
ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE FIJACION DEL 
COMPLEMENTO Y ELISA INDIRECTO PARA LA 

DETECCION DE ANTICUERPOS ANTIRROTAVIRUS 
EN TERNEROS 

INTRODUCCION 

Por M. Alvarez (1) 
P. Rubio (1) 
P. Cármenes ( 1) 

Los rotavirus son unos de los agentes más frecuentemente implicados en la etiología 
de la diarrea neonatal del ternero 5. 7 , encontrándose ampliamente distribuidos en lapo
blación bovina de nuestro país 1 _ Un amplio número de pruebas han sido aplicadas para 
su detección: microscopía electró nica, ELISA, inmunodifusión, etc. , existiendo numero
sos estudios comparativos sobre la eficacia y sensibilidad entre e llas. En relación con la 
detección de ant icuerpos específicos antirrotavirus se han adaptado diversas técnicas. 
s iendo la Fijación del complemento y e l ELISA dos de las pruebas más comúnmente em
pleadas. A pesar de que las pruebas serológicas tienen un va lor limi tado para segui r el 
curso de la infecció n a nivel individua l, son de gran utilidad para la realización de estu
dios epidemio lógicos e inmunológicos. 
En este trabajo se realiza un estudio comparativo entre la Fijación del complemento Y el 
ELISA, adaptadas a mbas para la detección de anticuerpos antirrotavirus a partir de sue
ros recogidos secuencialmente de terneros mantenidos en condiciones de campo. 

MATERIAL Y METO DOS 

SUEROS 

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

( 1) Cütcdni de Enfermedades lnfol·ciosas y Enizootiologia 

An. Fac. Vet. León. 1985, 3 1, 20 1-2 11 
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gieron tres muestras de sangre: aproximadamente a los 15. 45 y 13 5 días de vida. La san
gre se mantuvo a 4°C durante 12 horas. Se centrifugó a 3.000 rpm/ 1 O min. Una vez obte
nido el suero se distribuyó en alícuotas y se congeló a -20°C hasta el momento de la reali
zación de las pruebas. 
ANTIGENO 

Se empleó rota virus bovino y su control negativo (Instituto Behring). 

FIJAC!ON DEL COMPLEMENTO (FC) 
Se utilizó el micrométodo por la técnica de Kolmer3• De una forma abreviada los pa

sos seguidos para su realización fueron: 25 µ.I de diluciones dobles seriadas de sueros 
inactivados por el calor (dilución de partida l /8) se mezclaron con 25 µ. l de antígeno ro
ta virus (2 U.) y con 25 µ.I (dos unidades hemolíticas 100 % de complemento). Las placas 
se incubaron 18 horas a 4°C. Posteriormente se añadieron 50 µ.I de la mezcla hemolítica 
(2 U. de hemolisina (25 µ. l}-glóbulos rojos de ovino 2 % (25 µ 1). La placa se incubó a 
3 7°C en un baño. Los controles del suero positivo y complemento indica ron el momento 
en que las placas eran extraídas del baño. A continuación se centrifugaron a 200 rpm/2 
minutos, realizándose la lectura. En la prueba se incluyeron controles de complemento, 
suero y sistema hemolítico, Asimismo los sueros eran probados a su dilución l / 8 frente 
al control de antígeno con el fin de detectar reacciones inespecíficas. 

El título del suero se expresó como el recíproco de la última dilución en la que se ob
servó un 50 % de hemólisis. 

PRUEBA INMUNOENZIMA TICA. ELISA INDIRECTO 
Se utilizó el método indirecto según SANCHEZ VIZCAINO Y CAMBRA AL VA

REZ 6 con algunas modificaciones introducidas por nosotros y que describimos a conti
nuación. 

Previamente a la realización de la prueba se procedió a la titulació n del antígeno y del 
conjugado. Para la titulación del antígeno se probaron diferentes diluciones de éste y del 
control negativo de antígeno frente a diluciones de sueros positivos y negativos de refe
rencia, tomándose como dilución óptima la máxima dilución del antígeno que permitía 
una mejor diferenciación entre sueros positivos y negativos. Para la titulación del conju
gado se probaron diferentes diluciones de sueros positivos y negativos en placas tapiza
das con antígeno positivo y control negativo en su concentración idónea. Fue escogida 
aquella dilución de conjugado que produjo menor reacción inespecífica (color de fondo) 
con muestras negat ivas y permitió una clara distinción con las muestras positivas. 

Como fase sólida se utilizaron microplacas (Dynatech Microelisa M 129). E l antígeno 
se reconstituyó y diluyó en ta mpón carbonato-bicarbonato pH 9 ,6 , de acuerdo con su tí
tu lo, y se añadió una cantidad de 100 µ 1 por pocillo. Su adsorción a la placa se llevó a 
cabo mediante incubación a 4°C durante 18 horas. Transcurrido este tie mpo se efectua
ron cuat ro lavados con solución salina (0,85 % CINa y 0 ,05 % T ween 80) con un equipo 
semiautomático Dynadrop SR (Dynatech). Las placas de uso no inmediato se envolv ie
ron en parafilm y se conservaron a 4°C. El período máximo de a lmacena miento de las 
placas fue de una semana. Durante este tiempo no se observó nunca pérdida de activi
dad. Los sueros fueron previamente inactivados en baño maría a 56°C durante 30 minu
tos. Posteriormente, partiendo de la dilución 1 :25, se realizaron diluciones dobles seria
das en PBS-Tween 20 (0,05 %}-ovoalbúmina ( 1 %). A continuación 100 µI de las distin
tas diluciones de los sueros fueron transferidos a los pocillos de las placas previamente 
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sensibilizadas con el antígeno. En cada placa se utilizó una columna de pocillos para 
cada suero. En todas las placas se incluyeron dos sueros de referencia: un control positi
vo y un control negativo (fetal bovino). Al comienzo de la realización de las pruebas in
munoenzimáticas, ambos sueros fueron diluidos en alícuotas y mantenidos a - 20°C. 
Para la realización diaria de la prueba se descongeló una alícuota nueva. Las placas se 
incubaron a 37°C por dos horas. Después de una nueva operación de lavado se adicionó 
el inmunoconjugado (RAB/lgG (H+L)/ PO Laboratorios Nordic). Su dilución se realizó 
en PBS-Tween 20 (0.05 %}-ovoalbúmina (1 %). y se distribuyó en cantidades de 100 µI 
por pocillo. Las placas se incubaron a 3 7°C durante dos horas. Después de un nuevo ci
clo de lavado se añadió 100 µI del sustrato enzimático por pocillo. El sustrato utilizado 
fue OPD/ Agua oxigenada en tampón citrato pH 5. Tras una incubación a temperatura 
ambiente. la coloración de los sueros controles (positivo y negativo) indicó el momento 
de l frenado de la reacción. mediante la adición de 100 µI de ácido sulfúrico 3N por poci
llo. La lectura se efectuó a 490 nm en un mini lector MR 590 Dynatech. El títu lo del sue
ro se expresó como el recíproco de la dilución más alta del suero que mostró una densi
dad óptica mayor o igua l a 2 desviaciones estandar sobre la media de los valores de den
sidad óptica del suero negativo. El título del suero problema se consideró únicamente 
válido cuando el título del suero control positivo era el apropiado. Todos los sueros pro
blemas se probaron frente a l control negativo del antígeno, para detectar reacciones ines
pecíficas. 

RESULTADOS 

En la Tabla I se expresa la evolución del t ítulo de anticuerpos, por ambas pruebas. so
b re los 104 terneros muestreados. El aumento del título se comprobó en un total de 72 
anima les. siendo detectados por ambas pruebas a la vez en 57 (79. 1 %). Los 15 terneros 
restantes mostraron a umento en su título por una técnica exclusivamente: 9 por ELISA 
y 3 por FC (Tabla 11). 

La seroconversión se constató en 29 terneros. Veinte animales seroconvirtieron por 
ambas pruebas. 5 solamente por ELISA y 4 únicamente por FC (Tabla III). 

El t ítulo medio inicial se mantuvo casi invariable tanto por ELISA corno por FC, a los 
45 días, bajando ostensib lemente a los 135 días (Tabla IV). 

Las dos técnicas mostraron una correspondencia en títulos elevada, siendo el colicien
te de corre lación entre títulos por ambas pruebas de 0.87. 

En la Fig. 1 se representa la relación entre los títulos en anticuerpos antirrotavirus ob
tenidos por FC y ELISA. La correspondencia para cada título de FC en título ELISA se 
representa en la Fig. 2. 

La ecuación de regresión que predice el título ELISA conociendo el de FC es y = 
8,0x+50,2. El coeficiente de regresión entre el título FC y ELISA fuedeb= 7,9; b=7,7 yb 
= 11 ,7, a los 15.45 y 135díasrespectivamente (Fig.3). 

Ambas técnicas mostraron una eficacia similar para seguir el curso de la infección, 
a hora bien. ELISA fue más sensible que FC para detectar anticuerpos específicos ant i-
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TABLA 11 
Número de terneros que aumentaron su título en anticuerpos específicos ant irrot:nirus 

Aumento Por Por Por 

Titulo Total FC ELISA FC-ELISA a la vez 

A los 
45 días 47 42 45 40 

A los 
135 dfas 25 18 24 17 

Total 72 60 69 57 

TABLA 111 
Número de terneros que seroconvirtieron a los 45 días de vida 

Total 

29 

Prueba 

FC 

ELISA 

Por 
FC 

24 

Por 
ELISA 

25 

TABLA IV 
Títulos medios (FC y ELISA) según la edad 

Edad 

15 45 

24,7 24,0 

250, 2 251,2 
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Por 
FC- ELISA a la vez 

20 

135 

13,3 

189,7 



rrotavirus a los 135 días de vida. corno se deduce de que ningún ternero con un título me
no r de 50 por ELISA a los 135 días de edad, le correspondiera un título mayor de 8 por 
FC. mientras que el 65 .5 % de los te rneros con título menor de 8 por FC, en el mismo pe
ríodo. mostraron un título mayor o igua l a 50 por ELISA. 

JI'( JJ 

.ji 11 

11 JI 

111 14 

F ig. 1.- Rt:lación entre los ti1ulos en :tnticuapos :mtirro1avirus obtenidos por FC y ELISA. 
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CLISA 

I UU u 

1 

1 1 (" 

K l ó ó4 

Fig. 2.- Corrcsponc..lcncia para cada 1itulo FC en lilulo ELISA. 
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EL IS,\ 

(a) 
I OllÜ 

L----------,------------.------,---------1-C 

Fig. 3.- Rcprcscntat·ión de las ecuaciones de regresión. 

(aJ y= 1 1. 7x + 50.2: (b) y= 8.0x + 50.2 
(c)y= 7.9x+50.2:(d)y=7.7x+50.2 

121) 
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DISCUSION 

El título a parti r del cual se consideraron positivos los ani males por FC fue de 8. q ue 
parece ser el más adecuado (resultados no publicados). En la técnica ELISA se pa rtió de 
un título de 50, se escogió este título basándonos en que a ningún te rnero con un título de 
8 por FC le correspondió un título in ferio r a 50 por ELISA. Por otra parte. algunos sue
ros no daban resultados específicos por debajo de esta d ilución . 

En relación con los trabajos publicados de comparación entre a mbas pruebas. se han 
em itido opiniones muy variadas. Según MARTIN et al. 4 a m bas técnicas muestran una 
sensibilidad pa recida, para YOLKEN et al. 9 el ELISA es más sensib le q ue FC. mientras 
que pa ra STU KER et a l. 8 el ELISA es una técnica mucho más sensible. Como se deduce 
del a lto grado de correlación obtenido por nosotros. las dos técnicas muestran una e fi
ciencia sim ilar para determinar la evolución en a nticuerpos séricos. A hora bie n. a unq ue 
en nuestro estudio mediante el ELISA indirecto, se detecta ron única mente las g lobulinas 
específicas antirrotavirus IgG , hay que tener en cuenta que esta prueba muestra una 
mayor versatil idad que FC para el estudio de la infección, ya que puede determina r indi
vidua lmente las d istintas clases de inmunoglobulinas. Por otra parte hay que reconocer 
al ELISA una mayor sensibilidad para detectar anticuerpos a los 135 d ías de vida. 

Un inconveniente de la técnica de FC es que algunos sueros se mostraron anticomple
mentarios ( 1,3 %) siendo imposible su titulación. Todos ellos pertenecieron a terneros de 
menos de 45 d ías de vida y tenían títulos a ltos por ELISA (iguales o mayores a 400). 

Como se desprende de la ecuación de regresión pa ra la predicción del t ítulo ELISA, 
conociendo el de FC, a un mismo título de FC correspondió un título de ELISA mayor 
en los terneros de 135 días de edad, con respecto a la re lación existente entre los tí tulos 
obtenidos por ambas técnicas a los 15 y 45 días. Ello puede ser debido a q ue la FC detec
ta gran parte de las IgG e lgM , y la técnica ELISA, usada por nosotros. sola mente las 
lgG. DAV IDSO N et al. 2 han comprobado que en las infecciones por rotavirus. las lgM 
son la clase de inm unoglobulinas más abundantes en la fase aguda y las lgG en la conva
lecencia . Por tanto, teniendo en cuenta que las infecciones por rotavirus son más fre
cuentes en las primeras semanas de vida del ternero. es posib le que ex ista una mayor 
cantidad de lgM específicas que en fases más avanzadas de la vida del ani ma l. 

RESUMEN 

Se realizó un estudio compa rativo entre las pruebas de Fijación del com plemento Y 
ELISA ind irecto, adaptadas para la detección de anticuerpos específicos an ti rrotavirus. 
a parti r de 300 muestras de suero recogidas de 102 terneros a los 1 5. 45 y 135 d ías de 
edad. Ambas técn icas mostraron una efi cacia similar para seguir e l curso de la infección. 
a unque ELJSA fue más sensible para detectar anticuerpos antirrotavirus a los 135 días 
de vida. 
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COIVIP ARA TIVE STUDY BETWEEN THE 
COMPLEMENT FIXATION TEST ANDAN INDIRECT 

ELISA FOR DETECTING ROTA VIRUS SPECIFIC 
ANTIBODIES 

SUMMARY 

A compa rative 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 ca lves about 15. 45 and 135 days oflife. Both test showed a similar effica
cy in following the course ofthe infection, a lthough ELISA was more sensitive in detec
ting rota virus antibodies a t 135 days oflife. 
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D ISCUSION 

El título a partir del cual se consideraron positivos los a nimales por FC fue de 8. que 
parece ser el más adecuado (resultados no publicados). En la técn ica ELISA se partió de 
un título de 50, se escogió este título basándonos en que a ningún ternero con un título de 
8 por FC le correspondió un título inferior a 50 por ELISA. Por o tra parte. a lgunos sue
ros no daban resultados específicos por debajo de esta d ilución. 

En relación con los trabajos publicados de comparación entre ambas pruebas. se han 
emitido opiniones muy variadas. Según MARTIN et a l. -1 ambas técnicas muestran una 
sensibilidad parecida, para YOLKEN et al. 9 e l ELISA es más sensible que FC. mientras 
que para STUKER et al. 8 el ELISA es una técnica mucho m ás sensible . Corno se deduce 
del a lto grado de correlación obtenido por nosotros. las dos técnicas muestran una efi
ciencia simila r pa ra determinar la evolución en anticuerpos sé ricos. Ahora bien. aunque 
en nuestro estudio mediante el ELISA indirecto. se detectaron única m ente las globulinas 
específicas antirrotavirus lgG, hay que tener en cuenta que esta prueba muestra una 
mayor versati lidad que FC para el estudio de la infección. ya que puede determinar indi
vidualmente las distintas clases de inmunoglobulinas. Por otra parte hay q ue reconocer 
al ELISA una mayor sensibilidad para detectar ant icuerpos a los 13 5 días de vida. 

Un inconveniente de la técnica de FC es que algunos sueros se most raron anticomple
mentarios (1,3 %) siendo imposible su titulación . Todos ellos pertenecieron a terneros de 
menos de 45 días de vida y tenían t ítulos altos por ELISA (iguales o mayores a 400). 

Como se desprende de la ecuación de regresión para la p red icción del título ELISA. 
conociendo el de FC, a un mismo títu lo de FC correspondió un tít ul o de E LISA mayor 
en los terneros de 135 d ías de edad, con respecto a la relación existente entre los títu los 
obtenidos por a mbas técnicas a los 15 Y 45 días. Ello puede ser debido a que la FC detec
ta gran parte de las lgG e lgM, y la técnica ELISA, usada por nosotros. solamente las 
IgG. DAVIDSON et al. 2 han comprobado que en las infecciones por rota virus. las lgM 
son la clase de inmunoglobulinas más abundan tes en la fase aguda y las lgG en la conva
lecencia. Por tanto, teniendo en cuenta que las in fecciones por rotav irus son más fre
cuentes en las primeras semanas de vida del ternero. es posible que ex ista una mayor 
cantidad de lgM específicas que en fases más avanzadas de la vida del animal. 

RESUM EN 

Se realizó un estud io comparativo entre las pruebas de F ijación de l com plem ento y 

ELISA indirecto, adaptadas para la detecció n de anticuerpos específicos antirrotavirus. 
a parti r de 300 muestras de suero recogidas de 102 terneros a los 15. 45 y 135 días de 
edad. Ambas técnicas mostraron una eficacia simi la r para segu ir e l curso de la infección. 
aunque ELISA fue más sensible para detectar a nticuerpos a ntirrotav irus a los 135 días 
de vida. 
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CO!VIPARATIYE STUD) BET\iVEEN THE 
COMPLE!VIENT FIXATION TEST ANO AN INDIRECT 

ELISA FOR DETECTI~G ROTA VIRUS SPECIFIC 
ANTIBODIES 

SL t-. l M . ..\R Y 

A comparat i \'C st udy \\·as madc bct wcen complement fixation test and indirect ELISA 
in order to detcct spccific rota, irus antibodies. lt was performed on 300 serum samples 
taken from 102 ca lves about 15 . 4 5 and 135 daysoflife. Both test showedasimilar effica
cy in following the coursc o f thc infcction. although ELISA was more sensi tive in detec
ting rota virus antibodics at 135 Jays oflife. 
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