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Llevo varios afios impartiendo una clase en el Mister
en Sanidad y Produccién Porcina titulada “Interpreta-
cién de pruebas de diagndstico” donde trato de explicar
a los estudiantes la incapacidad de estas pruebas para
decir toda la verdad sobre el estado de infeccién de un
individuo. Y si no dicen toda la verdad, entonces ocultan
algo. Evidentemente, no lo hacen de una manera deli-
berada, sino simplemente porque creo que, a dia de hoy,
no podemos sefalar ninguna prueba de diagnéstico que
sea perfecta, entendiendo por perfeccién que sea capaz
de indicarnos con absoluta seguridad si un animal estd
infectado o no. ¢(Implica esto que no nos deberiamos fiar
de las pruebas de diagnéstico? En absoluto, solo que de-
bemos ser capaces de interpretar adecuadamente lo que
tratan de decirnos y esa interpretacién a veces podria ir
mas alld de lo que el resultado de la prueba nos sugiere.

Las razones por las que eso ocurre son varias, la prime-
ra posiblemente yace en la propia dificultad para poner
a punto una nueva prueba diagnéstica pero, una vez la
prueba estd desarrollada, las que considero mds impor-
tantes tienen que ver con los problemas asociados con la
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validacién de esa prueba de diagnéstico. Entender estos
problemas nos deberia ayudar a realizar una mejor inter-
pretacion de los resultados de las mismas.

CARACTERIZACI()N DE UNA PRUEBA DE
DIAGNOSTICO: PRECISION Y VALIDEZ

Cuando describimos una prueba de diagnéstico lo hace-
mos a partir de dos pardmetros principales independien-
tes: su precisién y su validez (Greiner y Gardner, 2000).
La primera hace mencién a la capacidad de una prueba para
producir resultados consistentes cuando se repite en condi-
ciones mds o menos similares; esto es, la misma muestra es
analizada en diferentes laboratorios, con diferentes técnicos,
etcétera. En este caso hablamos de aspectos como variabili-
dad entre observadores (también denominada a veces como
reproducibilidad). Podriamos incluso hablar de variabilidad
intra-observador (la misma persona realizando la prueba va-
rias veces sobre la misma muestra), pues para ciertas pruebas
(por ejemplo, algunas técnicas como la prueba de aglutina-
cién modificada o MAT —modified aglutination test— para
deteccién de anticuerpos frente a Toxoplasma gondii), la ex-
periencia del técnico es fundamental para determinar si un
resultado se da como positivo o negativo.

En cualquier caso, no profundizaré mds en lo que se refie-
re a la precisién de las pruebas de diagndstico. Considero



que es un factor que depende fundamentalmente de la
puesta a punto de la técnica por parte del laboratorio fa-
bricante de la misma y me gustaria asumir que, en general,
todas las pruebas pasan por adecuados estudios de repro-
ducibilidad antes de salir al mercado.

Por el contrario, la validez se refiere al grado con el cual
una prueba de diagnédstico mide lo que se supone debe
medir, por ejemplo, si un animal estd infectado o no, si
presenta anticuerpos especificos, etcétera. Asumiendo
una precisién aceptable, la validez seria por lo tanto el
principal pardmetro de interés para nosotros. Debo ma-
tizar que, aunque a lo largo del articulo nos vamos a refe-
rir de una manera general a hablar de diagnéstico de una
infeccién, podriamos referirnos también a la deteccion
de una caracteristica en particular (por ejemplo, un tipo
de inmunoglobulinas, proteinas de fase aguda, etcétera).

ESTIMACION DE LA’VALIDEZ DE UNA

PRUEBA DE DIAGNOSTICO: SENSIBILIDAD
(SE) Y ESPECIFICIDAD (ES)

Cuando hablamos de validez de una prueba nos referimos a
su capacidad para producir resultados correctos, y los para-
metros para determinar esa validez son dos: su sensibilidad
(SE) y su especificidad (ES). Cuando hablamos de SE nos
referimos a la probabilidad de que la prueba identificard co-
rrectamente a los animales infectados (verdaderos positivos
—VP—), mientras que la ES se define como la probabilidad
de que la prueba identificard correctamente a los animales no
infectados o verdaderos negativos (VIN) (Greiner y Gardner,
2000). Asi, estos pardmetros miden la capacidad de discrimi-
nacién que tiene la prueba para diferenciar entre individuos
infectados y no infectados en una poblacién. Se trata por lo
tanto de caracteristicas intrinsecas y constantes de la prueba
de diagnéstico y por lo tanto no dependen ni de la preva-
lencia de infeccién ni de las caracteristicas de los animales.
Sin embargo, es comin observar que las estimaciones de SE
y ES para una misma prueba varfan entre los estudios de
validacion publicados. Esta variacién se puede atribuir prin-
cipalmente a las diferencias entre las poblaciones de referen-
cia y las estrategias (disefio) de

La estimacién de ambos pardmetros se realiza gene-
ralmente mediante la comparacién de los resultados
de la prueba en cuestién frente a lo que denominamos
un Gold standard o, para entenderlo mis ficilmente,
una prueba de referencia. Esta prueba de referencia
serfa un método de diagnéstico o combinacién de
métodos que determinan sin error si el animal estd
infectado o no. Asi, podriamos crear una poblacién de
individuos infectados y no infectados de acuerdo con
esta prueba de referencia (poblacién Gold standard),y
mediante la comparacién de los resultados de nuestra
prueba frente a esta poblacién podriamos obtener una
estimacién directa de la SE y de la ES de la prueba
(Tabla 1). Posteriormente, para cada valor de SE y ES
se le podria calcular su intervalo de confianza del 95%
(IC 95%) y tendriamos asi una estimacién adecuada
de esos parimetros.

En el caso de pruebas de diagnéstico directo es la detec-
cién del agente o alguna de sus caracteristicas singulares
(mediante cultivo bacterioldgico o parasitolégico, PCR,
etcétera), lo que determinard si la prueba es positiva o
negativa, por lo que un resultado positivo no dara lugar a
dudas, y por ello este tipo de pruebas se consideran 100%
especificas (todos los resultados positivos son animales
verdaderamente infectados, no hay FP). Otra cosa es la
interpretacién de un resultado negativo; es decir, de la
SE de la prueba, pues si cabe la posibilidad de FN.

Por el contrario, en las pruebas de diagnéstico indirecto,
que lo que cuantifican es una determinada respuesta or-
gdnica del animal a la infeccién, generalmente se define
primero un determinado punto de corte o valor de res-
puesta umbral a partir del cual se considera un resultado
positivo. En este caso la SE y ES se estimardn para ese
punto de corte y podremos observar tanto FP como FN.
Esta sencilla aproximacién suele estar en la mayoria de
los casos, o quizd en todos, sesgada, principalmente por
la inexistencia de pruebas Gold standard adecuadas que
nos permitan obtener poblaciones Gold standard idé-
neas, COmo vamos a ver a continuacion. >

muestreo que se han utilizado
para el procedimiento de vali-
dacién. Como veremos a con-

Infectados

Poblacién Gold standard
Sanos

tinuacién, en verdad, estimar la

SE yla ES de una prueba no es

Prueba + | VP (verdadero positivo)

FP (falso positivo) Total +

facil, y ahi radica el origen del

titulo de este articulo. Prueba -

FN (falso negativo)

VN (verdadero negativo) | Total -

TABLA 1 Total infectados

Estimacion de la sensibili-
dad y especificidad de una
prueba diagnéstico median-
te comparacién con una
poblacion de referencia

o Gold standard.

Total sanos TOTAL

Sensibilidad (SE)=Pr{Prueba+t|Infectado) = SE = VP/Total infectados.
Especificidad (ES)=Pr{Prueba -|Sano) <@ ES = VN/Total sanos.
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> ESTIMACION DE LA SENSIBILIDAD (SE)
Como hemos dicho, para estimar la SE necesitamos una
muestra de individuos correctamente identificados como
infectados (o poblacién Gold standard) frente a los que
utilizar nuestra prueba a valorar. Pero no sélo eso, tam-
bién se requiere que esa muestra de individuos infecta-
dos que se vaya a utilizar como Gold standard sea repre-
sentativa de toda la poblacién de individuos infectados
por el agente patégeno de interés. Y esto es asi porque,
como bien sabemos, los animales en el campo se enfren-
tan a diferentes niveles de exposicién al agente patégeno
que consideremos. Y estos mismos animales presentan
susceptibilidades diferentes a la infeccién en funcién de
su edad, estado sanitario, estado fisioldgico, nivel de estrés,
etcétera. Todos estos factores hacen que los resultados de
la infeccién sean diferentes. Puede haber animales que
sufran una infeccién localizada mientras otros sufren una
infeccién mds generalizada, lo que puede afectar a la SE
de una prueba directa. Las respuestas del hospedador a la
infeccién también pueden ser de diferente magnitud; es
decir, con niveles de respuesta inmune (p. ¢j. anticuerpos
en sangre) diferentes, lo que sin duda afectard a la SE de
una prueba indirecta. Asi, la capacidad de identificar co-
rrectamente a los animales infectados puede variar tanto
para las pruebas de diagnéstico directo como para las de
diagnéstico indirecto en funcién de estos factores.

Por ello, si queremos estimar de forma adecuada la SE de
una prueba deberiamos considerar de alguna manera todos
esos factores que pueden afectar a la respuesta del animal
ante la exposicién al agente. La unica forma de alcanzar
ese objetivo es obtener una muestra de animales infectados
representativa de todos los posibles niveles de exposicién
al agente etiolégico y todas las posibles respuestas de los
animales a esos niveles de infeccién. Y nuestra prueba de
referencia o Gold standard deberia ser capaz de identificar
todos ellos como infectados. ;Qué prueba Gold standard es
capaz de identificar correctamente toda la variabilidad de
individuos infectados de esa hipotética poblacién de indi-
viduos infectados por el agente de interés? Como podemos
imaginar, eso es pricticamente imposible. Y sin ese Gold
standard perfecto, dificilmente podremos crear una pobla-
cién Gold standard adecuada con la que comparar nuestra
prueba, por lo que la estimacién de la SE de nuestra prueba
siempre estard sesgada. Por ello, a veces, cuando se compa-
ran estudios, puede parecer que la SE de una determina-
da prueba varia, pero realmente lo que varia es la pobla-
cién utilizada como Gold standard. Es ficil entender que,
si para la poblacién Gold standard infectada utilizamos
principalmente animales sintomadticos, la probabilidad
de obtener un resultado positivo serd mayor (mayor SE)
que si en la poblacién infectada incluimos también ani-
males asintomdticos o recientemente infectados.
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Ademis, teniendo en cuenta la esperada variabilidad en
las respuestas a la infeccién en una poblacién de anima-
les infectados, y la imposibilidad de obtener una pobla-
cién Gold standard adecuada, otro aspecto importante a
considerar es el IC95% en el que se moverd nuestra esti-
macién de la SE. Para obtener una estimacién precisa de
la SE (es decir, con un pequefio IC 95%) serd también
necesario un gran nimero de animales, limitando las po-
sibilidades de llevar a cabo un estudio adecuado.

Ante la dificultad que supone esta aproximacién a la
estimacién del valor de SE de una prueba, la alternativa
ha sido generalmente la de crear nuestra propia “pobla-
cién de referencia” de animales infectados frente a la
cual utilizar la prueba que queremos evaluar. El gran
problema asociado con este enfoque es la necesidad de
garantizar la infeccién de todos los animales de nuestra
poblacién de referencia, lo que exige normalmente ad-
ministrarles dosis altas del patégeno en cuestién y, des-
de luego, no necesariamente relacionadas con las que
se pueden encontrar en un entorno natural. Ademis,
se utilizan animales de unas determinadas caracteris-
ticas (de edad, peso, estado sanitario, etcétera), lo que
sin duda homogeniza los resultados obtenidos, dismi-
nuyendo su variabilidad. En general, con este enfoque,
que es el mds asequible, estaremos sobreestimando la
verdadera SE de la prueba, y si el nimero de animales
utilizado para la evaluacién es pequeiio, que suele ser el
caso por el coste que conlleva utilizar un nimero gran-
de de animales, la precisién de esa estimacién serd mds
bien baja. Por ello, habrd que desconfiar si leemos que
una prueba tiene una SE del 100%. De hecho, en ese
caso, muy probablemente se refiera a una SE relativa
a los resultados de otra prueba que se ha usado como
referencia, pero que no serd una prueba Gold standard
adecuada, pues como he comentado, seguramente se
desconocerd la SE y ES de esta dltima por las razones
ya comentadas.

ESTIMACION DE LA ESPECIFICIDAD (ES)

En este caso lo que se necesita es una poblacién Gold
standard negativa y, al igual que antes, representativa de
la poblacién no infectada por el agente etiolégico que
estemos considerando. La dificultad de encontrar esa
poblacién en este caso no es menor, pues existen muchas
infecciones que cursan de forma asintomitica, lo que im-
pide conocer el estado sanitario real de un determinado
individuo, salvo que este se sacrifique y se realice un es-
tudio microbiolégico meticuloso para la determinacién
de la presencia del patégeno en alguno de los 6rganos
diana. Algo, evidentemente, muy costoso si se pretende
utilizar un nimero grande de animales para obtener una
estimacién precisa de la ES.



Ademds, en el caso de pruebas de diagnéstico indirecto
como las basadas en la deteccién de anticuerpos especificos
frente a la infeccién, podemos encontrar un problema adicio-
nal: la existencia de animales no infectados con el agente
que estemos valorando, pero si con alguno relacionado
que pueda provocar respuestas humorales similares, dan-
do lugar a FP (7ibla 1). Un ejemplo clésico son las reaccio-
nes seroldgicas falsas positivas en pruebas de diagndstico de
brucelosis que estin asociadas a infecciones por Yersinia en-
terocolitica serotipo O:9, pues esta bacteria posee una cadena
del lipopolisacdrido O (O-LPS) casi idéntica a la de Brucella,
que actiia como un potente antigeno (/ungersen et al., 2006).
Asi, estos animales no infectados con el patdgeno de interés
pero que pueden presentar reacciones cruzadas en la prueba
seroldgica, también deberian ser incluidos en esa poblacién
negativa Gold standard representativa.

Vemos como, también aqui, la posibilidad de encontrar
esa poblacion Gold standard negativa representativa de
toda la poblacién de animales no infectados se compli-
ca bastante. La opcién mayoritaria planteada en los es-
tudios de validacién es la utilizacién de una poblacién
libre de infeccién, generalmente proveniente de centros
de experimentacién con alta bioseguridad y, en muchos
casos, a partir de animales libres de patégenos especificos
(SPF —S8pecific Pathogen Free—, en sus siglas en inglés),
o incluso de animales recién nacidos antes de la toma de
calostro (agammaglobulinémicos). Estos animales, al no
haber estado expuestos a los microorganismos propios de
su especie y no presentar anticuerpos frente a ellos, dificil-
mente podrin dar FN, por lo que también ahora se estard
sobre estimando la ES de la prueba.

En este caso, sin embargo, disponemos de otra alternativa
para la estimacién mds adecuada de la ES, que es seleccionar
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como poblacién Gold standard negativa animales de pobla-
ciones histéricamente libres de la infeccién de interés. Ello
permitird la obtencién de valores de ES mucho mds cercanos
a la realidad. Aunque hay que tener en cuenta que la valida-
ci6én de la prueba de diagndstico deberia hacerse, preferible-
mente, en las poblaciones sobre las que se va a utilizar, por
lo que utilizar poblaciones muy diferentes para la validacién
también puede introducir sesgos importantes en la estima-
cién final de estos pardmetros.

OTROS ENFOQUES PARA LA ESTIMACION
DELASEY ES DE UNA PRUEBA

Ante las dificultades existentes para hacer adecuadas
estimaciones de SE y ES por el método clisico de
comparar con una poblacién Gold standard, en los dl-
timos afios se han desarrollado alternativas basadas en
modelos probabilisticos. Se trata de los denominados
métodos latentes que permiten el calculo de estos pa-
rdmetros en ausencia de poblaciones Gold standard. No
es objetivo de este articulo explicar estos nuevos enfo-
ques, pero conceptualmente son relativamente féciles
de entender, pues estin basados en el hecho de que los
animales solo puede presentar dos estados (infectado
o no infectado), que las pruebas solo pueden dar dos
resultados (positivo o negativo), y que la SE y ES de
las pruebas es constante (tal como hemos indicado an-
teriormente). Teniendo en cuenta esas consideraciones,
se pueden utilizar dos o mdas pruebas diagnédsticas en
dos o mds poblaciones de animales con prevalencias
de infeccién desconocidas pero diferentes, y obtener
una estimacién de la SE, ES y prevalencia de las po-
blaciones tras la comparacién de los resultados entre
ellas (Johnson et al., 2019). Una ventaja afiadida de >
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> este enfoque seria la posibilidad de utilizar un gran
numero de animales, lo que permite disefiar el estudio
con poblaciones mds representativas de los diferentes
niveles de infeccién esperados.

CONCLUSION

Como hemos visto hasta ahora, la estimacién de la SE
y ES de una prueba diagnéstica no es ficil. De hecho,
las dificultades para llevar a cabo una adecuada vali-
dacién hacen que, generalmente, se utilicen enfoques
tendentes a sobreestimar los valores de SE y ES. Los
veterinarios tenemos que ser conscientes de ello y
al menos exigir a las casas fabricantes de los kits de
diagndstico comerciales los procedimientos de vali-
dacién utilizados en sus pruebas. Ello nos permitird
interpretar de una forma mds adecuada los resultados
de los andlisis que realicemos con ellos. Sin embargo,
hay que recordar que, para la correcta interpretacién
final de los resultados, ademds de los valores de SE y
ES, hara falta algo mds de informacién. Serd intere-
sante, por ejemplo, conocer el punto de corte utili-
zado (en las pruebas seroldgicas) y también el valor
obtenido en el andlisis para saber lo cerca o lejos que
estamos de ese punto de corte. También serd necesario
conocer las caracteristicas de los animales analizados

(por ejemplo, si presentan o no factores de riesgo para
esa infeccidn, la prevalencia de la poblacidn, etcétera).
Con todo ello podremos obtener una mejor imagen
del estado de salud de nuestros animales y podremos
estimar incluso los denominados Valores Predictivos
(la proporcién de verdaderos positivos/negativos del
total de resultados positivos/negativos de una prue-
ba), que nos pueden dar una mejor estimacién de la
probabilidad de que nuestro animal esté realmente
infectado.
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