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INTRODUCCION

Los rotavirus son unos de los agentes mas frecuentemente implicados en la etiologia
de la diarrea neonatal del ternero?. 7, encontrandose ampliamente distribuidos en la po-
blacion bovina de nuestro pais!. Un amplio numero de pruebas han sido aplicadas para
su deteccion: microscopia electronica, ELISA, inmunodifusion, etc., existiendo numero-
sos estudios comparativos sobre la eficacia y sensibilidad entre ellas. En relacion con la
deteccion de anticuerpos especificos antirrotavirus se han adaptado diversas técnicas,
siendo la Fijacion del complemento y el ELISA dos de las pruebas mas cominmente em-
pleadas. A pesar de que las pruebas serolégicas tienen un valor limitado para seguir el
curso de la infeccion a nivel individual, son de gran utilidad para la realizacion de estu-
dios epidemioldgicos e inmunoldgicos.

En este trabajo se realiza un estudio comparativo entre la Fijacién del complemento y el
ELISA, adaptadas ambas para la deteccion de anticuerpos antirrotavirus a partir de sue-
ros recogidos secuencialmente de terneros mantenidos en condiciones de campo.

MATERIAL Y METODOS

SUEROS
El estudio se llevé a cabo en un cebadero sobre 104 terneros. De cada animal se reco-

(1) Citedra de Enlermedades Infecciosas y Epizootiologia
An. Fac. Vet. Leon. 1985, 31, 201-211
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gieron tres muestras de sangre: aproximadamente a los 15, 45 y 135 dias de vida. La san-
gre se mantuvo a 4°C durante 12 horas. Se centrifugé a 3.000 rpm/10 min. Una vez obte-
nido el suero se distribuyé en alicuotas y se congeld a —=20°C hasta el momento de la reali-
zacion de las pruebas.
ANTIGENQO

Se empled rotavirus bovino y su control negativo (Instituto Behring).

FIJACION DEL COMPLEMENTO (FC)

Se utilizdé el micrométodo por la técnica de Kolmer3. De una forma abreviada los pa-
sos seguidos para su realizacion fueron: 25 pl de diluciones dobles seriadas de sueros
inactivados por el calor (dilucion de partida 1/8) se mezclaron con 25 pl de antigeno ro-
tavirus (2 U.) y con 25 pl (dos unidades hemoliticas 100 % de complemento). Las placas
se incubaron 18 horas a 4°C. Posteriormente se afiadieron 50 pl de la mezcla hemolitica
(2 U. de hemolisina {25 pl)-globulos rojos de ovino 2 % (25 ul). La placa se incubo a
37°C en un bafio. Los controles del suero positivo y complemento indicaron el momento
en que las placas eran extraidas del bafio. A continuacion se centrifugaron a 200 rpm/2
minutos, realizindose la lectura. En la prueba se incluyeron controles de complemento,
suero y sistema hemolitico. Asimismo los sueros eran probados a su dilucion 1/8 frente
al control de antigeno con el fin de detectar reacciones inespecificas.

El titulo del suero se expresd como el reciproco de la ultima dilucion en la que se ob-
servo un 50 % de hemolisis.

PRUEBAINMUNQOENZIMATICA. ELISAINDIRECTO

Se utilizd el método indirecto segiin SANCHEZ VIZCAINO Y CAMBRA ALVA-
REZ ¢ con algunas modificaciones introducidas por nosotros y que describimos a conti-
nuacion.

Previamente a la realizacién de la prueba se procedié a la titulacién del antigeno y del
conjugado. Para la titulacion del antigeno se probaron diferentes diluciones de éste y del
control negativo de antigeno frente a diluciones de sueros positivos y negativos de refe-
rencia, tomandose como dilucién optima la maxima dilucion del antigeno que permitia
una mejor diferenciacion entre sueros positivos y negativos. Para la titulacion del conju-
gado se probaron diferentes diluciones de sueros positivos y negativos en placas tapiza-
das con antigeno positivo y control negativo en su concentracion idénea. Fue escogida
aquella dilucion de conjugado que produjo menor reaccion inespecifica (color de fondo)
con muestras negativas y permiti6 una clara distincién con las muestras positivas.

Como fase solida se utilizaron microplacas (Dynatech Microelisa M 129). El antigeno
se reconstituy6 y diluyé en tampén carbonato-bicarbonato pH 9,6, de acuerdo con su ti-
tulo, y se afadio una cantidad de 100 ul por pocillo. Su adsorcion a la placa se llevo a
cabo mediante incubacion a 4°C durante 18 horas. Transcurrido este tiempo se efectua-
ron cuatro lavados con solucién salina (0,85 % CINa y 0,05 % Tween 80) con un equipo
semiautomatico Dynadrop SR (Dynatech). Las placas de uso no inmediato se envolvie-
ron en parafilm y se conservaron a 4°C. El periodo mdximo de almacenamiento de las
placas fue de una semana. Durante este tiempo no se observé nunca pérdida de activi-
dad. Los sueros fueron previamente inactivados en bafio maria a 56°C durante 30 minu-
tos. Posteriormente, partiendo de la dilucion 1:25, se realizaron diluciones dobles seria-
das en PBS-Tween 20 (0,05 %)-ovoalbimina (1 %). A continuacién 100 pl de las distin-
tas diluciones de los sueros fueron transferidos a los pocillos de las placas previamente
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sensibilizadas con el antigeno. En cada placa se utilizé una columna de pocillos para
cada suero. En todas las placas se incluyeron dos sueros de referencia: un control positi-
vo ¥ un control negativo (fetal bovino). Al comienzo de la realizacién de las pruebas in-
munoenzimaticas, ambos sueros fueron diluidos en alicuotas y mantenidos a —20°C.
Para la realizacion diaria de la prueba se descongeld una alicuota nueva. Las placas se
incubaron a 37°C por dos horas. Después de una nueva operacion de lavado se adiciond
el inmunoconjugado (RAB/IgG (H+L)/PO Laboratorios Nordic). Su dilucidn se realizd
en PBS-Tween 20 (0.05 %)—ovoalbumina (1 %), y se distribuyo en cantidades de 100 pl
por pocillo. Las placas se incubaron a 37°C durante dos horas. Después de un nuevo ci-
clo de lavado se anadio 100 pl del sustrato enzimatico por pocillo. El sustrato utilizado
fue OPD/Agua oxigenada en tampon citrato pH 5. Tras una incubacidn a temperatura
ambiente, la coloracion de los sueros controles (positivo y negativo) indicé el momento
del frenado de la reaccion., mediante la adicion de 100 pl de dcido sulfiirico 3N por poci-
llo. La lectura se efectud a 490 nm en un minilector MR 590 Dynatech. El titulo del sue-
ro se expresé como el reciproco de la dilucion mas alta del suero que mostrd una densi-
dad 6ptica mayor o igual a 2 desviaciones estandar sobre la media de los valores de den-
sidad optica del suero negativo. El titulo del suero problema se consideré tnicamente
valido cuando el titulo del suero control positivo era el apropiado. Todos los sueros pro-
blemas se probaron frente al control negativo del antigeno, para detectar reacciones ines-
pecificas.

RESULTADOS

En la Tabla I se expresa la evolucion del titulo de anticuerpos, por ambas pruebas, so-
bre los 104 terneros muestreados. El aumento del titulo se comprobd en un total de 72
animales, siendo detectados por ambas pruebas a la vez en 57 (79. 1 %). Los 15 terneros
restantes mostraron aumento en su titulo por una técnica exclusivamente: 9 por ELISA
y 3 por FC (Tabla II).

La seroconversién se constatd en 29 terneros. Veinte animales seroconvirtieron por
ambas pruebas, 5 solamente por ELISA y 4 Ginicamente por FC (Tabla 111).

El titulo medio inicial se mantuvo casi invariable tanto por ELISA como por FC, a los
45 dias, bajando ostensiblemente a los 135 dias (Tabla IV).

Las dos técnicas mostraron una correspondencia en titulos elevada, siendo el coficien-
te de correlacion entre titulos por ambas pruebas de 0,87.

En la Fig. | se representa la relacion entre los titulos en anticuerpos antirrotavirus ob-
tenidos por FC y ELISA. La correspondencia para cada titulo de FC en titulo ELISA se
representa en la Fig,. 2.

La ecuacidn de regresion que predice el titulo ELISA conociendo el de FC es y =
8,0x+50,2. El coeficiente de regresion entre el titulo FC y ELISA fuede b=7.9:b=7,7yb
=11,7,alos 15,45 y 135 dias respectivamente (Fig. 3).

Ambas técnicas mostraron una eficacia similar para seguir el curso de la infeccidn,
ahora bien, ELISA fue mas sensible que FC para detectar anticuerpos especificos anti-
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TABLA 11
Nimero de terneros que aumentaron su titulo en anticuerpos especificos antirrotavirus

Aumento Por Por Por

Titulo Total FC ELISA FC-ELISA a la vez
A los

45 dias 47 42 45 40

A los

135 dias 25 18 24 17

Total 72 60 69 57

TABLA III

Nimero de terneros que seroconvirtieron a los 45 dias de vida

Por Por Por
Total FC ELISA FC-ELISA a la vez
.29 24 25 20
TABLA IV

Titulos medios (FC y ELISA) segun la edad

Edad
Prueba 15 45 135
FC 24,7 24,0 13,3
ELISA 250,2 251,2 189,7
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rrotavirus a los 1335 dias de vida, como se deduce de que ningun ternero con un titulo me-
nor de 50 por ELISA a los 1335 dias de edad, le correspondiera un titulo mayor de 8 por
FC. mientras que el 63.5 % de los terneros con titulo menor de 8 por FC, en el mismo pe-
riodo. mostraron un titulo mayor o igual a 50 por ELISA.
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Fig. 1.— Relacion entre los titulos en anticuerpos antirrolavirus obtenidos por FC y ELISA,
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Fig. 2.- Correspondencia para cada titulo FC en titulo ELISA.
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Fig. 3.— Representacion de las ecuaciones de regresion.
(a)y=11.7x+50.2:(b) y =8.0x + 50.2
(€)y= T79x+502:(d)y=7.7x+50.2

-209 -



DISCUSION

El titulo a partir del cual se consideraron positivos los animales por FC fue de 8. que
parece ser el mas adecuado (resultados no publicados). En la técnica ELISA se partio de
un titulo de 50, se escogiod este titulo basdndonos en que a ningun ternero con un titulo de
8 por FC le correspondio un titulo inferior a 50 por ELISA. Por otra parte, algunos sue-
ros no daban resultados especificos por debajo de esta dilucion.

En relacion con los trabajos publicados de comparacion entre ambas pruebas, se han
emitido opiniones muy variadas. Segin MARTIN et al.# ambas técnicas muestran una
sensibilidad parecida, para YOLKEN et al.? el ELISA es mas sensible que FC. mientras
que para STUKER et al.8 el ELISA es una técnica mucho mads sensible. Como se deduce
del alto grado de correlacion obtenido por nosotros, las dos técnicas muestran una efi-
ciencia similar para determinar la evolucion en anticuerpos séricos. Ahora bien, aunque
en nuestro estudio mediante el ELISA indirecto, se detectaron unicamente las globulinas
especificas antirrotavirus IgG, hay que tener en cuenta que esta prucba muestra una
mayor versatilidad que FC para el estudio de la infeccion, ya que puede determinar indi-
vidualmente las distintas clases de inmunoglobulinas. Por otra parte hay que reconocer
al ELISA una mayor sensibilidad para detectar anticuerpos a los 135 dias de vida.

Un inconveniente de la técnica de FC es que algunos sueros se mostraron anticomple-
mentarios (1,3 %) siendo imposible su titulacion. Todos ellos pertenecieron a terneros de
menos de 45 dias de vida y tenian titulos altos por ELISA (iguales o mayores a 400).

Como se desprende de la ecuacion de regresion para la prediccion del titulo ELISA,
conociendo el de FC, a un mismo titulo de FC correspondio un titulo de ELISA mayor
en los terneros de 135 dias de edad, con respecto a la relacion existente entre los titulos
obtenidos por ambas técnicas a los 15 y 45 dias. Ello puede ser debido a que la FC detec-
ta gran parte de las IgG e IgM, y la técnica ELISA, usada por nosotros, solamente las
IgG. DAVIDSON et al.2 han comprobado que en las infecciones por rotavirus. las IgM
son la clase de inmunoglobulinas mas abundantes en la fase aguda y las IgG en la conva-
lecencia. Por tanto, teniendo en cuenta que las infecciones por rotavirus son mas fre-
cuentes en las primeras semanas de vida del ternero, es posible que exista una mayor
cantidad de [gM especificas que en fases mas avanzadas de la vida del animal.

RESUMEN

Se realizo un estudio comparativo entre las pruebas de Fijacion del complemento v
ELISA indirecto, adaptadas para la deteccién de anticuerpos especificos antirrotavirus,
a partir de 300 muestras de suero recogidas de 102 terneros a los 15, 45 y 135 dias de
edad. Ambas técnicas mostraron una eficacia similar para seguir el curso de la infeccion.

aunque ELISA fue mas sensible para detectar anticuerpos antirrotavirus a los 135 dias
de vida.
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COMPARATIVE STUDY BETWEEN THE
COMPLEMENT FIXATION TEST AND AN INDIRECT
ELISA FOR DETECTING ROTAVIRUS SPECIFIC
ANTIBODIES

SUMMARY

A comparative study was made between complement fixation test and indirect ELISA
in order to detect specific rotavirus antibodies. It was performed on 300 serum samples
taken from 102 calves about 15,45 and 135 days of life. Both test showed a similar effica-
cy in following the course of the infection, although ELISA was more sensitive in detec-
ting rotavirus antibodies at 135 days of life.
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conociendo el de FC, a un mismo titulo de FC correspondié un titulo de ELISA mayor
en los terneros de 135 dias de edad, con respecto a la relacion existente entre los titulos
obtenidos por ambas técnicas a los 15 y 45 dias. Ello puede ser debido a que la FC detec-
ta gran parte de las IgG e IgM, y la técnica ELISA, usada por nosotros, solamente las
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son la clase de inmunoglobulinas mds abundantes en la fase aguda y las 1gG en la conva-
lecencia. Por tanto. teniendo en cuenta que las infecciones por rotavirus son mads fre-
cuentes en las primeras semanas de vida del ternero. es posible que exista una mayor
cantidad de IgM especificas que en fases mas avanzadas de la vida del animal.

RESUMEN

Se realizd un estudio comparativo entre las pruebas de Fijacion del complemento y
ELISA indirecto, adaptadas para la deteccion de anticuerpos especificos antirrotavirus,
a partir de 300 muestras de suero recogidas de 102 terneros a los 15, 45 y 135 dias de
edad. Ambas técnicas mostraron una eficacia similar para seguir el curso de la infeccion.
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