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1. RESUMEN

Introduccion

Las enfermedades por depdsito de cristales mas frecuentes son la artritis por
pirofosfato cdlcico (PFC) y la gota por el depdsito de cristales de urato monosddico
(UMS). La técnica gold standard para el diagnéstico de estas enfermedades es el
analisis del liquido sinovial al microscopio dptico polarizado con compensador rojo.
Distintos estudios han intentado demostrar la validez de la prueba con no muy buenos
resultados y solo dos estudios la fiabilidad, con buenos resultados, pero no era su

objetivo principal.

Hipétesis
La identificacion de cristales al microscopio dptico sera una prueba consistente entre

varios observadores.

Objetivos

1) Determinar el grado de concordancia entre multiples observadores en la deteccidon
e identificacién de microcristales en liquido sinovial al microscopio dptico; 2) Estimar la
frecuencia de identificacidn correcta de cristales (sensibilidad) mediante la microscopia
Optica con luz ordinaria; 3) Demostrar que el examen con filtro polarizado cruzado es
el tipo de filtro que mejor identifica los cristales de UMS; 4) Evaluar si hay menor
concordancia en los liquidos analizados después de 24 horas; y 5) Establecer el nimero

de campos que es necesario analizar hasta identificar el primer cristal.



Métodos

Estudio observacional transversal realizado en un Unico centro con muestreo
consecutivo de liquidos sinoviales. Estos se analizaron por 5 observadores al
microscopio Optico para detectar e identificar microcristales, de forma independiente
y ciega a los datos clinicos. El analisis del liquido sinovial se hizo en tres fases a 400x, la
primera fue el analisis con microscopio éptico con luz simple, el segundo paso fue el
analisis con luz polarizada y el ultimo paso el analisis con compensador rojo de primer
orden. En todas las fases se registro si habian cristales y si los habia de qué tipo (No
cristales, UMS, PFC y UMS+PFC). Se midid el grado de acuerdo entre los 5
observadores mediante la kappa de Cohen, con estimacién de su intervalo de

confianza al 95% (IC95%).

Resultados

El liquido sinovial se obtuvo principalmente de rodillas (67,3%) y tobillos (13,2%) de
pacientes con patologias muy variadas vistos en consultas de reumatologia. Se han
incluido 31 muestras de liquido sinovial analizadas por los 5 observadores, en total 155
observaciones. Se obtuvo un « global de 0,759 (IC95% 0,6274-0,8901) que
corresponde con un grado de acuerdo bueno. El K para UMS fue de 0,9058 (IC95%
0,7616-1,0496) y para el PFC se obtuvo un k¥ de 0,6559 (IC95% 0,4700-0,8411).
Respecto al tiempo hasta el andlisis se compard el grado de concordancia de los
liquidos en los que todas las observaciones se hicieron antes de 24 horas con los que
alguna de ellas se hizo posterior a 24 horas y no se encontraron diferencias
significativas. Respecto al nimero de campos la mediana para encontrar tanto PFC

como UMS fue de 1 campo (p25-75 1-3).



Conclusién
Pese a exigir acuerdo entre multiples observadores, la microscopia éptica polarizada se
ha mostrado consistente en la deteccidn e identificacion de cristales en liquido sinovial,

en especial para UMS, lo que confirma su elevada utilidad en practica clinica.



ABSTRACT

Introduction

The gold standard for crystal-related arthritis diagnosis remains synovial fluid analysis
by a microscope fitted with compensated polarized filters as it has been shown an
immediate, valid, easy to learn, and reliable procedure (for the last, only in two studies
not designed for this purpose). The objective was to analyze the agreement between
multiple observers in crystal identification using a compensated polarized optic
microscope. Finding good reliability results between multiple observers would

reinforce the value of the technique.

Hypothesis
Crystal identification by polarized optic microscope will be a consistent test even

among several observers.

Methods

Cross-sectional observational study performed at a single center with consecutive
synovial fluid sampling. Samples were immediately analyzed when possible or kept
refrigerated at 42C. Five observers analyzed these samples under a compensated
polarised optical microscope to detect and identify crystals, independently and blinded
to clinical data. It was a 3-step analysis (first step was ordinary light; second was simple
polarized light; and third was compensated polarized light) with observation at 400x
fields. At every step the presence and type of crystal (No crystals, MSU, CPPD,

MSU+CPPD) was recorded. It was necessary to analyze 30 fields to classify it as no



crystal sample. Also, sub-analyses were performed on a) time of sample visualization
(=24 hours or >24 hours of sampling), b) expertise on crystal identification (<10 years
or > 10 years) and c) number of field where the first crystal was seen during ordinary

light analysis. Inter-rater agreement by kappa (k) statistic in every step was measure.

Results

The synovial fluids samples were obtained mostly from knees (67.3%), ankles (13.2%)
and wrist (6.8%) of patients seen at rheumatology clinic or during admissions. Main
rheumatic diseases were gout (33.8%), rheumatoid arthritis (18.4%), CPPD related
arthritis (15%) and arthritis under study (8.3%). A total of 31 samples were analyzed by
all five observers (155 observations). Overall ¥ was 0.759 (CI95% 0.6274-0.8901) thus
indicating good agreement. Agreement for detection was k 0.75 (CI95% 0.61-0,90) and
Kk for MSU was 0.91 (CI95% 0.76-1.05) while for CPPD was 0.66 (ClI95% 0.47-0.84).
Regarding secondary endpoints, no differences were noted between observations
made before or after 24 hours (p 0.68 for Kk comparison), nor in expertise in crystal
analysis (p 0.63 for K comparison). The median number of fields to identify crystals was

1 (p25-75 1-3).

Conclusion
Even requiring agreement among multiple observers, compensated polarized
microscopy remains consistent in the detection and identification of crystals in synovial

fluid, confirming its high utility in clinical practice.
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2. INTRODUCCION

2.1 ENFERMEDADES POR MICROCRISTALES

Los tipos de cristales que se pueden observar a nivel articular y de partes blandas son
muy variados, encontrandose entre ellos los cristales de fosfato célcico basico (como la
apatita), de oxalato cdlcico, de colesterol o de corticoides. Pero las enfermedades por
depdsito articular de cristales mas relevantes en la practica clinica son la gota y la
artritis por cristales de pirofosfato calcico (PFC). La gota, causada por cristales de urato
monosddico (UMS), es la causa mas frecuente de artritis en varones; y la artritis por
cristales de pirofosfato calcico es una de las principales causas de artritis en mayores
de 50 afios. Ambas ocurren por el depésito de los respectivos cristales en el interior de
las articulaciones y en otras areas habitualmente periarticulares. Su capacidad de
activar al sistema inmune innato al ser reconocidas como sefiales de peligro (1) activa
el inflamasoma NALP3 (2). Su presentacion clinica puede plantear diagndstico
diferencial con otras entidades, pero sobre todo con la artritis séptica, que requiere

manejo urgente y hospitalizacion.

2.1.1 GOTA

La gota es la enfermedad que ocurre por el depésito de cristales de UMS en los tejidos
del sistema musculoesquelético. Es la causa mas frecuente de artritis aguda en adultos
de paises occidentales (3) y su prevalencia estd aumentando en los ultimos 50 afios en
todos los paises en que se ha mirado (4). Afecta principalmente a varones adultos.
Cuando afecta a mujeres, suele ser a mujeres posmenopausicas (5) y de un perfil
distinto al de los varones — mayor edad, mayor prevalencia de enfermedad renal

cronica y mayor uso de diuréticos (6,7)-.
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El depdsito de cristales de UMS precisa de una situacién de hiperuricemia mantenida.
Hay varias definiciones de hiperuricemia pero se podrian admitir dos de ellas. Por un
lado la epidemioldgica, en relacion a niveles de uricemia poblacionales, donde se
considera hiperuricemia a niveles de acido urico sérico por encima de 6 mg/dL en
varones y 5 mg/dL en mujeres (8). Sin embargo, desde un punto de vista
fisiopatoldgico se define hiperuricemia como la concentracion por encima del nivel de
saturacion del acido urico sérico -6,8 mg/dL- (9), dado que niveles persistentemente
superiores al punto de saturacidn conllevaran la cristalizacion y depdsito del UMS. Hay
gue destacar que no todos los pacientes con hiperuricemia presentan clinica de gota;
de hecho, se estima que la incidencia anual de gota es del 5% en pacientes con
hiperuricemia (10). Ademas, en estudios con ecografia y tomografia computarizada de
doble energia se ha detectado que aproximadamente uno de cada cuatro pacientes
con hiperuricemia asintomdtica presentan depdsitos de cristales de UMS (11-13) y por

lo tanto gota.

La manifestaciéon clinica principal de la gota sera consecuencia de la respuesta
inflamatoria a los cristales, pero solo si hay afectacién de estructuras con membrana
sinovial, esencialmente artritis o bursitis. La respuesta inflamatoria en otras
localizaciones (ej. tofos) suele pasar inadvertida. Los ataques de gota ocurren
preferentemente en articulaciones de carga como la primera metatarsofalangica, el
tobillo o la rodilla. Aunque también pueden ocurrir, con menos frecuencia, en otras
localizaciones como carpo, metacarpofalangicas o bolsas sinoviales. Junto con el

episodio de inflamacion se pueden presentar sintomas sistémicos de inflamaciéon como

12



fiebre o malestar general, sobre todo si se afectan articulaciones grandes o afectacion
poliarticular. En los primeros ataques de gota la clinica suele ser de monoartritis, y en
pacientes en los que se mantiene la hiperuricemia, y con ella la formacion de cristales,
pueden presentar al cabo del tiempo episodios de inflamacidn oligo y poliarticular. Con
el tiempo los ataques ocurren con mas frecuencia e incluso son mas duraderos,
presentando inflamacién mantenida poliarticular que se puede confundir con otras
artritis crénicas. La aparicion de tofos nos indica que se trata de una gota de larga
evolucion. Un tofo es un acumulo de cristales de UMS rodeado de celularidad
inflamatoria crénica con células gigantes multinucleadas. En la exploracion fisica se
muestran como ndédulos subcutdneos, en bursas, tendones o periarticulares, y son de

un aspecto blanco-amarillento cuyo interior es blanco.

La presencia de cristales de UMS en liquido sinovial se asocia a un leve aumento de
celularidad a costa de leucocitos polimorfonucleares, incluso en articulaciones
asintomaticas (14). Esto indica que hay un grado de inflamacidn subclinica, es decir
asintomatica, que podria justificar el aumento del riesgo cardiovascular en pacientes
con hiperuricemia (15), independiente de otros factores de riesgo cardiovascular. Sin
embargo en pacientes con hiperuricemia asintomdtica este aumento del riesgo
cardiovascular sigue siendo controvertido (16). La relevancia del depdsito asintomatico
de cristales en estos pacientes es aun desconocida, pero datos preliminares sugieren
un impacto negativo a nivel coronario (17). En definitiva, los pacientes con gota tienen
un mayor riesgo cardiovascular, y asi se demostrd en este estudio donde se observd
una mayor frecuencia de arteriosclerosis subclinica de la esperable calculada con

herramientas de riesgo cardiovascular cldsicas (18).
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2.1.2 ARTROPATIA POR PFC

La artropatia por PFC ocurre por el depdsito de estos mismos cristales en cartilagos,
fibrocartilagos y otras estructuras periarticulares. Se trata de un tipo de artritis
claramente relacionada con la edad, es infrecuente por debajo de los 50 afios y su
prevalencia es mayor conforme se van cumpliendo afios. Asi lo demostraron Neame et
al que observaron una prevalencia de condrocalcinosis del 3,7% en edades entre 55 y
59 afios y del 17,5% en los que tenian entre 80 y 84 afios (19). Hay que resaltar que el
término condrocalcinosis se limita al hallazgo radioldgico y no esta presente en todos
los pacientes con artropatia por PFC. Existen formas hereditarias, especialmente en
Espafia y Chile, con un patron de herencia autosdmico dominante y con distintos
fenotipos. Por otro lado, la artropatia por pirofosfato calcico también se ha descrito
secundaria a enfermedades metabdlicas que elevan el pirofosfato extracelular como la
hemocromatosis, el hiperparatiroidismo, la hipomagnesemia o la hipofosfatasia (20);
enfermedades que hay que plantearse en el diagndstico diferencial de la enfermedad,

sobre todo si es un paciente joven.

La formacidn del pirofosfato inorganico es enddgena ya que no puede absorberse por
via digestiva. Tres proteinas son las que parecen tener un papel mas relevante en la
formacidon de cristales: el transportador ANKH (ankylosing homolog protein), que
extrae el pirofosfato inorganico a la matriz extracelular del cartilago; la enzima PC-1
(plasma cell glycoprotein-1), que lo sintetiza a partir de grupos nucledtidos; y la
fosfatasa alcalina, que lo hidroliza. Los mecanismos que desencadenan la inflamacién

son similares a los que ocurren en la gota: los cristales tienen capacidad para
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desencadenar inflamacion porque son reconocidos por los node-like receptors (NLR)

como sefial de peligro, provocando la activacidn del inflamasoma NALP3 (2).

Respecto a la clinica la manifestacion mas comun es la artritis aguda, generalmente
monoarticular, y afecta principalmente a carpo y rodilla, aunque también puede tener
afectacidon oligo y poliarticular. Este cuadro se puede desencadenar de forma
espontanea o en situaciones de estrés, como una intervencidn quirdrgica o una
enfermedad médica (21). De hecho no es raro que durante un ingreso hospitalario el
paciente presente un episodio de artritis. Por otro lado, otro cuadro clinico que pueden
presentar los pacientes con artropatia por PFC es la artropatia inflamatoria crénica que
se caracteriza por ser una inflamacién oligo o poliarticular de bajo grado con episodios
de artritis aguda. Este cuadro clinico se puede confundir facilmente con otros tipos de
artritis crénicas y es por eso que es muy importante hacer una busqueda activa de
cristales en el liquido sinovial en el manejo de pacientes con artritis crénicas, ya que la
identificacion de cristales de PFC es el gold standard de diagndstico de esta
enfermedad. Ocasionalmente se pueden encontrar cristales en liquidos sinoviales de

articulaciones con artrosis primaria, de dudosa interpretacion.

2.2  HISTORIA DE LA IDENTIFICACION DE MICROCRISTALES

La identificaciéon de microcristales por microscopia éptica es una técnica caracteristica
de la Reumatologia, siendo estandar la utilizacion de un microscopio dptico polarizado
provisto de compensador rojo de primer orden, técnica de identificacidon de cristales

importada desde la Geologia.
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Joseph L. Hollander fue el primer autor en describir los cristales de UMS en el liquido
sinovial de articulaciones inflamadas utilizando un microscopio optico (22).
Posteriormente, su discipulo Daniel McCarty, con ayuda de cristaldgrafos, utilizé por
primera vez el microscopio dptico polarizado con compensador rojo de primer orden
(22). De forma inesperada, al analizar con microscopio polarizado con compensador
rojo muestras de liquido sinovial de pacientes con un cuadro clinico similar a los que
tenian cristales de UMS, McCarty descubrié unos cristales que no cumplian las
caracteristicas cristalograficas del UMS, incluso algunos con morfologia de
paralelepipedo. Tras analizar estos cristales con técnicas de difraccion de rayos X,
descubrié que se trataba de cristales de pirofosfato calcico dihidratado, y fue el
primero en utilizar el término pseudogota para referirse a la artritis por pirofosfato

calcico.

El diagndstico de certeza de las artritis por cristales lo proporciona su identificacidon en
el liquido sinovial. Inicialmente esto se limitaba a muestras obtenidas durante un
ataque agudo, estando los cristales invariablemente presentes en esas circunstancias
(22,23), con lo que la presencia proporcionaba un diagndstico inequivoco de gota o de
artritis por cristales de PFC. Posteriormente se demostré que en articulaciones
asintomaticas que previamente habian estado inflamadas por gota, y en personas que
no recibian tratamiento hipouricemiante, los cristales de UMS persistian, permitiendo
por tanto el diagndstico de gota por artrocentesis en fases intercriticas (14,24).
Respecto a la artritis por PFC, también se pueden identificar estos cristales en fases

intercriticas como quedé demostrado en 2005 (25).
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Gracias a los avances en las técnicas de imagen se pueden encontrar hallazgos
sugerentes de depdsitos de cristales. Probablemente la ecografia, debido a su cercania
al reumatdlogo, es la técnica que mas estudios tiene al respecto. Los hallazgos
ecograficos sugerentes de UMS son, entre otros, el signo del doble contorno, areas
hiperecoicas sugerentes de tofos y punteados hiperecoicos ("snowstorm"); el hallazgo
ecografico mds importante para la sospecha de depésito de PFC es la calcificacidn del
cartilago hialino y/o del fibrocartilago de algunos meniscos. En un estudio
multicéntrico internacional se analizaron 824 pacientes con ecografia (416 con gota y
408 controles) y se tomd como gold standard la identificacién de UMS al microscopio.
Tras el analisis estadistico, la identificacion de signos ecograficos de UMS mostrd una
sensibilidad del 76,9% y una especificidad del 84,4% (26). En un estudio de disefio
similar pero con depositos de PFC se analizaron 33 pacientes y se encontré una
sensibilidad del 86,7% y una especificidad del 96,4% (27). Otra técnica de imagen,
utilizada principalmente en investigacidn, es la tomografia computarizada de doble
energia (TCDE). Con la TCDE se detectaron depdsitos de UMS en 16 de 19 pacientes
con gota establecida (mas de 3 afios de evolucién) (13). Estos estudios indican buenos
resultados de las técnicas de imagen para el estudio de artritis microcristalinas, pero
todavia con porcentajes relevantes de falsos positivos y negativos, lo que mantiene a la
microscopia O6ptica como gold standard para el diagndstico de las artritis

microcristalinas.
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2.3  IDENTIFICACION DE MICROCRISTALES

2.3.1 LA TECNICA

El microscopio dptico debe estar ubicado cerca de la consulta, o incluso dentro de la
misma. Esto permitird el andlisis, tras la artrocentesis, para poder tomar una decision
terapéutica con el paciente en la consulta. El analisis se realiza en fresco y no precisa
de centrifugacion, fijacion o tincién. Tan solo se precisa un microscopio 6ptico con 400
aumentos, polarizador con compensador rojo de primer orden y portaobjetos vy
cubreobjetos para colocar las muestras. Aunque es cierto que solo con luz ordinaria, y

con experiencia, se pueden identificar la mayoria de cristales (28).

Se recomienda un analisis del liquido lo mas rapido posible, sobre todo porque los
leucocitos se degradan con el paso del tiempo, pero al mismo tiempo para establecer
de forma rapida el diagnéstico y hacer una consulta clinica mas resolutiva. Son pocos
los estudios que han tratado el tema del tiempo para el analisis del liquido sinovial y
como conservarlo. Ya en 1982 Bible et al demostraron que se puede seguir observando
UMS tras 24 horas, tanto refrigerado como almacenado a temperatura ambiente (29).
Anos mas tarde Kerolous et al publicaron un articulo en el que habian estudiado 50
muestras de liquido sinovial -cinco con PFC y siete con UMS- conservadas a 42C y 22°C
con heparina, y las observaron periddicamente durante dos meses. Segun sus
conclusiones, el tiempo afectaba a la conservacion de los cristales, sobre todo PFC,
conservandose mejor refrigerado (30). En contestacion a este articulo Mcknight y
Agudelo reportaron seis muestras de liquido sinovial con PFC donde a las cuatro
semanas, conservadas sin aditivos a temperatura ambiente, todavia se podian observar

cristales de PFC (31). En respuesta al comentario, los autores del primer articulo dieron
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la razén a Mcknight and Agudelo y ademads reportaron 9 casos en los que a los 9 meses
todavia se encontraban cristales de PFC, aunque advierten de la posibilidad de
formacion de artefactos que se pueden confundir con PFC en las muestras que se
conservan a aire ambiente. McGill et al publicaron los resultados de un estudio en el
gue observaron 11 muestras de PFC conservadas a temperatura ambiente, refrigeradas
a 4°C y congeladas a -702C. Tras 8 semanas habia cristales en todas las muestras
congeladas, en 10 de las refrigeradas y en 8 de las conservadas a temperatura
ambiente (32). Por ultimo, un estudio espafiol publicado en 2002 demostré buenos
datos refrigerando a 42C detectando: UMS a las 24 horas en 90 de 93 y en 89 de 93 a
72 horas, y PFC en 90 de 90 a las 24 horas y en 87 de 90 a las 72 horas. También
congelaron muestras a -802C observandose todavia a los dos meses UMS en 25

muestras de 31y PFC en 25 de 30 (33)

Luz ordinaria Luz polarizada simple Luz polarizada con compensador de primer orden
UMSs Agujas Birrefringencia intensa Birrefringencia negativa (paralelo-amarillo, perpendicular-azul)
PFC Agujas o Birrefringencia débil o Birrefringencia positiva (paralelo-azul, perpendicular-amarillo

paralelepipedos nula

Tabla 1- Caracteristicas microscépicas de UMS y PFC

Para el analisis al microscopio optico la muestra se coloca directamente desde la
jeringa de extraccion en un portaobjetos y cubreobjetos y de ahi al microscopio, sin
necesidad de procesar la muestra. El analisis al microscopio dptico se realiza por fases
(Tabla 1) y se comienza por la técnica mas sencilla, la microscopia de luz ordinaria. Por

lo general, un aumento de 400 es adecuado. Con la microscopia de luz ordinaria se
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pueden identificar los cristales por morfologia. Los cristales de UMS siempre tienen
forma de aguja, sin embargo, los de PFC pueden presentar forma de paralelepipedos o
también de aguja; y ambos cristales se pueden encontrar tanto intra como
extracelulares independientemente de si es una articulacién asintomdtica o inflamada
(25,34). Una vez se ha detectado algun cristal, tanto si hay dudas sobre el tipo de cristal
por morfologia como por confirmar el diagndstico, se puede pasar al segundo paso, la
luz polarizada simple. Para la luz polarizada simple se precisa de dos filtros, uno
localizado entre la fuente de luz y la platina donde estd la muestra (polarizador), y otro
en algln punto sobre la muestra y el observador (analizador). Cuando el eje dptico de
ambos filtros estdn paralelos dejard pasar toda la luz, moviendo el polarizador se
pueden cruzar los ejes hasta extinguir la luz cuando los dos ejes estan perpendiculares,
punto de extincion (Figura 1). En el punto de extincién toda la luz queda retenida en el
analizador y se observa un campo completamente oscuro. Si hay un cristal
birrefringente en la platina el haz de luz polarizada se divide en 2 componentes
perpendiculares y es posible observar el cristal brillar sobre un campo oscuro (35). Con
la luz polarizada los cristales de UMS se observan intensamente birrefringentes (brillan
mucho sobre el campo oscuro) excepto cuando estan en posicién de extincion, es decir
cuando el cristal esta paralelo a uno u otro de a los ejes de los filtros cruzados. Sin
embargo los cristales de PFC presentan una birrefringencia débil (brilla poco sobre el

campo oscuro) observandose mejor con el microscopio éptico de luz simple (36).
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Figura 1- Mecanismo de accidn de la polarizacion. Uso de imagen autorizado

El dltimo paso es el uso del polarizador con compensador rojo de primer orden.

Cuando la luz atraviesa el cristal genera un retardo de la longitud de onda, el

compensador de primer orden es sensible a este retardo. La combinacién de

longitudes de onda (rapida y lenta producida por el retardo) produce los colores de

interferencia, toda la gama de colores posibles esta reflejada en la tabla de colores de

interferencia (de Michel Levy) utilizada en mineralogia (Figura 2). Los dos grados de

retardo que podemos observar en nuestro caso se llaman birrefringencia positiva y

negativa. Los cristales de UMS presentan una birrefringencia negativa (menos retardo)

gue se observa como amarillo cuando el eje mayor del cristal es paralelo al eje del

compensador o azul cuando es perpendicular. Sin embargo los cristales de PFC
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presentan una birrefringencia positiva, que se observa como azul cuando el eje mayor

del cristal es paralelo al eje del compensador y amarillo cuando es perpendicular.

Birefringence n , - n,

c 0.001 0.010 0.020 0.030 0.040 0.050
S 0.06
°©
& p 0.05 0.065
£% 0.04 - 0.070
=E A -
‘5= 0.03 = 0.090
n= |
®.£ 0.02 = E 0.120
& B . HER 0.160
L2 0.01
o
=

First Second Third Fourth Fifth Sixth

Order Order Order Order Order Order

100 500 700 1130 1500 1900 2265 2700 3100

Wavelength

Figura 2- Tabla de Michel Levy. Procedente de www.olympusmicro.com

2.3.2 VALIDEZ Y REPRODUCIBILIDAD DE IDENTIFICACION DE
MICROCRISTALES AL MICROSCOPIO OPTICO

Pese a su sencillez e inmediatez, el uso del microscopio dptico entre los reumatdlogos
es muy irregular y sélo un porcentaje reducido de unidades de Reumatologia lo emplea
de manera rutinaria (37), en parte por considerar erroneamente que la gota es
facilmente diagnosticable por sus caracteristicas clinicas, lo que se ha demostrado que
falla en uno de cada cuatro casos (38,39).

Se han realizado muy pocos estudios (Tabla 2) que evalten la microscopia éptica de

liquido sinovial para la identificacidon de cristales, y sus resultados no han sido buenos,
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lo que probablemente pueda ser atribuido a sus numerosas limitaciones
metodoldgicas.

El primer estudio sobre validez en la deteccion de cristales lo realizd H. R. Schumacher
et al en 1986 (40). Se enviaron muestras de liquido sinovial a tres laboratorios distintos
y se encontraron diferencias en 7 de las 11 muestras analizadas (63,6%) comparando
con el laboratorio de referencia. En realidad, la identificacion de cristales era un
objetivo secundario y el objetivo primario era el recuento de leucocitos. Un afio mas
tarde P. Hasselbacher (41) remitié 4 muestras de liquido sinovial a 25 laboratorios -una
muestra con PFC, otra con UMS, otra con UMS y PFC y otra sin cristales-. Solo un 49%
de los analisis concordaron con el de referencia. En 1989 C. Gordon et al (42) realizd un
estudio con cristales sintéticos de UMS y PFC anadidos a liquido sinovial a distintas
concentraciones. En este articulo 6 observadores analizaron al microscopio éptico 166
muestras obteniendo para el UMS una sensibilidad del 69% y una especificidad del
97%, y para PFC una sensibilidad del 82% con una especificidad del 78%.
Posteriormente en un estudio de calidad finlandés publicado 1990 (43) se analizaron
cuatro muestras — las cuales contenian colesterol, triamcinolona, polvo de guantes y
UMS- en 25 laboratorios. Se obtuvo que 19 de 25 laboratorios acertaron todo,
identificando todos la muestra con UMS, sin embargo hubo un 24% de falsos positivos.
Esto mismo lo repitieron anualmente desde 1989 hasta 1996 y participando entre 25 -
el primer afio- y 47 laboratorios, publicindose en 1998 (44). Los resultados en
identificacion de cristales no fueron demasiado satisfactorios, con una media de un
71,2% de resultados correctos. Un estudio similar se hizo en Australia (45), donde se
enviaron 12 muestras de liquido sinovial a seis laboratorios encontrando un alto

numero de falsos negativos - 5 para UMS y 7 para PFC-. Por ultimo en 1998 Petrocelli et
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al (46), analizaron 11 muestras de liquido sinovial por 3 observadores obteniendo para
UMS una sensibilidad del 78% y una especificidad del 100% y para PFC una sensibilidad
del 56% y una especificidad del 96%. Todos estos estudios sobre identificacion de
cristales se resumen y analizan en dos revisiones (47,48), que concluyen diciendo que
no es una prueba perfecta a pesar de ser el gold standard y que hacen falta mas
estudios sobre la validez en la identificacion de cristales en liquido sinovial. De hecho,
en uno de ellos (47), se sugiere la combinacién del andlisis del liquido sinovial junto
con unas caracteristicas clinicas para aumentar la probabilidad preprueba.

En cualquier caso, todos los trabajos revisados presentan limitaciones relevantes
destacando la ausencia de comprobacion de entrenamiento, fiabilidad y experiencia de
los analistas. Pese a esto, estas referencias son las habitualmente utilizadas como
argumento para obviar el analisis por cristales y recurrir para el diagndstico a criterios
clinicos tradicionales. En algun trabajo incluso se llega a justificar al considerar a la
artrocentesis como un procedimiento “inconveniente”. Sin embargo, en nuestra
experiencia la técnica de analisis de identificacion de cristales es sencilla, y solo precisa
de una formacién y experiencia minimas (49), habiendo demostrado que un corto
entrenamiento previo permite a residentes de laboratorio clinico la identificacidn fiable
de cristales de UMS y PFC en liquido sinovial (50).

Hasta ahora todos los estudios comentados tenian como objetivo principal evaluar la
validez de la prueba, sin embargo ninguno de ellos evalida la fiabilidad o
reproducibilidad interobservador. Solo hay dos trabajos que hayan evaluado este
aspecto. El primero es un estudio publicado por Pascual et al en 1989 (28), en este
estudio se evaluaba la habilidad para detectar cristales con el microscopio con luz

simple y ademas se calculaba el kappa (k) global entre 2 observadores para
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microscopia optica con luz simple (k 0,90 [0,897-0,902]) y con luz polarizada (x 0,96
[0,958-0,961]). El segundo estudio, del mismo grupo (Lumbreras et al (50)), tenia por
objetivo determinar el grado de concordancia entre un experto y 4 residentes tras un
breve entrenamiento. Se analizaron 64 muestras y se obtuvieron las siguientes
concordancias con el experto: observador 1 k¥ 0,80 (IC95% 0,58-1,02); observador 2 k
0,94 (IC 0,76-1,13), observador 3 x 0,85 (IC95% 0,63-1,06) y observador 4 x 0,83
(1C95% 0,64-1,01). El ¥ global de los residentes con el experto fue de 0,85, siendo K
0,84 para deteccién de cristales, Kk 0,93 para MSU y x 0,79 para PFC (IC no disponibles
en el articulo original).

Se han realizado estudios de validez para el diagndstico de microcristales empleando
otras técnicas como la ecografia, la tomografia de doble energia dual (TECD) o la
espectroscopia Raman. La espectroscopia Raman es una técnica analitica que se utiliza
en quimica y que aporta informacion de la composicién molecular; probablemente sea
la técnica mas novedosa. Li et al en 2016 (51) publicaron un trabajo en el que midieron
el grado de consistencia entre el analisis de liquido sinovial al microscopio 6ptico con
luz polarizada compensada y un aparato para realizar espectroscopia Raman
especialmente disefiado para este fin. El ¥ para identificacion de UMS fue de 0,84
(0,75-0,94) y para la identificacion de PFCO0,61 (0,42-0,81). En el mismo afio Abhishek et
al (52) publicaron los resultados de un trabajo con una maquina disefiada para realizar
una espectroscopia Raman en la primera metatarsofalangica in vivo, sin necesidad de
artrocentesis. Detectaron UMS por espectroscopia en 7 de 10 pacientes con gota. Son
necesarios mas estudios pero esta técnica podria ser util en el futuro para el

diagndstico de enfermedades microcristalinas.
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Quién analiza las muestras

Nimero de muestras y qué analizan

Resultados

Comentario

Schumacher et al, 1986

Hasselbacher, 1587

Gordon et a/, 1989

von Essen et al, 1990

McGill et al, 1991

Von Essen et al, 1998

Petrocelli et a/, 1998

Técnicos de 3 laboratorios, uno de ellos de
referencia

25 laboratorios

6 observadores: 1 técnico de laboratorio, 1
técnico de laboratorio con experiencia en

identificacion de cristales, 1 médico con poca

experiencia en identificacién de cristales, 2

residentes de reumatologia y 1 reumatélogo
con experiencia en identificacién de cristales

25 laboratorios

6 laboratorios

Entre 25 y 47 laboratorios

3 observadores

11 LS. 7 con UMS y 2 con PFC

41S. 1 PFC, 1 UMS, 1 UMS+PFCy 1 sin cristales

96 LS. 41 con UMS sintético y 42 con PFC
sintético

4 muestras de LS: 1 cristal colesterol, 1

triamcinolona, 1 polvo de guantes, 1 UMS
Mandan 12 LS: 1 betametasona, 4 UMS, 4 PFC,

3 sin cristales

3-4 muestras de LS con UMS, PFC, oxalato...

dependiendo del afio
11 LS: 3 UMS, 3 PFCy 5 sin cristales

UMS: correctos 8/14, 1 FP

PFC: 1/4 correctos, 3 FP, 1 FN
Muestral: 4/25 identifican el PFC.
Muestra 2: 20/25 identifican UMS
Muestra 3: 1/25 identifica PPCD y UMS.
18/25 solo ven UMS, 1/25 solo ve PFC
Muestra 4: 24/25 no ven cristales

UMS: sensibilidad 69%, especificidad 93%.

PFC: sensibilidad 83%, especificidad 78%

19/25 identifican todo. UMS 25/25 pero 24%

FP
UMS: 19/24 identifican correctamente.
PFC: 17/24 identifican correctamente.

71,2% de identificaciones correctas. 24,6% FN

UMS: sensibilidad 78% y 100% especificidad.
PFC: sensibilidad 56% y especificidad 96%

Muestras heparinizadas. Objetivo primario:
recuento de leucocitos.

78% de precisién para UMS pero muy pobre la de
PFC

Son cristales sintéticos afiadidos a LS a distintas
concentraciones

Este estudio se replica anualmente y se publica
en conjunto (von Essen 1998)
2 laboratorios con <50% de resultados correctos.

De 1989 a 1996, anualmente se replicaba von
Essen 1990

Preparaciones por duplicado: tincién Gram y
preparacién himeda

Tabla 2. Estudios de la validez de la identificacion de cristales al microscopio dptico. Nota: LS: liquido sinovial, FP: falso positivo, FN: falso negativo
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3. JUSTIFICACION

El gold standard de diagndstico de las enfermedades por depdsito de cristales como la
gota o la artropatia por PFC es la identificacion de dichos cristales al microscopio
Optico polarizado. Sin embargo, hasta la fecha ningun estudio ha incluido a
observadores entrenados evaluando un numero suficiente de muestras para permitir
demostrar consistencia en la identificacion de los distintos cristales. De hecho, como
se ha mencionado anteriormente, los escasos estudios disponibles son poco
alentadores. La demostracion de la consistencia de la técnica siguiendo una
metodologia estructurada y homogénea establecerd sin lugar a dudas su valor,
haciendo poco justificable el diagndstico no basado en el estudio de cristales salvo

situaciones realmente excepcionales.
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4. HIPOTESIS

Las hipodtesis del presente estudio fueron:

1- La identificacién de cristales al microscopio dptico sera una prueba consistente
entre varios observadores.

2- En la mayoria de los casos el microscopio con luz ordinaria sera suficiente para
confirmar el diagndstico.

3- El filtro con luz polarizada sera la técnica que mejor visualice los cristales de UMS.
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL
El objetivo principal fue evaluar la consistencia en la identificacion de microcristales en

liquido sinovial al microscopio 6ptico polarizado compensado.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el grado de concordancia entre varios observadores en la deteccion
e identificacion de microcristales en liquido sinovial al microscopio éptico.

2. Estimar la frecuencia de identificacion correcta de cristales (sensibilidad)
mediante la microscopia éptica con luz ordinaria.

3. Demostrar que el examen con filtro polarizado cruzado es el tipo de filtro que
mejor identifica los cristales de UMS.

4. Evaluar si la concordancia disminuye en los liquidos analizados después de 24
horas de su extraccion.

5. Describir el nUmero de campos que se analizan hasta detectar el primer cristal.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 DISENO
Estudio observacional descriptivo de corte transversal realizado en un Unico centro, la

seccién de Reumatologia del Hospital General Universitario de Alicante.

6.2 PACIENTES

6.2.1 MUESTREO Y RECLUTAMIENTO

El muestreo fue consecutivo. Se incluyeron en el estudio todos los liquidos sinoviales
extraidos por practica clinica habitual durante el periodo del estudio y que cumplieran

con los criterios de inclusién/exclusion.

6.2.2 CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion:

- Liquido sinovial procedente de espacios articulares, bursas sinoviales o vainas
tendinosas.

- En muestras de liquido sinovial se debe de encontrar al menos un leucocito.

Criterios de exclusidn:

- Liquido sinovial hematico

- Que hayan pasado mds de 24 horas de la extraccion *modificado durante el estudio,
explicacion en apartado 7.1

- Aspirado de tofo
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6.3 VARIABLES DEL ESTUDIO

6.3.1 VARIABLES PRINCIPALES

Visualizacién al microscopio 6ptico en sus distintas fases (explicado con detalle en 6.4
procedimientos) y recogida de variables en cada una de ellas:

- Presencia de cristales (si o no)

- Qué tipo de cristal se sospecha en cada fase (UMS, PFC, ambos, no esta claro)

- Numero de campo en el que se observa por primera vez un cristal (de 1 a 30)

- Conclusidn final tras observacion completa al microscopio (no hay cristales, UMS,
PFC, UMSy PFC)*

* se registro si el observador veia UMS y PFC en la misma muestra pero para el andlisis
de datos esa variable se reconvirtio en UMS dada la dificultad de la clasificacion como

PFC cuando los cristales son poco frecuentes.

6.3.2 VARIABLES SECUNDARIAS

- Origen de la muestra (articular, bursa o vaina) y en localizacién (rodilla, primera
metatarsofalangica...)

- Patologia reumatica de base (gota, artrosis, artritis reumatoide...)

- Edad (en afios)

- Sexo de los participantes (hombre/mujer)

- Tiempo hasta la observacion (en horas)

- Experiencia (observador experto/observador no experto) Experto: mas de 10 afios de

experiencia analizando regularmente en busca de cristales al microscopio.
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6.4 PROCEDIMIENTOS

Todo el equipo de reumatdlogos del Hospital General Universitario de Alicante fue
informado del estudio para reclutar muestras, pero solo cinco observadores
participaron en el estudio (visualizacién de la muestra y recogida de variables). Los
cinco observadores estaban entrenados en la identificacidon de cristales al microscopio
Optico polarizado, siendo cuatro de ellos facultativos y uno médico interno residente
de tercer afio en reumatologia. A cada observador se le asigné un numero que solo
conocia él y el investigador principal, para mantener el enmascaramiento. El aviso
entre los observadores se realizd por medio de un chat mévil mediante la aplicacién
Whatsapp®. Todos los observadores eran ciegos a los datos clinicos del paciente
excepto el que realizaba la extraccidn, que se encargaba también de obtener el
consentimiento informado. Si otro compafiero no investigador obtenia una muestra,
avisaba al investigador principal para explicar/firmar el consentimiento informado y
avisar al resto de observadores. Se invitd a los investigadores a realizar la observacién
al microscopio oOptico de la muestra de liquido sinovial antes de 24 horas de la
extraccion, salvo si ésta se encontraba en un portaobjetos, que se limité a 2 horas. Uno
de los criterios de exclusién para incluir una observacion era que hubieran pasado mas
de 24 horas desde la obtencidn del liquido sinovial. Sin embargo, aunque inicialmente
solo se analizaran los liquidos antes de las 24 horas hubo que cambiar este criterio al
haber cambiado el investigador principal de Hospital dificultando el analisis en las
primeras 24 horas. Tras finalizar el reclutamiento, el investigador principal revisé las

historias clinicas para completar las variables no recogidas.
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Una vez obtenida la muestra y tras la firma del consentimiento informado por el
paciente (anexo 4), se rellenaba la hoja de recogida de datos de extraccidn (anexo 2).
Posteriormente, se etiquetaba la muestra y se almacenaba en frigorifico a 42C (32,33)
en fresco —sin adicion de anticoagulantes (33)- dando aviso al resto de observadores.
Finalmente, cada observador de forma individual y ciega analizaba la muestra vy
completaba la hoja de recogida de datos de analisis (una por cada observador, anexo
3) intentando, en la medida de lo posible, analizarlo en un tiempo menor a 24 horas.
Se establecid ese periodo al haberse observado que hasta 72 horas no parece haber

diferencias (33). (Figura 3)
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Figura 3- Flujo de trabajo

La metodologia de andlisis del liquido sinovial seguida por todos los observadores fue:

19: Limpiar porta y cubreobjetos.
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22: Examen con luz ordinaria a 400x. En esta fase se confirma si hay o no cristales y, en
el caso de que haya, de qué tipo por un analisis morfolégico. Para considerar la
ausencia de cristales se exigid el analisis de 30 campos.

Addendum: a partir de la muestra numero 16 se decidid incluir el nUmero de campo en
el que se observaba el primer cristal.

32: Examen con filtro polarizado cruzado a 400x. Estudio de intensidad de la
birrefringencia que permitiese discernir ante qué tipo de cristal se encontraba el
observador. De igual forma, si no se hallaron cristales tras 30 campos la muestra se dio
como “sin cristales”.

42: Examen con filtro polarizado y compensador rojo de primer orden a 400x. Este
estudio permitid la identificacion definitiva de UMS o PPCD segun el tipo de

birrefringencia (negativa o positiva, respectivamente).

Para el analisis de cristales se ha utilizado un microscopio marca Olympus BH equipado

con polarizador simple y compensador rojo de primer orden.

6.5 ASPECTOS ETICOS

El presente estudio se ajusta a las normas deontoldgicas y todos los pacientes fueron
informados de los objetivos, siendo la firma del consentimiento informado
imprescindible para entrar en él. Este estudio fue aprobado por el Comité Etico y de
Investigacion Clinica del Hospital General Universitario de Alicante (P12016/228) [ver
anexo 1]. El manejo de los datos clinicos de los pacientes se realizé de acuerdo a la
declaracion de Helsinki y modificaciones posteriores, el cédigo de buenas practicas

clinicas y la ley organica de proteccién de datos de caracter personal (15/1999).
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Los datos fueron recogidos en una base de datos informatizada (Microsoft Excel®) a la
cual solo tuvo acceso SG, coordinadora de estudios de HGUA y el investigador principal

al final del reclutamiento.

6.6 ASPECTOS ESTADISTICOS

6.6.1 TAMANO MUESTRAL

La estimacion del tamafio muestral en base a estudios similares previos era dificil
porgue todos tenian un tamafio muestral pequefio, siendo ese uno de los principales
inconvenientes. En un estudio de Pascual et al (28) en el que se demostré que el
microscopio con luz simple era suficiente la mayoria de las veces para la identificacion
de cristales se calculd el grado de concordancia entre 2 observadores, siendo
suficiente con un tamafio muestral de 63 muestras y 126 observaciones para obtener
resultados significativos. Se estimd que un analisis de 60 muestras analizadas por 5
observadores, que equivalen a 300 potenciales observaciones, iba a ser suficiente para
obtener resultados significativos, teniendo en cuenta las pérdidas ya que posiblemente

no todos los observadores iban a poder observar todas las muestras.

6.6.2 ANALISIS ESTADISTICO

Las variables categdricas se presentan como frecuencias y porcentajes, y las
cuantitativas como medidas de tendencia central (media o mediana) y de dispersion
(desviacion estandar o rango intercuartilico). Para las variables de estudio principales

se estimo el intervalo de confianza al 95%.
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El andlisis estadistico de la concordancia entre observadores para responder al
objetivo n2 1 empled el coeficiente kappa de Cohen, que expresa el grado de
concordancia de 0 a 1 siendo O la discordancia absoluta y 1 el acuerdo perfecto.
Respecto a la interpretacidn de los resultados se considerd que entre 0,2 y 0,4 existia
un grado de acuerdo bajo; entre 0,41 y 0,6 moderado; entre 0,61 y 0,8 se estimd un
acuerdo bueno y mayor de 0,81 un grado de concordancia muy bueno o excelente.
Dada la existencia de varios observadores y mas de dos opciones se utilizo la técnica

jacknife, con estimacién del error estandar.

En el analisis de subgrupos (tiempo y experiencia) se utilizé el coeficiente kappa de
Cohen y la comparacion de kappas para determinar si estas variables influian en el

acuerdo final.

Para evaluar las 3 fases de analisis al microscopio 6ptico se construyd una tabla 2x2
para cada uno de los hallazgos (No cristales, UMS y PFC) en cada una de las fases (luz
simple, polarizada y con compensador rojo). En las columnas, como valor de
referencia, se tomd la conclusién final. Se consideré como resultado positivo el
nimero de observaciones con No cristales, UMS o PFC; y negativo el nimero de
observaciones con Si cristales, no UMS o no PFC. Finalmente se calcul6 la sensibilidad,
especificidad y los valores predictivos positivo y negativo con un 1C95%.

El andlisis estadistico se realizd empleando los programas Epidat® 4.2 para jacknife y
comparacion de kappas y SPSS® 21 para el resto de célculos. Se establecié un nivel de

significacion estadistica de p<0,050.
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6.7 DURACION DEL ESTUDIO
El periodo de reclutamiento ha abarcado desde el 28 de noviembre de 2016 hasta el

26 de mayo de 2017 cuando se cerro el reclutamiento.

6.8 MEMORIA ECONOMICA
Este estudio no ha precisado de un gasto econdmico adicional y se han utilizado los
recursos ya disponibles en la Seccion de Reumatologia del Hospital General

Universitario de Alicante.

Este estudio ha recibido una beca de la Fundacién Valenciana de Reumatologia.
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7. RESULTADOS

7.1 PARTICIPACION Y CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS MUESTRAS
ANALIZADAS

En el estudio se han incluido 60 muestras consecutivas de liquido sinovial. Al tratarse
de 5 observadores, el nimero de potenciales observaciones era 300 potenciales
observaciones. Finalmente se realizaron 266 observaciones (88,7%) de 60 liquidos

sinoviales.

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas de los pacientes de las 266 observaciones
realizadas. La mayoria de las observaciones provienen de liquidos sinoviales de
grandes articulaciones: 179 (67,3%) de rodilla, 35 (13,2%) de tobillo y 18 (6,8%) de
carpo. También hay muestras procedentes de pequefias articulaciones como
metatarsofalangicas e interfalangicas proximales, e incluso hay 5 observaciones

procedentes de una muestra procedente de liquido sinovial de bursa olecraniana.
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Caracteristicas generales de los pacientes de las observaciones realizadas

Variable Observaciones (n=266)
Edad en afios, media (DE) 65 (16,62)
Sexo

Hombres (%) 132 (49,6)

Mujeres (%) 134 (50,4)

Origen de la muestra

Rodilla (%) 179 (67,3)
Tobillo (%) 35 (13,2)
Carpo (%) 18 (6,8)
12 MTF (%) 13 (4,9)
IFP (%) 8(3)
Codo (%) 5(1,9)
Bursa olecraniana (%) 5(1,9)
otras MTF (%) 3(1,1)

Enfermedad de base

Gota (%) 90 (33,8)
Artritis reumatoide (%) 49 (18,4)
Artritis por PFC (%) 40 (15)
Artritis sin filiar (%) 22 (8,3)
Derrame mecanico (%) 22 (8,3)
Artritis psoriatica (%) 20(7,5)
Artritis séptica (%) 9(3,4)
Sjogren (%) 9 (3,4)
Still (%) 5(1,9)

Tabla 3. Datos mostrados como n (%) salvo especificado de forma diferente. DE: desviacion estandar;
MTF: metatarsofalangica; IFP: interfalangica proximal; PFC: pirofosfato calcico.

Respecto a la enfermedad de base diagnosticada por el médico responsable del
paciente se encuentra mucha variabilidad. Se puede apreciar que los diagndsticos mas
frecuentes son gota, 90 observaciones (33,8%); artritis reumatoide, 49 (18,4%) y

artritis por PFC, 40 (15%).

La mediana de tiempo en horas fue de 1,5 horas con un p25-75 de 0,5 y 4 horas siendo
la observacion mas tardia a las 624 horas de la extraccién. Un 85,2% de los analisis se

realizaron antes de 24 horas.
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7.2 ANALISIS DE CONCORDANCIA ENTRE OBSERVADORES

Solo 31 de las 60 muestras fueron evaluadas por los 5 observadores, por lo que el
analisis principal de concordancia se llevd a cabo sobre estas 31 muestras. En primer
lugar se realizé un analisis de concordancia en la deteccidn de cristales, clasificando la
muestra como "con" o "sin" cristales, y se obtuvo un k¥ de 0,7511 (IC95% 0,6058-
0,8959). Respecto a la identificacion de cristales (Tabla 4) la concordancia global se
puede considerar como buena (k 0,7590). Individualmente, cuando se concluye que
hay PFC (x 0,6559) la fuerza de concordancia se clasifica también como buena. Y

finalmente para el UMS (k 0,9058) el grado de acuerdo se considera como muy bueno

o excelente.
Categoria Kappa IC(95%) Valor p
No cristales 0,7511 0,6058-0,8959 <0,001
uUmMs 0,9058 0,7616-1,0496 <0,001
PFC 0,6559 0,4700-0,8411 <0,001
Kappa global 0,7590 0,6274-0,8901 <0,001

Tabla 4. Andlisis de concordancia entre 5 observadores independientemente del tiempo
que se tardé en analizar el liquido sinovial. 31 muestras, 155 observaciones

7.2.1 INFLUENCIA DEL TIEMPO QUE SE TARDA EN ANALIZAR LA MUESTRA

El tiempo que pasa hasta el andlisis es una variable que podria influir en la
identificacion. Por lo tanto se analizé por un lado la concordancia de 5 observadores
en muestras en las que todos los andlisis se realizaron antes de 24 horas (Tabla 5); y
por otro lado la concordancia de muestras en las que alguna de las 5 observaciones
fuera posterior a 24 horas (Tabla 6). Tanto en uno como en otro todos los resultados

tienen un grado de concordancia bueno o muy bueno.
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Categoria Kappa IC (95%) Valor p
No cristales 0,7778 0,5915-0,9627 <0,001
uUmMs 0,9240 0,7372-1,1082 <0,001
PFC 0,6947 0,4333-0,9533 <0,001
Kappa global 0,7830 0,6038-0,9605 <0,001

Tabla 5. Analisis de concordancia entre 5 observadores siendo todas las observaciones

realizadas antes de 24 horas. 18 muestras, 90 observaciones

Categoria Kappa IC (95%) Valor p
No cristales 0,6972 0,3749-1,0149 <0,001
umMs 0,8805 0,5947-1,1627 <0,001
PFC 0,6100 0,2987-0,9176 <0,001
Kappa global 0,7196 0,4711-0,9646 <0,001

Tabla 6. Andlisis de concordancia entre 5 observadores siendo alguna observacién de cada
una de las muestras posterior a 24 horas. 13 muestras, 65 observaciones

Finalmente se hizo una comparaciéon de K concluyendo que no habia diferencias

estadisticamente significativas entre las muestras analizadas antes de 24 horas frente

a las muestras en las que alguna observacion se realizd posterior a 24 horas (Tabla 7).

En el analisis individualizado de presencia/ausencia de cristales o del tipo de cristal

tampoco hubo diferencias significativas.

Categoria Ji-cuadrado Valor p
No cristales 0,1908 0,6622
ums 0,0658 0,7976
PFC 0,1756 0,6752
Kappa global 0,1735 0,6771

Tabla 7. Comparacion de K de muestras analizadas antes de 24 horas frente a

muestras con algun analisis posterior a 24 horas
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7.2.2 COMPARACION DE EXPERTOS FRENTE A NO EXPERTOS

Se considerd experto en identificacién de cristales a los que tenian mas de 10 afios de

experiencia, habiendo tres observadores expertos y dos con menos de 10 anos de

experiencia observando al microscopio.

Los tres observadores expertos observaron la misma muestra en 39 ocasiones y su

grado de concordancia fue bueno para cualquier hallazgo y en el x global (Tabla 8).

Categoria Kappa IC (95%) Valor p
No cristales 0,6750 0,4823-0,8673 <0,001
ums 0,7249 0,5046-0,9447 <0,001
PFC 0,7058 0,5102-0,9011 <0,001
Kappa global 0,7001 0,5388-0,8611 <0,001

Tabla 8. Analisis de concordancia entre los 3 observadores expertos. 39 muestras, 117

observaciones

Los observadores que tenian menos de 10 afios de experiencia observaron la misma

muestra en 50 ocasiones (Tabla 9), obteniendo K buenos para no cristales, PFC y K

global, y muy bueno para UMS (k 0,9493). Se compararon los K de expertos frente a no

expertos sin obtener ninguna diferencia estadisticamente significativa por categorias

ni en global (k global Ji cuadrado 0,2268 y pvalor=0,6339).

Categoria Kappa IC (95%) Valor p
No cristales 0,7144 0,5104-0,9182 <0,001
umMs 0,9493 0,8460-1,0525 <0,001
PFC 0,6190 0,3675-0,8703 <0,001
Kappa global 0,7547 0,5914-0,9177 <0,001

Tabla 9. Andlisis de concordancia entre los 2 observadores no expertos. 50 muestras, 100

observaciones
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7.3 ANALISIS EN LAS DISTINTAS FASES DEL MICROSCOPIO

7.3.1 MICROSCOPIA CON LUZ SIMPLE

La primera fase en la observacion de cristales al microscopio es la microscopia con luz
sencilla. Del total de 266 observaciones en 258 el diagndstico fue el mismo que en la
conclusion final y en 8 fue diferente, es decir, un 96,99% de los diagndsticos al

microscopio dptico coincidieron con la conclusion final (Tabla 10).

Conclusidn final

No cristales ums PFC
No cristales 96 3 2
Microscopio luz simple UMS 0 70 0
PFC 3 0 92

Tabla 10. Relacién entre el diagnéstico al microscopio 6ptico y la conclusién final

Cuando no se observan cristales al microscopio éptico, en 96/101 ocasiones se
concluird que no hay cristales. Este hallazgo tiene una sensibilidad del 97,0%
(1C95%:91,5-99) y una especificidad de 97,0% (IC95% 93,2-98,7), con un valor
predictivo positivo del 95% (IC95% 88,9-97,9) y un valor predictivo negativo del 98,2%
(1C95% 94,8-99,4). La sensibilidad para diagndstico de UMS fue del 95,9% (IC95% 88,6-
98,6), y la especificidad del 100% (1C95% 98,0-100). El valor predictivo positivo para el
UMS fue del 100% (IC95% 94,8-100) y negativo del 98,5 (IC95% 95,6-99,5). Respecto a
la deteccion de PFC con el microscopio 6ptico se obtuvo una sensibilidad del 97,9%
(1C95% 92,6-99,4) y una especificidad del 98,3% (IC95% 95,0-99,4); ademads se calculd
un valor predictivo positivo del 96,8% (IC95% 91,1-98,9) y un valor predictivo negativo

del 98,8% (1C95% 95,8-99,7).
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El valor del ¥ de concordancia entre 5 observadores en identificacion de cristales con
luz simple fue bueno para todos los andlisis, con un x global de 0,6888. Como ocurre
en la conclusién final los resultados de acuerdo fueron mucho mejor para UMS que

para PFC o la deteccidn de cristales (Tabla 11).

Categoria Kappa IC (95%) Valor p
No cristales 0,6763 0,5073-0,8448 <0,001
UMs 0,7982 0,6004-0,9952 <0,001
PFC 0,6336 0,4386-0,8279 <0,001
Kappa global 0,6888 0,5428-0,8342 <0,001

Tabla 11. Andlisis de concordancia entre los 5 observadores en el microscopio éptico con luz
simple. 31 muestras, 155 observaciones

A partir de la muestra numero 16 se incluyd en la recogida de datos el numero de
campo en el que se observaba por primera vez un cristal. En total se recogié este dato
en 136 observaciones con una mediana de campo 1 (p25-75 1-3) para la identificacion
de cristales. En 61 ocasiones se registrd el nimero de campo en el que se identificaba
UMS con una mediana de campo 1 (p25-75 1-3). Para el pirofosfato hubo 75 registros
del numero de campo en el que se veia el primer cristal con una mediana de campo 1

(p25-75 1-3).

7.3.2 MICROSCOPIA CON LUZ POLARIZADA

El segundo paso en el andlisis de identificacién de cristales es la luz polarizada. Los
hallazgos de las 266 observaciones se muestran en la Tabla 12. Como se refleja en
dicha tabla, todas las veces que se concluye que hay UMS, previamente se habian
observado con el microscopio polarizado. Sin embargo de 128 ocasiones en las que no
se ven cristales al polarizar, en 31 se concluye que hay PFC.
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Conclusién final

No cristales UMS PFC
No cristales 97 0 31
Microscopio luz polarizada umMs 0 73 2
PFC 2 0 61

Tabla 12. Relacién del diagnéstico con luz polarizada y la conclusién final

La sensibilidad de concluir que no hay cristales con luz polarizada fue del 98% (1C95%
92,9-99,4), la especificidad de 81,4% (IC95% 74,9-86,6), el valor predictivo positivo de
75,8% (1C95% 67,7-82,4) y el valor predictivo negativo de 98,6% (IC95% 94,9-99,6). Sin
embargo cuando se detecté UMS en el microscopio polarizado la sensibilidad fue del
100% (IC95% 95-100) y la especificidad del 99% (1C95%:96,3-99,7), asi mismo el valor
predictivo positivo fue de 97,3% (1C95% 90,8-99,3) y el valor predictivo negativo fue
del 100% (IC95%:98-100). En cuanto a los calculos con el PFC se obtuvo una
sensibilidad del 64,9% (IC95% 54,8-73,8) y la especificidad del 98,8% (IC95% 95,9-99,7)
con un valor predictivo positivo del 96,8% (1C95% 89,1-99,1) y negativo del 83,7%

(1C95% 78,-88,2).

La concordancia entre 5 observadores al microscopio polarizado fue buena (Tabla 13)

o muy buena en caso del UMS (k 0,8940).

Categoria Kappa IC(95%) Valor p
No cristales 0,7240 0,5566-0,8908 <0,001
UMS 0,8940 0,7282-1,0591 <0,001
PFC 0,6514 0,4266-0,8751 <0,001
Kappa global 0,7453 0,5828-0,9071 <0,001

Tabla 13. Andlisis de concordancia entre los 5 observadores en el microscopio con luz
polarizada. 31 muestras, 155 observaciones

46



7.3.3 MICROSCOPIA CON COMPENSADOR ROJO

En el ultimo paso, el compensador rojo, se hicieron 266 observaciones (Tabla 14).
Concluir en esta fase que no habia cristales tuvo una sensibilidad del 97% (1C95% 91,5-
99) y una especificidad del 97% (IC95% 93,2-98,7), también se calculé un valor
predictivo positivo de 95% (IC95% 88,9-97,9) y un valor predictivo negativo de 98,2%
(1C95% 94,8-99,4). Respecto a la deteccion de UMS se obtuvo una sensibilidad del
98,6% (IC95%: 92,6-99,8) y una especificidad del 100% (IC95% 98-100) con un valor
predictivo positivo también del 100% (IC95% 94,9-100) y un valor predictivo negativo
del 99,5% (1C95% 97,1-99-9). Finalmente para la deteccién de PFC la sensibilidad fue
del 95,7 % (1C95% 89,6-98,3) y la especificidad del 98,3% (IC95% 95,0-99,4), siendo el
valor predictivo positivo del 96,8% (IC95% 90,9-98,9) y el valor predictivo negativo de

97,7% (1C95% 94,2-99,1).

Conclusion final
No cristales UMS PFC
No cristales 96 1 4
Microscopio COI:\ UMS 0 7 0
compensador rojo
PFC 3 0 90

Tabla 14. Relacién del diagnéstico con compensador rojo y la conclusion final

El calculo del grado de concordancia entre 5 observadores mirando al microscopio con
compensador rojo fue moderado para los hallazgos de no cristales y PFC, bueno para

el ¥ global y muy bueno para UMS como se muestra en la Tabla 15.
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Categoria Kappa IC (95%) Valor p
No cristales 0,6003 0,5294-0,8507 <0,001
UMs 0,8474 0,6611-1,0330 <0,001
PFC 0,6014 0,3985-0,8035 <0,001
Kappa global 0,6965 0,5498-0,8426 <0,001

Tabla 15. Anilisis de concordancia entre los 5 observadores en el microscopio con
compensador rojo. 31 muestras, 155 observaciones
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8. DISCUSION

8.1 COMPARACION CON ESTUDIOS PREVIOS

Este no es el primer estudio que analiza la concordancia en la identificacion de cristales
en liquido sinovial al microscopio éptico; pero si que es el primero que exige el grado
de acuerdo entre 5 observadores y se realiza en condiciones casi idénticas a la practica

clinica habitual, lo cual otorga a los resultados mayor relevancia.

Solamente dos estudios previos han evaluado la fiabilidad de la identificaciéon de
microcristales en liquido sinovial mediante microscopia éptica: el estudio de Pascual et
al (28) se disefid para estimar la utilidad del microscopio éptico con luz simple para
detectar e identificar cristales. En él, 2 observadores examinaron 63 muestras de
liquido sinovial, obteniendo un k¥ para deteccién de cristales de 0,96 (IC95% 0,958-
0,961) con microscopia éptica con luz polarizada. El segundo estudio, de Lumbreras et
al (50), obtuvo un grado de concordancia global de k 0,85, realizandose el cdlculo de
cada uno de los residentes entrenados para identificar cristales frente al experto (es
decir, dos observadores). En nuestro trabajo, el grado de concordancia obtenido (k
0,7511) es inferior, pero de un enorme valor si se tiene en cuenta que son cinco los
observadores. Cuando comparamos estos resultados con los obtenidos en otros
estudios que han empleado un numero similar de observadores, encontramos
resultados superponibles: en un estudio en el que se calcula la consistencia en Ia
deteccién al microscopio de Plasmodium falciparum de 4 microscopistas
experimentados (53), tras analizar 711 muestras se obtiene un K 0,79, muy préximo a
nuestro resultado de acuerdo global (k 0,7590). Un segundo estudio evalud el grado de

acuerdo entre 4 patologos especialistas en urologia para dar el grado Gleason a 50
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biopsias de préstata (54). El x interobservador fue de 0,72, muy similar al obtenido en
nuestro estudio (k 0,7590). Finalmente, un estudio de ecografia en artritis reumatoide
con cinco observadores encontré para la deteccidn de sinovitis en modo B un x de 0,77
(1C95% 0,70-0,83) y para el power Doppler de 0,83 (IC95% 0,73-0,86). (55). Es cierto
gue al ser técnicas distintas no se pueden comparar los Kk pero permite tener una idea
general de los grados de acuerdo multiobservador en otras técnicas ampliamente
usadas e integradas en la practica habitual: como se puede observar en la Tabla 16 los
grados de acuerdo son muy similares cuando se calcula entre multiples observadores

por lo que los resultados obtenidos en nuestro trabajo se pueden considerar validos.

Observadores Técnica Qué miden Kappa 1IC95%

Ecografia- Modo B Sinovitis en AR 0,770 0,70-0,830
Hammer, 2011 5 < ) S

Ecografia-PD Sinovitis en AR 0,830 0,73-0,860
Rodriguez- | [ . .
Urrego, 2011 4 Microscopio Grado Gleason 0,720 No disponible
Killian, 2000 4 Microscopio P. falciparum 0,790 No disponible
Bernal, 2017 5 Microscopio Cristales 0,759 0,6247-0,8901

Tabla 16. Comparacidn de estudios de reproducibilidad entre multiples observadores en

diversas técnicas utilizadas en practica clinica. AR: artritis reumatoide, PD: power Doppler

8.2 DATOS DESCRIPTIVOS DE LA MUESTRA

En este estudio se han incluido 60 muestras, al ser 5 observadores habia 300
potenciales observaciones, aunque finalmente se realizaron 266. La distribucion de la
procedencia de la muestra ha sido similar entre hombres y mujeres. En relacién al
origen de la muestra destaca la rodilla (67,3%), seguida de lejos por el tobillo (13,2%).

Un 33,8% de las muestras provenian de pacientes diagnosticados de gota por su
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médico habitual, el 18,4% de pacientes con artritis reumatoide, el 15% de artritis por
PFC, un 8,3% fueron derrames articulares mecanicos, el 3,4% artritis sépticas y un 1,9%
enfermedad de Still. Esta variabilidad es reflejo de un disefio con muestreo

consecutivo.

A continuacidn, en los siguientes puntos de este apartado se va a realizar una discusién

detallada de los resultados por cada objetivo.

8.3 CONCORDANCIA
Objetivo 1. Determinar el grado de concordancia entre varios observadores en la deteccion e

identificacion de microcristales en liquido sinovial al microscopio dptico.

Para el analisis de los datos de concordancia se utilizaron solo las muestras evaluadas
por los 5 observadores, con el objetivo de tener resultados con mayor consistencia. El
grado de concordancia en la deteccidén de cristales, es decir, presencia o ausencia de
cristales, fue x de 0,7511. El resultado varia de forma notable dependiendo del tipo de
cristal presente: para la identificacion de UMS se obtuvo k 0,9058, mientras que para
la identificacién de PFC la concordancia fue muy inferior, k¥ 0,6559. Estas diferencias
de grado de acuerdo entre UMS y PFC, en beneficio del UMS, son esperables si
tenemos en cuenta los estudios de validez de la técnica, comentados en la tabla 2, que
muestran mayor sensibilidad y especificidad para identificar UMS que para el PFC. Por
otro lado también es cierto que algunos liquidos sinoviales de pacientes con artrosis
pueden contener cristales de PFC y no existe una definicidn de cuantos cristales es

necesario observar para considerar la presencia de PFC patoldgica.
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8.4 ANALISIS AL MICROSCOPIO OPTICO CON LUZ SIMPLE
Objetivo 2. Estimar la frecuencia de identificacion correcta de cristales (sensibilidad)

mediante la microscopia dptica con luz ordinaria.

El microscopio 6ptico con luz simple es el primer paso cuando se examina un liquido
sinovial al microscopio déptico. Esta fase es fundamental, ya que un elevado porcentaje
de cristales de PFC no tienen, o tienen muy débil, birrefringencia, lo que hace que
puedan no ser detectados al utilizar el filtro de polarizacion (36).

En nuestro estudio el 96,99% de los resultados obtenidos con luz simple coinciden con
la conclusidn final tras haber pasado por el filtro polarizado y el compensador rojo. Tan
solo se han encontrado 8/266 (3%) discrepancias con la conclusion final. Con estos
datos se puede afirmar que la mayoria de las veces no es necesario un filtro polarizado

y compensador rojo para llegar a un diagndstico.

Se han calculado la sensibilidad, especificidad y valores predictivos tomando como
resultado definitivo la conclusién final. Respecto a la deteccidn de cristales, cuando
tras el examen con luz simple se concluye que si hay cristales, el valor predictivo
positivo es del 98,2%, es decir, la probabilidad de acabar concluyendo que si hay
cristales es muy alta. Cabe destacar que en el caso del UMS, el valor predictivo positivo
es del 100% y negativo del 98,5%. Tampoco son nada despreciables los valores

predictivos del PFC, siendo el positivo del 96,8% y el negativo del 98,8%.

En la bibliografia solamente encontramos un estudio que haya evaluado las
capacidades diagnodsticas de la microscopia de luz simple frente a la luz polarizada (28).
En este trabajo Pascual et al obtienen resultados muy buenos con la luz simple, son 2
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observadores: el primero detecta cristales en 26 de 27 liquidos con cristales (un falso
negativo) y el segundo detecta cristales en 28 de 27 (un falso positivo). Estos buenos
resultados se asemejan a los obtenidos en nuestro trabajo con la luz simple. La
explicacion al porqué de estos buenos resultados se debe al diagnéstico morfolégico.
La microscopia dptica nos da informacion sobre la morfologia del cristal y la mayoria de
las veces la morfologia es clarificadora. Solo nos pueden generar dudas algunos
cristales aciculares en los que precisemos aumentar el objetivo o ver su birrefringencia

para caracterizarlo.

8.5 ANALISIS AL MICROSCOPIO OPTICO CON LUZ POLARIZADA
Objetivo 3. Demostrar que el examen con filtro polarizado cruzado es el tipo de filtro que

mejor identifica los cristales de UMS.

En esta segunda fase también se realizaron 266 observaciones. Si se observa la Tabla
12 se puede percibir rapidamente los malos resultados obtenidos en esta fase para el
PFC, con una sensibilidad de 64,9%. Pese a ello, el grado de acuerdo se clasifica como
bueno ( 0,6514). Lo sucedido con el PFC tiene su explicacién en que, por definicidn, los
cristales de PFC presentan una birrefringencia débil y algunos aparecen como no
birrefringentes. De hecho solo uno de cada 5 cristales muestran birrefringencia (36).
Por este motivo, aunque se hayan visto en la fase anterior (con luz simple) dejaran de

verse al polarizar.

Respecto al UMS la sensibilidad fue del 100%, la especificidad del 99% vy los valores
predictivos positivo y negativo fueron de 97,3% y 100% respectivamente. Para
contestar al objetivo numero 3, al comparar con el microscopio éptico con luz simple y
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con el compensador rojo se aprecia que la luz polarizada es la fase mas sensible con un
100% frente a un 95,9% con luz simple y un 98,6% con el compensador rojo. Sin
embargo la especificidad en las otras dos fases es del 100% y en la polarizacion es del
99%. Con estos datos no se puede afirmar que el filtro polarizado sea la mejor fase
para identificar UMS cuando se miran obligatoriamente 30 campos. Aunque
probablemente sea la fase que los detecta mas facilmente y de forma mas sencilla
debido a la intensa birrefringencia que caracteriza al UMS. De hecho en ocasiones se
recomienda mirar a 200x con el polarizador cruzado para detectar los cristales (35) y

luego caracterizarlos a mas aumentos.

8.6 INFLUENCIA DEL TIEMPO EN EL ANALISIS
Objetivo 4. Evaluar si hay menor concordancia en los liquidos analizados después de 24

horas.

Un 85,2% de los andlisis se realizaron antes de 24 horas. Para descartar si el tiempo
que se tardd en realizar el andlisis influyé en los resultados se realizd por separado la
concordancia de muestras donde todos los analisis se realizaron antes de 24 horas, y
por otro lado la concordancia de muestras en las que alguno de sus analisis fue
realizado posterior a 24 horas. Al comparar los K de estos dos andlisis no se obtuvieron
diferencias significativas, si bien es cierto que se detecta una mayor tendencia al
acuerdo cuando todas las observaciones se realizan dentro de las primeras 24 horas.
En la literatura son pocos los articulos que hayan tratado este tema directamente.
Quizas el mas relevante sea el de Galvez et al (33) que refrigeraron muestras de liquido
sinovial con cristales a 42C y las miraron de nuevo a las 24 horas identificando el UMS

en el 97% de los casos y PFC en el 100%. Las mismas muestras se miraron a las 72
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horas y se observé UMS en el 96% y PFC en el 97%. McGill et al en 1991 (32) hicieron
otro estudio donde a las 8 semanas seguia viéndose PFC en 10/11 muestras
refrigeradas. En nuestro caso todas las muestras estaban refrigeradas a 49C hasta su
analisis por lo que no es de extraiar que el tiempo no haya influido en el grado de

acuerdo.

8.7 NUMERO DE CAMPOS A ANALIZAR

Objetivo 5. Describir el niimero de campos que se analizan hasta detectar el primer cristal.
En el trabajo se muestra el nUmero de campo en el que se observa el primer cristal en
136 observaciones. Obteniendo una mediana de 1 campo tanto para acabar
identificando UMS como PFC, es decir, la mayoria de las veces que se identifica un
cristal se observa en el primer campo. Estos datos coinciden con los publicados en un
trabajo en 1995 de diagndstico de gota intercritica. En este trabajo también se analizan
30 campos y de 77 muestras con UMS en el 61% se encuentran cristales en el primer
campo, y en el 90% de los casos se encontraban los cristales en los 5 primeros campos
(24). Aunque no haya evidencia y se necesiten mas estudios para demostrar cuantos
campos es necesario analizar cuando se buscan cristales al microscopio dptico, se
recomienda hacer blsquedas por nimero de campos mds que por tiempo, y analizar

30 campos parece que es un numero de campos razonable (35).

8.8 FORTALEZAS
La principal fortaleza de este estudio es que el grado de concordancia se ha medido en
5 observadores, lo que da mayor consistencia a los resultados. Por otro lado también

hay que destacar que por el disefio del analisis al microscopio dptico todo el proceso
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se asemeja bastante a la practica habitual, esto hace que los resultados sean mas

cercanos a la realidad.

8.9 LIMITACIONES

- Para el objetivo 1 se han analizado 31 muestras que equivalen a 155 observaciones. El
objetivo inicial eran 60 muestras, y se recogieron, pero no todos los observadores
pudieron analizar las 60 muestras, motivo por el cual no se incluyeron en el andlisis de

concordancia todas las muestras recogidas, sino solo las 31 con 5 observadores.

- No todas las veces el observador era ciego a los datos clinicos del paciente. Si el
observador era el que obtenia la muestra, su analisis se incluia sin ser ciego. Si bien el

resto de observadores si eran ciegos.

- No todos los observadores miraban los mismos campos. Cada observador preparaba
la muestra individualmente y miraba al microscopio de forma individual, por lo que los

campos eran distintos para cada una de las 5 observaciones.

- Se han incluido andlisis de muestras realizados posterior a 24 horas. El disefo inicial
no lo preveia asi pero finalmente se optd por cambiar para facilitar la realizacién del
estudio. Aunque es una posible limitacidén del trabajo, el estudio de concordancia de
las muestras con algln analisis después de 24 horas, comparado con las muestras con

todos los analisis antes de 24 horas, no mostro diferencias significativas.
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- Los andlisis que concluian con UMS y PFC se consideraron como UMS para el andlisis
de datos. Esta decision se tomé por la dificultad para clasificar como patoldgicas
algunas muestras con pocos cristales de PFC. Los datos finales podrian verse afectados

en perjuicio del PFC.

8.10 LECCIONES APRENDIDAS Y QUE SE PODRIA HABER HECHO DIFERENTE
- El tiempo hasta el analisis es un punto de controversia. Probablemente un disefio mas
laxo, permitiendo andlisis hasta 72 horas hubiera permitido tener mds muestras con 5

observaciones.

- Se decidié que analizar 30 campos era suficiente para concluir que no hay cristales.
Este dato se consensud durante el disefio pero no hay ningln trabajo que lo apoye.
Cada observador miraba de forma independiente la muestra por lo que cada uno tenia
sus propios campos. Esto hace que en liquidos con poca concentracion de cristales el
analizar 30 campos pudiera ser una limitacién por lo que analizar mds campos podria

haber cambiado el grado de acuerdo.

8.11 FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION A RAIZ DE ESTA TESIS DOCTORAL

Tras finalizar este trabajo se abren varias lineas de posibles investigaciones, algunas de
ellas ya se estan poniendo en marcha en el grupo de investigacion del doctorando. Las
lineas de investigacidn tienen que permitir resolver los siguientes puntos:

- Estimar el nimero de campos necesarios a analizar para considerar a una muestra

como "sin cristales".
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- Evaluar cuanto tiempo puede pasar para analizar una muestra de liquido sinovial sin
alterar el resultado final y cdmo conservar la muestra hasta entonces.

- Establecer la relevancia clinica de encontrar un pequefio nimero de cristales de PFC.

9. CONCLUSIONES
- Existe un grado de concordancia interobservador (con 5 observadores) bueno para la

deteccion e identificacion de microcristales en liquido sinovial al microscopio dptico.

- Para la identificacion del UMS en liquido sinovial al microscopio dptico existe un

grado de concordancia interobservador (con 5 observadores) muy alto.

- En la mayoria de los analisis se detecta e identifica el tipo de cristal en la primera fase,

el microscopio éptico con luz simple.

- En nuestro estudio no hay diferencias en el acuerdo entre las muestras analizadas

antes de 24 horas y en las que alguno de sus observadores realiza el analisis posterior a

24 horas.

- La mayoria de las veces que se detecta un cristal se realiza en los primeros campos

gue se observan.
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ANEXOS

ANEXO 1. APROBACION DEL ESTUDIO POR EL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE
ALICANTE.

GENERALITAT ALACART
g 'P gL

(Ref. CEIC P12017/13)

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Reunidos los miembros del Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital
General Universitario de Alicante, en su sesion del dia 22 de Febrero de 2017, y una
vez estudiada la documentacién presentada por el Dr. José Antonio Bernal Vidal,
Médico Adjunto del Servicio de Reumatologia del Hospital General Universitario de
Alicante, tiene bien a informar que el proyecto de investigacion titulado “Analisis
de la consistencia en la identificacion de microcristales en liquido sinovial
al microscopio optico”, se ajusta a las normas deontolégicas establecidas para
tales casos.

Y para que conste, lo firma en Alicante con fecha tres de Abril de dos mil
diecisiete.

Fdo. Mayte Domenech Vardn
Secretaria del CEIC

Avda. Pintor Bacza, 12 - 03010 ALICANTE * Tfno.: 965 933 000 - Fax 965 245 971
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ANEXO 2. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS. EXTRACCION.

SECCION DE REUMATOLOGIA
HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE ALICANTE

HOJA DE RECOGIDA DE DATOS
Datos clinicos a rellenar por médico que realiza la artrocentesis

N2 Muestra __ (lo asigna Jose)

Consentimiento informado  [J
Fecha extraccién Hora extraccion

Apuntar articulacién en abucasis [

Muestra en porta [
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ANEXO 3. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS. ANALISIS.

SECCION DE REUMATOLOGIA
HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE ALICANTE

HOJA DE RECOGIDA DE DATOS
Datos clinicos a rellenar por médico observador

N2 Muestra N2 Observador

Fecha observacién Hora observacion

Microscopia dptica con luz ordinaria

; . 5 .
400x ¢hay cristales? —) No [ —) He mirado 30 campos [

L ST ) UMS (1 PFC[] ambos (] N°® Campo

No esta claro [J

Microscopia con filtro polarizado cruzado

400x ¢hay cristales? No [I —) He mirado 30 campos [

No esta claro [

Microscopia con compensador rojo de primer orden
400x ¢hay cristales?

No [ —) He mirado 30 campos [

No esta claro [J

CONCLUSION FINAL:

[1 No hay cristales

[1 Cristales de UMS

[1 Cristales de PFC

[1 Cristales de UMS+PFC

)
L SiC mmmp UMS[) PFCI  ambos [/ N° Campo

)
L Si [ —) UMS [0 PFC L] ambos [ N° Campo
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ANEXO 4. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO
INFORMADO.
HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

ANALISISIS DE LA CONSISTENCIA EN LA IDENTIFICACION DE

TiTULO p <
MICROCRISTALES EN LIQUIDO SINOVIAL AL MICROSCOPIO OPTICO

CODIGO DE PROTOCOLO | IDE-CRIS-2016-1

VERSION Y FECHA V2 —31/03/2017

PROMOTOR e IP Dr. José Antonio Bernal Vidal

1. INTRODUCCION
Su médico le invita a participar en un estudio en el que se analizara al microscopio el liquido
sinovial que se le acaba de extraer. Antes de decidir si usted quiere participar o no, le rogamos

que lea con detenimiento esta hoja donde le explicamos la finalidad del estudio, asi como las

implicaciones de la participacién en el mismo. Puede preguntar todo lo que no entienda y

solicitar mas informacion a su médico.

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO

La inflamacion articular (artritis) por depdsito de cristales como urato monosédico (gota) o
pirofosfato calcico (pseudogota) es una de las causas mas frecuentes de artritis. Para poder
realizar un diagnéstico de estas enfermedades es necesario visualizar estos cristales en el
liquido sinovial a través del microscopio 6ptico. Son pocos los estudios que han intentado
comprobar que esta técnica es fiable para identificar los cristales, y ademas, con resultados

dispares.

El principal objetivo de este estudio evaluar la consistencia en la identificacion de microcristales

en liquido sinovial al microscopio éptico.

Para ello en el estudio varios observadores (reumatélogos de la Secciéon de Reumatologia del
Hospital General Universitario de Alicante) que no conocen ningun dato sobre usted
observaran el liquido sinovial que se le ha extraido de forma independiente, y posteriormente

se analizard el grado de acuerdo. También se recogera algun datos clinico mediante

entrevista clinica, para posteriormente analizar qué variables pueden haber influido.

3. ¢ ESTOY OBLIGADO A PARTICIPAR?

Su participacion en este estudio es voluntaria, por lo que usted podra decidir si desea o no
participar en él, asi como cambiar su decisién y retirar su consentimiento en cualquier
momento. Si accede a tomar parte en el estudio, se le entregara este documento informativo,
que debera guardar, y se le pedira que firme un consentimiento. Esta decisién no afectara a la

asistencia sanitaria que reciba ni producira perjuicio alguno en su tratamiento tanto si decide
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participar como si no. Si decidiera revocar el Consentimiento sus datos no se extenderan a los

datos resultantes de la investigacion.

El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) del HGUA.

4. ; QUE SUCEDERA S| DESEO PARTICIPAR?

Si usted decide aceptar el liquido sinovial que se le ha extraido sera analizado por varios
reumatologos. El hecho de participar en el estudio no requiere ninguna prueba mas puesto que
solo se analizan liquidos sinoviales que se han extraido por necesidad clinica, es decir para

realizar el diagnostico o con actitud terapéutica.

5. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO

El hecho de participar en este estudio no alterara la atencion médica que se merece. Si decide
no participar, este hecho no tendra ningun efecto en su atencion. Los médicos que le atenderan
no modificaran sus decisiones por el hecho de que participe o no en este estudio. Participando
en este estudio usted no obtendra ningin beneficio de su participacion en el estudio. Por otra
parte, esperamos que la informacién obtenida sirva para demostrar que la identificacién de

cristales en el liquido sinovial con el microscopio es una técnica fiable.

6. DERECHO A SER INFORMADO Y DERECHO A NO SER INFORMADO

Si lo desea se le hara llegar una copia de los resultados del estudio. Los datos seran

almacenados garantizando el derecho al acceso.

7. PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD

El estudio se llevara a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki (versién octubre 2013),
las normas de Buena Practica Clinica y la orden ministerial SAS/3470/2009, legislacion vigente
en Espana relativa a la realizacion de estudios observacionales. Su informacion clinica sera
sometida a un proceso de anonimizacion, es decir, en el momento de la recogida de sus datos
se le asignara un codigo numérico. Los datos del paciente seran proporcionadas de forma
codificada a los investigadores. Ni su nombre, ni ninguna informacién que le identifique

apareceran en ningun escrito y/o comunicacién derivada de este estudio.

La recogida y tratamiento de dichos datos se llevaran a cabo de acuerdo con la legislacion
aplicable en materia de privacidad. Se cumplird en todo momento con lo establecido por la Ley
Organica 15/1999, de 13 de diciembre de Proteccién de Datos de Caracter Personal. Se

adoptaran las medidas oportunas para garantizar la debida proteccién de los datos en todo

momento, sin violacién alguna de la confidencialidad. Usted tiene derecho a solicitar la

rectificacion de cualquier dato incorrecto o incompleto. Ni usted ni ninguna otra persona que
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pueda ver los resultados del estudio podran identificar a las personas que han participado en el

mismo.

8. RETIRADA DEL ESTUDIO

Usted puede retirarse del estudio en cualquier momento sin haber de dar explicaciones y en
cualquier momento del desarrollo de este trabajo. También podra solicitar que se destruya su
informacion clinica o que se excluyan del estudio los resultados o datos obtenidos con ella.
Para retirarse del estudio ha de comunicar su voluntad de retirarse al investigador del centro
hospitalario donde usted entré a participar en este estudio (el nombre del investigador figura en

la Ultima pagina de este consentimiento).

INFORMACION ADICIONAL

Si desea comentar en algun otro momento con detalle este estudio, puede dirigirse al Dr. José
Antonio Bernal Vidal en el teléfono 965-933-015.

Gracias por su atencion. Si accede a participar en este estudio, su médico le entregara una

copia de esta hoja de informacion para el paciente y una copia firmada del formulario del

Consentimiento Informado.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

TiTULO

ANALISISIS DE LA CONSISTENCIA EN LA IDENTIFICACION DE
MICROCRISTALES EN LIQUIDO SINOVIAL AL MICROSCOPIO OPTICO

CODIGO DE PROTOCOLO

IDE-CRIS-2016-1

VERSION Y FECHA

V1-03/10/2016

PROMOTOR e IP

Dr. José Antonio Bernal Vidal

Yo,

(nombre completo del

participante) al firmar abajo indico que estoy de acuerdo con los siguientes puntos:

» He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

» He podido hacer preguntas sobre el estudio.

> He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

» He hablado con:

(nombre del

investigador).

Declaro bajo mi responsabilidad que:

» Comprendo que mi participacion es voluntaria.

» Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera.

- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento para el

acceso y utilizacién de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

FIRMA DEL PARTICIPANTE:

FIRMA DEL INVESTIGADOR:

NOMBRE:

NOMBRE:

FECHA:

FECHA:
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