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INTRODUCCION. El objetivo de este estudio fue evaluar dos
ELISA para la deteccion de brotes por norovirus.

METopo. Se estudiaron 165 muestras de heces de pacientes
afectados en 30 brotes.

ResuLTADOS. Considerando un criterio especifico de
consenso entre técnicas para la confirmacion de brotes, la
sensibilidad y especificidad fue para RIDASCREEN del 80 y
90% y para IDEIA del 80 y de 100%.

ConcLusIiON. Estas técnicas quiza podrian resultar utiles
para la deteccion de brotes por norovirus en laboratorios
que carezcan de técnicas moleculares.
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Assessment of two methods of antigenic detection by ELISA
for the diagnosis of norovirus outbreaks

INTRODUCTION. The aim of this study was to assess two
ELISA techniques for the detection of outbreaks of
norovirus.

MEeTHOD. One-hundred and sixty-five fecal samples from
patients affected in 30 outbreaks were studied.

ResuLTs. On the basis of a specific consensus criterion
between techniques for confirming outbreaks, the
sensitivity and specificity was respectively 80% and 90%
for RIDASCREEN, and 80% and 100% for IDEIA.
ConcLusioN. These techniques could be useful for rapid
detection of norovirus outbreaks in laboratories that lack
molecular confirmation techniques.
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Introduccion

En nuestro medio cada vez son mas frecuentes las des-
cripciones de brotes de gastroenteritis causados por noro-
virus (NoV)4. Sin embargo, s6lo una minoria de estos bro-
tes llega a confirmarse mediante pruebas de laboratorio®.
La levedad de la infeccién y la dificultad para disponer de
procedimientos diagnésticos (microscopia electrénica
[ME]*y reaccién en cadena de la polimerasa de trascrip-
cién inversa [RT-PCR])?2 pueden hacer que esta enferme-
dad se infravalore. En este sentido, los nuevos métodos de
enzimoinmunoensayo (ELISA), capaces de detectar anti-
genos virales en heces, constituyen una alternativa diag-
noéstica prometedora. El objetivo de este estudio fue eva-
luar dos técnicas de ELISA (RIDASCREEN Norwalk-like
Virus ELISA r-biopharm, Germany e IDEIA™ NLV, Dako
Cytomation Ltd., Ely, Reino Unido) para la deteccién de
brotes por NoV.

Materiales y métodos

Se estudiaron 165 muestras de heces, sobre las que se disponia de
informacion epidemiolégica. Estas muestras correspondian a 165 pa-
cientes distintos afectados en 30 brotes, bajo sospecha inicial de gas-
troenteritis virica, ocurridos en la Comunidad de Madrid entre junio
de 2003 y diciembre de 2004. La tabla 1 muestra las principales ca-
racteristicas epidemioldgicas de los brotes estudiados.

Todas las muestras fueron conjuntamente procesadas por RT-PCR®
y las dos técnicas de ELISA evaluadas (RIDASCREEN Norwalk-like
Virus ELISA r-biopharm, Alemania e IDEIA™ NLV, Dako Cytoma-
tion Ltd., Ely, Reino Unido). El nimero de muestras de heces proce-
sadas en cada brote oscil6 entre 2 y 19 (media 5,5, DE 4,5). En todas
las muestras se excluy6 por coprocultivo la presencia de Salmonella
sp., Shigella sp. y Campylobacter sp. Otros virus entéricos (rotavirus,
adenovirus y astrovirus) se investigaron mediante métodos molecula-
res y ELISA especificos (IDEIA Rotavirus, IDEIA Adenovirus e IDEIA
Astrovirus; Dako Cytomation Ltd., Ely, Reino Unido).

La técnica de RT-PCR se consideré como referencia para el calculo
de la sensibilidad y especificidad de los dos métodos de ELISA en re-
lacién con la totalidad de muestras estudiadas.

Para la deteccién de brotes causados por NoV se establecieron dos
posibles criterios de confirmacién basados en un consenso entre téc-
nicas:

a) Criterio sensible de deteccién: se consideré brote ante al menos
un resultado positivo para NoV en una misma muestra por més de
una técnica (RT-PCR, DAKO y/o RIDASCREEN) y en alguna otra
muestra diferente del mismo brote por al menos una de las tres técni-
cas. En estas situaciones se estimé que cada técnica de ELISA detec-
t6 el brote cuando se obtuvo al menos un resultado positivo.
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TABLA 1. Caracteristicas epidemioldgicas de los brotes estudiados

Brote Fecha Colectivo N2 de N2 de Tasa de N? Qe ’I:asa' de » N2 de m}lestras
enfermos | expuestos | ataque | hospitalizados | hospitalizaciéon estudiadas

1 Jun 2003 Guarderia 31 126 24,6 0 0 5
2 Jul 2003 Residencia de ancianos 49 92 53,3 1 2,0 3
3 Sep 2003 Guarderia 15 64 234 3 20,0 3
4 Nov 2003 Residencia de ancianos 81 207 39,1 0 0 4
5 Nov 2003 Residencia de ancianos 105 244 43,0 0 0 19
6 Ene 2004 Residencia de ancianos 113 196 57,7 0 0 2
7 Ene 2004 Residencia de ancianos 14 75 18,7 0 0 4
8 Ene-Feb 2004 Residencia de ancianos 82 700 11,7 0 0 14
9 Ene 2004 Residencia de ancianos 15 35 42,9 1 6,7 3
10 Feb 2004 Colegio 74 263 28,1 0 0 17
11 Feb 2004 Residencia de ancianos 59 386 15,3 0 0 3
12 Feb 2004 Residencia de ancianos 41 191 21,5 0 0 8
13 Mar 2004 Hospital 22 30 73,3 0 0 2
14 Mar 2004 Comedor de empresa 175 1.700 10,3 1 0,6 2
15 Abr 2004 Residencia de ancianos 40 151 26,5 0 0 3
16 May 2004 Colegio 15 46 32,6 0 0 2
17 May 2004 Residencia de ancianos 40 120 33,3 0 0 2
18 Jun 2004 Residencia de ancianos 34 106 32,1 1 2,9 3
19 Jul 2004 Residencia de ancianos 44 93 47,3 0 0 6
20 Ago 2004 Residencia de ancianos 11 93 11,8 0 0 3
21 Sep 2004 Restaurante 100 163 61,3 0 0 2
22 Oct 2004 Residencia de ancianos 22 67 32,8 0 0 2
23 Oct 2004 Residencia de ancianos 62 280 22,1 0 0 11
24 Oct 2004 Residencia de ancianos 60 190 31,6 0 0 5
25 Oct 2004 Centro psiquiatrico 61 177 34,5 0 0 10
26 Oct 2004 Residencia de ancianos 75 373 20,1 0 0 8
27 Oct 2004 Residencia de ancianos 51 345 14,8 0 0 5
28 Oct 2004 Residencia de ancianos 41 124 33,1 0 0 6
29 Nov 2004 Residencia de ancianos 28 60 46,7 0 0 4
30 Dic 2004 Residencia de ancianos 12 110 10,9 0 0 4
Total 1.572 6.807 23,1 7 0,4 165

b) Criterio especifico de deteccion: se consideré brote ante al menos
un resultado positivo para NoV en una misma muestra por més de
una técnica y méas de un resultado positivo para NoV en muestras di-
ferentes correspondientes al mismo brote por mas de una técnica. En
estas situaciones se estimé que cada técnica de ELISA detect6 el bro-
te cuando se obtuvo més de un resultado positivo.

El analisis de sensibilidad y especificidad de las dos técnicas de
ELISA se efectio teniendo en cuenta el nimero de muestras estudia-
das por brote (brotes con 3 0 menos muestras y brotes con més de
3 muestras). La asociacion entre los resultados aportados por las di-
ferentes técnicas se evalu6 con el test de chi cuadrado o prueba exac-
ta de Fisher, en el caso de que més de un 25% de los valores esperados
fueran menores de 5.

Resultados

Muestras (pacientes): 70 de las 165 muestras resultaron
positivas para NoV mediante RT-PCR. IDEIA aporté
31 resultados positivos y RIDASCREEN 39. La sensibi-
lidad y especificidad respecto con RT-PCR en el total
de muestras estudiadas fue respectivamente del 47,1%
(33/70) y 92,6% (88/95) para RIDASCREEN vy del 38,6%
(27/70) y del 94,7% (90/95) para IDEIA.

Brotes: El analisis de la utilidad diagnéstica de ambos
métodos de ELISA, de acuerdo con los criterios de consen-
so entre técnicas, revelé que los mejores niveles de eficacia
se alcanzaban para RIDASCREEN al emplear como refe-
rencia el criterio sensible de consenso (sensibilidad del
94,1% [16/17] y especificidad del 92,3% [12/13]) y para
IDEIA el criterio especifico (sensibilidad del 80% [8/10] y
especificidad del 100% [20/20]). La tabla 2 expone los valo-
res de sensibilidad y especificidad de cada técnica para la
deteccion de brotes por NoV segtn los criterios de clasifi-
cacion, basados en el consenso entre técnicas y segin el
numero de muestras estudiadas.

Discusion

Los miembros del género NoV son virus no cultivables,
por lo que su diagnéstico se ha llevado cldsicamente a
cabo por ME. No obstante, la baja sensibilidad de esta
técnica® hizo que la ME fuera siendo reemplazada por
los procedimientos de genémicos de amplificacién de
ARN. Sin embargo, estos métodos moleculares suelen
quedar fuera del alcance de muchos laboratorios de mi-
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TABLA 2. Sensibilidad y especificidad de cada técnica para la deteccion de brotes por norovirus segiin los criterios de clasificacion
basados en el consenso entre técnicas y en funcion del numero de muestras estudiadas

Criterios de consenso en la clasificacién
del brote por cada técnica

Criterio de detecciéon
de brotes

Brotes segtin n.° de muestras estudiadas

Criterio de consenso sensible de deteccién de brotes

Asumiendo que el brote esta causado por norovirus
cuando se detecta al menos un resultado positivo
para norovirus en una misma muestra por mas
de una técnica y en alguna otra muestra diferente
por al menos una de las tres técnicas

Al menos un resultado positivo

Total de brotes estudiados (n = 30)

Brotes con = 4 muestras estudiadas (n = 16)

Brotes con = 3 muestras estudiadas (n = 14)

Criterio de consenso especifico de deteccion de brotes

Asumiendo que el brote esta causado por norovirus
cuando se detecta al menos un resultado positivo
para norovirus en una misma muestra por mas
de una técnica y mas de un resultado positivo en
muestras diferentes correspondientes al mismo
brote por mas de una técnica

Mas de un resultado positivo

Total de brotes estudiados (n = 30)

Brotes con = 4 muestras estudiadas (n = 16)

Brotes con = 3 muestras estudiadas (n = 14)

Asociacién con criterio estandar: *test de x2; **Test exacto de Fisher de dos colas.

crobiologia clinica. Recientemente se han desarrollado
técnicas de ELISA destinadas al diagnéstico de NoV me-
diante deteccién antigénica que han mostrado una sen-
sibilidad intermedia entre la ME y la RT-PCRE. Las dos
técnicas de ELISA evaluadas en este estudio aportaron
una buena especificidad respecto a la RT-PCR para la
deteccion de NoV en muestras aisladas. Sin embargo,
su sensibilidad resulté muy pobre, lo que limita su utili-
dad para el diagnéstico de casos esporadicos. Los resul-
tados obtenidos para la deteccién de NoV en muestras
de heces por IDEIA, en relacién con los obtenidos por
RT-PCR, estdn en concordancia con los informados en
estudios previos, en los que se revel6 una excelente es-
pecificidad de entre el 98,37 y el 100%8 con valores de
sensibilidad que oscilaron entre el 398y el 55,5%". En el
caso de RIDASCREEN, los resultados del presente es-
tudio contrastan con los publicados por otros autores?,
segun los cuales la sensibilidad y especificidad de esta
técnica fueron respectivamente del 71 y del 47%. Una
posible explicacion de esta discrepancia podria radi-
car en que en ese estudio la comparacién de resultados
se realiz6 con RT-PCR y/o ME. Teniendo en cuenta la
baja sensibilidad de la ME (23,9% segin algunos estu-
dios)?, al incluirla como método de referencia quiza se
potenciara la apariciéon de falsos positivos para RIDAS-
CREEN al tiempo que se limitaria la posibilidad de fal-
sos negativos.

Desde un punto de vista epidemiolégico resulta mas im-
portante el diagnéstico de brotes que el diagnéstico de
cada uno de los casos individuales. Generalmente, se con-
sidera precisa, para la confirmacién de un brote, la iden-
tificacion de al menos dos resultados positivos en mues-
tras de diferentes pacientes”. No obstante, el rango de
muestras positivas requeridas para la confirmacion
de brotes varia en distintos paises!?. En este trabajo para
la evaluacion de las técnicas de ELISA se aplicaron en la
definicién de brotes dos criterios de consenso entre técni-
cas (incluyendo RT-PCR y los dos ELISA). Teniendo en
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cuenta estos criterios, y evaluando el niimero de muestras
positivas por ELISA, se observé que, asumiendo el primer
criterio de consenso para la definicién de brote, la sensibi-
lidad y especificidad de RIDASCREEN basadas en la
identificacion de al menos un caso se situé por encima del
90%. Siguiendo el criterio mas especifico de consenso, la
deteccion de mas de un resultado positivo por IDEIA
aport6 una excelente especificidad (100%) y una sensibi-
lidad del 80%. Estos resultados sugieren una mejor sen-
sibilidad de las dos técnicas de ELISA que la que se apre-
cia empleando tnicamente la RT-PCR como referencia.
Estas técnicas quiza podrian resultar utiles para la detec-
cion de brotes por norovirus en laboratorios que carezcan
de técnicas moleculares.
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