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Espana.

El objetivo de este estudio es medir la reproducibilidad
de diferentes técnicas nefelométricas para la determina-
cién de la proteina C reactiva (PCR). Se obtuvieron 120
muestras de 40 pacientes. Cada muestra fue dividida en
tres alicuotas y se determin6 la PCR por tres procedi-
mientos diferentes. La reproducibilidad se midié mediante
el indice kappa y el coeficiente de correlacién intraclase.
El coeficiente de correlacién intraclase varié entre 0,78 y
0,94. El indice kappa ponderado obtuvo valores entre 75
y 86% y el porcentaje de acuerdo entre las técnicas varid
entre 95 y 97%. Al dicotomizar la PCR, el indice kappa
varié entre 73 'y 78% y el porcentaje de acuerdo entre 86
y 89%. Se concluye que la determinacién de la PCR es
muy reproducible con diferentes técnicas nefelométricas.
Sélo si el objetivo del clinico es medir la PCR por debajo
del limite de 0,3 mg/dl, seria necesario emplear técnicas
ultrasensibles.

Palabras clave: Enfermedad vascular periférica. Protei-
na C reactiva. Sindrome coronario agudo.

Reproducibility of C-Reactive Protein Analyses

The aim of this study was to measure the reliability of
different nephelometric techniques for measuring C-reac-
tive protein (CRP). One hundred and twenty samples
were obtained from 40 patients. All 120 samples were di-
vided in three parts to measure CRP using three different
methods. Reliability was determined by the kappa index
and intraclass correlation coefficient. The intraclass corre-
lation coefficient ranged from 0.78 to 0.94. When CRP va-
lues were categorized in four groups, the kappa index re-
ached 75-86% and percentage of agreement varied from
95% to 97%. When CRP values were divided into two
groups, the kappa index was 73% to 78% and the per-
centage of agreement was 86% to 89%. We found that
CRP determinations with different nephelometric methods
were highly reproducible, even when different analysts
were involved. Ultrasensitive techniques are needed only
if the clinical objective is to obtain a CRP measurement
under 0.3 mg/dl.

Key words: Peripheral artery disease. C-reactive pro-
tein. Acute coronary syndrome.

Full English text available at: www.revespcardiol.org

INTRODUCCION

Un gran ntiimero de estudios ha relacionado los va-
lores elevados de proteina C reactiva (PCR) con el
riesgo de infarto agudo de miocardio o muerte por
causa cardiaca'?, accidente cerebrovascular' y el pro-
ndstico en la angina estable e inestable®*. Otros traba-
jos muestran que los pacientes con PCR elevada tienen
mayor prevalencia de enfermedad arteriosclerética’,
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riesgo aumentado de trombosis del ventriculo izquier-
do en pacientes con infarto® y mayor grado de evolu-
cién de arteriosclerosis carotidea’. Por esto se ha pro-
puesto el uso de la PCR en la estratificacion
prondstica de los pacientes con sindrome coronario
agudo®. El papel de la PCR y otros marcadores de in-
flamacién como indicadores de riesgo cardiovascular
fue revisado por Garcia-Moll y Kaski’®.

El objetivo de este trabajo es medir la reproducibili-
dad de la medicién de PCR, comparando las determi-
naciones de PCR obtenidas por tres procedimientos en
las mismas muestras procedentes de un grupo de pa-
cientes con arteriopatia periférica.

METODOS

Cuarenta pacientes seguidos en el Hospital de Dia
con el diagnéstico de arteriopatia periférica fueron se-
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ABREVIATURAS

PCR: proteina C reactiva.
ALI1: alicuota 1 (determinacién en el Servicio

de Bioquimica con un equipo Dade Behring NII).
AL2: alicuota 2 (determinacién en el Servicio

de Inmunologia con un equipo Dade Behring NII).
AL3: Alicuota 3 (determinacion en el Servicio de
Bioquimica con un equipo Dade Behring DN).

leccionados para la realizacién de un ensayo clinico
controlado sobre el efecto de la nitroglicerina por via
transdérmica. Se excluyeron a aquellos pacientes que
requerian técnica quirdrgica o radiologia intervencio-
nista, estaban diagnosticados de diabetes mellitus, re-
cibian tratamiento con nitritos o antiinflamatorios, o
tenian alteraciones hepdticas graves o antecedentes de
infarto agudo de miocardio o de accidente cerebrovas-
cular reciente. La edad media de los pacientes fue de
63,3 afios (desviacion estdndar [DE]: 9,4 afos; rango:
43-78). Treinta y ocho pacientes eran varones.

De cada paciente se obtuvieron tres muestras de
sangre en diferentes dias para realizar las determina-
ciones establecidas en el protocolo del ensayo, entre
ellas la PCR. Cada muestra de sangre fue repartida en
tres alicuotas que se procesaron de la siguiente forma:

— Alicuota 1 (AL1): Remitida al Servicio de Bioqui-
mica para la determinacién de PCR mediante nefelo-
metria en el equipo Dade Behring BNII. Esta es la de-
terminacién habitual del hospital. El valor minimo que
este equipo puede detectar es de 0,3 mg/dl.

— Alicuota 2 (AL2): Remitida al Laboratorio de In-
munologia para la determinacién de PCR mediante ne-
felometria en el equipo Dade Behring BNII. El valor
minimo detectable es de 0,03 mg/dl.

— Alicuota 3 (AL3): Remitida al Servicio de Bioqui-
mica para la determinacién de PCR mediante nefelo-
metria en el equipo Dade Behring BN. El valor mini-
mo detectable era de 0,32 mg/dl.

Cada una de las alicuotas fue procesada por un ana-
lista diferente que desconocia el objeto del estudio y la
realizaciéon de las otras dos determinaciones. No pu-

dieron procesarse siete muestras de AL1, seis de AL2
y cuatro de AL3.

Para la reproducibilidad de la PCR como variable
continua se utilizé el coeficiente de correlacion intra-
clase mediante la introduccion doble de los datos'®. El
coeficiente de correlacion intraclase toma valores en-
tre 0 y 1. Valores préximos a 1 indican mayor reprodu-
cibilidad.

Para la reproducibilidad de la PCR como variable
discreta, se categoriz6 en cuatro grupos: < 0,50; 0,50-
0,99; 1,00-1,49; y = 1,50 mg/dl. A continuacidn se es-
timo el coeficiente kappa ponderado con pesos cuadra-
ticos.

El andlisis estadistico se realizd mediante el progra-
ma Stata Intercooled version 6 (Stata Corporation, Co-
llege Station, Tx, EE.UU.).

RESULTADOS

Las ALI tuvieron una media de 0,745 mg/dl (DE:
0,558), y la mediana fue de 0,6 mg/dl (rango: 0,3-
3,0 mg/dl). Para las AL2 la media fue de 0,528 mg/dl
(0,466), la mediana de 0,416 mg/dl (rango: 0,045-
2,608 mg/dl). Para las AL3 la media resulté ser de
0,648 mg/dl (0,464) y 0,44 mg/dl para la mediana
(rango: 0,32-2,54 mg/dl).

Los coeficientes de correlacion intraclase oscilan
entre 0,78 (AL1 y AL2) y 0,94 (AL1 y AL3) (tabla 1).
En las tres comparaciones el intervalo de confianza
(IC) del 95% excluye al 0 y la reproducibilidad en el
punto medio es mayor del 86%. Las figuras 1-3 mues-
tran la relacion entre cada dos técnicas presentando el
promedio en abscisas y la diferencia en ordenadas (en
las tres figuras, el eje vertical esta sobredimensionado
para mostrar con mayor claridad las diferencias entre
las técnicas)!!. AL1 sobrestima ligeramente las deter-
minaciones obtenidas por AL2 (fig. 1) y AL3 (fig. 2);
esta sobrestimacion tiende a crecer con el nivel de
PCR.

Las tablas 2-4 muestran la reproducibilidad si se
toma la PCR como variable discreta; el porcentaje de
acuerdo varia entre el 95,20 y el 97,05%; el indice
kappa ponderado entre 0,7524 y 0,8610 (p < 0,0001).
Al clasificar la PCR en sélo dos grupos (< 0,5 mg/dl o
> 0,5 mg/dl) el indice kappa alcanzé valores entre
0,7321 (entre AL1 y AL2), 0,7697 (entre AL1 y AL3)

TABLA 1. Reproducibilidad de las determinaciones de PCR como variable continua:

coeficiente de correlacion intraclase y su IC del 95%

Procedimiento Procedimiento

Coeficiente de correlacion

Reproducibilidad en el

analitico 1 analitico 2 intraclase IC del 95% punto medio
AL1 AL2 0,77712 0,67041-0,88383 0,86136
AL1 AL3 0,93841 0,90033-0,97650 0,98020
AL2 AL3 0,83594 0,76141-0,91047 0,88212

IC: intervalo de confianza.
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Fig. 1. Relacion entre las determinaciones de proteina C reactiva en
las alicuotas 1 (AL1) y 2 (AL2).
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Fig. 2. Relacion entre las determinaciones de proteina C reactiva en
las alicuotas 1 (AL1) y 3 (AL3).
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Fig. 3. Relacion entre las determinaciones de proteina C reactiva en
las alicuotas 2 (AL2) y 3 (AL3).

y 0,7849 (entre AL2 y AL3) (p < 0,0001 en los tres ca-
sos), y el porcentaje de acuerdo vari6 entre 86,49 y
89,47.
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TABLA 2. Reproducibilidad entre AL1y AL2 como
variables categorizadas mediante el coeficiente
kappa ponderado

AL2

<0,50 0,50-0,99 1,00-1,49 >1,50 Total

AL1
<0,50 50 2 0 0 52
0,50-0,99 1 25 0 0 36
1,00-1,49 0 6 3 0 9
>1,50 2 1 7 4 14
Total 63 34 10 4 111

indice kappa: 0,7524.

TABLA 3. Reproducibilidad entre AL1y AL3 como
variables categorizadas mediante el coeficiente
kappa ponderado

AL2

<0,50 0,50-0,99 1,00-1,49 >1,50 Total

AL2
<0,50 51 1 1 0 53
0,50-0,99 12 25 0 0 37
1,00-1,49 0 5 4 0 9
>1,50 0 1 4 9 14
Total 63 32 9 9 113

indice kappa: 0,8610.

TABLA 4. Reproducibilidad entre AL2 y AL3 como
variables categorizadas mediante el coeficiente
kappa ponderado

AL3

<0,50 0,50-0,99 1,00-1,49 >1,50 Total

AL3
<0,50 59 4 1 1 65
0,50-0,99 6 25 4 0 35
1,00-1,49 0 2 4 4 10
>1,50 0 0 4 4
Total 65 31 9 9 114

indice kappa: 0,8055.

DISCUSION

La reproducibilidad de la determinacién de PCR por
nefelometria es muy elevada tanto si se analiza como
variable continua o como variable discreta. Esta repro-
ducibilidad es independiente del analista y de la técni-
ca nefelométrica empleada.

La reproducibilidad de la PCR estd limitada por la
variabilidad de los niveles bioldgicos: el coeficiente de
variacién en el mismo individuo puede llegar al 30%,
por lo que se ha sugerido que una sola determinacién
de PCR podria ser utilizada Gnicamente para clasificar
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al paciente en dos grupos (PCR elevada/no elevada),
pero no deberia ser empleada para clasificaciones mds
detalladas (terciles o cuartiles)'?.

El dnico trabajo que hemos encontrado en el que se
analiza la reproducibilidad de la PCR entre dos técni-
cas diferentes obtiene un indice kappa de 0,65 (infe-
rior al encontrado en este trabajo) para una clasifica-
cién en dos categorias!?.

Nuestro resultado tiene dos consecuencias relevan-
tes; una, de cardcter clinico, es la gran fiabilidad que
este resultado aporta; la otra consecuencia es de tipo
econdmico, ya que la eleccidn de la técnica a realizar
puede basarse en consideraciones ajenas a la clinica
(coste econdmico, tiempo necesario para la determina-
cion) porque el resultado que se obtendrad sera muy si-
milar con una u otra técnica.

Se pueden senalar tres limitaciones a este trabajo: /)
s6lo se han utilizado muestras clinicas de concentra-
cion desconocida —es decir, no se han empleado patro-
nes estandarizados—, por lo que s6lo se pueden realizar
estimaciones de reproducibilidad pero no de validez
(sensibilidad y especificidad); 2) s6lo una de las técni-
cas empleadas permite un nivel de deteccién muy
bajo; si la finalidad del andlisis fuera clasificar a los
pacientes por debajo de 0,3 mg/dl, entonces seria ne-
cesario utilizar la técnica ultrasensible; 3) el estudio se
limita a técnicas nefelométricas; otras técnicas han
sido excluidas, como el ELISA.

Por otra parte, la selecciéon de una muestra de pa-
cientes con enfermedad vascular permite que los re-
sultados obtenidos abarquen un amplio rango que no
podria haberse cubierto s6lo con sujetos procedentes
de la poblacién general; este hecho garantiza que los
presentes resultados sean aplicables a situaciones cli-
nicas reales. Por ejemplo, en pacientes con angina
inestable se ha identificado mayor riesgo de infarto si
los niveles de PCR estan por encima de 0,36 (riesgo
relativo [RR] = 2)* o de muerte por encima de
1 mg/dl (RR = 3,4)*. En ambos casos, cualquiera de
las técnicas empleadas en este estudio seria adecuada
para clasificar adecuadamente a los pacientes. Se ha
puesto un cuidado especial en evitar el sesgo del ob-
servador: los analistas desconocian la finalidad del
estudio y durante todo su desarrollo permanecieron
ciegos para el resto de las determinaciones. La distri-
bucién de las alicuotas tampoco pudo influir en el re-
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sultado final ya que las tres alicuotas se obtenian en
la misma extraccién de sangre. Finalmente, el andli-
sis estadistico se realizé de forma ciega respecto de
las técnicas empleadas.
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