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Nach der Einfithrung quantitativer Nachweismethoden fiir Proteine mit
Hilfe enzymmarkierter Antikdrper (enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA) durch ENgvaLL und PERLMANN (6) sowie VAN WEEMAN und SCHUURS
(18) fand die Technik auch Anwendung in der Virologie. Der ELISA wurde
sowohl fiir den Nachweis von Antikorpern gegen eine Reihe verschiedener
Virusarten (1, 8, 9, 10, 14, 16, 19) als auch fiir die Darstellung von Hepatitis
B-Oberflichenantigen (11), das losliche Antigen des Epstein-Barr-Virus (20),
Herpes simplex-Virus (15), Adenovirus (12) und Hepatitis A-Virus (13, 14)
verwendet. Von besonderem Wert ist die Moglichkeit des direkten Virusnach-
weises in Faezes bei virusbedingten neonatalen Gastroenteritiden. ELISA-
Nachweistechniken sind vor allem fiir Rotaviren (3, 5, 17, 23), kiirzlich auch
fiir Coronaviren (4) entwickelt worden. Bisher konnten diese Infektionen nur
mit sehr aufwendigen Verfahren nachgewiesen werden (5).

Im folgenden soll iiber Erfahrungen beim Nachweis von Rotaviren in
Faezes von Mensch, Kalb und Ferkel mit Hilfe des ELISA im Vergleich mit
der Immunelektronenmikroskopie berichtet werden.

Material und Methoden

Faezesproben
Insgesamt wurden 313 Kotproben aus 121 Bestinden, von an Diarrhoe erkrankten
Kilbern in unterschiedlichen Krankheitsstadien im Alter zwischen 3 und 21 Tagen, 47 Kot-
proben von erkrankten Ferkeln im Alter zwischen 2 und 10 Tagen und 100 Stuhlproben
von menschlichen Siuglingen mit Durchfall und Dyspepsie im Alter bis zu zwei Jahren
untersucht.
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Die Proben wurden im Verhiltnis 1 :5 in 0,15 M NaCl, 0,02 M Phosphatpuffer (PBS),
dem 0,050 Tween 20 zugesetzt war, gemischt und nach Homogenisierung mit Ultraschall
30 Minuten lang bei 2200 g zentrifugiert. Der Uberstand diente als Untersuchungsmaterial.

Immunserum

Rotavirushyperimmunserum wurde in einem durch Schnittentbindung entwickelten, kolo-
strumfrei aufgezogenen Kalb hergestellt, das oral mit einem bovinen Rotavirusfeldstamm
(V 10/78) infiziert worden war, und dreimal im Abstand von 2 Wochen parenteral mit
einem iiber mehrere Zentrifugationszyklen in Saccharose und Cisiumchloridgradienten aus
Faezes gereinigtem Virusmaterial durch subkutane Applikation geboostert wurde. Das Serum
wies bei Verwendung von 100 KIDy, des Nebraska Calf Diarrhea Virus (NCDV) in der
Aubek-Zellinie einen Neutralisationstiter von 1 : 640 auf. Von diesem Serum wurde durch
Fillung mit 50 %igem Ammoniumsulfat eine Globulinldsung hergestellt, die sowohl zur
Beschichtung von Mikroplatten als auch zur Herstellung des enzymmarkierten Konjugates
diente.

Fiir Blockierungsversuche stand ein NCDV-Hyperimmunserum vom Kalb zur Ver-
fiigung, das uns freundlicherweise von Dr. E. Bass, Norden Laboratories, Lincoln, Nebraska,
USA, iiberlassen wurde.

Konjugat

Die Herstellung von Meerrettichperoxidase-markierten Antikdrperkonjugaten erfolgte
nach der von AvraMeas und TeErRYNck beschriebenen Methode in zwei Schritten (2). 50 mg
Meerrettichperoxidase Grade I (Boehringer, Mannheim) wurden in 1ml 0,1 M Phosphat-
puffer, pH 8,6, mit 1,25% Glutaraldehyd (Merck, Darmstadt, Nr.820603) geldst. Nach
Stehen iiber Nacht bei Zimmertemperatur wurde das nichtgebundene Glutaraldehyd durch
Chromatographie iiber eine Sephadex G 50-Siule (Pharmacia, Uppsala, Schweden) entfernt.
Die braungefirbten Eluatfraktionen (etwa 3 ml) wurden gesammelt und mit 1,5 ml der auf
etwa 17 mg Protein/ml eingestellten Globulinlosung gemischt. Nach Zugabe von 0,45 ml
1M Karbonatpuffer, pH 9,6, betrug die Reaktionszeit 18 Stunden bei 4 °C. Anschliefend
erfolgte die Zugabe von 0,45 ml 0,2 M Lysinmonochloridlsung zur Blockierung noch freien
Glutaraldehyds (2 Stunden bei Zimmertemperatur). Nun wurden die enzymmarkierten Anti-
kérper in 50 % Ammoniumsulfat gefillt, das Prazipitat zentrifugiert, anschlieflend in 1 ml
PBS geldst und gegen mehrmals gewechseltes PBS dialysiert. Nach Verdiinnung des Kon-
jugates im Verhiltnis 1:10 in PBS mit 5% fétalem Kilberserum (FKS) erfolgte die Be-
stimmung der optimalen Konjugatverdiinnung (1 : 400) in einem Schachbrett-Titrationsversuch.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Der ELISA wurde als ,Doppelte Sandwich-Technik* in Anlehnung an die von ErLLEns
und pe Leeuw (3) beschriecbene Methode in Immunolon-Flachbodenmikroplatten (Flow
Laboratories, Bonn) durchgefiihrt. Die Beschichtung der Platten erfolgte mit 100 ul der Anti-
Rotavirus-Globulinldsung, die zuvor 1 :8000 in 0,05 M Karbonat-Bikarbonatpuffer, pH 9,6
verdiinnt worden war. Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden bei 37 °C und 16 Stunden
bei 4 °C wurden die mit Folien verschlossenen Platten ohne weitere Behandlung bei — 20 °C
gelagert. Aktivititseinbuflen waren wihrend einer Lagerzeit von mindestens 6 Monaten nicht
feststellbar. Vor Verwendung wurden die Platten aufgetaut und dreimal mit Aqua dest.
mit 0,05 % Tween 20 griindlich gewaschen. Anschliefend erfolgte die Beschickung der Platten
mit den aufbereiteten Faezesproben in den Verdiinnungen 1:2, 1:4, 1:8 und 1:16. Bel
jeder Platte wurden je eine bekannte Rotavirus-positive sowie -negative Faezesprobe in log
2-Verdiinnungen und eine PBS-Kontrolle mitgefiihrt. Nach Inkubation wihrend 3 Stunden
bei 37 °C erfolgte dreimaliges Waschen mit Aqua dest /| Tween 20, bevor 100 ul der Kon-
jugatgebranchsverdiinnung in PBS mit 5% FKS in jede Vertiefung der Mikroplatten pipet-
tiert wurden. Im Anschluf an eine weitere Inkubation von 1 Stunde bei 37 °C und drei-
maligem Waschen wurde das Enzymsubstrat mit dem Indikator in die Vertiefungen gegeben.
Als Indikator diente 5-Aminosalizylsiure (Merck, Darmstadt, Nr. 820095), die in einer Kon-
zentration von 1 mg/ml in einem auf 80°C erwirmten 0,01 M Phosphatpuffer mit 1 mM
EDTA, pH 6,0, gelost wurde. Unmittelbar vor Verwendung erfolgte die Zugabe von H,O,
bis zu einer Endverdiinnung von 0,005 %'.

Die Ablesung erfolgte nach einer Reaktionszeit von 1 Stunde bei Zimmertemperatur und
nach weiteren 18 Stunden bei 4 °C. In der Regel geniigte die visuelle Ablesung, bei einem
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Teil der Proben stand jedoch zusitzlich fiir eine photometrische Auswertung ein Multiscan-
Gerit (Flow Laboratories, Bonn) mit Absorbtionsmessung direkt durch den Boden der
Mikroplatte unter Verwendung eines 510 nm Filters zur Verfligung.

Alle positiven Proben wurden in einem Blockierungsversuch auf Spezifitdit der Reaktion
gepriift (5). Der Test erfolgte mit spezifischem NCDV-Hyperimmunserum in einer Ver-
diinnung von 1:200. Dazu wurden jeweils 3 Vertiefungen der Antikdrper-beschichteten
Mikroplatten mit jeder Faezesprobe beschickt. In die erste Vertiefung kamen 100 ul der
NCDV-Serumverdiinnung, in die zweite 100 ul eines negativen Kilberserums (Verdiinnung
1:200) und in die dritte Vertiefung wurden 100 1l PBS pipettiert. Nach Inkubation iiber
1 Stunde bei 37 °C und dreimaligem Waschen erfolgte die Weiterbehandlung wie vorher
beschrieben. Ausgewertet wurde die spezifische Blockierung der Reaktion mit NCDV-Immun-
serum.

Immunelektronenmikroskopie (IEM)

Die Beschickung von Trigernetzen (50 mesh) erfolgte nach der von GELDERBLOM (7)
beschriebenen Methode unter Verwendung einer luftgetriebenen Ultrazentrifuge (Airfuge;
Beckman Instruments, Miinchen). 0,180 ml des aufbereiteten Faezesiiberstandes wurden mit
0,020 ml eines 1:20 verdiinnten Rotavirushyperimmunserums gemischt, 10 Minuten ge-
schiittelt und 1 Stunde bei Zimmertemperatur belassen. Anschliefend wurden 0,025 ml der
Suspension in den Rohrchenadapter pipettiert und das Trigernetz in den Adapter eingefiihre.
Nun erfolgte das Einschieben der Adapter in die Rotorrdhrchen und das Auffiillen mit
0,05 ml der Suspension. Nach Zentrifugation der Proben bei 15 psi (50 000 g) iiber 15 Minuten
wurden die Netze vorsichtig den Adaptern entnommen und kurz in Aqua dest. gewaschen.
Die Kontrastierung erfolgte in 3 %oiger Phosphorwolframsiureldsung, pH 7,0. Fiir den Virus-
nachweis wurden jeweils vier Felder in einem Siemens-Elmiskop I a bei einer Instrumenten-
vergroflerung von 30 000 durchgemustert.

Tierversuche
Zur Uberpriifung der Methodik wurden drei durch Kaiserschnitt entwickelte, kolostrum-
frei aufgezogene Kilber infiziert und die Virusausscheidung im Kot mit beiden Techniken
kontrolliert. Die Infektion erfolgte auf oralem Wege mit 1 ml einer filtrierten, 10 %sigen
Kotsuspension eines mit einem Rotavirusfeldstamm experimentell infizierten Kalbes. Kot-
proben wurden von Versuchsbeginn bis zum 20. Tag p. inf. tiglich entnommen. Ferner erfolg-
ten regelmifige Blutentnahmen zur Antik&rperbestimmung.

Ergebnisse

Von 313 im ELISA und mit der Immunelektronenmikroskopie
untersuchten Faezesproben durchfallkranker Kailber waren 112 positiv.
Das entspricht 36 % Von den 121 untersuchten Bestinden war der
Virusnachweis in 64 moglich (53 %o). Mit beiden Methoden gleichzeitig lieflen
sich in 81 Proben Rotaviren nachweisen, im ELISA allein reagierten 16 Pro-
ben, die im Elektronenmikroskop zunichst als negativ beurteilt waren. Nach
Behandlung dieser Proben mit Fluorcarbon und anschliefender Ultrazentri-
fugation gelang jedoch in allen 16 Proben der Rotavirusnachweis. Bei 15
Faezesproﬁen konnte Rotavirus nur mit dem Elektronenmikroskop gefunden
werden, im ELISA reagierten diese Proben negativ.

Tabelle 1
Rotavirusnachweis in Faezesproben von Kilbern, Ferkeln und menschlichen Siuglingen
Zahl der Davon Elektronenmikr. Elisa EM
Spezles . . .
Proben positiv. (%) und Elisa allein allein
Kalb 313 112 (36 %) 81 16 15
Ferkel 47 2 (4 °a) 1 1 0
Menschliche Sauglinge 100 21 (21 %) 15 3 3

Zbl. Vet. Med., Reihe B, Bd. 26, Heft 10 59
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Abb. 1. Untersuchung von Faezesproben auf Rotavirusantigen mit Hilfe des ELISA. Positive

Proben dunkel gefirbt, negative
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Proben farblos

Von 47 Kotproben vom
Ferkel enthielten 2 Rotaviren
(4 °/e). Eine Probe war sowohl
im EM als auch ELISA positiv,
eine Probe reagierte nur im

ELISA.

Abb. 2. ELISA-Extinktionswerte —
bezogen auf den Nullwert — von fal-
lenden Verdiinnungen einer Faezes-
probe vom Kalb. Ablesung
nach 60 Minuten bei 22 °C - - - - Ab-
lesung nach 18 Stunden bei 4°C
(Reziproke Verdiinnung, X 50)

Von 100 Stuhlproben menschlicher Singlinge waren 21 positiv fiir Rota-
virus (21 %0). 15 positive Proben konnten sowohl im EM als auch im ELISA
diagnostiziert werden, jeweils drei waren entweder nur bei EM-Untersuchung
oder nur im ELISA positiv. Eine Zusammenstellung der Ergebnisse ist in
Tabelle 1 zu finden. Abbildung 1 zeigt die ELISA-Reaktion in einer Mikro-
platte mit positiven und negativen Faezesproben.
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Die Spezifitit der positiven ELISA-Reaktionen lieff sich im Blockierungs-
test bestitigen. Die positiven Reaktionen wurden in jedem Fall durch Zugabe
von 1 : 200 verdiinntem NCDV-Hyperimmunserum gehemmt.

Die Farbreaktion beim Rotavirusnachweis im Kot mittels ELISA ist
dosisabhingig. Mit steigenden Verdiinnungen fillt die Farbintensitdt linear
ab. Zwischen der Ablesung nach 60 Minuten und der nach 18 Stunden ergeben
sich — bezogen auf den Nullwert — kaum Unterschiede (Abb. 2).

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der Vergleichsuntersuchungen von Kot-
proben experimentell infizierter Kilber aufgefiihrt. Bei den Kilbern 2 und
637 lieR sich Rotavirus mit Hilfe des ELISA jeweils einen Tag linger nach-
weisen als bei EM-Untersuchung. Bei Kalb 4 konnte Rotavirus mit dem EM
bis zum 5. Tag p. inf., im ELISA bis zum 4. Tag p. inf. diagnostiziert werden.

Tabelle 2

Nachweis der Rota-Virusausscheidung bei experimentell infizierten, kolostrumfrei aufgezo-
genen Kilbern

Virus- Tage nach Infektion
Tier Nr. nach-

weis 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Kalb 2 EM 0 +4t|+ree] + 4 0 0 0 0 0 0 0
(Alter 24 Std.)| Elisa| 0O |++++[++++| ++ (+) 0 0 0 0 0 0
Kalb 637 EM 0 + ++ [ 444+ (+) 0 0 0 0 0 0
{Alter 24 Std.)| Elisa 0 Tt | trrt| 4 + 0 0 0 0 0
Kalb 4 EM 0 0 (#) | ++¢ [+++| (+) 0 0 0 0 0
(Alter 7 Tage) | Elisa 0 0 + L R 0 0 0 0 0 0

Diskussion

Die hier beschriebenen Untersuchungen bestitigen Ergebnisse von YOLKEN
und Mitarbeiter (23), ScHERRER und BErRNARD (17) sowie ELLENS und DE
Leeuw (3) iiber die Eignung des ELISA zum direkten Nachweis von Rota-
virusantigenen in Faezes. Die Reaktion ist spezifisch und lifit sich mit spezi-
fischem Immunserum hemmen.

Bei Verwendung von Hyperimmunserum gegen bovines Rotavirus und
daraus hergestellten Enzymkonjugaten lassen sich nicht nur Rotaviren in Kil-
berkot sondern dariiber hinaus auch Rotavirus vom Menschen und Ferkel nach-
weisen. Auf diese Moglichkeit hatten bereits YoLkeN und Mitarbeiter (23)
sowie ELLENS und DE LEeuw (3) fiir menschliche Rotaviren hingewiesen.

Aus den Vergleichsuntersuchungen mit Faezesproben von experimentell
mit Rotavirus infizierten Kilbern geht hervor, dafl der ELISA gegeniiber der
von uns verwendeten Immunelektronenmikroskopie-Technik eine etwas bes-
sere Empfindlichkeit aufweist. Auch bei den Routineuntersuchungen von Fae-
zesproben zeigte sich, dafl etwa 15 %o der positiven Proben nur im ELISA
reagierten, erst nach Reinigung und Konzentration waren diese Proben auch
in der Nachuntersuchung mit der IEM positiv. Damit werden Erfahrungen
von FELLENs und Mitarbeiter (5) bestdtigt, die ebenfalls eine hdhere
}I;an;pﬁndlichkeit des ELISA im Vergleich zu anderen Methoden festgestellt

aben.

Uberraschend sind die Befunde mit 15 Kilber- und 3 menschlichen Faezes-
proben, bei denen in der IEM grofle Mengen von Rotaviruspartikeln nachweis-
bar waren, die im ELISA jedoch negativ reagierten. Da alle bisher bekannten
Rotaviren ein gruppenspezifisches Antigen besitzen, ist wenig wahrscheinlich,
dafl es sich hier um Serotypen handelt. Vorliufige Ergebnisse aus unserem
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Labor schlieflen diese Moglichkeit auch aus (BacuMaNN und Hess, unverdff.
Ergebnisse, 1979). Bei diesen Proben konnte es sich um ein gleichzeitiges Vor-
kommen von Viruspartikeln und Antikérpern handeln, die als Komplexe vor-
liegen. Rotavirus-Immunglobulin-G-Komplexe in menschlichen Stuhlproben
sind bekannt (21). Derartige Virus-Antikorper-Komplexe wiirden im ELISA,
mit dem antigene Eigenschaften festgestellt werden, nicht reagieren, mit Hilfe
der IEM aber gut nachgewiesen werden konnen. Auf einen solchen Zusammen-
hang weisen WATANABE und Mitarbeiter (22) hin. Die Ursachen der Diskre-
panz beim Rotavirusnachweis, die hier zwischen der JIEM und dem ELISA
festgestellt wurde, miissen in weiteren Untersuchungen abgeklirt werden.
Unsere Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dafl beim Nachweis von
Rotavirusantigen in Faezes unter alleiniger Verwendung des ELISA, wie das
in fritheren Arbeiten empfohlen worden ist (3, 23), damit gerechnet werden
mufl, dafl eine Reihe von Rotavirus-enthaltenden Proben derzeit nicht dia-
gnostiziert werden konnen. Eine Verbesserung der unbefriedigenden Resultate
wire sicher moglich, wenn die Proben frithzeitig, d. h. sofort nach Krankheits-
beginn entnommen wiirden oder wenn von einem Patienten mehrere an auf-
einanderfolgenden Tagen entnommene Faezesproben untersucht werden.

Zusammenfassung

313 Kilber-, 47 Ferkel- und 100 menschliche Faezesproben von an Durch-
fall erkrankten neugeborenen Patienten wurden mit Hilfe einer modifizierten
Immunelektronenmikroskopie-Technik (IEM) und im Enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) vergleichend untersucht. In 112 Kilber- (36 %),
2 Ferkel- (4 0/o) und 21 (21 %) menschlichen Faezesproben konnte Rotavirus
oder -antigen nachgewiesen werden.

Die Sicherheit der Methodik wurde zusitzlich anhand der Virusausschei-
dung von drei experimentell infizierten, kolostrumfrei aufgezogenen Kilbern
iiberpriift.

Der ELISA, bei dem Meerrettichperoxidase als Enzym verwendet wurde,
war spezifisch und erwies sich im Vergleich zur IEM als empfindlicher.

Bei 18 von insgesamt 136 positiven Proben gelang der Virusnachweis nur
mit der IEM, diese Proben waren negativ im ELISA. In diesen Proben werden
Virus-Antikorperkomplexe vermutet.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, bevor der ELISA zum Rota-
virusnachweis in der Routinediagnostik empfohlen werden kann.

Summary

Demonstration of Rotavirus in Faeces:
Experiences
with the Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

313 calf, 47 piglet and 100 human faecal samples from newborn patients with
diarrhea were investigated comparing a modified immune electron microscopy
method and the enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). In 112 (36 /o)
calf, 2 (4 %) piglet and 21 (21 %) human samples rotavirus or its antigen
could be demonstrated.

The suitability of the method was also tested by studying virus
shedding of three experimentally infected, colostrum-deprived calves.

The ELISA, using horse-radish peroxidase as enzyme and 5 amino-sali-
cylic acid as indicator, was very specific and showed a higher sensitivity
compared to IEM.
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In 18 out of the 136 positive samples rotavirus could only be demonstrated
by IEM; these samples were negative in the ELISA. It is assumed that these
samples contain virus-antibody complexes.

Further investigations are necessary before the ELISA can be recom-
mended as a routine diagnostic test.

Résumé

Mise en évidence de Rotavirus dans des maticres fécales:
Expériences avec ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

313 maitéres fécales de veaux, 47 de porcelets et 100 échantillons
humains de patients nouveaux-nés atteints de diarrhée ont été examinés en
comparaison avec une technique immunologique modifiée en microscopie
électronique (IEM) et avec ELISA. Rotavirus ou lantigéne ont pu étre
mis en évidence chez 113 veaux (36 %), 2 porcelets (4 9%0) et 21 enfants

La fiabilité de la méthode a été en plus testée sur la base de I’excrétion
du virus chez trois veaux infectés expérimentalement et privés de colostrum.
(21 %0).

Le test ELISA, l'enzyme utilisée étant la peroxydase de Meerrettich, fut
spécifique et s’est révélé plus sensible que IEM.

La mise en évidence du virus a été possible dans 18 cas sur 136 positifs
avec la méthode IEM, ces échantillons s’étant révélés négatifs avec ELISA.
On a supposé l'existence de complexes virus-anticorps dans ces échantillons.
D’autres recherches sont nécessaires avant de pouvoir recommander le test
ELISA pour la mise en évidence de Rotavirus dans le diagnostic de routine.

Resumen

Identificacién de virus Rota en heces:
Experiencia con el Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Se examinaron comparativamente 313 muestras de heces de terneros,
47 de lechones y 100 de nifios, pacientes recién enfermos de diarrea, con
ayuda de una técnica modificada de inmunomicroscopia de electrones (IEM)
y en el Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). En 113 muestras de
heces de terneros (36 %), 2 de lechones (4 %) y 21 de nifios (21 %) se pudo
identificar virus o antigeno Rota.

La seguridad de la metodologia se controlé ademdis con ayuda de la
eliminacién de virus por tres terneros infectados experimentalmente, criados
sin calostro.

El ELISA, en el que se utilizé peroxidasa de rdbano rusticano como
enzima, era especifico, resultando ser més sensible en comparacién con la
IEM.

Solo en 18 de un total de 136 muestras positivas se logré la identificacién
de virus con la IEM, siendo estas pruebas negativas en el ELISA. Se sospecha
que en estas muestras habia complejos de anticuerpos de virus.

Se precisa proseguir con las experiencias antes de poder recomendar el
ELISA para la identificacién de virus Rota en el diagnéstico de rutina.

An dieser Stelle mochte ich Dr. D. ErLens und Dr. P. b Leeuw, Central Diergenees-
kundig Instituut, Lelystad, Holland, sehr herzlich fiir die Uberlassung von Referenzmaterial
und die Hilfe bei der Entwicklung des ELISA in unserem Labor danken.
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