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OsgJETIVO. Evaluar cuatro técnicas de analisis de
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA)
(comercializadas por Panbio y Serion) para la

deteccion de inmunoglobulinas (IgM e IgG) en un brote
de fiebre Q.

METopos. Se procesaron 53 muestras de suero
correspondientes a 29 personas. El método de referencia
fue inmunofluorescencia indirecta (IFl).

ResuLTADOS. La sensibilidad y especificidad en la deteccion
de IgM fueron del 100 y del 74% (Panbio) y del 91 y el 88%
(Serion). La sensibilidad para IgG fue del 72% (Panbio)

y del 89% (Serion). Las dos técnicas obtuvieron para IgG
una especificidad del 97%.

ConcLUsioNES. Ambos ELISA parecen ser buenos métodos
de cribado para la deteccion de IgM en brotes.
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Application of four Elisa techniques (two for IgM and two for
IgG) for serological diagnosis of an outbreak of Q fever

OBJECTIVE. To evaluate four ELISAs (commercialized by
Panbio and Serion) for IgM and IgG detection in an
outbreak of Q fever.

MeTHoDSs. Fifty-three serum samples corresponding to

29 persons were processed. An indirect
immunofluorescence assay was used as the reference
method.

ResuLTs. The sensitivity and specificity for IgM were 100%
and 74% (Panbio), and 91% and 88% (Serion). IgG
sensitivity was 72% (Panbio) and 89% (Serion). The
specificity of both techniques for IgG was 97%.
ConcLusions. Both ELISAs seem to be good IgM screening
methods for use during Q fever outbreaks.
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Introduccion

Fiebre Q es el término clinico aplicado a la infeccién de
cardcter zoonético causada por Coxiella burnetii. Esta en-
fermedad abarca un amplio espectro de manifestaciones,
desde la presentacién asintomatica (el 60% de las veces)?,
hasta casos graves con compromiso organico importante?.
La infeccién aguda presenta sintomas inespecificos como
fiebre, malestar general, cefaleas y artralgias. En ocasio-
nes, este cuadro puede acompanarse de hepatitis, o bien
puede agravarse con una clinica de neumonia atipica. La
principal fuente de contagio es la inhalacién de aerosoles
a partir de animales infectados (especialmente ganado
ovino, bovino y caprino)?. Aunque tradicionalmente ha
sido considerada una enfermedad ocupacional de ambien-
tes rurales?, en la actualidad se han incrementado los in-
formes de casos que viven en entornos urbanos*.

Entre los métodos seroldgicos ttiles para el diagndstico
de fiebre Q destacan la fijacion de complemento (FC) y la
inmunofluorescencia indirecta (IFI). La FC ha sido el pro-
cedimiento mas comun en el pasado. Sin embargo, presen-
ta como inconveniente su falta de sensibilidad?®. Hoy en
dia la deteccién de IgM e IgG mediante IFI constituye el
método seroldgico de referencia®®. Como una alternativa a
las técnicas anteriores, se han desarrollado distintos mé-
todos de anadlisis de inmunoabsorcién ligada a enzimas
(ELISA)57 que permiten realizar un diagnéstico mediante
la deteccién de inmunoglobulinas (IgM?3?° o de IgG%19). El
objetivo de este estudio es describir el rendimiento de cua-
tro técnicas de ELISA (2 para deteccion de IgM y 2 para
deteccién de IgG frente a C. burnetii) en el diagnéstico de
un brote fiebre Q ocurrido en un medio urbano.

Materiales y métodos

En marzo de 2004 se detect6 un brote de fiebre Q en la Comunidad
de Madrid!! que afecté mayoritariamente a trabajadores y usuarios de
un centro para discapacitados psiquicos ubicado en la capital. La in-
vestigacién epidemiolégica identificé como fuente de infeccién el con-
tacto con animales durante una visita a una granja-escuela. En total
se registraron 25 casos de infeccion, de los que 22 (16 de ellos sinto-
maéticos) correspondian a personas relacionadas con el centro para dis-
capacitados. Este centro estaba integrado por 55 personas (entre tra-
bajadores y usuarios) y 41 de ellos habian visitado la granja-escuela.
El estudio del brote en este colectivo permitié evaluar cuatro técnicas
de ELISA: dos para deteccién de IgM (test C. burnetii IgM ELISA,
Panbio, Australia, y ELISA classic C. burnetii phase II IgM, Serion,
Alemania) y dos para deteccion de IgG (test C. burnetii IgG ELISA,
Panbio y ELISA classic C. burnetii phase II IgG, Serion).
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TABLA 1. Sensibilidad, especificidad y grado de concordancia para la deteccion de IgM e IgG mediante las técnicas de ELISA evaluadas
en el total de muestras estudiadas (incluyendo controles no expuestos)

Sensibilidad Especificidad Significacién (p*) Indice kappa
Panbio | Serion Panbio | Serion Panbio Serion Panbio Serion
IgM 100% (11/11) 91% (10/11) 74% (31/42) 88% (37/42) < 0,001 < 0,001 0,539 0,697
IeG 72% (13/18) 89% (16/18) 97% (34/35) 97% (34/35) < 0,001 < 0,001 0,733 0,872

Entre paréntesis los nameros absolutos empleados para calcular los porcentajes.

*Test exacto de Fisher de 2 colas.

Se llev6 a cabo un estudio serolégico en 29 personas del centro ocu-
pacional (24 trabajadores y 5 usuarios). La obtencién de las muestras
se realiz6 sin seleccionar a los sujetos en funcién de la sintomatologia
o la exposicién. En 11 personas que presentaron sintomas (10 de ellos
usuarios) no se lograron obtener muestras para serologia (las altera-
ciones conductuales que presentaban estos pacientes por sus enfer-
medades de base dificultaron en gran medida la toma de muestras).
Se definié como expuesto al usuario o trabajador del centro que habia
visitado la granja-escuela. Se procesaron 53 muestras (muestras pa-
readas en 24 personas y Unicas en cinco). Un total de 23 de estas per-
sonas fueron expuestas y cinco de ellas sintomaéticas (el tiempo entre
la obtencién de la primera o tnica muestra y la exposicién oscilé en-
tre 38 y 98 dias; media [M]: 47,7; desviacién estdndar [DE]: 16,7). En
18 expuestos se dispuso de muestras pareadas de suero (el tiempo en-
tre la primera y la segunda muestra vari6 entre 8 y 25 dias; M: 23,2;
DE: 3,8). En los cinco expuestos sintomaticos el tiempo entre el ini-
cio de la sintomatologia y la toma de la primera o inica muestra fue
de 1 a 63 dias (M: 21,4; DE: 24,1).

El diagnéstico de fiebre Q se realizé por IFI, y se consideraron po-
sitivos titulos iguales o mayores de 1/50. El criterio de confirmacién
fue la deteccion de IgM o la seroconversion de IgG (aumento de cua-
tro o mas veces el titulo). En esta técnica se utilizaron antigenos de
fase Iy fase II, obtenidos del Instituto de Virologia de Bratislava, Es-
lovaquia, y producidos a partir de la cepa Nine Mile de C. burnetii. El
método seroldgico se llevé a cabo segun se ha descrito previamente!2.
Para la determinacion de anticuerpos IgM, se efectu6 una absorcién
previa de IgG (RF Absorbente, Dade Behring, Marburg, Alemania),
segun las indicaciones de los fabricantes.

Todas las técnicas de ELISA se realizaron siguiendo las recomen-
daciones de los fabricantes. Los resultados obtenidos para IgG por
Panbio y Serion se expresaron como unidades de absorbancia y uni-
dades por mililitro. Los criterios de interpretacién de resultados fue-
ron positivo o negativo (los resultados dudosos o no concluyentes se
consideraron negativos). En el caso de IgM los resultados obtenidos
por las dos técnicas se expresaron sé6lo en términos cualitativos (posi-
tivo o negativo, los resultados dudosos o no concluyentes también se
consideraron negativos). Estos resultados se evaluaron en términos de
sensibilidad y especificidad (muestras) y valores predictivos negativos

(VPN) y positivos (VPP) (sujetos expuestos, sintométicos o no) em-
pleando como referencia la IF1.

La determinacion de la significacion estadistica para la asociacion
entre los resultados obtenidos por IFI y los ELISA estudiados se llevé
a cabo empleando el test exacto de Fisher de 2 colas. En la compara-
ci6n de resultados y con el fin de eliminar las coincidencias por azar se
calcularon los indices kappa (IK) (los valores de IK comprendidos en
los intervalos < 0,2; 0,21-0,4; 0,41-0,60; 0,61-0,80 y 0,81-1,00; se con-
sideraron concordancias muy débiles, débiles, moderadas, buenas o
muy buenas, respectivamente).

Resultados

Se confirmaron 10 casos por IFI (todos por deteccién de
IgM y tres también por seroconversion de IgG). Todos estos
casos eran expuestos y cuatro de ellos sintomaticos. Los re-
sultados obtenidos por Panbio y Serion para IgM e IgG res-
pecto a la IFI en las 53 muestras de suero, expresados
como valores de sensibilidad, especificidad y nivel de con-
cordancia se exponen en la tabla 1. La concordancia entre
ambas técnicas de ELISA resulté buena tanto para IgM
(IK =0,715) como para IgG (IK = 0,773). La tabla 2 mues-
tra los VPN y VPP de ambas técnicas en la identificacién
de IgM e IgG, en funcién del tiempo transcurrido entre la
exposicion y la toma de muestras en el grupo de 23 sujetos
expuestos. En éstos, y considerando los resultados positi-
vos obtenidos en al menos una muestra por persona (inde-
pendientemente de que se tratara de la primera, segunda o
Unica muestra), la deteccién de IgM por Panbio clasificé co-
rrectamente como infectados (casos de fiebre Q) a los 10 pa-
cientes con IgM positiva por IFI y como no infectados a 9 de
los 13 individuos en los que el resultado de IgM por IFI
habia sido negativo. Serion clasificé como casos a 9 de los
10 pacientes con IgM positiva por IFI y como no casos a

TABLA 2. Resultados en términos de valores predictivos positivo y negativo para la deteccion de IgM e IgG frente a Coxiella burnetii

en expuestos
IgM IgG
Tiempo entre g i
Muestra la exposicién Valor predictivo | Valor predictivo | Valor predictivo | Valor predictivo
considerada y la obtencién positivo negativo positivo negativo
de la muestra
Panbio | Serion | Panbio | Serion | Panbio | Serion | Panbio | Serion
Primera o tinica muestra 38-98 dias (media 47,7, 55% 56% 100% 93% 100% 100% 72% 87%
(n=23) desviacion estandar 16,7) (6/11) (5/9) (12/12) (13/14) (5/5) (8/8) (13/18) (13/15)
Sélo primera muestra 38-42 dias (media 41,8; 43% 43% 100% 100% 100% 100% 71% 83%
(n=18) desviacion estandar 0,9) 3/7) 317 (11/11) (11711  (4/4) (6/6) (10/14) (10/12)
Sélo segunda muestra 46-67 dias (media 64,9; 56% 83% 100% 100% 100%  89% 100% 100%
(n=18) desviacion estandar 4,7) (5/9) (5/6) (9/9) (12/12)  (8/8) (8/9) (10/10)  (9/9)

Sélo primera muestra y sélo segunda muestra corresponden a muestras pareadas.
Entre paréntesis los nameros absolutos empleados para calcular los porcentajes.
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11 de los 13 individuos con IgM negativa por IFI. Tenien-
do en cuenta la clasificacién final de los pacientes como in-
fectados o no infectados (segun los resultados de deteccién
de IgM por IFI) los grados de sensibilidad, especificidad y
valores predictivos positivo y negativo para la deteccién de
fiebre Q aguda mediante la determinacién de IgM por ELI-
SA fueron 100, 69, 71 y 100% en el caso de Panbio y 90,
85, 82 y 92% en el caso de Serion.

La deteccién de IgM por ambos ELISA confirmé el diag-
néstico en los 5 casos expuestos y sintomaticos (incluyen-
do un enfermo con dos muestras repetidamente negativas
por IFI). En estos pacientes, 8 de las 9 muestras estudiadas
fueron positivas para IgM, tanto por Panbio como por Se-
rion. S6lo una muestra resulté negativa en los dos ELISA
(se traté de una muestra que también habia sido negativa
por IFI y que se obtuvo al dia siguiente del inicio de los
sintomas). Un total de 4 casos (dos de ellos sintomaticos)
presentaron un resultado negativo para IgM por IFI en la
primera muestra y un resultado positivo en la segunda.
Dos de ellos (incluyendo uno de los pacientes sintomaéticos)
mostraron resultados positivos para IgM por los dos ELI-
SA ya en la primera muestra (los dos restantes fueron po-
sitivos por los ELISA sélo en la segunda). En 3 sujetos (in-
cluyendo uno sintomatico) se obtuvo por ambos ELISA un
resultado negativo para IgG en la primera muestra y posi-
tivo en la segunda. Dos de estos tres individuos fueron cla-
sificados como casos por IFI (resultados positivos para IgM
en alguna muestra o seroconversion de IgG). Sin embargo,
el paciente sintomaético no fue diagnosticado como caso por
IFI (IgM negativa en las dos muestras e IgG positiva pero
sin seroconversion). Panbio detect6 una seroconversién adi-
cional de IgG en un individuo clasificado como caso por IFI
(resultados positivos de IgM y seroconversion de IgG).

En los 6 individuos no expuestos (y con resultados ne-
gativos tanto para IgG como para IgM mediante IFI), Pan-
bio detecté un resultado positivo para IgM en las dos
muestras de una misma persona y un resultado positivo
para IgG en la segunda muestra de un sujeto distinto. Los
resultados aportados por Serion en cada una de las dos
muestras de estos seis controles fueron negativos.

Discusion

Este brote es uno de los mas amplios registrados en
Espaiia y el mayor del que se tiene constancia en la Co-
munidad de Madrid. Sin embargo, las conclusiones de
este trabajo se ven en gran medida limitadas por el re-
ducido nimero de muestras e individuos estudiados. Las
dos técnicas de ELISA mostraron buena concordancia
entre si. Esta concordancia resulté, para la deteccién de
IgM, superior a la que present6 cada una de ellas en re-
lacién con la IFI. El valor relativamente bajo de los IK
para IgM pudo ser una consecuencia del reducido ni-
mero de resultados positivos de la IFI en comparacién
con los ELISA. Ambas ELISA fueron maés sensibles que
especificos y aportaron mejores VPN que VPP en la de-
teccién de IgM. Otros autores han estimado valores de
sensibilidad y especificidad de Panbio para la deteccién
de IgM del 99 y 88%, respectivamente®. Nuestros resul-
tados confirman la elevada sensibilidad de esta técnica.
No obstante, su especificidad se mostré inferior en el
presente estudio. Por el momento, no se dispone de in-
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formacién relativa a la utilidad de Serion en la deteccién
de IgM. Segin nuestros datos, esta técnica fue mas ho-
mogénea que Panbio, con valores de sensibilidad y espe-
cificidad préximos al 90%. Dada su sensibilidad y VPN,
ambas técnicas pueden resultar utiles en brotes como
métodos de cribado de IgM. Su empleo inicial podria re-
ducir en gran medida el nimero de muestras que confir-
mar por IFI. Por otra parte, la menor especificidad de los
dos ELISA para IgM, podria deberse en realidad a una
menor sensibilidad de la IFI. No obstante, la posibilidad
de aparicion de resultados falsos positivos es evidente
(uno de los individuos no expuestos present6 dos resul-
tados positivos para IgM mediante el ELISA de Panbio).
En cuanto a la IgG, tanto Panbio como Serion se revela-
ron muy especificos. Ademas, sus VPP resultaron bue-
nos. En el caso de Panbio, nuestros resultados coinciden
con los publicados previamente!®. Serion fue algo mas
sensible que Panbio. Sin embargo, la sensibilidad de los
dos métodos se situé por debajo del 90%. Por este moti-
vo, e inversamente a lo que ocurre con la deteccion
de IgM, el uso de estas técnicas para el filtrado inicial de
muestras podria ser cuestionable. La explicacién de la
variacion de los valores predictivos en funcién del tiem-
po resulta complicada. En los sujetos expuestos el valor
predictivo positivo para IgM de ambas técnicas de ELI-
SA parece aumentar al considerar los resultados de las
muestras obtenidas mas tardiamente (la segunda mues-
tra de individuos con muestras pareadas). Quizés esto se
deba a una demora en la deteccién de IgM por IFI (fa-
llos en muestras mas tempranas). El valor predictivo ne-
gativo se mantuvo bueno a lo largo del tiempo. A la in-
versa, en el caso de IgG el valor predictivo negativo de
los dos métodos de ELISA parece elevarse con el tiem-
po. En este caso el valor predictivo negativo se mantuvo
bueno y estable (en Serion disminuyé a cifras préximas
al 90%). Estos hechos podrian justificarse por una menor
capacidad de deteccién de IgG por los ELISA en las eta-
pas maés iniciales de la infeccién.
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