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RESUMEN

Para encontrar un método diagnostico de Rotavirus asequible a laboratorios clinicos pequefios, se compararon dos
inmunoensayos enziméticos y un método de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). Se comparé la sensibilidad de
los métodos entre si, y la especificidad se determind por microscopia electronica de transmision (MET) como método de
referencia. Las tres técnicas resultaron con una sensibilidad del 100%, sin embargo, PAGE tuvo la mayor especificidad
(100%), seguido por ELISA no comercial (96%) y por Ultimo la ELISA comercia con un (79%). La prueba de PAGE resulté
ser la mas ventajosa por tener una alta sensibilidad y especificidad de deteccion de rotavirus, se puede realizar en un tiempo
relativamente corto y resulta mucho més econémica, a diferencia de las ELISA que cada dia elevan sus costos en el
comercio.

PaLABRAS cLAVES. Rotavirus, ELISA, electroforesis.

ABSTRACT

A commercial and a non commercial branded enzyme linked immunoasorbent assays (ELISA) and a polyacrylamida
gel electrophoretic assay (PAGE) for detecting human rotavirus from feces, were compared for determining their sensitiv-
ity and specificity as criteria to find a reliable analysis of human rotavirus in a basic clinical laboratory. Transmision
electron microscope (TEM) was used as reference method to test the specificity of the assays. All the tested assay
displayed 100% sensitivity, however PAGE showed 100% specificity followed in a decreasing order by the non commercial
(96%) and commercial (79%) ELISA methods. The PAGE assay showed a better sensitivity and specificity than the
ELISAs tested and demonstrated to be a most effective, low cost and rapid system for diagnosis of human rotavirus.

Key worps: Rotavirus, ELISA, electrophoresis.

INTRODUCCION

Los rotavirus humanos (RVH) son los principales
agentes etiol 4gicos de gastroenteritis aguda en infantes
y nifios jévenes en paises desarrollados y en vias de
desarrollo (Kapikian and Chanock, 1996). En muchos pai-
ses del mundo, la gastroenteritis infantil es la primera
causa de muerte entre los nifios de cero a cinco afios de
edad (Bastardo, 1993). Losrotavirustienen unaestruc-
tura icosaedral 5-3-2 formadas por tres capas proteicas
guerodean el genomaviral (Estes, 1996). El genomaesta
compuesto de 11 segmentos de ARN de doble cadena,
cada segmento acttia como un gen individual que dirige
lasintesis de una proteina. Las proteinas més importan-
tes que forman parte de la estructura viral son la VP4,
VP6, VP7 por estar asociadas a la estructura antigénica
deestosvirus. LaVP6 eslaqgue determinalaespecifici-
dad degrupos (A hastalaG) y subgrupos (SG-1y SG-2)
(Kalica et al. 1981). Los rotavirus del grupo A y los
subgrupos G1 y G2 tienen mayor importancia
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epidemiol bgica, por ser reconocidos como | os responsa-
bles més frecuentes de cuadros diarrei cos agudos en ni-
fios de distintas partes del mundo (Pérez et al. 1991;
Kapikian and Chanock, 1996; Maldonado y Bastardo,
1998).

Numerosas técnicas se han desarrollado para el diag-
nostico de rotavirus humano (RVH), siendo las més usua
leslas siguientes: MicroscopiaElectrénica(ME) (Bishop
et al. 1974), Inmunoensayos Enziméticos (EL ISA) (Yolken
et al. 1977), Radioinmunoensayos (RIA) (Middleton et al.
1977)y Electroforesisen Gdl dePoliacrilamida(PAGE) (Es-
pgoetal. 1977). Enlamicroscopiaelectronica (ME), la
tincion negativa es la més utilizada, tanto asi que se ha
empleado como método estandar paraeval uar otros méto-
dos en ladeteccién derotavirus (Knisley et al. 1986).

Laelectroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) se
fundamenta en la separacion electroforética de los seg-
mentos del ARN ddl virién, € cua fue introducido por
Espegjoetal. (1977), y utilizael procedimiento descrito por
Laemmli (1970). Sulbarén (Tesisdepregrado, 1996 Univer-
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sidad de Oriente, Cumand, Venezuel a) desarroll6 un méto-
dorapido dedectroforesisen gel depoliacrilamida(PAGE),
el cual no necesita de equipos sofisticados, resultando
mucho mas econdémico quelaspruebasde ELISA y MET.
Ademés, esconfiable einformativo parael diagnostico de
laenfermedad rotaviral.

Losinmunoensayosenziméticos (ELISA), son atamen-
tesensiblesy se han utilizado con mucho éxito como alter-
nativaen el diagnéstico deinfeccion por rotavirus (Yolken
etal. 1977), perolaadquisicion delos“Kits’ sondeeeva
do costo en el comercio como para ensayos de rutina.

Para encontrar un método asequible a los pequefios
laboratorios se compar6 un inmunoensayo enzimatico dis-
ponibleen el comercio, con uno no comercial, y el método
de electroforesis PAGE propuesto por Sulbaran, (Tesisde
pregrado, 1996 Universidad de Oriente, Cumand, Venezue-
la), paradeterminar lasensibilidad delosmétodosentresi;
laespecificidad diagnésticafue determinada por medio de
la microscopia electronica de transmision como método
dereferencia

MATERIALESY METODOS

MuestrasFecales; Secolectaron 30 muestrasfecales
de nifios menores de cinco afios de edad con diarrea agu-
da, recluidos en lasaladerehidratacion del Hospital Uni-
versitario “ Antonio Patricio de Alcald@’ de Cumané, con-
servéndolas congeladas a —20°C hasta € momento de su
uso.

Ensayo Inmunoenzimético Rotazyme |1: (Abbott
Laboratories, Diagnostic Division, Texas, USA). Como
anticuerpo de captura se utilizé una esfera recubierta de
suero anti-rotavirus de cobayo que contiene anticuerpos
policlonales. Como conjugado se utilizd anticuerpos anti-
rotavirus de congjo conjugado con peroxidasa. Las|ectu-
ras se realizaron en un Espectronic Quantum Il aunalon-
gitud de onda de 492 nm. El inmunoensayo se desarroll6
en tres horas.

Ensayo | nmunoenzimaticono comercial: Seutilizoun
suero preinmune 'y un suero hiperinmune de conejo anti-
rotavirus como anticuerpo de captura (1:600). Como se-
gundo anticuerpo se utiliz6 un anticuerpo monoclonal
4B2D2 (suministrado por € Dr. Liprandi, 1VIC), producido
en ratdn, dirigido contra el antigeno comun de grupo A
(VP6) de los rotavirus. Como conjugado se utilizd
inmunoglobulina anti-ratébn marcada con peroxidasa
(1:300). Las lecturas se realizaron en un microlector de
ELISA (Labsystem Uniskan I) aunalongitud de ondade
492 nm. Latécnicase desarroll6 en trece horas.
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Electroforesisen Gelesde Paliacrilamida(PAGE): Se
utilizé el método de electroforesis de ARN rotaviral pro-
puesto por Sulbaran (Tesisde pregrado, 1996 Universidad
de Oriente, Cumana, Venezueld). Laextraccion del ARN
viral serealizé confenol cloroformoy acetato de sodio 0,1
M con SDS 1% (Herring et al. 1982), seguidade unacon-
centracion con etanol frio (Sambrook et al. 1989). La
electroforesis se realizd en geles de poliacrilamida a 5%
(Chudzio et al. 1989), siguiendo el procedimiento descrito
por Laemmli (1970). Lascorridas electroforéticas sereali-
zaron a40 mA por 4 a5 horasatemperaturaambientey por
ultimo se utilizd latincion de nitrato de plata (12 mM)
descritapor Herring et al. (1882), paravisuaizar lasban-
dasde ARN en € gel. Lagecucidn del método tuvo una
duracion de catorce horas.

Microscopia ElectronicadeTransmision (MET): Las
suspensiones fecales se colocaron en unarejillade cobre
(400 mesh) cubierta por Formvar impregnada de carbon.
Las particulas virales adheridas alaregjillafueron tefiidas
negativamente con &cido fosfotdngstico 2%.L uego seexa
minaron en MET Hitachi H-600 (60.000 a80.000 X). Las
heces fueron consideradas negativas cuando ninguna
particulavira fue detectada en los diversos campos dela
rdilla

Andlisis Estadistico: La sensibilidad de los distintos
meétodos de diagndstico fue comparada através del anali-
sisestadistico del “Chi cuadrado” (X?) (Steel and Torrie,
1930).

RESULTADOS

Delas 30 muestras 11 (36,7%) dieron positivas por la
ELISA Rotazymell, 8 (26,7%) por ELISA no comercial, 7
(23,3%) dieron positivaspor PAGE, y 7 (23,3%) positivas
por MET; sin embargo, de acuerdo a andlisis estadistico
“Chi cuadrado” no hubo diferenciasignificativaen el nd-
mero de muestras positivas obtenidas mediante los dife-
rentes métodos (p>0,05).

LaMicroscopiaElectronicade Transmision, permitio
observar 7 muestras positivas arotavirus que también re-
sultaron positivas por los demés métodos utilizados en €l
estudio, |o que garantiza que estas muestras son realmen-
te positivas a RVH. Por PAGE se obtuvo 7 muestras
rotapositivas que mostraron € patron tipico de ARN de
los rotavirus grupo A en el gel, éstas fueron las mismas
queresultaron positivaspor MET EnlaELISA Rotazyme
Il resultaron 11 muestras positivas, delas cuales4 se con-
sideraron como falsos positivos. Con laELISA no comer-
cial se obtuvieron 8 muestras positivas de las cuales 7
fueron las mismas positivas por MET y PAGE (Tabla 1).
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TABLA 1. Comparacion de sensibilidad y especificidad de los tres métodos en la deteccion de rotavirus.

M étodos Total Verdaderos Verdaderos Falsos Falsos S E®
Muestras  Positivos  Negativos  Positivos  Negativos

PAGE 0 7 23 0 0 100% 100%

ELISA? 0 7 2 1 0 100% 96%

ROTAZYME 0 7 19 4 0 100% %%

No comercial
2 Sensibilidad
2 Especificidad

Laspruebasde ELISA (Rotazymell y no comercia) y la
técnica de PAGE resultaron tener una alta sensibilidad
(100%), pero enlaespecificidad, PAGE resultd ser lamejor
conun (100%) a compararsele con el método dereferencia
(MET). Laespecificidad del ELISA no comercial (96%)
estuvo por encima de Rotazyme Il (79%), debido a que
esta Ultimaresultd tener mayor nimero de posiblesfalsos
positivos (Tabla 1).

DISCUSION

Laspruebasde ELISA y PAGE mostraron unasensibi-
lidad del 100%, perolapruebade ELISA Rotazymell resul-
té con mayor nimero de falsos positivos disminuyendo
su especificidad a 79%. Resultados muy similaresfueron
sefialados por Dennehy et al. (1988) y Thomaset al. (1989),
quienes observaron que Rotazyme || mostrabamayor nd-
mero defalsospositivosen comparacion conotrasELISAS,
lo cual se atribuye a la utilizacion de anticuerpos
policlonales dirigidos contra multiples determinantes
antigénicos con un elevado rango de afinidades, lo que
puede generar reacciones cruzadas con otros componen-
tes de la muestra, resultando falsos positivos.

La ELISA no comercial emplea anticuerpos
monoclonal es de capturadirigidos directamente contraun
determinante antigénico delosrotavirus, en este caso con-
tra el antigeno comun de grupo (VP6) con una elevada
afinidad, lo que explicalamayor especificidad de estatéc-
nica en comparaciéon con Rotazyme II. El empleo de
anti cuerpos monoclonalesen pruebas de ELISA garantiza
una elevada especificidad, y por ende una mayor sensibi-
lidad en comparaci én con | os demés métodos serol 4gi cos,
porgue disminuye el riesgo de reacciones con otros com-
ponentesdelamuestrafecal; por tal razén, lamuestra por
esta técnica que no fue confirmada por MET podria estar
indicando una mayor sensibilidad de ese ensayo
inmunoenzimatico y no realmente un falso positivo. Es
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mas, ELISA podria detectar |a presencia de antigenos en
lashecesresultantesdelarupturadelaparticulaviral, que
serian muy dificil detectar por MET.

En el momento de escoger unatécnicasetomaen cuen-
tasumayor sensibilidad, especificidad, economia, ssmpli-
cidady tiempo deredlizacion. Rotazymell essensible, se
realiza en menor tiempo, se pueden analizar de 20 a 40
muestras en un mismo ensayo, pero tiene la desventaja
gue es mucho mas costosay ademas sus resultados regis-
tran mésfalsos positivos que otros procedimientos simila-
res(Dennehy et al. 1988; Doern et al. 1985; Thomaset al.
1988). LaELISA nocomercial serealizaen mayor tiempo,
pero es sensible, especifica, econdmica, mas sencilla de
realizar en comparacion con PAGEy puedeandizar de20 a
60 muestras en un ensayo.

PAGE resulté sensible, tuvo la mayor especificidad,
permite analizar de 20 a 40 muestras simultaneamente, y
tiene la ventgja sobre las pruebas de ELISA que, ademés
de servir como método de diagndstico en un laboratorio
clinico, puede proveer informacion epidemioldgicade la
diseminacion de los diversos grupos de rotavirus en la
comunidad. La Unica desventaja es que los resultados se
obtienen transcurrido mayor tiempo, pero para este pro-
blemahan surgido soluciones como es el empleo decama:
rasde el ectroforesis mucho més pequefias, que reducen el
tamario del gel y con ellolacantidad dereactivosadutilizar,
disminuyendo ademasel tiempo de corridaelectroforética
a2,5horas.

La prueba de PAGE descrita por Sulbarén (Tesis de
pregrado, 1996 Universidad de Oriente, Cumand, Venezue-
|a), se considera una excelente aternativa para aguellos
|aboratorios que no disponen de suficientes recursos para
laadquisiciéon delaELISA comercia, por ser un método
sensible, especifico, los resultados pueden obtenerse en
un tiempo relativamente corto y resultamucho méseconé-
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mica. Paraadquirir los aparatos de el ectrof oresis es preci-
so hacer una Unicainversion a comienzo, que durard por
muchos afios y la ganancia se obtiene a corto plazo. A
diferencia de lo que ocurre con las pruebas
inmunoenziméticas comercial es, cuyosreactivos se hacen
més costosos cada diay duran muy corto tiempo, lo cual
aumenta considerablemente el costo de la prueba para el
paciente.
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