PROPIEDADES DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

M. Salman, Colorado State University

Pruebas diagnósticas, pruebas de tamizaje y estudios de prevalencia

Estudios de prevalencia: El tipo de estudio más frecuentemente utilizado en epidemiología veterinaria es el estudio de prevalencia para determinar la frecuencia y distribución de algún agente infeccioso, normalmente midiendo la ocurrencia de anticuerpos (producidos contra el agente) en el suero del animal. El resultado de dicha prueba se clasifica como positivo o negativo. Un resultado positivo no necesariamente implica que el animal ha sido recientemente infectado por el agente en cuestión. Un resultado positivo puede significar un animal infectado, en periodo de incubación o recuperado. Un resultado positivo puede también indicar una vacunación previa o inmunidad pasiva (por el calostro). Una prueba puede resultar positiva debido a un manejo inadecuado de la muestra en el laboratorio u otros errores. Ocasionalmente pueden existir reacciones cruzadas con otros agentes infecciosos.

De manera similar, una prueba puede ser negativa cuando el animal está infectado. Un animal puede estar recientemente infectado al momento de la prueba, sin haber tenido suficiente tiempo para desarrollar anticuerpos. Además, una prueba puede no ser lo suficientemente ‘fina’ como para detectar pequeñas cantidades de anticuerpo contra un agente. Como en el caso de un resultado positivo, un resultado negativo puede deberse a errores de manejo o de laboratorio.

Pruebas de tamizaje: El tamizaje (screening) es la identificación presuntiva de una enfermedad mediante la aplicación de pruebas sencillas para distinguir animales aparentemente sanos, pero infectados, de animales probablemente no infectados. Por lo tanto las pruebas de tamizaje, ya sean serológicas o de otro tipo (perfiles metabólicos, inmunidad celular, etc.) se aplican a animales aparentemente sanos en busca de la enfermedad. A diferencia de los estudios de prevalencia realizados para medir la cantidad de enfermedad, el tamizaje se utiliza con el objetivo de una detección temprana de la enfermedad.

Como regla general, las pruebas de tamizaje se aplican a un gran número de animales y frecuentemente son seguidas de una prueba diagnóstica (prueba de confirmación) en aquellos animales que resulten positivos. Cuando se aplica una prueba de tamizaje a un  “grupo de alto riesgo”, se piensa en detección de casos. Alto riesgo significa que los animales tienen o se sospecha que tienen una mayor prevalencia de la enfermedad que la población total. Pueden encontrarse en mayor riesgo debido a factores como la edad, lugar, uso o mayor exposición a agentes infecciosos.

el objetivo de una prueba de tamizaje es usualmente la detección temprana, que conduce a la prevención, tratamiento o control.

Propiedades de las pruebas

Exactitud: La mayoría de las pruebas no son 100% precisas en su capacidad de identificar correctamente animales infectados y no infectados. Esto es un problema de error de clasificación. La exactitud de una prueba puede medirse y expresarse con base en su habilidad de clasificar correctamente animales de acuerdo a su situación sanitaria. Estas medidas son la sensibilidad (Se) y especificidad (Esp).

La sensibilidad es la probabilidad de que una prueba identifique correctamente aquellos animales infectados.

La especificidad es la probabilidad de que una prueba identifique correctamente aquellos animales no infectados.

Para establecer estos dos atributos, se debe aplicar la prueba en muestras de animales cuya situación respecto a la enfermedad es conocida. Los resultados pueden tabularse en un cuadro de 2 por 2, del cual pueden calcularse la sensibilidad y especificidad.

Por ejemplo, aquí tenemos un cuadro 2 por 2 para una enfermedad genérica:

	
	
	realidad
	

	
	
	infectados
	no infectados
	Total

	
	
	I +
	I -
	

	
	P +
	 18 
	 15 
	 33 

	prueba
	
	 VP 
	 FP 
	

	
	P -
	 38 
	 78 
	 116 

	
	
	 FN 
	 VN 
	

	
	Total
	56
	93
	149


La Prueba de Oro para este cuadro es el diagnóstico definitivo de la enfermedad, designado por I+ e I-, y usualmente se determina por un método estándar (aislamiento viral o bacteriológico). Los resultado positivos y negativos se determinan por una prueba de tamizaje.

Del cuadro se puede obtener la siguiente información:

El total positivo (P+) a la prueba de tamizaje es de 33

El total negativo (P-) a la prueba de tamizaje es de 116

El número total de animales infectados (I+) es de 56

El número total de animales no infectados (I-) es de 93

Los animales erróneamente clasificados por la prueba de tamizaje son:

Falsos positivos (FP): aquellos animales no infectados, pero positivos a la prueba (15).

Falsos negativos (FN): aquellos animales infectados, pero con resultados negativos a la prueba (38).

Los animales correctamente identificados (exactitud de la prueba):

Verdaderos positivos (VP):  aquellos animales infectados y positivos a la prueba (18).

Verdaderos negativos (VN): aquellos animales no infectados y negativos a la prueba (78).

Para la mayoría de las pruebas de tamizaje, no se conoce la sensibilidad y especificidad y deben entenderse las consecuencias de los errores de clasificación. Esta interpretación depende del propósito de la prueba y de la persona que realiza la interpretación.

Cálculo de las propiedades de las pruebas de tamizaje

1) Prevalencia verdadera y prevalencia aparente:
prevalencia verdadera: proporción de los animales probados y realmente infectados (por la Prueba de Oro).


prevalencia 
=


I+





verdadera
 
N (total de animales probados)

En el caso de nuestro ejemplo, la prevalencia verdadera es 56/149.

Prevalencia aparente: proporción de los animales probados positivos a la prueba de tamizaje.


prevalencia 
=
P+

aparente

N

En el caso de nuestro ejemplo, la prevalencia aparente es 33/149.

Nota: los resultados numéricos para el ejemplo se mostrarán entre paréntesis en los puntos siguientes.

2) Exactitud y error de clasificación:

Exactitud: proporción de animales correctamente identificados por la prueba.


exactitud
=


VP + VN


(96/149)



 
 N(total de animales probados)

error de clasificación: proporción de animales erróneamente clasificados por la prueba.


error de clasificación
=
FP + FN


(53/14)


  N

3) Sensibilidad (Se) y Especificidad (Esp):

Se: proporción de animales verdaderamente infectados (I+), correctamente identificados por la prueba (aquellos entre la población infectada que tuvieron resultados positivos).


Se
= 
VP
=

VP



(18/56 o 32%)




 I +

   VP + FN

Esto quiere decir para nuestro ejemplo, que 32 de 100 animales infectados tendrán resultados positivos a la prueba.

Esp: proporción de animales verdaderamente no infectados (I-), correctamente identificados por la prueba (aquellos entre la población negativa que tuvieron resultados negativos).


Esp
=
VN
=

VN



(78/93 o 84%)




 I -

    VN + FP

Esto quiere decir que de 100 animales no infectados, 84 tendrán resultados negativos a la prueba.

Si se conocen Se y Esp, se puede calcular la prevalencia verdadera:


prevalencia verdadera
=
prev. aparente + (Esp - 1)








Esp + (Se -1)

4) Proporciones de falsos negativos y falsos positivos:
Proporción de falsos positivos: proporción de animales verdaderamente no infectados (I-) que la prueba erróneamente identifica como positivos.


proporción de falsos positivos
=

FP

(15/93 o 16%)








    VN + FP

Esto quiere decir que 16 de 100 animales no infectados tendrán un resultado positivo a la prueba.

Proporción de falsos negativos: proporción de animales verdaderamente infectados (I+) que la prueba erróneamente clasifica como negativos.


proporción de falsos negativos
=

FN

(38/56 o 68%)








    VP + FN

Esto quiere decir que de 100 animales verdaderamente infectados, 68 tendrán resultados negativos a la prueba.

5) Valores predictivos:
Valor predictivo positivo (VP+): esta es una propiedad importante de una prueba. Indica que proporción de los animales positivos a la prueba están realmente infectados (I+). Es la probabilidad de que un resultado positivo sea correcto.


VP+
=
VP
=

VP


(18/33 o 54%)




 P+

    VP + FP

Esto significa que hay una probabilidad de 54% que un animal esté infectado si tiene un resultado positivo a la prueba.

Valor predictivo negativo (VP-): es la probabilidad que un resultado negativo  sea correcto.


VP-
=
VN
=

VN


(78/116 o 67%)




 P-

    VN + FN

Esto significa que hay un 67% de probabilidad que un animal no esté infectado si tiene un resultado negativo a la prueba.

Existe una relación cercana entre VP+ y la especificidad, así como entre VP- y la sensibilidad. Los valores predictivos indican la exactitud de la prueba, ambos VP dependen de la prevalencia de la enfermedad en la población y de la Se y Esp de la prueba utilizada. Otra manera de calcular los valores predictivos es:

VP+
=


Se x Prev. verdadera






(Se x Prev. verdadera) + (FP x Prev. no infectados)

VP-
=


Esp x Prev. no infectados






(Esp x Prev. no infectados) + (FN x Prev. verdadera)

Los valores predictivos de resultados de prueba positivos y negativos varían directamente con la prevalencia de la enfermedad cuando Se y Esp se mantienen constantes. El siguiente cuadro ilustra esto:

Efecto de la prevalencia en los resultados de prueba positivos 

con Se y Esp = .95 (95%)
	Prevalencia (%)
	.1
	1.0
	2.0
	5.0
	50.0

	VP+ (%)


	1.9
	16.9
	27.9
	50.5
	95.0


Evaluación de la utilidad de una prueba

La sensibilidad de una prueba está directamente relacionada con la cantidad de falsos positivos, la especificidad de una prueba está relacionada con la cantidad de falsos negativos.
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Gráfico de nuestra enfermedad genérica mostrando los resultados de una prueba de tamizaje utilizando la técnica de ELISA:



no infectados


infectados



93




56





FN
 

  FP

Si deseamos incrementar la Esp para esta prueba, el punto de corte debe moverse hacia la derecha, lo que reducirá los falsos positivos y aumentará los falsos negativos.

Conforme aumenta la prevalencia de la enfermedad, el VP+ aumenta y el VP- disminuye. Esto significa que entre más animales estén infectados en la población, mayor la probabilidad de que un animal verdaderamente infectado tenga un resultado positivo a la prueba.
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La Esp se relaciona con el VP+ de la siguiente manera:





VP+







Especificidad 

100%

Conforme aumenta la especificidad, se incrementa el VP+ y por lo tanto la probabilidad de que un resultado positivo sea verdadero aumenta.

La Se se relaciona con el VP- de la siguiente manera:





VP-







sensibilidad


100%

Conforme aumenta la sensibilidad, el VP- aumenta y por lo tanto la probabilidad de que un resultado negativo sea correcto aumenta. La sensibilidad permite una mayor confianza en un resultado de prueba negativo.

Selección de pruebas diagnosticas

1) Use una prueba con alta Se y alto VP- cuando:

a) es ventajoso descartar un diagnóstico en las primeras fases de un programa para reducir el número posible de animales que deben tratarse. Dado que hay más confianza en una prueba negativa, esto permite tener confianza que los animales no tratados (por que fueron negativos a la prueba) no diseminarán la enfermedad.

b) un FN es peligroso. Por ejemplo, un animal FN que ingrese a un país con una enfermedad exótica tendría consecuencias graves.

2) Use una prueba con alta Esp y alto VP+ cuando:

a) es ventajoso confirmar un diagnóstico. Dado que hay más confianza en una prueba positiva, esto permite que los animales que sean tratados sean confirmados con buena seguridad.

b) un FP es peligroso. Por ejemplo, si se considera sacrificar aquellos animales positivos a la prueba, el costo de demasiados FP podría ser muy alto.

Si se aplican pruebas de tamizaje con el propósito de identificar casos para tratamiento, es deseable una prueba con un alto VP+. De otra manera se trataría o sacrificaría una gran proporción de animales innecesariamente. Sin embargo, también es deseable que las pruebas utilizadas en las fases iniciales de un programa de control sean muy sensibles (de modo que hayan pocos FN) y que la prueba que se utilice en las fases finales sea muy específica (para reducir los FP). Esto es especialmente cierto cuando la prevalencia es baja (2%), cuando la mayoría de los animales están libres de la enfermedad y los resultados de una prueba, aún altamente sensible y específica, incluirán un gran número de falsos positivos.

Pruebas en serie y en paralelo

1) Pruebas en serie: los resultados de todas las pruebas usadas deben ser positivos, de lo contrario el animal se considera negativo a la enfermedad. Por tanto, sólo se correrán muestras positivas a una prueba precedente con la siguiente prueba. Para pruebas en serie se desea incrementar la especificidad y el VP+ generales, para incrementar la confianza en el resultado positivo final.

2) Pruebas en paralelo: los resultados de todas las pruebas deben ser negativos, de lo contrario el animal se considera positivo a la enfermedad. Por tanto sólo se correrán muestras negativas a una prueba precedente con la siguiente prueba. Se desea incrementar la sensibilidad y el VP- generales, para incrementar la confianza en el resultado negativo final.

3) baterías de pruebas: es aplicar todas las pruebas posibles para la enfermedad. A mayor número de pruebas aplicadas, mayor la probabilidad de un falso positivo.

Sensibilidad y especificidad de algunas pruebas diagnósticas

	Prueba


	Sensibilidad
	Especificidad

	Prueba de tarjeta para brucelosis


	0.99
	0.31

	Prueba de anillo en leche para Brucella abortus


	0.90
	0.56

	Fijación del complemento para Brucella abortus


	0.90
	0.58

	Cultivo fecal para la presencia de Mycobacterium paratuberculosis


	0.40
	1.00

	prueba intradérmica de Johnina


	0.54
	0.79

	Inmunodifusión en agar para Mycobacterium paratuberculosis
	0.55
	0.56


Fuente: Monfort J.D., Miller G.Y (1990).- Evaluation and application of diagnostic tests in food animal practice.  The Compendium 12 (8), 1182-1190.
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