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VALIDACION DE PRUEBAS DIAGNOSTICAS!
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INTRODUCCION

La confiabilidad (ausencia de error
aleatorio) y la validez (ausencia de error
sistematico -sesgo-) son elementos inde-
pendientes de toda prueba. Un proceso
diagndstico puede repetir consistentemente
resultados falsos positivos (ser confiable pero
no valido) o puede dar resultados correctos
con relativamente alta variabilidad entre sub-
muestras (ser valido pero poco confiable).
Generalmente se refiere a la falta de validez
como una falla de la prueba en detectar
individuos verdaderamente enfermos (poco
sensible) y/o verdaderamente sanos (poco
especifica), aunque una baja confiabilidad
también pueda afectar su sensibilidad y su
especificidad. La confiabilidad y la precision
estadn asociadas con la ausencia de error
aleatorio, mientras que validez se relaciona
con la ausencia de sesgo. La exactitud, por
otra parte, se relaciona con la ausencia de
ambos tipos de errores.

Evaluar la exactitud de las pruebas
diagndsticas implica confirmar tanto su
confiabilidad como su validez, mientras que
validarla se aplica mas a la medicion de su
capacidad discriminatoria. La confiabilidad
es un importante pre-requisito para que un
proceso analitico sea exacto y para la vali-
dacién de ese proceso. El disefio de estudios

de validacion de una prueba considera todos
los temas vinculados con la cuanti-ficacion
del error sistemético o la falta de él. Esto
es en definitiva cuantificar la habilidad de
la prueba en detectar individuos verdadero
positivos en la poblacién enferma (sensibi-
lidad) y verdadero negativos en la poblacién
sana (especificidad).

DISENO DE ESTUDIOS

Antes de disefiar un estudio para validar
una prueba se debe tener muy en claro para
qué va a ser utilizada (tamizado o confirma-
cion, diagndstico individual o grupal, etc.).
El estudio puede ser experimental, observa-
cional o mixto. Los ensayos experimentales
son muy Utiles para obtener resultados
preliminares, pero generalmente tienden a
sobrestimar el desempefio de la prueba. En
todos los casos se deben seleccionar apropia-
damente estrategias para reducir sesgos (¢j.
evaluaciones ciegas).

Los estudios para estimar la sensibilidad
y la especificidad de las pruebas deben ser
vélidos tanto interna como externamente. En
el primer caso, deben dar un estimador no
sesgado del desempefio de la prueba bajo las
condiciones en las que se realizo el trabajo
(protocolo, laboratorio y muestras de
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referencia). En el segundo, la muestra bajo
estudio debe ser representativa de la pobla-
cion de referencia. Los tres enfoques princi-
pales para estimar el poder discriminatorio
de una prueba son: a) condicional al estado
de salud, donde enfermos y sanos son cono-
cidos a priori, b) transversal, donde se eva-
IGan al mismo tiempo tanto las condiciones
de sanos o de enfermos como las de positivos
o de negativos a la prueba, y ¢) condicional a
los resultados de otra prueba. La validacion
integral de una prueba deberia incluir: a) una
estimacion preliminar de la sensibilidad y la
especificidad, b) la determinacion del limite
minimo de deteccion, c) la evaluacion de
posibles causas de diagnosticos falsos, y d)
una evaluacion a campo.

TAMANO DE LA MUESTRA

Para determinar el n de animales sanos
y enfermos a incluir en el estudio se usa
la férmula para estimar el intervalo de
confianza de una proporcion. Sin embargo,
ésta requiere de un conocimiento previo de
los valores aproximados de sensibilidad y
especificidad. En ausencia de estimaciones
anteriores, en un primer ensayo se recomien-
da utilizar un minimo de 100 individuos por
grupo. Mayor sea la difusion de la prueba
y/o su importancia econdmica o en salud
publica, mayor debe ser el n para estrechar
los limites de los intervalos de confianza de
las estimaciones.

SELECCION DEL
CRITERIO DE POSITIVIDAD

Los resultados de una prueba pueden ser
expresados en forma cualitativa («positivos»
0 «negativosy), o por medio de alglin tipo de
gradiente numérico a lo largo de una escala
ordinal o continua. Estos Gltimos pueden ser
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expresados en forma dicotémica por medio
de la seleccion de un valor critico o de corte
en la escala por encima del cual los resulta-
dos obtenidos se consideran positivos y por
debajo del mismo se clasifican como negati-
vos. La seleccion del criterio de positividad
(«anormal») y negatividad («normal») para
una prueba determinada se puede efectuar
de utilizando seis métodos diferentes: a)
distribucion Gaussiana, b) percentiles, c)
aceptacion cultural, d) terapéutico, e) fac-
tores de riesgo y f) diagndstico. Una buena
prueba es aquella en la cual las distribuciones
de frecuencias de los positivos y negativos
a la prueba tienen el menor &rea posible de
superposicion.

Generalmente, para determinar el ver-
dadero estado de salud de los individuos
se utiliza la denominada prueba patron, de
referencia, regla o estandar de oro. Esta es
un método diagnédstico o una combinacion
de ellos que determina en forma absoluta y
sin error si la condicion (enfermedad, in-
feccion, etc.) estd presente en un individuo.
Sin embargo, en algunas enfermedades no
existe tal prueba, mientras que en otras,
este diagndstico perfecto no es practico, o
bien es muy costoso, laborioso o invasor.
En la mayoria de las enfermedades infec-
ciosas es la identificacion de los patdgenos
mediante su cultivo y aislamiento, pero en
algunas ocasiones este es un proceso lento
(Ej. tuberculosis), mientras que en otras no
es posible aislar facilmente al organismo
responsable de la enfermedad (Ej. brucelosis,
enfermedades virales). En enfermedades no
infecciosas, el estandar de oro puede ser una
biopsia, una necropsia o cualquier criterio
que pueda diagnosticar inequivocamente la
enfermedad.

Las estimaciones de sensibilidad y espe-
cificidad se complican atin mas en aquellas
enfermedades multicausales que producen
respuestas medibles de distinta magnitud de
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acuerdo al patogeno actuante. Por ejemplo,
en el caso de la mastitis bovina, la capa-
cidad de reaccion de la glandula mamaria
para producir o alterar diversos elementos
que pueden ser medidos por las pruebas
diagnods-ticas (Ej. California Mastitis Test)
no es la misma ante cada especie bacteriana.
Esto deriva en diferentes sensibilidades y
especificidades para cada patogeno, que debe
ser sumada a la variabilidad proveniente del
animal (Ej. nimero y tiempo de lactancia),
de la evolucion de la enfermedad (Ej. si
es una infeccion reciente o cronica), de la
muestra de leche (Ej. primeros chorros,
durante el ordefio o leche residual) y de la
prueba patron (Ej. si se pre-incuban o no las
muestras antes del cultivo bacteriano). Por
otra parte, las estimaciones de la especifici-
dad de las pruebas diagnésticas para detectar
infecciones intramamarias también estan
influenciadas por el hecho que los animales
negativos provienen de rodeos que no son
libres de infecciones intramamarias, por las
variaciones fisioldgicas en la composicion
de la leche relacionadas con el periodo de
lactancia y por otros factores tales como el
estrés ambiental.

ESTIMACION DE LA
SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

Las estimaciones de la sensibilidad y de
la especificidad se efectian en un grupo de
animales «enfermos» y «sanos» respectiva-
mente, determinados de acuerdo a alguno
de los criterios antes mencionados. Para el
primer caso debe estar presente todo el es-
pectro clinico y patol6gico de la enfermedad
en la misma proporcion que en la poblacion
de referencia. Para el segundo, los animales
sanos deben ser representativos de la pobla-
cion sana donde se aplicara la prueba (Ej. si
se trata de una prueba indirecta para medir
la cantidad de células somaticas en leche no

se incluirdn vacas recién paridas secretando
calostro) y no deben ser utilizados animales
aparentemente sanos provenientes de rodeos
infectados, dado que esto ultimo llevara
generalmente a subestimaciones de la espe-
cificidad de la prueba. El estado de salud de
los animales a utilizar debe ser determinado
con un alto grado de certeza por medio de
pruebas biolégicamente independientes de
la que esta siendo evaluada. A diferencia
de los valores predictivos y de la eficiencia
de la prueba, se asume que la sensibilidad
y la especificidad no varian al cambiar la
prevalencia real de la enfermedad. Sin em-
bargo, y aunque no existe una dependencia
formal entre sensibilidad y especificidad de
la prueba y la prevalencia de la enfermedad,
cualquier cambio que afecte la forma de las
curvas de individuos enfermos y/o sanos
o el rango de superposicion entre ambas
cambiard los patrones de sensibilidad y de
especificidad de la prueba. Si la relacion
con la prueba diagndstica es importante,
estos cambios incluyen la distribucion de
razas, edad, sexo y exposicion a afecciones
antigénica-mente relacionadas. Por ello se
debe recolectar informacion sobre las carac-
teristicas demograficas de las poblaciones
de animales que estan sujetos a evaluacion
para revisar estos supuestos cada vez que sea
posible e intentar controlarlos en el proceso
de andlisis estadistico.

COMPARACIONES ENTRE
PRUEBAS DIAGNOSTICAS

En la practica es muy dificultoso cumplir
con todas las premisas para determinar sensi-
bilidad y especificidad. Por ello, se acostum-
bra a medir los resultados de la nueva prueba
comparandolo con los de otra prueba que no
es biolodgicamente independiente de la que
esta siendo evaluada. Sin embargo, se debe
recordar que estas estimaciones, aunque
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utiles, no reemplazan a la validacion de la
pruebay pueden estar sesgadas dado que es
improbable que las muestras de poblacion
sana y enferma incluyan el espectro com-
pleto de las poblaciones de animales sanos
y enfermos respectivamente. Por otra parte,
si las pruebas que se quieren comparar estan
biologica-mente relacionadas, las mismas
tenderan a dar los mismos resultados al
ser aplicadas en un mismo individuo. Por
todo ello, en estas circunstancias es con-
veniente llamar a estas estimaciones como
«sensibilidad y especificidad relativas» a
la prueba en la cual se basé el diagndstico.
Estas comparaciones son mas valiosas si la
sensibilidad y la especificidad de esta Gltima
se aproximan al 100 %.

Se debe tener en cuenta que la compa-
racion de dos o0 mas pruebas solo indica el
grado de concordancia entre los resultados
de las pruebas, pero de ninguna manera
si una es mas sensible o especifica que la
otra. Ademas, estas comparaciones deben
hacerse con un disefio ciego, de manera
que la persona que efectia una prueba des-
conozca el resultado de la otra para evitar
Serios sesgos.

Cuando se comparan dos pruebas diag-
nosticas aplicadas en poblaciones diferen-
tes o en distintos subgrupos de la misma
poblacioén, los indices de concordancia y
la probabilidad de error pueden variar de
acuerdo a la prevalencia real de la enfer-
medad en las poblaciones o subpoblaciones
sujetas a comparacion.

La manera mas simple y frecuente
para medir el grado de acuerdo entre los
resultados de dos pruebas es la proporcion
de concordancia general o Concordancia
Observada. Esta es igual a la suma de la
probabilidad de los resultados positivos y
negativos a ambas pruebas. Sin embargo,
se necesita mas que una medida del grado
de acuerdo entre dos pruebas, dado que,
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salvo en circunstancias extremas, es dable
esperar algin grado de concordancia debido
solamente a la intervencion del azar.

Una medida que corrige esto es la ra-
zon denominada Kappa (K), que incluye
el céalculo de la Concordancia Esperada,
que incorpora los valores marginales de
cada prueba. Un valor de K = 1 representa
una concordancia perfecta, mas alla de la
intervencion de azar, K = 0 no hay con-
cordancia.

En la comparacién entre pruebas diag-
ndsticas, se necesita como minimo un
Kappa de 0,50 para indicar un nivel de
acuerdo moderado. El grado de asociacion
estadistica es usualmente medido con la
prueba de Mc Nemar.

DETERMINACION DEL
PUNTO DE CORTE

La exactitud de una prueba diagndstica
depende del area de superposicion entre las
distribuciones de los resultados positivos y
negativos. Para su célculo en las pruebas
que expresan sus resultados bajo una escala
continua puede utilizarse una técnica de
andlisis de una curva conocida generalmen-
te por su sigla en inglés ROC («Receiver
Operating Characteristic»). Esta curva se
construye graficando la sensibilidad contra
(1 - especificidad), bajo varias posibilidades
de criterios de positividad y describe la
habilidad de una prueba para discriminar
entre animales enfermos y sanos.

Una prueba perfecta tiene un area del
100 %, mientras que una prueba que no
mejora lo que se obtendria por azar tiene una
area del 50 % limitada por una linea recta
diagonal desde el angulo inferior izquierdo
al superior derecho. La curva ROC es una
herramienta simple para la aplicacion del
método diagndstico o del valor predic-tivo
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en la seleccion del criterio de «anormali-
dad» y puede ser calculada por medio de
programas de computacion. Si la importan-
cia de los diagndsticos falsos positivos es
igual a la de los falsos negativos, el punto
de corte Gptimo est4 dado por el valor del
punto que mas se acerca al angulo superior
izquierdo. Sin embargo, en los casos que el
costo de efectuar un diagnéstico falso po-
sitivo es diferente al de uno falso negativo,
este punto de corte puede variar aumentando
la especificidad o la sensibilidad respecti-
vamente. Seleccionando un punto de corte
bajo se obtendra una buena sensibilidad,
incremen-tando el valor predictivo negativo
y disminuyendo los diagnosticos falso nega-
tivos. Si, por lo contrario, se elige un punto
de corte alto se mejorara la especificidad de
la prueba, aumentando el valor predictivo
positivo y disminuyendo la proporcién de
diagnosticos falsos positivos. La curva ROC
también puede ser utilizada para comparar
dos pruebas diagnosticas. La mejor prueba
serd aquella cuya area bajo la curva sea
mayor. Para obtener un resumen cuanti-
tativo de maltiples estudios de validacién
se utiliza una herramienta conocida como
Meta-analisis, mientras que actualmente
se encuentran en desarrollo métodos esta-
disticos alternativos para evaluar el poder
discriminatorio de las pruebas en ausencia
de prueba patron en Medicina Veterinaria.
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