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36 Stura I, Alemanni A, Migliaretti G

Riassunto

La metanalisi (o meta-analisi) é la tecnica che viene utilizzata in una revisione sistematica e
consiste in una serie di metodi matematico-statistici che permettono di aggregare e combinare
dati e risultati di diversi studi con ridotta numerosita campionaria o con risultati discordanti,

condotti su di uno stesso argomento.

Essa pertanto pud consentire di giungere a conclusioni pit rilevanti, affidabili e con elevata

potenza statistica.

E importante saper scegliere in modo corretto gli studi da considerare, calcolarne l'eteroge-
neita, conoscere (e possibilmente ridurre al minimo) i bias e saper mostrare e commentare ade-

guatamente i risultati.

Questo articolo vuole racchiudere tutti i riferimenti e i passaggi necessari per scrivere una
adequata (e quindi facilmente pubblicabile) metanalisi.

Parole chiave: Metanalisi; meta-analisi; metodi statistici; studi clinici.

Abstract

Meta-analysis (or meta-analysis) is the technique that is used in a systematic review and
consists in mathematical-statistical methods that allow to aggregate and combine data and results
of different studies with small sample numbers or with discordant results, conducted on the same
topic.

It can therefore allow to reach more relevant, reliable and powerful statistical conclusions.

It is important to know how to choose the studies to be considered correctly, to calculate their
heterogeneity, to know (and possibly minimize) bias and knowing how to adequately show and

comment on resulfs.

This article wants to enclose all the references and steps necessary to write an adequate (and

therefore easily publishable) meta-analysis.

Keywords: Metanalysis; meta-analysis; statistical methods; clinical study.

Introduzione

Da alcuni anni gli studenti delle materie cliniche, medici ma anche infermieri e tecnici, impa-
rano, fin dai primi anni del corso di studio, cosa sia la Evidence-Based Medicine (EBM, medicina
basata sulle prove d’efficacia). Si tratta di una procedura per valutare la rilevanza ed utilita
delle informazioni cliniche che si ricevono, “ove le decisioni cliniche risultano dall'integrazione
tra l'esperienza del medico e l'utilizzo coscienzioso, esplicito e giudizioso delle migliori evidenze

scientifiche disponibili, mediate dalle preferenze del paziente” secondo Sackett [1].
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Guida pratica alla stesura di una metanalisi clinica 37

In poche parole, in medicina e in biologia non ci si affida pio solo all’esperienza del profes-

sionista ma bisogna mediare quest’ultima con evidenze scientifico-statistiche.

E dunque importante, in uno studio, sapere non solo come selezionare il campione ma anche
come calcolarne la numerosita necessaria in funzione della potenza, ovvero dell’affidabilita, che

si vuole oftenere.

Non sempre pero € possibile raggiungere un’adeqguata numerosita campionaria o potenza sta-
tistica. Ci sono casi clinici molto rari, oppure contesti in cui non € possibile esaminare un elevato
numero di pazienti. Questi studi, perd, non devono essere scartati e considerati degli inutili
sprechi di tempo e di inchiostro. Ognuno di essi va invece visto come un tassello di un grande

puzzle che pud essere messo insieme con una metanalisi.

La metanalisi € la metodologia che viene utilizzata in una revisione sistematica [2] e consiste
in una serie di metodi matematico-statistici per aggregare risultati di diversi studi di ridotta
numerosita campionaria e giungere ad una conclusione rilevante, ovvero con elevata potenza

statistica.

Fare una metanalisi & un processo lungo e complesso, che richiede molti passaggi (24 secondo
Muka [3]).

Innanzitutto, € necessario stabilire l’oggetto dello studio, in particolare i criteri di inclusione
ed esclusione degli articoli considerati. Si dovra poi passare ad una fase di screening, ovvero di
ricerca e di lettura di tutti gli articoli del settore, per poi scegliere solo quelli che verranno
inseriti nella metanalisi. Sara inoltre necessario procedere ad una prima analisi dell’eterogeneita
degli articoli nonché dei possibili bias, ovvero errori sistematici, nel selezionarli.

Una volta fatto questo si potra procedere all’analisi vera e propria dei risultati, con un modello

a effetti fissi o a effetti variabili, e trarne le conclusioni.

La scelta di uno dei due modelli sopracitati dipende dal tipo di variabile (effect size) che si
sta studiando. Se tutti gli articoli considerano una stessa variabile, per esempio la media di un
parametro corporeo oppure un rapporto di rischio (Odds Ratio, OR) tra due gruppi, scelti sempre
in modo uguale, allora si usera un modello a effetti fissi (fixed-effect model) che combina gli

effect sizes in modo da trovarne uno ‘medio’.

Se invece c’é variabilita tra le popolazioni (varianza within-group) prese in considerazione nei
vari articoli e gli effect sizes possono variare fra loro, allora si usera un modello a effetti
variabili (random-effect model).

Questo tipo di modello pondera gli studi in modo differente, in particolare da pit rilevanza
agli studi di piccola dimensione rispetto al modello a effetti fissi.

Nelle prossime sezioni questi passaggi saranno riportati in dettaglio secondo la linea guida
infernazionale PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses)
[4], creata nel 2005 ampliando la precedente QUOROM (QUality Of Reporting Of Meta-analyses)
[5], del 1996.
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38 Stura I, Alemanni A, Migliaretti G

Identificazione degli articoli

Il primo passo & definire al meglio l"ambito di ricerca, avendo ben chiaro cosa includere e
cosa escludere. Ad esempio, se ci si occupa di omeopatia bisogna fare attenzione a scegliere
studi con un lungo follow-up perché si rischia di considerare solo il tipico effetto di aggravamento

iniziale [6].

Questo € ovviamente solo un caso particolare, ma ogni disciplina ha le sue problematiche che
devono essere approfondite ed indagate prima di iniziare una metanalisi, per non avere problemi

a mefa lavoro.

Si deve decidere anche a priori in che lingue dovranno essere scelti gli articoli (tipicamente
solo inglese, ma si puo anche stabilire di includere pit lingue conosciute dagli autori della me-
tanalisi), il periodo di pubblicazione (nessun limite, solo negli ultimi dieci anni...), il tipo di
articolo (solo open access, solo clinical trial...), chi e con che criterio effettuera la ricerca
(tipicamente una sola persona o due che si consultano in caso di dubbio).

Una volta definiti i criteri bisogna applicarli nella ricerca vera e propria.

E consigliabile scegliere pit banche dati online e incrociare i risultati. Tra quelle piu usate in

biologia, biomedicina e medicina ci sono Pubmed [7], Scopus [8] e Web of Science (WoS) [9].

Per impostare correttamente la ricerca si rimanda alle linee guida delle varie piattaforme e
all’articolo [10] in cui é spiegata in dettaglio la costruzione della stringa di ricerca. E inoltre
importante riportare nel proprio articolo sia le stringhe utilizzate che il numero di risultati

ottenuti in ogni passaggio.
Si procede dunque ad una prima scrematura leggendo titoli e abstract proposti.

Si selezioneranno alcuni articoli che verranno letti per intero. Una attenta analisi eliminera
ancora una parte di questa scelta per via di incompatibilita nella metodologia (criteri di inclusione
ed esclusione non rilevati nell’abstract) o nel riportare i risultati (ad esempio i valori che si
vogliono studiare sono riportati sotto forma di grafico e non di tabella, percié non si puo cono-
scere il dato esatto).

E una buona pratica riportare uno schema, softo forma ad esempio di diagramma di flusso, dei

vari passaggi, riportando quanti articoli sono stati inclusi/esclusi in ogni fase (Fig.1).

Si ofterranno infine gli articoli selezionati per la metanalisi. Alla domanda tipica: ‘Quanti

articoli & necessario ottenere in questa fase?’. La risposta é: ‘Due’ [11].

"STRINGA di RICERCA" Dopo lettura titoli e abstract Dopo lettura integrale Eeclusioneieagticol Totale articoli

653 articoli 53 articoli 15 articoli per mancato reperimento dati
integrali

selezionati: 9

Figura 1: Schema di selezione degli articoli di una metanalisi.

w JBP 4 (2020), 2 - 35:46
JBP



Guida pratica alla stesura di una metanalisi clinica 39

Questa e ovviamente un'affermazione provocatoria, sono indispensabili almeno due articoli per
fare un confronto, ma saranno sufficienti? In questo caso non conta la quantita ma la qualita. E
necessario quindi calcolare con un software adatto la potenza della propria metanalisi, che di-
pendera dal numero medio di soggetti per gruppo e dall’effect size.

Software

Si trovano molti software online che permettono di calcolare la potenza (tra i tanti: [12])
piuttosto che i risultati di una metanalisi. Questi programmi sono molto utili per avere un'idea
dell’andamento del proprio studio, ma é sconsigliabile affidarsi esclusivamente ad essi per le
analisi. Al contrario, & bene scegliere con cura il software statistico a cui far riferimento ed
assicurarsi di saperlo usare correttamente. Uno dei piu comuni, sebbene non l'unico possibile, &
il software gratuito R® [13], che pud vantare una forte comunita di utilizzatori che produce una
vasta quantita di guide ed articoli sul suo utilizzo (sulla metanalisi: [14], [15]).

Eterogeneita

La prima analisi che € necessario compiere & quella dell’eterogeneita. Essa puo derivare da
differenze cliniche o metodologiche e rappresenta il grado di diversita e di incompatibilita fra
gli studi inclusi nella metanalisi. Si ricorda che il modello ad effetti fissi esclude che ci sia
eterogeneita, mentre il modello ad effetti casuali la include. E necessario verificare statistica-
mente se la variazione dei risultati tra i vari studi sia pio grande di quella attendibile dovuta al
caso. L'indice con il quale si esprime e I2, dove I sta per Inconsistency, inconsistenza. Per
applicare un modello ad effetti fissi dobbiamo avere I2=0 (nel migliore dei casi) o quanto meno
<30%. Sopra il 60% l'eterogeneita avra un peso considerevole, percid si dovra usare un modello
ad effetti variabili oppure optare per una descrizione qualitativa del fenomeno anziché quantita-
tiva. Esiste anche un terzo caso, in cui si possono estrarre dei sottogruppi di articoli tra loro
omogenei e dunque procedere alla loro analisi separatamente. Lo schema della scelta del modello
piv adafto e rappresentato in Fig. 2.

Figura 2: schema per il controllo dell’eterogeneita.
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40 Stura I, Alemanni A, Migliaretti G

Bias

Un’altra analisi preliminare molto importante é quella dei bias. Un bias € un errore sistematico,
che puo portare ad una sotto-stima o sovra-stima dell’effetto studiato, e che ¢ dovuto o alla
mancanza di informazioni nei vari articoli oppure alla pratica generale dell’editoria.

Il pit importante € il bias di pubblicazione (pubblication bias) ovvero la distorsione che si
verifica quando il risultato di un esperimento o di uno studio di ricerca influenza la decisione di
pubblicarlo, infatti € pio facile pubblicare, e quindi ritrovare cercando bibliografia, articoli su
piccole casistiche e con risultati positivi piuttosto che negativi. Questo & anche detto ‘fenomeno
dell’abbandono’, ad indicare la prassi comune tra molti ricercatori che tende a non tentare
nemmeno di pubblicare studi piccoli e che risultano contfrari ai nuovi farmaci/ pratiche. Inoltre,
gli studi con risultati positivi sono piu citati (citation bias) e pubblicati velocemente (time lag
bias).

Un altro punto da considerare ¢ il bias di pubblicazione multipla (multiple pubblication bias):
spesso i grandi studi producono diversi artficoli con sfaccettature e obiettivi diversi ma partendo

I

dallo stesso database. Se si includono pid articoli ‘fratelli’ si pud generare un errore nei dati.
Infine, si tende a considerare piu autorevoli gli articoli scritti in inglese, in quanto lingua della
comunita scientifica e di conseguenza & meno probabile, in una metanalisi, trovare riferimenti ad

uno studio scritto solo in italiano piuttosto che in un’altra lingua.

Per analizzare il bias di pubblicazione si utilizza di solito il funnel plot, un grafico ‘ad imbuto’
mostrato in Fig. 3. In un funnel plot si riporta in ascissa la dimensione dell’effetto (ad esempio
l"odds ratio in scala logaritmica) ed in ordinata la dimensione del campione (o l'errore standard
in scala inversa). Nell” area bassa del grafico si avranno gli studi piu piccoli e piu dispersi, nella
parte alta quelli pit grandi e precisi. Una metanalisi senza bias di pubblicazione presenta un
funnel plot il piu possibile simmetrico, mentre zone vuote a destra o a sinistra (come la zona in
basso a sinistra nella Figura 3) indicano mancanza di studi pro o contro ci6 che si sta studiando
(sempre nell’esempio: mancanza di piccoli studi a sfavore).

Studi
grandi

DIMENSIONE CAMPIONARIA

Studi
piccoli Singolo studio

EFFETTO

Figura 3:esempio di “funnel plot”
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Guida pratica alla stesura di una metanalisi clinica 41

Metodi statistici

Esistono vari metodi per analizzare i dati in una metanalisi. Tra i pid comuni si possono citare
quello di aggregazione e collassamento, del p medio, della somma degli z, del bloccaggio dei

dati e infine la rappresentazione grafica che verra spiegata in dettaglio nella prossima sezione.

Nel metodo di aggregazione o collassamento i dati delle singole SCC (Sperimentazioni Cliniche

Controllate) vengono raggruppati e rianalizzati come se provenissero da unico studio.

Nel metodo del p medio si calcola il valore di significativita (p) medio degli studi partendo

dalle singole significativita.
Analogamente si combinano le statistiche z di ogni studio nel metodo della somma degli z.

Il metodo del bloccaggio dei dati fa invece una differenza ponderata tra le statistiche di
Cochran-Mantel-Haenszel (una sorta di chi-quadro) e gli Odds Ratio degli studi.

Per quanto riguarda il calcolo vero e proprio si rimanda alla letteratura specifica [11] e al
manuale del software che si vorra utilizzare. Inoltre, in Allegato si riporta un esempio di calcolo

dei risultati con il metodo di Mantel-Haenszel.

Presentazione risultati

Il metodo pit comune di rappresentazione ¢ il forest plot (Fig. 4). Si tratta di un grafico in
cui vengono indicati i risultati di tutti gli studi e in fondo la media pesata totale. Tipicamente a
margine si riporta il nome dello studio, la stima puntuale dell’indicatore in questione, come l'OR,
si rappresenta con un pallino o un quadrato, il cui spessore €& direttamente proporzionale al
numero di pazienti nello studio; tramite delle barre orizzontali si indica l'intervallo di confidenza
al 95%, infine accanto si riporta il valore numerico dell’indicatore. Al fondo, la media totale,
ovvero il risultato cumulativo della metanalisi, viene rappresentata con un rombo, detto ‘dia-
mante’, i cui vertici laterali indicano l'intervallo di confidenza. La linea verticale indica il punto

di pari efficacia fra i trattamenti a confronto.

Contro trattamento Pro trattamento
Studio 1 B R OR 1.2 [0.9-1.4]
Studio 2 —— OR 0.9 [0.7-0.99]
Studio 3 — = OR1.7[13-2.1]
Studio 4 —— OR 1.3 [0.98-1.5]
Totale ~— OR 1.2 [1.05-1.35]

Figura 4: forest-plot di 4 studi.
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42 Stura I, Alemanni A, Migliaretti G

Nell’esempio, il primo studio presenta un OR non significativo (poiché l'intervallo di confidenza
riportato comprende 1), cosi come il quarto studio; il secondo studio é a sfavore del trattamento

in modo significativo, mentre il terzo studio a favore.

Considerando tutti gli studi, 'OR totale & 1.2 con un intervallo di confidenza tra 1.05 e 1.35,

ovvero si considera a favore del frattamento in modo statisticamente significativo.

Questo passaggio deve essere fatto per ogni sotto-analisi che si intende investigare nella

propria metanalisi.

Conclusione

Riassumendo, in una metanalisi non devono mancare:

e I criteridiinclusione ed esclusione degli articoli, la/e stringa/he di ricerca
utilizzate, il metodo di selezione;

e Un grafico che sintetizzi il numero di articoli considerati in ogni fase;

e Una tabella riassuntiva degli articoli selezionati per le metanalisi: titolo,
autori, abstract o riassunto dei risultati, eventuali altri dati di rilevanza;

e Una tabella per i bias riscontrati;
e L’analisi dell’eterogeneita, eventualmente accompagnata da un funnel plot;
e I risultati sotto forma di forest plot;

e Una affenta discussione dei risultati anche in base ai bias e ai limiti del
proprio lavoro;

e nonché meticolosita e pazienza degli autori.

La metanalisi, si € visto, puo essere uno strumento molto potente ed utile se maneggiato con
sapienza.

Diventa il ponte e l'anello di congiunzione tra gli studi passati e futuri, indirizzando la ricerca
clinica e scientifica.

E dunque importante condurla e divulgarla nel modo corretto, per porre una salda pietra
miliare nel cammino della conoscenza.
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Allegato

Esempio di calcolo dei risultati di una metanalisi col metodo di Mantel-Haenszel

In questo allegato presentiamo il calcolo dei risultati e dell’eterogeneita nel caso di studi con
risposta dicotomica, ovvero quando si conosce il numero di pazienti, nel gruppo sperimentale e
nel gruppo di controllo, che hanno manifestato l’evento che si intende studiare. Per i casi meno
comuni in cui i dati sono misure continue o comparazioni tra valori attesi e valori reali si veda
[16], in particolare l'allegato degli algoritmi statistici. Entrambi i documenti sono liberamente
consultabili online. Per ulteriori approfondimenti teorici si vedano invece [17], [18].

Sia k il numero di studi della metanalisi. Chiamiamo a il numero di eventi verificatisi nel
gruppo sperimentale e c quelli nel gruppo di controllo; analogamente b e d saranno i non-eventi.
Il numero di partecipanti totali a ciascuno studio & a+b+c+d=N. Di seguito indicheremo con /
l"indice generico di uno studio, percio a; si riferira all’evento verificatosi nel gruppo esperimento
dell’i-esimo studio e cosi via.

Per semplicita mostreremo i vari passaggi utilizzando un esempio pratico. Sia k = 3 e gli studi
riassumibili in Tabella 1. Si calcoleranno per prima cosa gli OR di ogni singolo studio con il
relativo errore (Standard Error, SE):

ai_di ; SEL.= i+i+l+i

ORi=
bjc; aij by ¢ d;

Si ofterranno i valori in Tabella 2. Questa é la base per ogni metodo che si vorra poi applicare.

Applichiamo ora il metodo di Mantel-Haenszel. Per prima cosa si calcolano i pesi dei vari
studi:
biC,:
N;

w; =

Che verranno utilizzati per il calcolo dell’OR di Mantel-Haenszel (OR_MH):

X w;OR;

ORMH = ZW
i

Per quanto riguarda il calcolo del SEyy si usera invece la formula: SEyy, = J%(&"'%"‘f_z)

Dove:
_ ad; bic;
- N, ' N;’
(a; +d)ad (a; + d))b;c;
E — Z L ’ F — L N2 L l;

- (b; +c)ad’ Z(b +c)bcl

Si ofterranno i valori riportati in Tabella 3, in grassetto.
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0 O O
a1 0
evento (a) non evento (b) tot evento (c ) non evento (d) tot
dio 11 29 40 3 36 39 79
dio 7 27 34 3 33 36 70
dio 1 6 7 2 5 7 14
Tabella 1: I tre studi di esempio

Studio (0]3¢ n(OR) SE
Studio 1 4.55 0.66 0.697498
Studio 2 2.85 0.46 0.737245
Studio 3 0.42 -0.38 1.36626

Tabella 2: Calcolo dell'OR e del SE

Studio

Peso (w)

Tabella 3: Calcolo OR e SE con metodo di MH

1.101266  4.551724 0.697498 5.012658 1.101266 2.982214  0.655183 2.030444 0.446082
1.157143  2.851852  0.737245 3.3 1.157143 1.885714  0.661224  1.414286 0.495918
- 0.857143  0.416667 1.36626 0.357143  0.857143  0.153061  0.367347 0.204082 0.489796

TOT 2.78275 0.538333 8.669801 3.115552 5.02099 1.683755 3.648811 1.431797

Studio

1.433697 0.890427
1.356401 0.381102
0.731925 0.077443
TOT 1.348973
Tabella 4: Statistica Q con i pesi p
Comparison: supplemental albumin
Outcome: deaths
Expt Cirl FPeto OR
Study ruml i (9591 Fixed)
burnis
Goocwin 1383 11 740 3139 —_—
Greenhalgh 1995 T f34 3 136 *
Jelenko 1978 147 217 .
Subtotal (39%C0H 19 /81 G 582 — e ——

Tabella 5: Estratto dalla tabella riportata in [19]
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L'OR totale della metanalisi ¢ dunque 2.78 con uno SE di 0.53; c’eé dunque una differenza
statisticamente significativa tra casi e confrolli, in particolare l’evento studiato € piu frequente

nei casi rispetto ai controlli (OR>1).

Calcoliamo ora l'eterogeneita della metanalisi con la statistica:

Qua = ) pilIn (OR) = In (ORy)?

Dove
1
P = 5
L'inconsistenza I? viene calcolata come:
—(k—-1
2= max<100 x QMH—”,O)
MH

Qui 100*(2’"’2_7("_1): —336.2 percio I"2=0 e quindi ci assicura omogeneita tra gli studi sele-
MH
zionati.

I numeri dell’esempio sono stati presi da una famosa metanalisi [19] che aveva infatti eviden-
ziato una maggiore mortalita dei pazienti trattati con albumina umana e che ha portato alla
modifica delle linee guida sull’utilizzo della stessa. Un esempio di rappresentazione grafica dei

risultati & mostrato in Tabella 5.

I passaggi spiegati in questo allegato sono stati implementati con un foglio di calcolo Microsoft
Excel © (cliccare qui) e possono essere riprodotti facilmente per avere una prima idea dell’an-

damento della propria metanalisi.

N

E comunque consigliabile riferirsi a dei professionisti (matematici, statistici, biostatistici) per
condurre in modo appropriato una metanalisi prima di pubblicarla. Molti Dipartimenti hanno un
gruppo di lavoro di riferimento per questo servizio; nel caso alcuni lettori fossero interessati e
non avessero un tale gruppo di riferimento possono scrivere agli autori di questo articolo che
lavorano presso il Dipartimento di Scienze della Sanita Pubblica e Pediatriche di Torino, Unita di
Statistica.
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