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COMPARACION DE LA ELECTROFORESIS DEL ARN VIRICO
CON EL METODO ELISA INDIRECTO PARA EL DIAGNOSTICO
DE INFECCION POR ROTAVIRUS HUMANO'

Luis F. Avendaiio,” Sylvia Dubinovsky’ y Harvey D. James, Jr.’

Se comparé un método relativamente econdmico y de fdcil
aplicacion para detectar rotavirus patogenos (electroforesss
del ARN virico) con el método ELISA indirecto, utilizando
para ello muestras fecales de 177 nifios chilenos menores de

dos afios.

Introduccion

Se ha estimado que aproximadamente
420 000 nifilos menores de cinco afios
mueren cada afio en América Latina, y
que la mayor parte de las victimas tiene
menos de un afio de edad (7). El sindrome
diarreico es responsable de 75 729 de es-
tas muertes; las cifras de frecuencia de
diarrea que se han comunicado han sido
relativamente bajas (del orden de 250 000
casos por afio) a causa de las deficiencias
de registro estadistico que imperan en al-
gunos paises. No obstante, incluso estas
cifras son suficientes para brindar cierta
idea de la importancia de este problema
de salud (2).
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En Chile se ha demostrado que es po-
sible aislar los probables agentes que cau-
san diarrea infantil (bacterias, parasitos o
virus) en aproximadamente el 60% de los
casos; sin embargo, aun cuando se apli-
quen modernas técnicas de diagnéstico,
en un porcentaje importante de casos la
etiologia permanece sin determinar (3).
Esta circunstancia ha hecho que se conce-
da una gran importancia a las técnicas
para diagnosticar rotavirus; estos virus se
han identificado cada vez con mayor fre-
cuencia como uno de los principales agen-
tes productores de diarreas desde que en
1973 la microscopia electronica los detec-
td en biopsias intestinales de nifios con
sindrome diarreico (4). A partir de ese
momento, numerosas publicaciones han
demostrado que existe una clara correla-
cién entre la presencia de rotavirus y de
diarrea en porcentajes que van del 30 al
80% de los casos, dependiendo de las con-
diciones del estudio (4-7). En general, co-
mo resultado de estas investigaciones, se
ha podido designar al rotavirus como el
agente etioldgico {nico que se encuentra
con mayor frecuencia asociado a la
diarrea infantil transmisible.
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La diarrea por rotavirus se puede diag-
nosticar con suma precisién mediante la
microscopia electrénica; sin embargo, el
costo del equipo necesario y de la tecnolo-
gia relacionada limita la capacidad de
aplicar este método normalmente en la
practica diaria. En consecuencia, a fin de
permitir la detecci6n y el estudio de estos
virus en los laboratorios clinicos o de in-
vestigacién comunes, se han ideado varios
procedimientos alternativos (8, 9).

Uno de estos procedimientos, la elec-
troforesis del ARN virico en geles de aga-
rosa puesto en practica por Espejo et al.
(10), se basa en el hecho de que el acido
nucleico del rotavirus esta formado por
ARN de doble hebra fraccionado en 11
segmentos los cuales poseen patrones ca-
racteristicos de migracién electroforética.
Se trata de un método de diagnéstico eco-
ndémico, sencillo y altamente especifico,
cuya sensibilidad todavia no se ha deter-
minado bien.

Otro procedimiento, el ensayo inmuno-
sorbente enzima conjugada (ELISA), que
se basa en reacciones antigeno-anticuer-
po, representa un método semejante al
radioinmunoensayo en sensibilidad, pero
mas econdmico y sencillo; este método en
general es aceptado por los centros cienti-
ficos como un buen procedimiento de
diagnéstico de rotavirus (8, 9, 11). Sin
embargo, presenta ciertos problemas, ta-
les como la generacién de resultados fal-
sos positivos y las dificultades para prepa-
rar localmente los reactivos necesarios. El
problema de resultados falsos positivos no
especificos es importante sobre todo cuan-
do se usan las pruebas de diagnéstico dis-
ponibles comercialmente que utilizan el
método ELISA directo (12), ya que estas
no incluyen controles destinados a reducir
las lecturas positivas no especificas; asi, el
empleo de este método en la investigacién
clinica o cientifica no es aceptado univer-
salmente. Por el contrario, el ELISA indi-
recto, utilizado por los Institutos Na-
cionales de Salud de Estados Unidos de

América, incluye el examen de las mues-
tras con suero caprino preinmune y-postin-
mune (hiperinmune) con objeto de reducir
este problema al minimo. El propésito del
presente trabajo consistié en comparar los
resultados obtenidos con la electroforesis
del ARN virico en geles de agarosa, con los
obtenidos mediante el método ELISA in-
directo, con el fin de evaluar la capacidad
del primer método para detectar rotavirus
en muestras fecales.

Materiales y métodos

La deteccion del rotavirus mediante las
dos técnicas se compard analizando por
una parte 50 muestras fecales obtenidas al
azar, procedentes de 50 pacientes menores
de dos afios, ambulatorios y hospitaliza-
dos, que presentaban diarrea aguda. Los
pacientes habian sido admitidos en la Uni-
dad Infantil del Hospital Roberto del Rio
o estaban siendo tratados en consultorios
externos en el Area Norte de Salud de
Santiago. Por otra parte, las dos técnicas
también se utilizaron en el estudio de 127
muestras fecales procedentes de 42 pa-
cientes del mismo grupo de edad, interna-
dos en dicho hospital, que presentaban
sindrome diarreico prolongado (13). Pos-
teriormente se evaluaron los resultados de
estas 127 muestras desde dos puntos de
vista: como muestras individuales (sin
considerar el paciente del cual procedian)
y como especimenes seriados de 42 pa-
cientes.

La electroforesis del ARN virico en ge-
les de agarosa se efectud de acuerdo con
la técnica descrita por Espejo et al. (10).
Se consideraron positivos todos aquellos
casos en que se observaron por lo menos
las primeras cuatro de las nueve bandas
de migracién caracteristicas del ARN del
rotavirus.

La prueba de ELISA indirecta se llevé
a cabo en los Institutos Nacionales de Sa-
lud de Estados Unidos (8, 11) empleando
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el sistema de suero preinmune y postinmu-
ne (suero caprino preinmune e hiperin-
mune al rotavirus humano). Los resultados,
obtenidos mediante fotocolorimetrias, se
consideraron positivos si la lectura con el
suero hiperinmune era por lo menos el
doble de la obtenida con el suero preinmu-
ne. Las muestras que dieron resultados
inespecificos altos se diluyeron a la décima
parte y se volvieron a someter a prueba.

Resultados

De las 50 muestras fecales procedentes
de nifios con diarrea aguda 18 (36%) re-
sultaron positivas después de la prueba
para la deteccion de rotavirus mediante el
método electroforético y 23 (46%) dieron
resultados positivos con el método ELISA
indirecto (cuadro 1). Todas las muestras
que dieron resultados negativos con el
método ELISA también produjeron resul-
tados negativos con la electroforesis, aun-
que cinco muestras dieron resultados ne-
gativos con la electroforesis y positivos con
el método ELISA indirecto. En conse-
cuencia, la diferencia neta entre los dos
conjuntos de resultados fue del 10%. Si
los resultados obtenidos con el método
ELISA se utilizan como referencia, el mé-
todo electroforético mostrd una sensibili-
dad de 78% y una especificidad de 100%.

Los resultados obtenidos en las 127
muestras fecales de los pacientes con

CUADRO 1—Resultados obtenidos con 50
muestras fecales de pacientes con diarrea aguda.
La respuesta (positiva o negativa respecto al rota-
virus) de cada muestra con los métodos de
electroforesis del ARN virico y ELISA indirecto fue
como se muestra en el cuadro.

diarrea prolongada fueron bastante seme-
jantes (cuadro 2). En efecto, 32 (25%) de
las muestras dieron resultados positivos
con el método electroforético y 48 (38%)
con el método ELISA indirecto; la dife-
rencia en el nivel de resultados positivos
fue de 13% . Tres muestras que dieron re-
sultados negativos con el método ELISA
fueron positivas con la electroforesis y 19
muestras que dieron resultados negativos
con la electroforesis produjeron resulta-
dos positivos por ELISA. Por lo tanto, la
sensibilidad indicada del método electro-
forético fue de 63%, mientras que la del
método ELISA fue de 949%.

Si estos resultados obtenidos con mues-
tras de pacientes con diarrea prolongada
se evalGan en funcién de pacientes indivi-
duales (todos los cuales suministraron por
lo menos dos especimenes consecutivos),
se observa que en 12 (29%) de los 42 pa-
cientes se obtuvieron resultados positivos
por el método electroforético, y en 17
(40%) los resultados fueron positivos por
ELISA; la diferencia en el nivel de resul-
tados positivos fue de 11% (cuadro 3). En
dos pacientes se obtuvieron resultados ne-
gativos por ELISA y resultados positivos
con la electroforesis; en siete pacientes se
encontraron resultados negativos con la
electroforesis y se obtuvieron resultados
positivos con el método ELISA. Asi pues,
la sensibilidad del método electroforético
fue de 63%, mientras que la del mérodo
ELISA fue de 909;.

CUADRO 2—Resultados obtenidos con 127
muestras fecales de 42 pacientes con diarrea pro-
longada. La respuesta (positiva o negativa respec-
to al rotavirus) de cada muestra con los métodos
de electroforesis del ARN virico y ELISA indirecto
fue como se muestra en el cuadro.

ELISA (+) ELISA()  Toral ELISA (+) ELISA ()  Tol

EF ARNv (+) 18 0 18 (36%) EFARNv(+) 29 3 32 (25%)

EFARNv() 5 27 32 (64%) EFARNv() 19 76 95 (75%)
Total 23 (46%) 27 (54%) 50 (100%) Total 48 (38%) 79 (62%) 127 (100%)

X2 = 3,2, 0,10 >p>0,05.

X2 = 10,2; 0,01 >p >0,001.
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CUADRO 3—Resultados obtenidos con 127
muestras de 42 casos de diarrea prolongada en
funcion de los diagnosticos de los pacientes. El
numero de pacientes que de acuerdo con cada
uno de los dos métodos de prueba presento rota-
virus en las heces fue como se indica en el cuadro.

ELISA (+) ELISA(-)  Total

EF ARNv(+) 10 2 12 (29%)

EF ARN v (-) 7 23 30 (71%)
Total 17 (40%) 25 (60%) 42 (100%)

X2 = 1,7, 0,20 >p >0,10.
Discusion

En el presente estudio se observa que el
método ELISA indirecto detecta aproxi-
madamente un 10% mas de infecciones
por rotavirus que la técnica de electrofo-
resis del ARN virico. Es probable que la
diferencia se deba al hecho de que el mé-
todo electroforético empleado requiere
una alta concentracién de virus (alrede-
dor de 107 y 1010 particulas de virus por
gramo de heces para dar un resultado po-
sitivo (10). Por el contrario, el método
ELISA necesita una concentracién menor
de rotavirus y parece probable que el an-
ticuerpo especifico reaccione no solo con
particulas viricas completas, sino también
con fragmentos o componentes del rotavi-
rus. Quiza estas circunstancias, conside-
radas en su conjunto, expliquen la mayor
sensibilidad del segundo método (9).

El analisis de la informacién presenta-
da en los cuadros 1, 2 y 3 demuestra que
el método electroforético fue menos sen-
sible que el método ELISA. No se calcula
el valor positivo predictivo ya que una de
las principales caracteristicas del método
electroforético empleado es su gran espe-
cificidad, que tiende a evitar la obtenciéon
de resultados falsos positivos.

En Chile, el empleo de esta técnica de
electroforesis del acido nucleico virico, ha
hecho posible la deteccion de rotavirus en
aproximadamente el 30% de los nifios
lactantes hospitalizados por diarrea agu-

da durante todo el afio; por otra parte, no
ha dado resultados positivos en los contro-
les sin diarrea (14, 15). Estos resultados
han demostrado que el rotavirus es uno de
los agentes etiologicos més importantes
del sindrome diarreico en Chile. Asimis-
mo, si bien los resultados demuestran que
esta técnica es menos sensible que el mé-
todo ELISA indirecto, su gran especifici-
dad, facilidad de aplicacién y bajo costo,
en comparacién con el método ELISA
(para el cual en la actualidad resulta
dificil obtener los reactivos), convierten a
la electroforesis del ARN virico en un mé-
todo alternativo sumamente atil para es-
tudios clinicos y epidemiol6gicos de infec-
cién por rotavirus. Ademas, el empleo de
una técnica modificada de la electrofore-
sis del ARN virico podria suministrar mas
informacion acerca del patrén electrofo-
rético del genoma del rotavirus, haciendo
posible establecer correlaciones clinicas y
epidemioldgicas con las variantes de rota-
virus que se han descrito (16, 17).

Por iltimo, el empleo de técnicas de
diagnoéstico muy sensibles tales como el
método ELISA que se utilizé en este estu-
dio ha ayudado a destacar la importante
funcidén patdgena que desempeiia el rota-
virus en las diarreas infantiles y, por ende,
ha demostrado la necesidad de contar con
otras técnicas de diagnoéstico relativamen-
te sencillas, que se puedan incluir como
procedimientos normales en laboratorios
de centros médicos asistenciales en los
paises en desarrollo. En consecuencia, a
pesar de la menor sensibilidad de la técni-
ca de la electroforesis del ARN virico, los
autores piensan que constituye un instru-
mento muy 1til para estudiar las infec-
ciones por rotavirus.

Resumen

Un total de 177 muestras fecales proce-
dentes de pacientes chilenos menores de
dos afios de edad que presentaban dia-
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rrea se estudiaron para detectar la pre-
sencia de rotavirus por medio de dos méto-
dos: el ensayo inmunosorbente enzima
conjugada indirecto (ELISA indirecto) y la
electroforesis del ARN virico en geles de
agarosa. Del total de muestras 50 proce-
dian de pacientes con diarrea aguda y 127
de pacientes con diarrea prolongada. Con
el método de electroforesis se detectd rota-
virus en el 36% de las muestras de pacien-
tes con diarrea aguda y en el 25% de las
muestras de pacientes con diarrea prolon-
gada, mientras que con el método ELISA
indirecto se detectd rotavirus en un por-
centaje mas alto: 46 y 38% respectivamen-
te. Estos resultados respaldan la conclusién
de que la electroforesis del ARN virico es
un método menos sensible para detectar
rotavirus que el método ELISA indirecto;
no obstante, la gran especificidad, facili-
dad de aplicacién y bajo costo del primer

método lo convierten en una alternativa
valiosa del método ELISA indirecto. En
consecuencia, si se tiene en cuenta la im-
portante funcién que desempeiia el rotavi-
rus en la diarrea infantil y la necesidad de
contar con una técnica de diagnéstico que
se pueda incluir como procedimiento nor-
mal en laboratorios de centros médicos
asistenciales en los pafses en desarrollo,
existen buenas razones para afirmar que la
electroforesis del ARN virico constituye un
instrumento til para estudiar la diarrea
causada por rotavirus. n
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Comparison of viral RNA electrophoresis and indirect ELISA methods
in the diagnosis of human rotavirus infection (Summary)

A total of 177 stool samples from Chilean
diarrhea patients under two years of age were
tested for rotavirus by two methods—the
indirect enzyme-linked immunosorbent assay
(indirect ELISA) and viral RNA electrophoresis
in agarose gels (v RNA EPH). Fifty of the
specimens came from patients with acute
diarrhea and 127 came from patients with
protracted diarrhea. The electrophoretic
method detected rotavirus in 36% of the acute
samples and 25% of the samples from
protracted cases, while the indirect ELISA
method detected rotavirus in higher percentages
of samples—46 and 389, respectively. These

results support the conclusion that v RNA EPH
is a less sensitive method for detecting rotavirus
than the indirect ELISA. Nevertheless, the
former method's high specificity, ease of
application, and low cost make it a worthwhile
alternative to indirect ELISA. Thus,
considering the important role played by
rotavirus in infant diarrhea and the need for a
diagnostic technique that can be incorporated
into the routines of medical center laboratories
in developing countries, there is good reason to
conclude that v RNA EPH is a useful tool for
studying rotavirus diarrhea.

Comparacgao da eletroforese do ARN viroso com o método ELISA indireto
para o diagnastico de infecgdo por rotavirus humano (Resumo)

Estudaram-se um total de 177 amostras fecais
de doentes chilenos menores de dois anos de
idade que estavam com diarréia para detectar a
presenca de rotavirus mediante dois métodos: o
ensaio imunosorvente enzima-conjugada
indireto (ELISA indireto) e a eletroforese do
ARN viroso em dgar, gelose. Do total, 50

amostras provinham de doentes com diarréia
aguda e 127 de doentes com diarréia
prolongada. Com o método de eletroforese
detectou-se rotavirus em 369% das amostras de
doentes com diarréia aguda e 25% das amostras
de doentes com diarréia prolongada, enquanto
que com o método ELISA indireto detectou-se



Avendatio et al.

DIAGNOSTICO DE ROTAVIRUS 7

rotavirus numa percentagem mais alta: 46 e
38%, respectivamente. Esses resultados apoiam
a conclusio que a eletroforese do ARN viroso é
um método menos sensivel para detectar
rotavirus que o método ELISA indireto;
contudo, a grande especificidade, facilidade de
aplicacao e o custo mais baixo do primeiro
método fazem dele uma alternativa de grande
valor vis-d-vis o método ELISA indireto. Por
tanto se se leva em consideracdo a funcio tdo

importante do rotavirus na diarréia infantil e a
necessidade de contar com uma técnica de
diagnéstico que se possa incluir como
procedimento normal nos laboratérios de
centros médicos de assisténcia nos paises em
desenvolvimento, ha muito boas razdes para
afirmar que a eletroforese do ARN viroso
constitui um instrumento ftil para estudar a
diarréia causada por rotavirus.

Etude comparative entre I’électrophorése d’ARN viral et la technique d’ELISA
pour la détection de rotavirus humain (Résumeé)

L’efficacité diagnostique de deux techniques
pour la détection de rotavirus titrage avec
immuno-adsorbant lié & une enzime (ELISA) et
électrophorgse sur gel d'agarose du ARN viral a
été comparée a partir de 177 échantillons de
féces d’enfants chiliens atteints de diarrhée et
ayant moins de deux ans. Cinquante de ces
malades avaient une diarrhée aigue, tandis que
les autres 127 presentaient un cadre plus
chronique. La méthode d’électrophorése sur gel
d’'agarose permet d'identifier les rotavirus dans
36% des cas de diarrhée aigue et dans
seulement 25% des cas de diarrhée chronique.
Par contre, la méthode Jd’ELISA est plus
sensible et permet I'identification de rotavirus
dans 46 et 38% des cas respectivement. Ces

résultats viennent confirmer que
Iélectrophorése du ARN viral est une technique
moins sensible pour la détection de rotavirus
que I'ELISA indirect. Cependant, la grande
spécificité, la simplicité et un prix de revient
relativement bas constituent autant d’'atouts en
faveur de I'électrophorése de ARN viral. De
plus, tenant compte de I'importance des
rotavirus dans les diarrhées infantiles et de la
nécessité de disposer d'une technique de
diagnostic qui puisse &tre incorporée au travail
de routine des laboratoires des centres médicaux
des pays en voie de développement,
l'électrophorése du ARN viral demeure un
instrument de grande utilité pour l'étude des
diarrhées provoquées par les rotavirus.



