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Biases in diagnostic test studies: impact on estimating
sensitivity and specificity

Sesgos en los estudios de pruebas de diagnoéstico:
implicacion en la estimacidén de la sensibilidad y especificidad

Mario Enrique Rendén-Macias," Maria Valenzuela,' Miguel Angel Villasis-Keever?

Abstract

Diagnostic tests make it possible to determine whether a person has a disease or not. Before
incorporating a new diagnostic test in the clinical setting, it is necessary to define its validity through
its indicators of performance, sensitivity, and specificity. In these studies, like in any research, the
results might not be reliable when there are biases during their execution. This article entails the
discussion about the biases in diagnostic test studies that may cause inaccuracy in sensitivity and
specificity. The main biases that affect the validity of these studies are: incorporation bias, partial
and/or differential verification bias, an imperfect reference standard, a limited spectrum of the
disease, and the ambiguous results of the test to be validated. In addition, examples of how these
biases impact on the results of sensitivity and specificity are given in this paper.
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Resumen

Las pruebas de diagndstico permiten determinar si una persona tiene o no una enfermedad. Para
incorporar una nueva prueba de diagnéstico en el ambito clinico primero es necesario definir
su validez a través de sus indicadores de desempefio, sensibilidad y especificidad. Como en
cualquier investigacion, en este tipo de estudios es posible que los resultados no sean confiables
cuando hay sesgos durante su ejecucion. En este articulo se discuten los sesgos en estudios de
prueba diagndstica que pueden ocasionar que la sensibilidad y especificidad no sean correctas.
Los principales sesgos que afectan la validez en estos estudios son el sesgo de incorporacion,
la verificacion parcial o diferencial, un estandar de oro imperfecto, un espectro limitado de la
enfermedad y los resultados ambiguos de la prueba por validar. Ademas, en este articulo se dan
ejemplos de como impactan estos sesgos en la sensibilidad y especificidad.

Palabras clave: Sensibilidad; Especificidad; Sesgos; Pruebas diagndsticas

Abreviaturas y siglas
EO, estandar de oro
NPD, nueva prueba de diagndstico

Antecedentes

El avance de los conocimientos e incorporacion de
nuevas tecnologias en salud se traduce, en parte, en
la incorporacion de nuevas pruebas diagnosticas, con
lo cual se pretende mejorar la calidad de la atencion
a la salud, o bien, hacer mas eficientes los costos.'?
Cada afio surge un gran nimero de estudios que
se realizan tanto para validar una nueva prueba de
diagnéstico (NPD), como para determinar si es mas
eficiente que las pruebas utilizadas cotidianamente,
en términos de velocidad para su ejecucion o para
causar menor molestias o dafnos secundarios.’

En general, una prueba diagnostica sirve para
identificar si un paciente o un grupo de pacientes tie-
ne una enfermedad determinada o, por el contrario, se
descarta dicha enfermedad. Pero, ademas, las pruebas
diagnosticas coadyuvan a definir las causas o meca-
nismos implicados en la enfermedad de un paciente,
asi como para definir si un paciente ha desarrollado
una o mas complicaciones en una enfermedad, de-
cidir posibles acciones terapéuticas (con base en los
cambios de un marcador clinico, bioquimico o de
imagen), o bien, para estimar el prondstico.'>*

Para aceptar que una NPD puede ser util, prime-
ro se debe demostrar su validez. El principal criterio
de validez de una NPD es determinar su desempefio,
es decir, su capacidad para clasificar correctamente
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si un paciente tiene (sensibilidad) o no (especifici-
dad) la enfermedad en estudio.>® Posterior a conocer
el desempefidé de un NPD, se podran hacer evalua-
ciones para conocer la seguridad de la prueba, su
facilidad de aplicacion o elaboracion, rapidez de
realizacion y los costos de su ejecucion.

Diseiio de un estudio de prueba
diagnostica

Dada la importancia de determinar la validez de una
NPD (también denominada prueba indice), cuando
se planea la realizacion de un estudio para su eva-
luacion, los investigadores deberan llevar a cabo una
metodologia estricta. Asi, un buen estudio de prueba
diagnostica debe considerar que la comparacion de
los resultados (positivos o negativos a la enferme-
dad) es con un estdndar de oro (EO), el cual corres-
ponde a la prueba que, en el momento del estudio, se
conoce como la mejor para confirmar o descartar un
diagnoéstico determinado.>’

Ademas, el estudio debe ser cegado, es decir,
los investigadores que interpretan la NPD deben des-
conocer el resultado obtenido del EO y viceversa. Otro
aspecto importante en la planeacion de un estudio de
prueba diagnostica es el grupo de participantes; al
menos, se debera incluir un grupo de pacientes que
tengan la condicion en estudio y otro sin dicha con-
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dicion. Sin embargo, es mejor un estudio con todo el
espectro de la enfermedad, lo que significa incluir
pacientes con diferentes grados de la enfermedad,
desde aquellos con sintomas leves, hasta los que ob-
viamente tienen la enfermedad en estudio e, incluso,
pacientes graves.>¢

Por ultimo, es necesario que el EO y la NPD se
realicen al mismo tiempo o en un tiempo corto en-
tre la realizacion de una y otra prueba, a fin de evitar
modificacion de las condiciones clinicas de los par-
ticipantes, dado que la enfermedad puede progresar.
De esta forma, es posible que la prueba indice no
clasifique como enfermo a un participante en un mo-
mento temprano de la enfermedad y, tiempo después,
al realizar el EO se confirme el diagnostico cuando la
enfermedad ya estd avanzada. Lo anterior se denomina
falso-negativo.>$

Sesgos en los estudios de prueba
diagnostica

Los errores que ocurren sistematicamente en la eje-
cucion en un estudio de investigacion se denomi-
nan sesgos, los cuales causaran que los resultados
de dicha investigacion no sean validos.® Para los
propositos de este articulo nos enfocaremos a los
problemas metodoldgicos y las consecuencias en
los resultados obtenidos de un estudio en el cual se
desea determinar la valides de una NPD. En general,
cuando hay sesgos en los estudios de evaluacion de
pruebas diagnostica, los resultados obtenidos afectan
directamente al desempefio de la NPD en cuanto a
sensibilidad y especificidad, haciendo que uno o los
dos estén sobreestimados o subestimados.'

Si bien, el resultado de una NPD puede ser en
un rango de valores, en este articulo solamente con-
sideraremos un resultado dicotomico: afirmativo
(con la enfermedad) o negativo (sin la enfermedad).
La mejor NPD es la que clasifica apropiadamente a
todos o la mayoria de los participantes, en concor-
dancia a lo que indica el EO, ya sea al confirmar o
descartar la condicion. El porcentaje de acierto (o
capacidad de la NPD para detectar a los positivos
con enfermedad) se le conoce como sensibilidad,
la cual va de 0 % (nunca acierta) a 100 % (nunca
se equivoca). A su vez, la prueba también debera
clasificar como negativos a todos los sujetos sin la
enfermedad de interés. El porcentaje de acuerdo con
el EO al descartar la enfermedad se conoce como
especificidad, que también va de 0 a 100 %.°
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Cuando un estudio de prueba diagnostica se
ejecuta con la suficiente calidad metodoldgica o
sin sesgos, entonces los resultados de sensibili-
dad y especificidad de una NPD seran considera-
dos como verdaderos. Si bien, se han descrito mas
de 14 sesgos en los estudios de pruebas diagnds-
ticas;>®7 los que principalmente impactan en la
evaluacion del desempeiio de la NPD se sefialan a
continuacion:!'®112

» Sesgo de incorporacion: parte de los componen-
tes de la NPD esta incluida en los criterios del
EO para definir la condicion del paciente.

» Sesgo de verificacion parcial: la realizacion del
EO no se lleva a cabo al total de los pacientes a
quienes se realiz6 la NPD; por ejemplo, el EO se
realiza Ginicamente a quienes tuvieron un resul-
tado positivo en la NPD.

» Sesgo de verificacion diferencial: sucede cuando
no existe o no se puede disponer del EO acep-
tado en el mundo, por tanto, se recurre a otras
pruebas que se aproximan a los resultados del
EO. De esta forma, es alta la posibilidad de cla-
sificar errdbneamente si un paciente tiene o no la
condicion en estudio.

» Sesgo del EO imperfecto: surge cuando el EO
aceptado en el mundo puede clasificar mal a los
pacientes. Esto quiere decir que, la prueba con-
siderada como EO puede definir a un paciente
como enfermo cuando no lo es y viceversa.

» Sesgo del espectro de la enfermedad: ocurre
cuando no se incluyen pacientes en todas las
condiciones de gravedad de la enfermedad en
cuestion.

» Sesgo de resultados ambiguos o no concluyen-
tes: aparece cuando los resultados de la NPD no
determinan certeramente si un paciente es posi-
tivo o negativo, por lo que los investigadores los
eliminan del analisis.

Impacto de los sesgos en los resultados de
un estudio de prueba diagnostica

Para mostrar como los sesgos de pueden modificar la
estimacion de la sensibilidad y especificidad, utiliza-
remos los resultados de un estudio hipotético.

En primer lugar presentamos los “resultados
verdaderos”, es decir, sin sesgos. La figura 1 mues-
tra los resultados del desempefio de una NPD, Ia
cual se contrasté con un EO altamente confiable.
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Estandar de oro

Enfermos No enfermos

- VP FP
8 apmea| 85 | 12 |
E:: FP iz VN
£ Momes| 15 | 88 |

100 100

Sensibilidad = a/(a + c) = 85/(85 + 15) = 85/100 = 0.85 0 85 %
Especificidad = d/(b + d) = 88/(88 + 12) = 88/100 = 0.88 0 88 %

Probabilidad preprueba = (a+b)/(a+b+c+d) = (85+15)/200 = 0.5 0 50 %

En el estudio se incluyen 200 individuos, 100 con la
enfermedad y 100 sin la enfermedad, estos ultimos
se pueden considerar como grupo control. Como se
observa, la NPD tiene una sensibilidad de 85 % y
una especificidad de 88 %.

El posible efecto del sesgo de incorporacion
se observa en la figura 2, en la cual se incrementd
(sobreestimacion) la sensibilidad y la especificidad.
En este tipo de sesgos, los autores al conocer previa-
mente la condicion clinica de los pacientes pudieran
ser mas benévolos en ofrecer una prueba positiva en
los enfermos y ser mas estricto para el grupo de los
controles. Con lo anterior incrementan los verda-
deros positivos (casilla a) y, por tanto, la sensibili-
dad; asi mismo incorporan a mas individuos falsos
positivos (casilla b) en el grupo de los verdaderos
negativos (casilla d) y, por tanto, también aumen-

Estandar de oro

Enfermos No enfermos

Positivos b 2
.ﬁg ala prueba 85 d 10 97
£ g2 3
= U FIL.
2 Negaivos| 10af go | 103
ala prueba 5 ¢
100 100 200

Sensibilidad = a/(a +c) = (85 + 15)/100 = 95/100 = 0.95 0 95 %
Especificidad = d/(b +d) = (88 + 10)/100 = 98/100 = 0.98 0 98 %

Probabilidad preprueba = (a+b)/(a+b +c+d) =[(85 + 10)+5]/200 = 0.5 0 50 %
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Figura 1. Estudios hipotéticos con “resultados
verdaderos”. VP = verdaderos positivos, FP = falsos
positivos, VN = verdaderos negativos, FN = falsos
negativos.

tan la especificidad. El resultado seria una prueba
reportada falsamente como de alta validez, ya que su
desempeiio es muy parecido al del EO.

En la figura 3 se muestra como se podrian mo-
dificar los resultados ante un sesgo de verificacion
parcial. En este caso, los 97 pacientes que salen
positivos a la NPD son los tinicos sometidos al EO.
Por consiguiente, no hay individuos en la casilla
“c”. Si se consideran a los “ausentes” con posibles
resultados negativos, se estimaria una sensibilidad
de 100 %. Por otro lado, la especificidad también
se incrementa (aunque sea poco), en razon directa
con el nimero de individuos negativos a la NPD
no evaluados.

Para el sesgo por un EO imperfecto (figura 4),
existen tres posibilidades: la primera es una mala
clasificacion tanto para los enfermos como los sa-

Figura 2. Resultado posible en un sesgo de
incorporacion.
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Estandar de oro

Enfermos No enfermos

Positivos
__g; ala prueba 85 1 2 7
£ alb
@©
g Negati ‘ 103
= egativos
& ala prueba 1 03

100 100 200

Sensibilidad = a/(a + c) = 85/(85+ 0) = 85/85 = 10 100 %
Especificidad = d/(b + d) = 103(12-103) = 103/115 = 0.89 0 89 %

Figura 3. Resultado posible con un sesgo de

Probabilidad preprueba = (a +b)/(a+b +c+d) = (85 +0)/200 = 0.425 0 42.5 %

nos. Bajo esta premisa, y dependiendo del nimero
de individuos mal clasificados, la sensibilidad y la
especificidad se modificaran. En el ejemplo, ocho
individuos enfermos son clasificados como no en-
fermos, por lo que al tener una NPD positiva pasaran
al grupo de falsos positivos (casilla b). De la misma
forma, un paciente no enfermo con NPD positiva
pasara a al grupo de verdaderos positivos. Por otro
lado, dos pacientes falsos negativos (casilla ¢) pa-
san al grupo de verdaderos negativos (casilla d) y
nueve verdaderos negativos (casilla d) seran incor-
porados al grupo de falsos negativos (casilla ¢). Con
estos cambios, la sensibilidad y la especificidad se
reducen (subestimacion). En este tipo de sesgo, los
cambios de sensibilidad y especificidad son impre-
decibles, ya que depende del nimero de individuos
mal clasificados.

Estandar de oro

Enfermos No enfermos

Positivos )
._5; ala prueba 77 1¥/§ 11 o
£ alb
S d
) AN
2 Negativos 9|2 103
& ala prueba 13 A 79
100 100 200

Sensibilidad = al(a+c) = (77 + 1)[[(76+ 1)+ (13+9)] = 78/100 = 0.78 0 78 %

verificacion parcial.

La segunda posibilidad del sesgo por un EO im-
perfecto es que la mala clasificacion sea unidireccio-
nal; el error es mas predecible con un EO sesgado solo
a los enfermos, es decir, pudiera no detectar a todos,
pero siempre clasifica correctamente a quienes no tie-
nen la enfermedad (por ejemplo, resultados de estudios
histopatologicos con biopsias mal tomadas). Como se
muestra en la figura 5, la sensibilidad no se modifica,
pero la especificidad disminuye al existir mayor posi-
bilidad de falsos positivos. La tercera posibilidad, por
sesgo por un EO imperfecto es contraria al ejemplo
previo. El EO esta sesgado para la clasificacion solo de
los no enfermos o grupo control, es decir, identificarlos
como enfermos, sin embargo, ningun enfermo se cata-
loga como no enfermo. La especificidad se mantiene
sin cambios, pero la sensibilidad se reduce porque au-
mentan los falsos negativos (figura 6).

Especificidad = d/(b+d) = (79 +2)/[(79+2) + (8 + 11)] = 81/100 = 0.81 0 81%

Probabilidad preprueba = (a+b)/(a+b+c+d) = [(77 + 1) + (13 +9)]/200 =0.5 0 50 %

http://www.revistaalergia.mx

Figura 4. Resultado posible con un sesgo de
estandar de oro impreciso (bidireccional).
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Estandar de oro

Enfermos No enfermos
Positivos

._g ala prueba 77 e 12 o7
£ alb
3 cld
[
2 Negativos 2 103
& ala prueba 13 o 88

100 100 200

Sensibilidad = al(a+c) = 77(77+13) = 77/90 = 0.85 0 85 %

Figura 5. Resultado posible con un sesgo
de estandar de oro impreciso, con error en

Especificidad = d/(b + d) = (88 + 2)/[(88 + 2)+(8-+ 12)] = 90/110 = 0.81 0 81 %

Probabilidad preprueba = (a +b)/(a+b+c+d) = (77 +13)/200 = 90/110 = 0.45 0 45%

Por otro lado, cuando se presenta sesgo de es-
pectro reducido o de extremos de una enfermedad,
los autores solo incluyen en el estudio a pacientes
que claramente tienen la enfermedad y los compa-
ran con un grupo de sujetos sanos. En la figura 7
se ejemplifica esta situacion, que da lugar a una so-
breestimacion de la sensibilidad y especificidad. Por
el contrario, si se hubieran incluido solo los casos
leves y los controles con enfermedades similares,
la sensibilidad y la especificidad se reducirian (ver
area gris, en la que la sensibilidad es de 84 % y la
especificidad de 68 %).

El ultimo ejemplo es el sesgo de resultados am-
biguos (figura 8). El resultado esta sesgado porque
al incluir unicamente a participantes con datos cer-
teros de la NPD se modifican los resultados de la
sensibilidad y especificidad.

Estandar de oro

Enfermos  No enfermos
Positivos
é a la prueba 85 - 1 1 o7
£ alb
% c|d
2 Negativos 9 103
& alaprueba 15 9
10 90 200

Sensibilidad = a/(a+c) = (85+1)/[(85+1)+(15+9)] = 86/110 = 0.78 0 78%

Especificidad = d/(b +d) = 79/(79+ 11)] = 79/90 = 0.87 0 87 %

Probabilidad preprueba = (a+b)/(a+b+c+d) =[(85+1) + (15+9)}/200 = 110/200 = 0.55 0 55 %
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la clasificacién de los enfermos (unidirec-
cional).

Analisis de sesgos en estudios de prueba
diagndstica publicados

Finalmente, para demostrar que en estudios publica-
dos los sesgos pueden modificar la interpretacion de
resultados agregamos dos ejemplos.

Estudio 1

En el trabajo de Ramirez Enriquez et al." el objetivo
fue evaluar la validez de la IgE sérica total para el
diagnostico de alergia en una poblacion pediatrica.
Los autores revisaron 248 expedientes de pacientes
de la consulta externa cuyo numero de registro fuera
non y contaran con una medicion de IgE sérica total
y pruebas cutaneas (EO). El estudio puede tener un
sesgo de EO imperfecto unidireccional. Las pruebas
cutaneas pueden clasificar con error a los enfermos;
un resultado positivo asegura clasificar como tal a un

Figura 6. Resultado posible con un
sesgo de estandar de oro impreciso,
con error en la clasificacion de los
no enfermos (unidireccional).
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Estandar de oro

Enfermos Enfermos Controles otras Controles

Enfermos moderados leves enfermedades sanos
o Positivos
.S alaprueba 34 32 28 1 1
E ala b
% clc d
2 Negivos| O [ 1 | 5 | 34| 49
ala prueba

34 33 33 . 50 50 |
100 100

Sensibilidad = al(a +c) = (34 +32)/[(34+32) + (0+ 1)] = 66/67 = 0.98 0 98 %

Especificidad = d/(b + d) = 49/(1+49) = 49/50 = 0.98 0 98 %

Probabilidad preprueba = [(34 +32) + (0+ 1)J[(34+32) + (0 + 1) + (1 + 49) = 67/117 = 0.57 0 57 %

enfermo, pero una negativa no lo descarta. La prueba
cutanea depende del alérgeno usado y del tipo de sin-
tomas del paciente. Para los no enfermos, la prueba
siempre es negativa. Por lo anterior, dado este sesgo,
es posible estimar una sensibilidad adecuada, pero
existe el riesgo de que la especificidad se subestime.
Otro posible sesgo es el de espectro reducido de la
enfermedad. Los pacientes seleccionados presentaban
diferentes tipos de alergias (respiratoria, gastrointes-
tinal y cutanea) y no se informa la severidad de los
sintomas. Aunque el muestreo fue pseudoaleatorio, es
probable que solo se incluyeran pacientes con sinto-
mas importantes para ser revisados en una clinica, por
lo que los pacientes con sintomas leves pudieron estar
subrepresentados. Asi, la estimacion de la sensibilidad
y especificidad de la IgE pudiera ser sesgadamente
mas alta. Finalmente, los autores no especifican clara-

Estandar de oro

Enfermos No enfermos

Positivos .
@ alaprueba
-_‘g’ et 75 alb 1 2
£ rueba
8 ambigua 10 20 | 30
>
= Negativos c|d
< ah prueba 15 68 93
100 100 200

Sensibilidad = a/(a+c) = 75/90 = 0.83 0 83 %
Especificidad = d/(b+d) = 68/80 = 0.85 0 85 %

Probabilidad preprueba = (a +b +ambiguos)/(a+b + ¢ +d +ambiguos) = /200 = 0.5 0 50 %
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97

103

Figura 7. Resultado posible con un
sesgo de “espectro reducido de la
enfermedad”.

mente como consideraron a los pacientes con valores
de IgE justo en los puntos de corte dado: indican como
positivos a quienes tuvieron niveles > 15 Ul en me-
nores de un afio, > 60 UI en los de uno a cinco afios,
> 90 Ul en los de seis a nueve afios y > 200 Ul en los
de 10 a 15 afios; para los negativos se considerd < 15,
<60, <90 y < 200, respectivamente. Si en los estu-
dios no hubo pacientes con alguno de estos valores,
entonces potencialmente existe sesgo de resultados
ambiguos. Finalmente, debemos sefialar que no se
detecto sesgo de incorporacion, ya que la NPD no esta
incluida en el EO.

Estudio 2

En el estudio de Marraccinia et al.,' en el que se eva-
luo la validez de la prueba de “activacion de basofilos
séricos” (NPD) para confirmar la hipersensibilidad a

Figura 8. Resultado posible con un
sesgo de prueba diagnoéstica con resul-
tados ambiguos.
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medicamentos en 204 pacientes con antecedentes de
reaccion adversa. Los autores recurrieron a diferen-
tes pruebas cutaneas, intradérmicas y ensayos de IgE
especificas para determinar hipersensibilidad, debido
a que la prueba de reto no se pudo realizar en todos
los pacientes (en algunos por riesgo de anafilaxia),
que es el EO para una respuesta de hipersensibilidad
a un medicamento.

Con lo anterior, el sesgo de verificacion par-
cial llevé a no poder lograr un buen estimado de la
validez de la prueba de activacion de basofilos. Al
analizar solo a los pacientes con prueba de reto, su
muestra se redujo significativamente, por lo que la
estimacion de sensibilidad y especificidad realmente
no parece ser la reportada. Si analizan los resultados
mediante un constructo con todas las pruebas, la po-
sibilidad de un sesgo de EO imperfecto era altamen-
te posible, al no clasificarse adecuadamente a los
pacientes con y sin hipersensibilidad al medicamen-
to. En este articulo no encontramos la presencia de
un sesgo de incorporacion, ya que la NPD no estaba
incluida en las consideradas para la clasificacion de
los pacientes y, al parecer, fue realizada antes del
establecimiento del diagndstico.

Por otro lado, Marraccinia et al. incluyeron
pacientes con todo el espectro de la enfermedad,
desde pacientes con anafilaxia hasta pacientes con
cuadros mas leves caracterizados por urticaria o sin-
tomas gastrointestinales leves, ante lo cual es poco
probable un sesgo de espectro de la enfermedad.

Finalmente, los autores no mencionan si existieron
resultados ambiguos de la NPD, a fin de descartar un
sesgo de espectro de la prueba.

Como se puede apreciar en los ejemplos, los ses-
gos incrementan que los valores estimados de sensi-
bilidad y especificidad no sean los reales. Por lo an-
terior, consideramos que es importante para un lector
critico conocer de su existencia. Si bien, es posible
que los sesgos sean cometidos involuntariamente,
por desconocimiento o falta de cuidado en la reali-
zacion de un estudio, es necesario recordar que los
sesgos metodoldgicos no pueden ser corregidos con
procedimientos estadisticos, dado que estos ultimos
solo permiten estimar el grado de variacion aleatoria
causado por el tamafio de la muestra utilizado.>>*

Finalmente, para los estudios de validacion de
NPD con resultados no dicotdmicos es necesario
también informar acerca de los criterios para esta-
blecer la existencia de uno o mas puntos de corte
para la toma de decisiones.

En conclusidn, la validez de un estudio de prue-
ba diagnostica basicamente esta determinada por que
no se cometan sesgos durante su ejecucion. Cuando
ocurren sesgos, entonces los resultados obtenidos de
una NPD, en términos de sensibilidad y especificidad,
pueden estar sobre o subestimados. Los principales
sesgos que impactan en los resultados de una prueba
diagndstica son de incorporacion, verificacion parcial
o diferencial, EO imperfecto, espectro inadecuado y
cuando los resultados de la NPD son ambiguos.
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