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RESUMEN
En vista de su alta morbilidad y letalidad, se han desarrollado varios métodos para el diag-
nóstico de la parvovirosis canina. Los más utilizados se basan en la detección de partículas 
virales excretadas en las heces durante la fase aguda de la enfermedad. Algunos requieren 
equipos especializados, lo que aumenta los costos y el tiempo de diagnóstico. Por esto, la 
simplificación de los métodos de diagnóstico con alta sensibilidad y especificidad es prio-
ritaria. Este trabajo presenta el desarrollo de la técnica de aglutinación en látex para el 
diagnóstico de la parvovirosis canina en heces, comparada con un ELISA comercial y una 
hemoaglutinación. 
Sobre una población de 71 caninos con signos compatibles con parvovirosis canina, utili-
zando la prueba ELISA (SNAP®) como referencia, se seleccionaron 21 caninos positivos. 
Empleando las muestras de materia fecal de los animales positivos se desarrollaron y com-
pararon las pruebas de hemoaglutinación y aglutinación en látex. Se encontró una sensibili-
dad del 100% y una especificidad del 100% para aglutinación en látex y una sensibilidad del 
95% y una especificidad del 100% para hemoaglutinación. Dada la sencillez de la prueba, 
los resultados obtenidos y sus costos, se recomienda la prueba de aglutinación en látex  para 
el diagnóstico rápido y seguro de la parvovirosis canina.
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LATEX AGGLUTINATION, ELISA AND 
HEMOAGLUTINATION AS ALTERNATIVE FOR THE 

DIAGNOSIS OF CANINE PARVOVIRUS IN FOECES

ABSTRACT
According to high morbidity, mortality and contagious nature of canine parvovirus many 
diagnostic methods have been developed. Most of them are based in viral particle detection 
eliminated in foeces during acute phase infection. Some methods require expensive equi-
pment, increasing time and cost for the diagnosis. According to that, it its imperative to 
develop more simple, specific and high sensitive methods. This paper describes the develo-
pment of a latex agglutination test for the diagnosis of canine parvovirus in foecal samples, 
compared with a commercial ELISA test and hemoaglutination test. Studying a population 
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El virus de la parvovirosis canina se 
describió en la década de los años sesenta. 
La primera cepa aislada correspondió a la 
CPV-1, desencadenante de diarrea transito-
ria en neonatos (Carmichael et al., 1981). 
Se documentó la forma reproductiva de la 
enfermedad causante de abortos y reabsor-
ción fetal (Carmichael et al., 1994; Pratelli 
et al., 1999). Para 1974, la población canina 
se encontraba afectada por una gastroente-
ritis hemorrágica, caracterizada por su alta 
morbilidad y mortalidad. Desde ese mismo 
año, la enfermedad se ha notificado en di-
ferentes países, donde se ha determinado la 
presencia del tipo II (CPV-2) (Appel et al., 
1979; Carmichael et al., 1981; Lenghaus et 
al., 1980). Posteriormente, se describieron 
dos variantes del virus (CPV-2a y CPV-2b) 
atribuidas a la mutación del genoma de la 
parvovirus canina. A estas últimas se les 
atribuye mayor virulencia, representada en 
títulos hemaglutinantes más altos (Greenwo-
od et al., 1996).

Se han desarrollado diferentes métodos 
diagnósticos (Abood et al., 1995; Benavides 
y Forero, 1983; Calle, 1989; Carmichael et 
al., 1980; Greenwood et al., 1996; Mizak y 
Rzeutka, 1999). Los más utilizados son los 
que se basan en la detección de partículas 
virales en las heces excretadas en la fase 
aguda de la enfermedad (Gordon and An-
grick, 1986; Hoskins, 1997; Mathys et al., 
1983). Dentro de estos métodos se encuentra 
la hemoaglutinación (HA) (Houston et al., 
1996; Mogollón et al., 1984; Veijalainen 
et al., 1983), el ensayo inmunoabsorbente 
de enzima ligada (ELISA), la aglutinación 
en látex (AL), la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), la hibridación de DNA, 
el aislamiento en líneas celulares felinas 
y la visualización de las partículas virales 
por microscopía electrónica (Houston et al., 
1996; MacCaw et al., 1998; Mizak and Rze-
zutka, 1999; Sanekata et al., 1996; Teramoto 
et al., 1984; Uwatoko et al., 1995 y 1996; 
Veijalainen et al., 1983). Para la detección 
de anticuerpos contra la parvovirosis canina 
se emplean los métodos de inhibición de la 
hemoaglutinación (HI) y seroneutralización 
(SN) (McCaw et al., 1998; Miyamoto et al., 
1992). Algunas de estas pruebas requieren 
equipos especializados, que aumentan los 
costos y el tiempo de diagnóstico. La técni-
ca de HA, por ejemplo, aunque se presenta 
como una opción adecuada, necesita tener 
una fuente constante de glóbulos rojos de 
cerdo o mono rhesus. Es por eso que la sim-
plificación de los métodos de diagnóstico 
con alta sensibilidad y especificidad, que 
disminuya los costos, es prioritaria. 

Este trabajo describe el desarrollo de 
la técnica de aglutinación en látex para el 
diagnóstico de parvovirosis canina en heces, 
comparada con la prueba de ELISA comer-
cial (SNAP) y la HA. Finalmente, también 
realiza la determinación de los títulos de 
anticuerpos por HI.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras

En el presente estudio se incluyeron 
caninos con síntomas de gastroenteritis 
hemorrágica, reportados en cuatro clíni-
cas de Bogotá, con diagnóstico presuntivo 

of 71 canines showing symptoms compatible with canine parvovirus, there were choose 21 
animals using ELISA (SNAP) as a reference test. Foecal samples of positive animals were 
used to conduct latex agglutination and hemaglutination test. 100% sensibility and specifici-
ty were found for latex agglutination and 95% and 100% respectively for hemagglutination. 
According to the results and the simplicity and low cost we recommend latex agglutination 
test as a rapid and secure diagnostic method for canine parvovirus.

Key words: parvovirosis, latex agglutination, hemoagglutination, ELISA.
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de parvovirosis canina. La población total 
de caninos afectados incluyendo las cuatro 
clínicas fue de 125 animales. La muestra de 
estudio correspondió al 56,8% (71/125) de 
la población total. A cada animal se le tomó 
una muestra de materia fecal y sangre para 
su análisis. Cada muestra de materia fecal 
se recogió en un tubo estéril y se suspendió 
en nueve partes v/v de una solución de PBS. 
Posteriormente, se centrifugó a 5.000 rpm, 
durante 30 minutos, a 4°C (Benavides et al., 
1983). El sobrenadante fue filtrado a través 
de una membrana de 0,2µm y almacenado 
a -70°C hasta su procesamiento (Carmi-
chael et al., 1980). La suspensión fecal  fue 
utilizada para la realización de HA, AL y 
ELISA. La muestra de sangre  se colectó en 
tubos estériles sin anticoagulante y se cen-
trifugó a 3.500 rpm, durante 5 minutos. El 
suero obtenido se inactivó a 56°C durante 30 
minutos y se almacenó a -20°C.

Protocolo de inmunización para la 

producción de suero hiperinmune en 

conejo

Se produjo un suero hiperinmune em-
pleando una cepa vacunal y una suspensión 
fecal positiva a parvovirosis a través del 
siguiente esquema de inmunización: día 0, 
0,5 ml del antígeno y 0,5 ml de adyuvante 
completo de Freund.  Para los días 7, 14, 21 
y 28  se emplearon las mismas dosis, pero se 
utilizó adyuvante incompleto, previa titula-
ción de los anticuerpos. El sangrado final se 
realizó en blanco, previa tranquilización y 
anestesia de los animales, el día 35. 

Los sueros hiperinmunes fueron precipi-
tados con ácido octanoico, concentrados con 
membrana de celulosa (SIGMA D-9127) y 
utilizados para la sensibilización de las par-
tículas de látex. Los títulos obtenidos por HI  
fueron de 1:1024 para el conejo inoculado 
con la vacuna monovalente y para el inmu-
nizado con la suspensión fecal.

Pruebas para la detección del antígeno 

Prueba de hemoaglutinación: basa-
dos en la técnica descrita por Carmichael 
(1980), se emplearon glóbulos rojos de cerdo 
al 0,7% en placas de 96 pozuelos de  fondo 
en U, se hicieron diluciones 1:2 del sobre-
nadante preparado de la materia fecal y se 
determinó el título hemoaglutinante. Los 
títulos de aglutinación mayores o iguales a 
1:64 fueron considerados como específicos 
para parvovirus canino (McCartney et al., 
1988; Mathys et al., 1983; Veijalainen et al., 
1983).

Prueba de ELISA: siguiendo las reco-
mendaciones de la casa fabricante6 se utilizó 
un kit comercial desarrollado para la de-
tección del antígeno en heces. La lectura se 
realizó a los 8 minutos, teniendo en cuenta 
el control positivo y negativo del kit.

Aglutinación en látex: se utilizaron 
perlas de látex de poliestileno7 (0,33µ de 
diámetro y 10% p/v). Las partículas de látex 
se cubrieron con los anticuerpos, de acuerdo 
con lo descrito por Severin (1972) y Veija-
lainen (1983). 

Las inmunoglobulinas dializadas se di-
solvieron en un buffer de glicina salino 0,054 
M (pH 8,2) y se obtuvo una concentración 
de 1:20 unidades hemoaglutinantes. Iguales 
volúmenes de la solución de inmunoglobuli-
nas con la suspensión de la partícula de látex 
10% p/v se mezclaron e incubaron a 37°C en 
baño de María durante 2 horas. 

Las partículas se lavaron por centri-
fugación a 4.000 rpm por 10 minutos. El 
sobrenadante se reemplazó por un buffer 
de glicina 0,27 M (pH 8,2) y el lavado se 
repitió dos veces más. Los sitios de unión 
de proteínas remanentes en las partículas de 
látex fueron bloqueados al suspenderlas al 
10% v/v en un buffer de glicina salino 0,27 
M con albúmina sérica bovina al 0,1%. La 
aglutinación se realizó mezclando 30µl de las 
partículas sensibilizadas con el anticuerpo 

6 SNAP® Parvo (IDEXX).
7 SIGMA®
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antiparvovirus y 30µl de la suspensión fecal 
homogenizada durante 3 minutos. El control 
positivo se realizó utilizando una vacuna mo-
novalente a parvovirosis canina, y el control 
negativo, con perlas sensibilizadas con un 
suero dializado no inmune a parvovirosis 
canina enfrentada a la misma vacuna. Toda 
aglutinación fue positiva. 

Prueba serológica

Inhibición de la hemoaglutinación: la 
prueba de inhibición de hemoaglutinación 
se desarrolló de acuerdo con Carmichael 
(1980). 

Análisis de los resultados

Las técnicas  se compararon en términos 
de sensibilidad y especificidad, a través del 
programa Win Episcope. También se anali-
zó la concordancia empleando la prueba de 
kappa.

RESULTADOS
Mediante la prueba de ELISA (prue-

ba de referencia) se detectaron, sobre un 
total de 66 caninos examinados, 21 casos 
positivos (31,81%) y 45 casos negativos 

(68,19%). Por HA se encontró el 31,81% de 
las muestras con títulos >1:64 positivas y el 
68,18% negativas. Los títulos obtenidos se 
clasificaron de la siguiente manera: entre 
1:64 y 1:512, el 19% (títulos bajos); entre 
1:1.024 y 1:4.096, el 38% (títulos medios) 
y superiores a 1:8.192, el 49% (títulos altos) 
(gráfico 1). En la prueba de aglutinación en 
látex, a partir de la suspensión de la materia 
fecal, se encontraron 20 positivas (30,3%) y 
46 negativas (69,7%). Lo anterior demuestra 
la alta correlación entre los tres métodos 
diagnósticos (gráfico 2).

La sensibilidad y especificidad de HA 
fue del 100% frente a la prueba de referen-
cia (ELISA); a su vez, la sensibilidad de AL 
fue del 95% y 100% de especificidad, con 
un nivel de confianza del 95%. En la prueba 
de concordancia kappa para HA el valor fue 
de 1, lo que indica una concordancia total; 
para AL fue de 0,965, resultado que se con-
sidera bueno.  

De un total de 64 sueros, el 85,93% 
(55/64) mostró títulos a parvovirosis canina 
>1:80 y el 14,07% (9/64) no presentó títulos. 
De estos títulos, el 34,37% fue discrimina-
do en niveles bajos (1:80-1:512), el 32,81% 
en medios (1:1.024-1:4.096) y el 18,75% en 
altos (>1:8.192) (gráfico 1).

Gráfico 1. Proporción de hemoaglutinación (HA) para heces y títulos de hemoaglutinación (HI) a parvovirosis 
canina.
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DISCUSIÓN
Para este estudio, la prueba de hemoa-

glutinación ofrece unos rangos notables de 
sensibilidad y especificidad y un nivel de 
concordancia perfecto frente a la prueba de 
referencia (ELISA). 

Los métodos diagnósticos de hemoaglu-
tinación y aglutinación en látex demostraron 
ser más económicos, sensibles y específicos 
para el diagnóstico de la parvovirosis canina 
en heces. Considerando las dificultades que 
tiene la prueba de hemoaglutinación (dispo-
nibilidad de glóbulos rojos e insumos), la 
técnica de AL se presenta como una prueba 
que puede usarse de modo rutinario para el 
diagnóstico en las clínicas para pequeños 
animales, a diferencia de lo dicho para la 
hemoaglutinación, pues las perlas de látex 
sensibilizadas son económicas, se conservan 
por largo tiempo y pueden tener fácil dispo-
nibilidad en el ámbito de los consultorios, 
ventajas comparativas para constituirse en 
la prueba de referencia para Latinoamérica.

La distribución de los títulos encontra-
dos por prueba de hemoaglutinación podría 
explicarse por la posible presencia de la cepa 
CPV-2b en el país, que no está dentro de las 
cepas vacunales que comercialmente se 
emplean. Esto esclarece los altos títulos ob-
tenidos, ya que las pruebas no diferencian la 
cepa CPV-2b de la CPV-2a, presente en las 
vacunas. Algunas de las muestras positivas 

tuvieron títulos muy altos (1:131.072) que 
no se encuentran reportados en la literatura 
(Carmichael et al., 1980; Mizak and Rzezu-
tka, 1999; Teramoto et al., 1984). Adicio-
nalmente, la baja tasa de protección, a pesar 
de los antecedentes de vacunación, apoya la 
posible presencia de la cepa CPV-2b. 

Para la aglutinación en látex, las perlas 
de látex fueron sensibilizadas con anticuer-
pos contra el virus de la parvovirosis canina. 
El de mejor resultado fue el desarrollado a 
partir de la vacuna. El suero de conejo pro-
ducido a partir de la suspensión fecal pre-
sentó múltiples aglutinaciones inespecíficas; 
esto podría explicarse por la poca especifi-
cidad del inóculo de la suspensión fecal, ya 
que contiene restos celulares y proteínas que 
mostraron reacciones cruzadas.

Los resultados serológicos para la po-
blación podrían sugerir que en algunos de 
los caninos el desafío de campo ocurrió 
antes del tiempo de la toma de la muestra 
de materia fecal, razón por la que no se en-
contró excreción viral para algunos de los 
caninos. Así mismo, la manifestación de 
gastroenteritis hemorrágica pudo involu-
crar otras etiologías virales (Coronavirus y 
Rotavirus), parasitarias (Toxascaris y An-
cylostoma) o bacterianas (Campilobacter 
y Salmonella) de acuerdo con lo reportado 
por Bruenner (1985).

Gráfico 2. Comparación de los resultados positivos y negativos por ELISA, HA, AL, en heces, para el diagnóstico 
de parvovirosis canina
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