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RESUMEN

Objetivo. Evaluar el uso de una prueba inmunocromatografica rapida, asociada con el recuento
sanguineo completo y la busqueda de inclusiones virales como método de diagndstico de moquillo
en perros. Materiales y métodos. Diecinueve perros, machos y hembras, de 2 a 120 meses, con
sospecha clinica de moquillo fueron examinados en el Hospital Veterinario de la UFFS. Se recogieron
hisopos conjuntivales para realizar la prueba inmunocromatografica rapida y también se sacaron
muestras de 3 a 5 ml de sangre para el recuento sanguineo completo y la investigacién del corpusculo
de Lentz. Después de realizar el recuento sanguineo, la sangre se centrifugo y el plasma se us6 para
realizar una segunda prueba. Resultados. De los 19 animales sospechosos, 7 fueron positivos en la
prueba rapida, tanto en plasma sanguineo como en material de torunda conjuntival, en 2 de estos
se observaron cuerpos de Lentz. Conclusiones. La asociacion de la prueba inmunocromatografica
rapida con el recuento sanguineo completo en perros con sospecha clinica de moquillo mejora
las posibilidades de diagnéstico de la enfermedad en la fase aguda y la prueba también se puede
realizar con plasma sanguineo, utilizando la misma muestra enviada para el recuento sanguineo
completo. El estudio hematoldgico reveld que la anemia y la linfopenia son los principales cambios
en los animales positivos.

Palabras clave: Inmunocromatografia; linfopenia; Morbillivirus; recuento de células sanguineas
(Fuente: MeSH, DeCS).

ABSTRACT

Objective. To evaluate the use of a rapid immunochromatographic test, associated with a complete
blood count and the search for viral inclusions as a method of diagnosing distemper in dogs. Materials
and methods. Nineteen dogs, males and females, aged 2 to 120 months, with clinical suspicion
of distemper, were examined at the UFFS Veterinary Hospital. Conjunctival swabs were collected to
perform the rapid immunochromatographic test and 3-5 ml blood samples were drawn for complete
blood count and Lentz corpuscle investigation. After performing the blood count, the blood was
centrifuged, and the plasma was used to perform a second test. Results. Among the 19 suspect
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animals, 7 were positive in the rapid test, both in blood plasma and conjunctival swab material, in 2 of
these Lentz bodies were observed. Conclusions. The association of the rapid immunochromatographic
test with the complete blood count in dogs with clinical suspicion of distemper improves the chances
of diagnosing the disease in the acute phase and the test can also be performed with blood plasma,
using the same sample sent for complete blood count. The hematological study revealed that anemia
and lymphopenia are the main changes in positive animals.

Keywords: Blood cell count; immunochromatography; lymphopenia; Morbillivirus (Source: MeSH,

DeCS).

INTRODUCCION

El moquillo canino es una enfermedad viral,
cosmopolita, que puede resultar en la muerte
para los perros y otros carnivoros terrestres.
La encefalitis causada por el virus del moquillo
canino, un virus de ARN del género Morbillivirus,
es la principal causa de muerte. Es una
enfermedad altamente contagiosa, con la
segunda tasa de mortalidad mas alta entre los
perros, por lo que tiene una gran importancia
epidemiolégica (1).

El virus tiene tropismo por tejido linfoide, nervioso
y epitelial, y los animales afectados pueden tener
sintomas diferentes (2,3). Especificamente en los
canidos domésticos, la edad del animal, asi como
su estado inmunoldgico y virulencia de la cepa,
definiran la gravedad y la duracion del curso de
la enfermedad (4).

El primer contacto que provocara una infeccion
generalmente es inhalando el virus. En el
tracto respiratorio del huésped, el virus se
replicard en el tejido linfoide, quedando
posteriormente englobado por los macréfagos,
con la consiguiente diseminacién a otros
organos. Después del periodo de incubacidn, que
varia de 7 a 28 dias, los animales desarrollan
una fiebre bifésica caracteristica, compatible con
viremia e infeccion generalizada de los tejidos
linfoides, con deplecién linfoide y linfopenia. La
inmunosupresidn profunda es una consecuencia
de la apoptosis y la disfuncidon espinal. La
segunda viremia estad asociada con fiebre alta
e infeccién de tejidos parenquimatosos como
el tracto digestivo, la piel y el sistema nervioso
central (SNC) (4,5).

Las manifestaciones clinicas estan directamente
relacionadas con la predileccién tisular del virus,
caracterizandose por descargas nasales, rinitis,
conjuntivitis, anorexia, diarrea, dermatitis
secundaria, hiperqueratosis de los cojines y
el hocico, y con mayor incidencia, los signos
neuroldgicos mas variados, dependiendo del
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grado de implicacion y distribucién viral del
SNC. La hiperestesia, los signos cerebelosos y
vestibulares, la falta de coordinacién motora, la
tetraparesia, el mioclono y la ataxia son signos
comunes (6).

Incontables métodos de diagnédstico de moquillo
canino existen, en el pasado se intentd el
aislamiento viral en cultivos celulares, sin
embargo, el estudio demostro ser lento y propenso
a resultados falsos negativos cuando el animal no
estaba en la fase aguda de la enfermedad (7).
Una vez en el sistema nervioso central, en el caso
de infecciones persistentes, el virus genera una
respuesta local de anticuerpos, y su deteccidn se
puede realizar a través del liquido cefalorraquideo,
demostrando ser un método eficaz de diagndstico
virolégico en casos de encefalitis (8). También
existen métodos indirectos, que detectan y
cuantifican anticuerpos virales especificos, con
sus ventajas y desventajas (9). La técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa precedida
por la transcripcién inversa (RT-PCR) se ha
utilizado con éxito en animales con signos clinicos
de la enfermedad durante algun tiempo (10),
aunque no esté disponible en todos los locales
de servicios veterinarios y la necesidad de enviar
a laboratorios especializados crea un retraso en
el diagnéstico.

El diagndstico mas puntual y especifico se puede
hacer del frotis de sangre, donde se pueden
ver los cuerpos de inclusion de Lentz en los
glébulos rojos y los leucocitos. Otros tipos de
células también pueden contener el corpusculo,
como las células asociadas con exudados
(secreciones oculares) y células epiteliales. Es
destacable mencionar que esta visualizacién
no siempre es posible, ya que la presencia viral
esta estrechamente relacionada con el periodo
de viremia. Incluso en ausencia de cuerpos de
inclusion, la infeccion con el virus del moquillo
nunca debe descartarse (11). Sousa et al (12)
sefiald que 21% de los animales infectados
tendran cuerpos de inclusion.
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Las pruebas cromatograficas de inmunoensayo
proponen un diagndstico rapido y preciso. La
prueba detecta la proteina F, una proteina
que forma el virus, comun en todas las cepas
existentes. Se puede realizar con muestras
de mucosa conjuntival, suero, plasma, sangre
completa o heces de un perro infectado
(9). La evaluacién utilizando el método
inmunocromatografico debe, cuando sea posible,
estar asociada con otros hallazgos (13). De
acuerdo com Sousa et al (12), la morfologia
leucocitaria y los corpusculos de inclusidn
siempre deben evaluarse en animales con
sospecha de moquillo.

Hay estudios que prueban que las pruebas
inmunocromatograficas dependen estrechamente
de la muestra bioldgica utilizada y del grado de
infeccion de la enfermedad, ya que se encontrd
una alta sensibilidad en 100% de las muestras
de torunda conjuntival (14). Por lo tanto, el
objetivo del estudio fue evaluar el uso de una
prueba inmunocromatografica rapida asociada
con el recuento sanguineo completo y buscar
inclusiones virales como método de diagndstico
rapido de mogquillo en perros con sospecha clinica
de la enfermedad. Fue comparado también el
uso de la prueba de torunda conjuntival con el
uso de plasma sanguineo de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

MATERIAL Y METODOS

Animales y local. El estudio se llevé a cabo
en la Superintendencia de la Unidad del
Hospital Veterinario Universitario (SUHVU) de la
Universidad Federal de la Frontera Sur, Campus
Realeza-PR. Diecinueve perros fueron evaluados,
cuya principal sospecha clinica fue mogquillo
canino, independientemente de su sexo, raza o
edad, de julio de 2016 a julio de 2017.

Procedimientos de muestreo. Las muestras
foran recojidas después de la antisepsia local
con una gasa empapada en alcohol al 70%, se
recogieron de 3 a 5 ml de sangre de la vena
yugular, usando una jeringa de 5 ml y una aguja
de 25 x 7.5 mm. La sangre se colocé en un tubo
gue contenia acido etilendiamina tetraacético
(EDTA) como anticoagulante para el rendimiento
del recuento sanguineo completo y el plasma.
Con un hisopo estéril se recogié material
bioldgico de la conjuntiva ocular para realizar la
prueba inmunocromatografica en el consultorio.
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Prueba inmunocromatografica rapida.
Después de la evaluacion clinica del animal, la
prueba inmunocromatografica se realizé con un
kit comercial (SensPERT Cinomose-Vencofarma
Ltda, Londrina, Brasil) (Figura 1), utilizando
el material recogido del hisopo conjuntival,
siguiendo las pautas del fabricante. El kit consta
de un hisopo estéril, un tubo que contiene una
solucion tampdn, una pipeta y el casete de
prueba, que contiene anticuerpos especificos
para detectar la proteina F del virus del moquillo
canino. La muestra se deposité en la solucidn
tampodn y se depositaron 100 pL de la solucién
en el casete de prueba. La solucion tampdn
se movié por capilaridad, a pesar de que no
habia antigenos en la muestra, se marcé una
primera linea de control (C), lo que garantiza la
viabilidad de la prueba. Si hay antigenos, se unen
a los anticuerpos presentes en la membrana de
nitrocelulosa, marcando como positivo en la linea
de prueba (P). El animal se consider6 positivo
cuando la marca en la linea de prueba ocurrid
dentro de los cinco a diez minutos después de
aplicar la muestra al casete de prueba, segun lo
recomendado por el fabricante.

Disternper

Figura 1. Prueba inmunocromatografica con resultado
positivo. Linea de control (C) y linea de
prueba (P).

Pruebas de laboratorio. El recuento sanguineo
se realizd en un contador celular automatico
(Bio - 2900 Vet - Bioeasy Diagnostical),
registrando el recuento total de leucocitos, el
numero de globulos rojos, la concentracién de
hemoglobina, el volumen corpuscular medio
(CMV), la concentracion de hemoglobina
corpuscular media (CHCM) y el coeficiente de
variacién de la distribucion de los didmetros de
los eritrocitos (RDW-CV - Red Cell Distribution
Distribution Width). El hematocrito se determind
por el método de microhematocrito (centrifuga
de hematocrito NI1807, Nova Instrumente,
Piracicaba-SP, Brasil). En el frotis de sangre
tefiido con un colorante hematoldgico rapido
del tipo Romanowsky (Pandtico Rapido LB-
Laborclin Ltda, Pinhais, Brasil), se realizé el
examen diferencial de leucocitos en 100 células,
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la evaluacion morfoldgica y la investigacion del
cuerpo intra-eritrocitario / intraleucocitico de
Lentz. Después de realizar el recuento sanguineo,
la sangre se centrifugd para obtener el plasma 'y
se diluyeron 200 pl en 200 pl de solucién tampon.
Después de la homogeneizacion, se transfirieron
100 pl de la dilucién al casete de prueba, que
se utilizé para la investigacion cualitativa de
particulas virales mediante la misma prueba
inmunocromatografica rapida.

Analisis estadistico. A partir de los resultados
de la prueba rapida y la observacion de los
corpUsculos de inclusidon, los animales se
reorganizaron en dos grupos: grupo positivo
(GP), con animales con un resultado positivo en
la prueba rapida y grupo sospechoso (GS), en
el que los animales siguen siendo sospechosos,
esto es fueron negativos en la prueba rapida y no
tenian corpusculos de Lentz. Se aplicd la prueba
de Mann-Whitney para evaluar la diferencia entre
los datos hematoldgicos GP y GS, con un nivel
de significacion del 5%.

Consideraciones éticas. Los duefos estuvieran
de acuerdo con la toma de muestra, puesto que
el procedimiento no causaria ningun dafio o
alteracién al perro. La experimentacion cuenta
con la aprobacion de la Etica y Experimentacion
animal (23205.003857 / 2016-56).

Silva et al - Inmunocromatografia en el moquillo canino

RESULTADOS

Los resultados de las pruebas inmunocromato-
graficas fueron los mismos en los dos materiales
biolégicos probados, la secrecion ocular y el plas-
ma sanguineo, siete animales (33.3%) mostraron
resultados positivos en ambas muestras (GP). El
resto de los animales evaluados permanecieron
sospechosos (GS). En el GP, la edad varié de 4
meses a 6 afios, 57.14% eran hembras y, en
relacion con la raza, predominaban los animales
de raza pura (85.7%).

Los resultados de la evaluacion hematologica
se muestran en la tabla 1. El andlisis estadistico
de los cambios hematolégicos mostré una
diferencia significativa entre los grupos. En el
eritrograma, el GP presentd valores mas bajos
para el hematocrito y en el leucograma valores
mas bajos para los linfocitos y monocitos.
No hubo diferencias significativas entre los
grupos para el recuento de plaquetas y las
concentraciones de proteinas plasmaticas. Se
observd trombocitopenia en el 28.5% de los
animales en el GP, mientras que ningun animal
en el GS presentd trombocitopenia.

Tabla 1. Resultados de la evaluacion hematoldgica y concentracién de las proteinas séricas totales (PST) de 19
perros del municipio de Realeza / Parana con sospecha clinica de moquillo, agrupados a partir del resultado
de la prueba inmunocromatografica en positivos, los reactivos y sospechosos y los animales no reactivos.

Mediana (Percentil 25; Percentil 75)

Parametros

VR Positivos (n=7) Sospechosos (n=12) p valor
Eritrocitos (x 106 pL) 5.5-8.5 5.0 (4.05; 5.3) 5.4 (4.33; 6.6) 0.259
Hemoglobina (g/dL) 12 - 18 9.4 (8.4; 12.4) 13.1 (10.3; 16.2) 0.091
Hematocrito (%) 37 -55 30 (26.2; 38)b 44 (33; 48)2 0.035
VCM (fL) 60 - 77 65.4 (63.8; 73.9) 66.5 (62.6; 70.8) 0.710
CHCM (%) 32 - 36 31.8 (29.3; 33.3) 32.3 (28.2; 33.3) 0.767
RDW-CV (%) 11 - 15¢ 14.9 (14.3; 15.8) 14.4 (13.9; 15.3) 0.762
PST (g/dL) 6-8 6.4 (6.2; 6.85) 5.8 (4.6; 7.1) 0.297
Plaquetas (x 103céls L) 200 - 500 324 (140; 376) 320 (269; 458) 0.536
Leucocitos totales (x103céls pL) 6-17 10.1 (8.9; 12.6) 17.5 (11.3; 21.1) 0.099
Neutréfilos (x 103céls pL) 3-11.5 8.3 (5.5; 11.7) 12.1 (6.4; 15.7) 0.277
Linfocitos (x 103céls L) 1-4.8 0.55 (0.38; 2)b 2.6 (1.8; 2.9) 0.019
Eosindfilos (x 103céls L) 0.1 -1.25 0.1 (0.02; 0.2) 0.52 (0.11; 1.28) 0.070
Monocitos (x 103céls yL) 0.15-1.35 0.4 (0.32; 0.69) 1.8(1; 3.1)2 0.005
Basofilos (x 103céls pL) 0 - 300 0.0 60.4* -

VR= Valores de referencia (15).
¢ Valor de referencia del analizador de hematologia;

ab En la misma linea, indican una diferencia significativa por la prueba de Mann-Whitney (p<0,05);
VCM= volumen corpuscular médio; CHCM= concentracién de hemoglobina corpuscular media;
RDW= Red Cell Distribution Width; PST= Proteinas séricas totales; *Media.
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En la evaluacion morfologica, se observaron
linfocitos reactivos en 28.6% de los animales
positivos y en el 50% de los animales sospechosos.
Se observaron corpuUsculos de Lentz intra-
eritrocitos e intra-leucocitos en dos animales
del GP, lo que representa el 9.5% del total de
muestras y el 28.6% de los animales del GP.
Ningln perro negativo para la prueba rapida
mostré corpusculo de Lentz.

DISCUSION

La orientacion del fabricante responsable por el
kit para la deteccién del virus del moquillo fue la
realizacion de la prueba con material recolectado
con un hisopo de la secrecidon nasal y ocular
en perros. En el presente estudio, se puede
ver que el uso de plasma sanguineo mostré
la misma seguridad en el resultado. El uso de
plasma permite al clinico que no tiene el kit en el
momento de la consulta enviar la muestra a otro
veterinario o laboratorio para su desempefio.

En cuanto a la frecuencia de perros detectados
como positivos en el presente estudio, los
resultados fueron superiores a los estudios
previos que evaluaron perros con sospecha
clinica de moquillo. Santos et al. (13), detectaron
antigenos de mogquillo canino por ensayo
inmunocromatografico en el 19.9% de los
perros con sospecha clinica, utilizando hisopos
de mucosa conjuntival como material bioldgico.

En el estudio de Curti et al (9), también se
realizaron muestras de mucosa conjuntival
de perros sospechosos de moquillo, con un
21.2% de animales positivos para antigenos
del moquillo en el kit de inmunoensayo. Vale
destacar que en el estudio de Curti et al (9)
el diagndstico de mogquillo fue confirmado por
RT-PCR, no hubo falso positivo en la prueba
rapida, sin embargo, en seis animales con
signos sistémicos, neuroldgicos o ambos, la
prueba de inmunoensayo fue negativa pero
hubo confirmacién de moquillo por RT- PCR.
Demostrando que en el moquillo la sensibilidad
de las pruebas rapidas es inferior al diagndstico
molecular, y la posibilidad de enfermedad en
animales no reactivos no debe excluirse.

An et al (14) realizaron un ensayo
inmunocromatografico en 66 animales con
sintomas clinicos sugestivos de moquillo, a
partir de muestras de sangre, secrecion nasal y
un hisopo conjuntival. La mayoria de los perros
eran jovenes, con signos clinicos sistémicos y
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agudos. Todos los animales fueron positivos
para la prueba y en 2 animales el resultado se
considerd falso positivo en comparacion con la
PCR. El estudio reveld una mayor especificidad
cuando se analiz6 a partir de muestras de
mucosa conjuntival.

En las pruebas realizadas en el presente estudio,
hubo diferencias en el tono de las lineas que
marcan el enlace antigeno-anticuerpo que
hacen que el resultado sea positivo. Esta tincion
puede sugerir la concentracion del antigeno en
el material bioldgico estudiado, es decir que un
animal que se presenta en una fase de viremia 'y
se prueba con la prueba inmunocromatografica
puede presentar una linea de demarcacién
mas fuerte. Lo contrario también es valido, si
el animal tiene el virus incubado o en una fase
crénica de moquillo, esta prueba puede mostrar
una linea con un tono mas claro o incluso un
falso negativo (14).

En el presente estudio, se observaron corpusculos
de Lentz en el 28.6% de los animales en el
GS. Segun Silva et al (16), estas inclusiones
representan el efecto citopatico en las células,
su visualizacién en eritrocitos y leucocitos
confiere un diagndstico definitivo. La frecuencia
de observacion del corpusculo de Lentz en el
GS fue similar al estudio de Sousa et al (12),
quienes encontraron el 22.2% de los animales
con el corpusculo de inclusion. Se puede observar
gue la inclusion de Lentz, aunque confirmatoria,
puede no estar presente en la mayoria de los
animales con moquillo, ya que su presencia esta
restringida a la fase de viremia que ocurre en la
fase aguda de la enfermedad (16).

Entre los animales negativos en la prueba rapida,
dos mostraron signos clinicos compatibles con
una condicion crénica de mogquillo, el kit de
inmunoensayo actla detectando antigenos y no
anticuerpos, por lo que no se puede excluir que
estuvieran en la fase crénica de la enfermedad
(9). En el resto de los animales en el GS, el
diagndstico no fue concluyente y no se puede
descartar patologias que tienen sintomas
similares, una variedad de signos son comunes
en la inflamacién del sistema nervioso central y
las enfermedades infecciosas (9).

La edad de los animales GP fue diferente de la
encontrada en el estudio de Santos et al (13),
en el que los animales tenian una edad promedio
de 7 afos. En cuanto a la raza, predominaron
los animales de raza pura y Santos et al (13),
sin embargo, Budaszewski et al (2) y Sousa et
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al (12) observaron una mayor prevalencia en
animales de raza mixta. La frecuencia de los
sexos fue similar, lo que esta en confirmidad con
lo estudiado por Freitas-Filho et al (17).

En la evaluaciéon hematoldgica (Tabla 1), la
anemia fue el cambio predominante en el grupo
positivo (85.7%), con diferencia estadistica
solo para el hematocrito. No hubo diferencia
estadistica para VCM, CHCM y RDW, la anemia se
clasificé predominantemente como regenerativa.
La anemia es un hallazgo frecuente en el moquillo,
determinado por la destruccidn de los eritrocitos
por el virus o por la formacién de complejos
inmunes en su membrana, que causan hemolisis
(18). Se observa que los hallazgos hematoldgicos
de diferentes estudios revelan la alta prevalencia
de anemia en animales positivos para moquillo
canino (19). Silva et al (16) encontraron 61% de
anemia y Santos et al (13) 48.32%.

Para la proteina sérica total no hubo diferencia
entre los grupos, los valores estaban cerca del
limite inferior de referencia en ambos. Silva et al
(16) encontraron hipoalbuminemia en el 100% de
los animales estudiados y en el 54% de elevacion
de alfa2 globulina. Los autores justifican que
el nivel bajo de albumina sérica es frecuente
en animales con moquillo, debido a la lesién
epitelial intestinal con la consiguiente diarrea,
apatia y rechazo de los alimentos, y también por
vomitos, lo que resulta en una menor ingesta y
absorcion de proteinas. La elevacidén plasmatica
de las globulinas es comln en varias reacciones
inflamatorias, en particular el componente alfa 2
aumenta significativamente en infecciones virales
y bacterianas, como el moquillo.

En el grupo positivo, el recuento total de
leucocitos estaba dentro del rango normal y
el cambio principal fue la linfopenia, con una
diferencia significativa entre los grupos. La
linfopenia esta relacionada con la predileccién
viral por el tejido linfoide, lo que causa su atrofia
y la posterior disminucién de la produccion celular
(20). Barbosa et al (21) también confirman la
inmunosupresion debida al tropismo del virus por
el tejido linfoide, que causa linfopenia transitoria,
infecta a los linfocitos maduros y causa apoptosis.
Se observaron linfocitos reactivos en el 28.6%
de los animales positivos y en el 50% de los
animales del grupo sospechoso, Souza et al
(12) observaron este cambio en el 72.2% de los
animales con sospecha de moquillo.

En animales sospechosos, se observo leucocitosis
debido a neutrofilia y monocitosis, con una
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diferencia significativa entre los grupos solo para
monocitos, lo que indica un proceso inflamatorio
crénico, que puede deberse a moquillo y otras
enfermedades (22). En el moquillo, la neutrofilia
ocurre en respuesta a una infeccion bacteriana
secundaria, especialmente en la fase cronica
(20). Los recuentos de eosindfilos y basofilos
fueron similares entre los grupos.

Se ha observado trombocitopenia en el 28.5%
de los animales GP y no hubo diferencias
significativas entre los grupos para el nimero
de plaquetas. La reduccion en el nimero de
plaquetas es un cambio importante entre
los cambios hematoldgicos de los perros con
moquillo, que puede ocurrir con mas frecuencia
que en el presente estudio, Silva et al (16)
encontraron en el 69% de los perros, Santos et
al (13) en 50.33% y Sousa et al (12) en 38.8%.

Analizando los cambios que fueron mas
frecuentes, los hallazgos del presente estudio
corroboran con los estudios previos. Tudury
et al (23), Almeida et al (20), Barbosa et al
(21) describen la anemia, la linfopenia y la
leucocitosis como los cambios mas comunes.
La trombocitopenia es descrita por Almeida
et al (20) y Souza et al (12). Souza et al (12)
también describen la anemia como la alteracién
mas comun, seguida de linfocitos reactivos,
monocitosis y linfopenia.

In conclusién, a asociacion de la prueba
inmunocromatografica rapida con el recuento
sanguineo completo en perros con sospecha clinica
de moquillo mejora las posibilidades de diagndstico
de la enfermedad en la fase aguda. Ademas, la
prueba también se puede realizar con plasma
sanguineo, utilizando la misma muestra enviada
para el recuento sanguineo completo. El estudio
hematoldgico revelé que la anemia y la linfopenia
son los principales cambios en los animales positivos.
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