Undoubtedly, the recomumendations of the STARD
initiative published in Clintfcal Chemistry (1, 2) include
more exhaustive requirements than those proposed by
Reid et al. (3). Use of the latter enabled us to compare the
papers from clinical laboratory journals with those de-
scribed in the most important international clinical jour-
nals. In addition, it allowed us to analyze the trend. For
example, we studied the articles published a year before
the appearance in Clinical Chenistry of the first article
dealing with the importance of methodology in evalua-
tion of diagnostic tests (1996) (5) and 5-6 years later
(2001-2002). This enabled us to study the change pro-
duced in the literature and, therefore, the effect of publi-
cation in the journal Clinical Chemistry of the recommen-
dations to be followed in the study of laboratory tests,

In 1996, the journal Clinical Chemistry included criteria
similar to those of Reid et al. (3} in its instructions to
authors, and in 1997 and in 2000 it published preliminary
versions of a 28-item checklist, whereas Clinical Chemistry
wnd Laboratory Medicine began to advocate the use of the
STARD criteria in 2003 only. It therefore seems logical that
Clinteal Chemistry improved between 1996, 2001, and 2002,
whereas Clindcal Chemistry and Laborm tory Medicine did not.
Similar results were cbserved by Moher et al. (97) and
Altman et al. (92), who demonstrated that the quality of
reports in journals that promoted the Consolidated Stan-
dards of Reporting Trials (CONSORT) (British Medical
Journal, JAMA, and Lancet) showed greater improvement
than in a journal that did not advocate its use (New
Englind Jowmal of Medicine). The results presented in these
two reports, as well as ours, support the conclusion that
editors and reviewers, in adopting criteria such as STARD
or CONSORT, can play a key role in improving the
quality of published reports of studies of this sort.

Both the STARD initiative and the appearance of the
first-ever publication dedicated specifically to diagnostic
investigation (93 ) may lead to future improvement of the
quality of this tvpe of investigation. Indeed, in the case of
Clinical Chemistry, this is already evident. In the future,
improvementin the quality of the methodology should be
monitored to confinm the possible beneficial effects. Fur-
thermore, there are other aspects of diagnostic investiga-
tion, with objectives other than accuracy, that will require
development and new standards (94, 95 ). These objectives
include both the use of clinical trials of diagnostic tests
and investigation of the undesirable effects on health of
unwanted information given by these tests,

We thank Judith Williams help in preparing the manu-
script; we also thank the two anonymous reviewers and
D, Joseph Watine for their useful comments during the
peer reviewing of the manuscript.
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Abstract.

Introduction. Identification of monosodium urate crystals (MSU) and calcium pyrophosphate
dehydrate crystals (CPPD) in synovial fluid (SF) samples is diagnostic of CPPD crystal related
arthropathy and of gout. A number of studies have shown poor consistency in results of crystal
analysis. We aim to determine whether training of the analysts increases the consistency.
Materials and methods. An expert rheumatologist gave a course on crystal detection and
identification. Then the 4 trained observers blindly and independently examined SF samples
previously classified by the expert, and obtained from patients with both crystal arthropathies,
and other non-crystal related inflammatory joint conditions.

Results. A total of 194 observations were done on 64 SF samples; 96 on samples without
crystals (49.4%); 55 with CPPD crystal (28.4%) and 43 with MSU crystals (22.2%). We obtained
a sensitivity of 95,9% and a specificity of 86.5% in the crystal detection (presence or absence of
crystals), a sensitivity for identification of MSU of 95,3%, with specificity of 97,2, and for CPPD
crystals a sensitivity for identification of 92,7% with specificity of 92.1%. The kappa index of
agreement between the observers with the reference standard was 0,84 in crystal detection; in
crystal identification: MSU crystal samples, kappa = 0,93 and CPPD crystal samples kappa =
0,79. Discussion. For trained observers, the analysis of crystals in SF is a consistent

procedure.
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INTRODUCTION

Identification of monosodium urate crystals (MSU) and calcium pyrophosphate crystals in SF
samples obtained from inflamed joints allows the precise diagnosis of gout and the calcium
pyrophosphate dehydrate (CPPD) crystal related arthropathy.

MSU and CPPD crystals show different characteristics of birefringence, and the polarized light
microscope constitutes the standard method for SF analysis in the search of crystals [1-3]; shape and
appearance of MSU and CPPD crystals under the light microscope are different and contribute to their
differentiation [4, 5]. Although MSU crystals are strongly birefringent and easily seen with the polarized
light microscope, CPPD crystals are poorly birefringence, and many are not [6].

Diverse studies have shown that crystal identification suffers from a lack of consistency
between different observers: four samples of different SF were sent to 25 laboratories for analysis and
crystal identification, and a sensitivity of 78% for the detection of MSU crystals and only 12% for CPPD
crystals was obtained [7]. In another study [8] eleven different aliquots of SF were distributed to 3
laboratories, and discrepancies were found in 7 of the 11 samples. In a third study, 16 SF samples
without crystals, and samples with different concentrations of CPPD crystals (41 samples) and MSU
crystals (42 samples) were analysed; although the correct identification of crystals increased with its
concentration, the authors reported for MSU crystals a sensitivity of 69% and a specificity of 97% and
for CPPD crystals, a sensitivity of 82% and a specificity of 78% [9]; In another study aliquots of SF
containing MSU crystals and others SF with materials such as cholesterol crystals or starch particles,
were sent to 25 laboratories; although all samples with MSU crystals were identified correctly, there
was a 24% of false-positive results since other materials were taken as MSU crystals [10]. Finally in
another study four samples of synovial fluid were distributed to several clinical laboratories between
1989 and 1996: If MSU crystals were abundant, the rate of false-positive results was 0-38%, and
increased to 67% when these crystals were scanty [11]. All these results show a lack of consensus on
the routine of SF analysis. [12-17]

The lack of consistency in SF analysis could be explained by a) the incapacity of the technique to give
quality results, or b) it can be attributed to the observer, since crystal identification requires subjective

interpretation, and the training of the observer
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MATERIALS AND METHODS

Source of the SF samples: The study was prospective: 64 SF samples of patients with
crystal related and other inflammatory arthropaties were collected at the clinics of the
Rheumatology Section of the Hospital General Universitario de Alicante, Spain, between
September 2001 and June 2003.

Participants: Four residents of the Department of Clinic Analysis. For the purposes of
the study, the participating residents, which have not previous experience in SF analysis,
received a training course described in the following paragraph.

Formative course: the course was given by one of us (EP), with experience in SF
analysis. First the morphological and characteristics of birefringence of MSU and CPPD crystals
were reviewed in a session, and then aliquots of SF samples with and without crystals were
examined blindly by the residents along a three months period, at which time the trainer
considered that the trainees identified both types of crystals properly. The guidelines followed in
the course are described in the following paragraph.

Basic guidelines of the training course: At least for teaching purposes, we consider that
the analysis for crystals has to be approached in two consecutive steps: a) crystal detection (to
assure that crystals will not be missed), and b) crystal identification: to determine the identity of
the crystals detected in the previous step. The reason to do so is that we feel that the detection
MSU crystals is better done by means of the uncompensated polarized microscope, where all
crystals show strong birefringence. By contrast, only about 20% of CPPD crystals show
birefringence (and it is weaker than that shown by MSU crystals), and are better seen by means
of the ordinary microscope (frequently they are intracellular, and should be searched there),
which is the tool that should be used for their detection [6]. Then, in a search for crystals in SF,
the samples should be observed by both means, or CPPD crystals have a probability of being
missed. If crystals are detected, they should be identified by means of the compensated
polarized microscope. It has to be remembered that the appearance of MSU and CPPD crystals
is very different, and with few exceptions observers with experience have little difficulty

differentiating them even with the ordinary light microscope [19]. We also considered that the
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most common confounding element in crystal analysis are the common artefacts, and the
trainees were familiarized with them; apatite, was not considered, Cholesterol was shown at the
training course, but not seen afterwards, and steroid crystal were not present in any of the
samples analyzed as a part of the study.

Procedure of the study: All samples were examined and classified by the reference
rheumatologist (EP) who knew their origin. Then it was divided in aliquots and blindly and
independently observed by the participant residents, who determined: a) presence or absence
of crystals, and b) crystal type (MSU or CPPD), and annotated independently the results, which
were not unblinded and analysed until the end of the study. All observations were done in the
first two hours after extraction of the fluid. All the observations were made on a microscope
Olympus BH to 400 x.

Statistical analyses: Statistical descriptions were performed with the statistical
package for Windows 11,0 (SPSS, Inc., Chicago, lllinois). Kappa index was used for the
analysis of concordance (statistical package STATA 8,0); the degree of concordance was
expressed as a numerical value for k that can range from 0.0, indicating absolute discordance,
to 1.0, indicating perfect concordance. (A value over 0,61 indicates that the agreement force is

good).
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RESULTS

Samples: A total of 64 samples of SF were analysed. The clinical diagnoses of the
patients were gout (twelve patients), CPPD related arthropathy (sixteen patients), rheumatoid
arthritis (twelve patients), and other inflammatory arthritis, including juvenile idiopathic arthritis,
psoriatic arthritis, spondyloarthropathies and unclassified poliarthritides (twenty-three patients).

The four analysts made a total of 194 observations on SF; 96 observations on samples
without crystals (49.4%); 55 observations on CPPD crystal samples (28.4%) and 43
observations on MSU crystal samples (22.2%).

Participants: Not all the observers examined the 64 samples: observer 1, 38 SF
(59.4%); observer 2, 56 SF (87.5%); observer 3, 44 SF (68.8%) and observer 4, 56 SF (87.5%).
That is, 4 observers analysed 20 samples (31.3%); 3 observers, 30 samples (46.8%); 2
observers, 10 samples (15.6%) and 1 observer, 4 samples (6.3%).

Crystal analysis

- Crystal detection (presence or absence of crystals): After examining each preparation
with both ordinary light and uncompensated polarized microscope, we obtained a sensitivity of
95.9%, a specificity of 86.5% and 13 false-positive results (6.7%): 10 SF without crystals were
identified as CPPD crystal samples and 3 SF without crystals as MSU crystal samples. (Values
for each observer are summarized in table 1).

- Crystal identification (after detecting the presence of crystals they have to be identified
as MSU, CPPD or eventually other type): We made 98 observations on SF samples with
crystals. In the 43 observations on MSU crystal samples, we obtained a sensitivity of 95.3% and
a specificity of 97.2%. In the 55 observations on CPPD crystal samples, we obtained a
sensitivity of 92.7% and a specificity of 92.1%

- Agreement between observers: The index kappa of agreement between the observers
with the reference standard was 0,85. In crystal detection, kappa was 0,84; in crystal
identification kappa was 0,93 in MSU crystal samples and kappa was 0.79 on CPPD crystal
samples. (Table 2)

‘Time between the obtaining of the sample and its evaluation: Time average was 48

minutes (sd: 54).
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DISCUSSION

The present data shows that when observers have been trained in crystal detection
and identification in synovial fluid samples, their results are consistent. The two steps procedure
followed by us for crystal analysis (1% crystal detection, 2" identification of the crystal detected)
may be determinant of these good results. CPPD crystals, where problems in detection and
identification found in previous studies are more common, more often are non-refringent [6], and
we consider that their detection has to rely in morphological identification under ordinary light
microscopy, while MSU crystals are very well detected under uncompensated polarized
microscopy, where they shine brightly on the dark field [4]. Compensated polarised microscopy
allows adequate identification of the detected crystals. It has to be kept in mind that with rare
exceptions the crystals responsible of arthritis are only of these two types [14]. Artefacts
constitute an important confusing element for those inexperienced or untrained in synovial fluid

analysis.

In interpreting our results, it has to be kept in mind that the observers had no previous
experience with synovial fluid analysis, and that they carried out the observations that constitute
the base of this study only after a short period of formal training. We feel that with additional
experience the results would have been better. In fact, most of the misclassification occurred in

the initial observations.

The concept of crystal detection (that is, if either CPPD or MSU crystals are presentin a
SF sample, their presence will not be missed) has not been used previously, since till now, a
one step simultaneous detection and identification was the routine. Thus, we can not compare
the results of our detection step with other studies, but our good sensitivity and specificity for
crystal detection appears to support the scheme of approaching the search of crystals in the two

steps strategy.
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Our sensitivity and specificity for crystal identification has been higher than that found in
previous studies. For MSU containing SF samples, we obtained a sensitivity of 95.3% and specificity
for proper identification of 97.2%, in comparison with the sensitivity of 69% and specificity of 97%
found previously [9]. For CPPD crystals we found a sensitivity of 92.7% and specificity for identification
of 92.1%; in a previous study, a sensitivity of 12% was found [7]; another study produced better
results, with a sensitivity of 82% and a specificity of 78% [9]. The experience in crystal analysis and
level of training in it of the observers participating in these studies was not mentioned in the reports.

We had some false positive results, 13 (6.7%); these are lower than those previously reported [10, 11].

Itis in the CPPD crystals where the higher difficulty lies: when we used polarized
microscopy for crystal, they were seen in only 52.7% of the samples that contained them. By
contrast ordinary light microscopy detected the crystals in 94.5% of the SF analyzed. These
data are in keeping with data previously reported, and outline the weight that the frequent
absence of sufficient birefringence of the CPPD crystals has on their detection by polarized
microscopy [6]. We detected well MSU, as also previously reported, and although in our results
the detection rate was slightly higher with ordinary light, our feeling is that polarized light allows

an easier detection, and should rutinarely be used for this purpose.

Final identification of the detected crystals was recorded only after observation with both
ordinary and compensated microscopes, and we did not record a tentative identification at the
detection step. Nevertheless, It is our feeling though that in most occasions, after observation
with ordinary light the type of the crystal was already clear, as previously reported. By its
rhomboidal or parallelepipedic shape, CPPD crystals are easily identified; by shape, only
acicular CPPD crystals can be taken for the needle shaped MSU crystals, and it is here where
the compensated polarized microscope has a definitive role [13]. None of the samples included
in this report contained both MSU and CPPD crystals. According to our results, if a polarized
light microscope is not at hand, a trained observer can do well in CPPD and MSU crystal

detection and by means of the generally available ordinary light microscope.
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Our results show a high level of concordance between the results obtained by the
observers after their training, and the expert who had classified the SF samples for the study:
global kappa was 0,85 (because the number of ratings per subject vary, we can not calculate
tests statistics). Concordance was highest for MSU crystals (kappa 0,93), then for the samples
with CPPD crystals (kappa 0,79), outlining again that it is in this type of crystals where the major

difficulty lies.

A quality control program in crystal identification needs to be initiated, with special
attention in sensitivity and specificity of the method. Ideally the quality program would have to
incorporate the formation of the analysts, and of the procedure of examination. Quality control
programmes now monitor most laboratory tests, but the interest showed in general on synovial
fluid analysis by clinical laboratories has been low, and crystal analysis is not established as a
sound routine in most of them. Rheumatologists themselves perform the analysis of the fluids
that they draw; proper formal training to do so appear essential to assure the consistency of

their results.
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Table 1: Sensitivity and specificity in the crystal detection (to determine the crystal

presence or absence) in 64 of synovial fluid samples analysed:

OBSERVER 1 | OBSERVER 2 | OBSERVER 3 | OBSERVER 4 TOTAL
TP 21 28 19 26 94
TN 13 25 21 24 83
FP 4 3 2 4 13
FN 0 0 2 2 4
Sensitivity (%) 100.0 100.0 90.5 92.8 95.9
(97.6 — 100.0) | (98.2—100.0) | (88.0-92.9) | (91.0-94.7) | (95.4 —96.5)
Specificity (%) 76.7 89.3 91.3 85.7 86.5
(73.4-795) | (874-91.1) | (89.1-936) | (83.9-87.6) | (85.9-87.0)
PPV (%) 84.0 90.3 90.5 86.6 87.9
(81.9-86.1) | (88.7-92.0) | (88.0-92.9) | (84.9-884) | (87.4—88.4)
NPV (%) 100.0 100.0 91.3 92,3 95.4
(96.2—100.0) | (98.0—100.0) | (89.1-93.6) | (90.3-94.3) | (94.8—96.0)

TP= True positive; TN= True negative; FP= False positive; FN= False negative; PPV= positive

predictive value; NPV= Negative predictive value.

Table 2: Index kappa of agreement between the four observers with reference

standard for detection and identification crystal:

Observer Agreement Expected Kappa Se* CI**
(%) agreement (%)
1 86.84 33.45 0.80 0.11 [0.58-1.02]
2 96.43 36.10 0.94 0.09 [0.76-1.13]
3 90.91 39.36 0.85 0.11 [0.63-1.06]
4 89.29 36.54 0.83 0.09 [0.64 —1.01]

*Se= Statistical error.
**Cl= Confidential interval.
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