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The investigations of leptospirosis and brucellosis canine act as sanitary
control in public health and zoonoses because they were established by close
contact between dog and human. The aim was to determine the main hema-
tological reagents in asymptomatic dogs against Leptospira spp. Brucella abor-
tus and Brucella canis naturally infected, living in urban areas in the city of
Uberlandia, Minas Gerais. We examined 140 blood samples from clinically
healthy dogs, males and females and different ages. Leptospirosis was diag-
nosed by microscopic agglutination test (MAT), with a collection of twelve
serovars, whereas, brucellosis was identified through the tests of Agar Gel Im-
munodiffusion (AGID) for B. canis and buffered acidified antigen (TAA) con-
firmed 2-Mercaptoethanol (2-ME) for B. abortus. The results were analyzed us-
ing descriptive statistics with the calculation of simple percentages, mean and
standard deviation. He applied and short sample t test for two independent
samples to assess whether there were significant differences (p<0.05) between
hematological parameters obtained. Dogs evaluated, 15% (21/140) and 2.85%
(4/140) were reactive to Leptospira spp. and B. abortus, respectively. There was
no sample reagent against B. canis. It was concluded that although no specific
thrombocytopenia may be a significant finding in dogs with leptospirosis and
brucellosis.
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RESUMO. As investigacdes de leptospirose e bru-  reagentes contra Leptospira spp., Brucella abortus e
celose canina atuam como medida sanitaria de  Brucella canis, naturalmente infectados, domicilia-
controle em satde publica por serem zoonoses e  dos na zona urbana no municipio de Uberlandia,
pelo estreito contato estabelecido entre o cdo e o Minas Gerais. Foram examinadas 140 amostras
ser humano. Objetivou-se determinar as principais  de sangue de cdes clinicamente higidos, machos
alteragdes hematoldgicas em cdes assintomaticos e fémeas e de diferentes idades. A leptospirose
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foi diagnosticada pela técnica de soroaglutinacao
microscopica (SAM), com uma colegao de doze so-
rovares, enquanto que, a brucelose foi identifica-
da por meio dos testes da Imunodifusao em Agar
Gel (IDGA) para B. canis e o Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) confirmados no 2-Mercaptoeta-
nol (2-ME) para a B. abortus. Os resultados foram
analisados por meio da estatistica descritiva com
o célculo do percentual simples, valores médios e
desvio padrao. Aplicou-se e o teste t resumo amos-
tral para duas amostras independentes para avaliar
se houveram diferencas significativas (p<0.05) en-
tre os parametros hematolégicos obtidos. Dos caes
avaliados, 15% (21/140) e 2,85% (4/140) apresenta-
ram-se reagentes a Leptospira spp. e B. abortus, res-
pectivamente. Nao houve amostra reagente contra
B. canis. Concluiu-se que embora ndo especifico a
trombocitopenia pode ser um achado significativo
em cdes com leptospirose e brucelose.

PALAVRAS-CHAVE. Brucelose, hemograma, leptospi-
rose.

INTRODUCAO

O cdo no ambiente urbano é uma das principais
fontes de transmissao da leptospirose ao ser huma-
no devido contato direto, podendo se comportar
como portador renal e eliminar leptospiras vivas
na urina por varios meses, de modo assintomatico
(Magalhdes et al. 2006). A brucelose acomete di-
ferentes espécies animais, como o cao e o ser hu-
mano. Investigam-se estas doengas nos caes como
medida sanitaria de controle em satide ptblica por
serem consideradas zoonoses.

Os cdes sao hospedeiros de manutengao da Lep-
tospira interrogans sorovar Canicola e acidental para
outras sorovariedades. Infecgdes em hospedeiros
adaptados podem resultar em infecgdes inaparen-
tes, no entanto, estes hospedeiros podem carrear o
agente infeccioso liberando-o no ambiente.

O diagnéstico da leptospirose canina deve ser
fundamentado nas informagdes clinico-epidemio-
légicas e confirmado por exames laboratoriais. Al-
teragdes hematoldgicas como leucocitose, anemia
e trombocitopenia podem estar presentes. Quadro
de azotemia pode ser identificado na bioquimica
sérica, além da possivel elevacdo das enzimas he-
paticas (Greene 2004).

Em virtude das dificuldades do isolamento do
agente em amostras biolégicas, os métodos soro-
légicos tém sido amplamente utilizados no diag-
noéstico confirmatério da leptospirose. A Soroa-
glutinacdo Microscépica (SAM), com a utilizagdo
de antigenos vivos, é a técnica padronizada e re-

comendada pela Organizacdo Mundial de Sadade
(OMS) e Ministério da Satade no Brasil (Brasil 1995),
estabelecida como padrao ouro no diagndstico da
leptospirose humana e animal.

A infeccao por Brucella canis resulta do conta-
to de caes sadios com infectados, pela ingestdao ou
inalagdo de aerossois de restos de placentas, fetos
abortados e descargas vaginais. O cao se contami-
na por Brucella abortus, geralmente na zona rural,
através do contato direto com bovinos infectados,
ingerindo produtos de origem animal in natura,
restos placentarios e fetos abortados (Megid et al.
2007).

As principais manifestacdes clinicas da brucelo-
se sdo o aborto e a infertilidade nas fémeas e epidi-
dimite e orquite nos machos. Em muitos cdes pode
ocorrer a forma assintomatica, sendo esta a prin-
cipal fonte de infeccdo e disseminagdo da doenca
(Baek et al. 2003, Keid et al. 2004, Wanke 2004).

A importancia dos cdes assintométicos na epi-
demiologia destas doencas é relevante, assim como
avaliar os parametros hematolégicos de animais
que ndo apresentam sintomatologia classica a fim
de fornecer suporte ao clinico no estabelecimento
precoce do diagnéstico destas doengas. Desta for-
ma, objetivou-se registrar as principais alteragoes
hematolégicas em caes assintoméaticos reagentes
contra Leptospira spp., B. abortus e B. canis, natural-
mente infectados, domiciliados na zona urbana no
municipio de Uberlandia, Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no periodo de 2008 a 2010,
em caes procedentes de ambientes domiciliares urbanos
do municipio de Uberldndia, Minas Gerais.

Foram examinadas 140 amostras de sangue de cdes
clinicamente higidos, machos e fémeas e diferentes ida-
des, colhidos aleatoriamente até perfazer a amostra.
O calculo amostral foi realizado no programa Bioestat
5.0 (Ayres et al. 2007) aplicando-se uma amostragem
aleatéria simples. Para a determinagdo do tamanho da
amostra (n), admitiu-se uma prevaléncia esperada da
doenca de 5,88% para brucelose (Cavalcanti et al. 2006)
e de 13,1% para leptospirose (Magalhaes et al. 2006), um
nivel de confianca de 95% e um erro toleravel de apro-
ximadamente 5% (0,05589), sendo estas, pesquisas com
metodolgia semelhante ao presente estudo com amos-
tras compostas também por caes domiciliados e assin-
tomaticos. Para o calculo de n utilizou-se a doenga com
maior prevaléncia esperada.

Foram colhidos cinco mL de sangue por animal pela
veia cefalica acessoria, colocados dois mL em tubo tipo
vacutainer siliconizado estéril contendo anticoagulan-
te (0,1mL de EDTA-K, &cido etilenodiaminotetracético
sal dipotassico a 10%) para realizagdo do hemograma e
trés mL em tubo sem anticoagulante centrifugados para
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extragdo do soro e realizagdo das provas soroldgicas.
Confeccionou-se a extensdo sanguinea de cada animal
proveniente da colheita de sangue em capilares margi-
nais da orelha para a realizacdo da contagem diferencial
dos leucdcitos. As extensdes sanguineas foram coradas
pelo método May-Grunwald-Giemsa (Ferreira Neto et
al. 1982).

O hemograma foi realizado no Laboratério de Ana-
lises Clinicas do Hospital Veterindrio da Faculdade de
Medicina Veterinaria (FAMEV) da Universidade Fede-
ral de Uberldndia (UFU) por um método eletrénico em
contador automatico de células sanguineas ABC VET®
(Animal Blood Counter).

Encaminharam-se os tubos sem anticoagulante ao
Laboratério de Doengas Infectocontagiosas da FAMEV-
-UFU, para a realizagdo dos exames sorolégicos de lep-
tospirose e brucelose.

As analises sorolégicas foram processadas conforme
Brasil (1995) & Magalhaes et al. (2006), por meio do teste
de Soroaglutinacdo microscopica (SAM), padrdo ouro
no diagnostico da leptospirose humana e animal, padro-
nizado pelo Ministério da Satiide, com uma colecao de 12
antigenos vivos que incluiram os sorovares Autumnalis,
Australis, Bataviae, Bratislava, Canicola, Grippotypho-
sa, Hardjo, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Pomo-
na, Tarassovi e Wolffi.

Os antigenos foram preparados a partir de matrizes
mantidas Laboratério de Doencas Infectocontagiosas
da UFU, repicadas semanalmente em meio de cultura
EMJH (Difco®), enriquecido com 10% de soro de coelho,
mantido em estufa a 30°C e utilizados cerca do tercei-
ro dia de incubacdo, livre de contaminagéo e de auto-
-aglutinacao. Consideraram-se amostras reagentes as
que apresentaram aglutinagao igual ou superior a 50%
na diluicdo de 1:100 (Brasil 1995).

A pesquisa de anticorpos contra B. canis foi executa-
da mediante o teste de Imunodifusédo em Gel de Agar
(IDGA), de acordo com Alton et al. (1988). Como a B.
canis é uma coldnia de morfologia rugosa assim como
a B. ovis, utilizou-se o antigeno composto por lipopo-
lissacarideos e proteinas da B. ovis da amostra Reo 198,
de acordo com Azevedo et al. (2003). Este antigeno foi
produzido pelo Instituto de Pesquisas Veterindrias De-
sidério Finamor (IPVDF - Eldorado do Sul, RS). O gel
da IDGA foi preparado, misturando-se agar Noble e
tampa@o borato, com pH ajustado a 8,3, de acordo com
as recomendacdes do fabricante (IPVDF). A leitura foi
realizada com 24, 48 e 72 horas, através do sistema de
iluminacdo com luz indireta e fundo escuro. O resultado
considerado foi a leitura de 72 horas. O soro foi reagente
quando a linha de precipitacao apresentou identidade
com a linha formada pelo soro controle positivo. E foi
considerado negativo quando ndo apresentou esta iden-
tidade e as linhas formadas entre o antigeno e o soro
controle positivo se dirigiram para a cavidade onde se
encontravam as amostras testadas.

Para pesquisa de anticorpos de B. abortus, as amos-
tras foram submetidas ao teste de triagem do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), com a utilizagdo do an-
tigeno constituido pela amostra 1119-3 do Instituto de

Tecnologia do Parana (Tecpar-PR). A técnica foi reali-
zada de acordo com recomendacdes do fabricante. Das
amostras reagentes ao AAT, realizou-se o teste confir-
matorio de 2-Mercaptoetanol (2-ME). Estes testes foram
processados de acordo com Azevedo et al. (2003), sendo
consideradas como positivas as amostras reagentes ao
teste de triagem e que apresentaram titulo = 25 no teste
confirmatoério.

Para a analise estatistica dos resultados utilizou-se a
estatistica descritiva com o cdlculo do percentual sim-
ples, valores médios e desvio padrao. Utilizou-se o teste
t resumo amostral para duas amostras independentes
para comparar as médias dos parametros hematolégicos
obtidas de animais regentes aos antigenos testados com
as médias dos cdes ndo reagentes, com nivel de signifi-
cancia de 5%, com a aplicacdo do Programa Bioestat 5.0
(Ayres et al. 2007).

Esta pesquisa atendeu as normas estabelecidas pelo
Comité de Ftica em Pesquisa da UFU, tendo parecer fa-
voravel (015/08) para sua realizagdo.

RESULTADOS

Dos cdes avaliados, 15% (21/140) e 2,85%
(4/140) apresentaram-se reagentes a Leptospira spp.
e B. abortus, respectivamente. Nao houve amostra
reagente contra B. canis.

Os parametros hematolégicos dos cdes reagen-
tes a Leptospira spp. foi determinada por valores
médios e desvio padrdo conforme Tabela 1.

Os resultados do hemograma dos cdes que apre-
sentaram-se reagentes contra B. abortus encontram-
-se registrados na Tabela 2.

DISCUSSAO

A frequéncia da leptospirose canina foi de 15,0%
(21/140), sendo os sorovares predominantes o Au-
tumnalis (43,3%), Grippotyphosa (23,0%), e Cani-
cola (15,0%), seguido por Bratislava (7,6%) e Ictero-
haemorragiae, Tarassovi e Wolffi (3,7%, cada).

Destaca-se a predomindncia do sorovar Autum-
nalis nesta pesquisa, uma vez que, as vacinas co-
merciais existentes hoje no mercado ndo albergam
este sorovar, sendo compostas basicamente pelos
sorovares Icterohaemorrhagiae e Canicola.

A importancia de se avaliar os parametros he-
matolégicos e bioquimicos de cdes que ndo apre-
sentam sintomatologia “classica” da leptospirose é
essencial para fornecer indicios ao clinico para sus-
peitar da doenga. A fundamentacao da preditivida-
de de métodos diagndsticos na leptospirose canina
se faz essencial para apoiar o clinico de pequenos
animais no diagnostico preciso da doenca (Oliveira
2010).

As alteragdes “classicas” podem ndo correspon-
derem necessariamente aos cdes infectados, de-
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Tabela 1. Média e desvio padrdo dos pardmetros hematolégicos de cdes domésticos naturalmente
infectados por Leptospira spp., no municipio de Uberlandia, MG, 2010.

Parametros avaliados Meédia caes Desvio padrao Meédia caes Desvio padrao Valores
reagentes (n=21) nao-reagentes (n=119) referéncia*
Volume globular % 40,33? 7,49 45,69° 4,1 37-55
Heméceas x 106/ pL 6.412 1,13 7.08P 1,06 5,5-8,5
Hemoglobina g/dL 12.7° 2,75 14.7° 1,06 12,0-18,0
Plaquetas x 103/ L 157.38° 111 211.77° 127,24 200.000-500.000
VGM (um3) 63.05° 4,18 64.03 3,53 60-77
CHGM (%) 31.44° 2,88 31.74° 0,49 31-34
RDW (%) 14.98 3,01 14.21° 1,13 14-17
Leucdcitos totais/pL 8676.19 5615,6 9686.32 3959,79 6.000-18.000
Mieldcitos 0 0 0 0 0
Metamiolécitos 0 0 0 0 0
Neutrofilos 516.52* 395,99 525.67° 525,67 0-300
nao-segmentados**/uL
Neutrofilos 4427.05 2913,8 5584.95° 2900,55 3.000-11.500
segmentados /L
Eosindfilos/ /L 1087.81° 1400,53 1169.31° 1128,54 150-1250
Basofilos/uL 7.052 22,9 43.47° 89,09 Raros
Mondcitos/pL 310.67* 234,05 435.57° 148,49 150-1.350
Linfécitos/pL 2327.1° 17116 1895.27¢ 1091,09 1.000-4.800

* Meinkoth; Clinkenbeard (2000).
** Bastonetes

a; b: letras diferentes na mesma linha significa médias estatisticamente diferentes, com p < 0,05.

Tabela 2. Média e desvio padrdo dos parametros hematolégicos de caes domésticos naturalmente infec-
tados por Brucella abortus, no municipio de Uberlandia, MG, 2010.

Parametros avaliados Meédia cdes  Desvio padrao Meédia caes Desvio padrao Valores
reagentes (n=4) nao-reagentes (n=136) referéncia*
Volume globular % 47.78 7,07 44.472 8,57 37-55
Hemaceas x 106/ uL 7.36° 1,35 6.48° 1,22 5,5-8,5
Hemoglobina g/dL 15.35 2,26 13.97 2,89 12,0-18,0
Plaquetas x 10%/pL. 180.25° 13,43 204.64° 126,61 200.000-500.000
VGM (um3) 64.75° 1,41 63.86" 5,71 60-77
CHGM (%) 32.2° 0,14 31.22 3,15 31-34
RDW (%) 13.93 2,12 13.91° 1,69 14-17
Leucdcitos totais /puL 7725 1767,76 9566.17° 4057,18 6.000-18.000
Mieldcitos 0 0 0 0 0
Metamiol6citos 0 0 0 0 0
Neutréfilos nao- 258.75° 32,52 527.33° 369,54 0-300
segmentados** /uL
Neutroéfilos 3859.25° 2015,25 5449.63* 2582,4 3.000-11.500
segmentados /L
Eosinofilos/ /uL 9572 591,14 1163.91* 1039,58 150-1250
Basofilos /uL 62.25° 111,72 37.822 114,89 Raros
Monécitos /L 274 41,01 416.41° 290,61 150-1.350
Linfécitos /pL 2313.75° 941,86 1943.47° 1207,43 1.000-4.800

* Meinkoth; Clinkenbeard (2000).
** Bastonetes.

a; b: letras diferentes na mesma linha significa médias estatisticamente diferentes, com p < 0,05.

monstrando a importancia do diagnéstico especi-
fico para a leptospirose para que estes cdes sejam
identificados e tratados de forma adequada inde-
pendente do seu estado aparente de satide, pois
portadores cronicos podem contaminar o ambiente
e infectar outros animais e o ser humano.

A maior parte dos estudos que correlacionam
alteracoes clinicas patolégicas na leptospirose ca-
nina referem-se a caes sintomaticos, atendidos em
hospitais veterindrios com suspeita da doenga,

apresentando manifestagdes clinicas “cléssicas” e
alteragées hematolégicas, como leucocitose e ane-
mia e alteragdes dos perfis renal e hepéatico. Lep-
tospitirias assintomaticas em cdes sdao comumente
identificadas em pesquisas epidemioldgicas (Ma-
galhdes et al. 2006, Oliveira 2010), no entanto, es-
tes estudos ndo estabelecem relagdo com alteragdes
hematolégicas.

As alteragdes hematologicas observadas comu-
mente na leptospirose canina sao leucocitose inten-
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sa, neutrofilia e graus variados de anemia. A leuco-
penia pode se estabelecer na fase inicial da doenca
durante a leptospiremia e evoluir para leucocitose
com desvio a esquerda com a progressao da doen-
ca. Cdes afetados gravemente podem apresentar
trombocitopenia (Langston & Heuter 2003, Greene
et al. 2006).

De acordo com Nelson & Couto (2010) a trombo-
citopenia pode estar presente em qualquer fase da
doenca, a leucopenia se restringe a fase leptospiré-
mica superaguda, enquanto que, a leucocitose com
ou sem desvio a esquerda é observada na fase cro-
nica. Estes autores ainda afirmaram que a anemia
regenerativa que pode estar presente é decorrente
da perda sanguinea, e quando instalada a anemia
do tipo arregenarativa esta geralmente relaciona-se
as doengas cronicas hepatica ou renal.

A principal alteragdo hematoldgica significa-
tiva nos caes reagentes a Leptospira spp. observa-
da na presente pesquisa foi a trombocitopenia,
assim como em estudos realizados por Greene et
al. (2006), Geisen et al. (2007) e Nelson & Couto
(2010).

No eritrograma ainda observaram-se diferen-
cas significativas nos valores de VG, contagem
de hemécias e nas concentragdes de hemoglobina
que se mostraram inferiores (p<0,05) nos caes re-
agentes. No entanto, estes valores ndo conferiram
um diagnéstico de anemia, uma vez que, ainda
encontraram-se dentro dos valores normais para a
espécie. Tal fato evidencia a possibilidade posterior
da instalagdo do quadro anémico nestes cdes com
leptospirose, pois seus valores hematolégicos en-
contraram-se mais proximos dos valores minimos
quando comparados a cdes ndo reagentes.

Quanto ao leucograma, os valores absolutos de
mondcitos apresentaram diferengas estatisticas e se
mostraram maiores nos caes nao regentes (p<0,05),
no entanto, sem nenhum valor diagndstico por se
enquadrarem dentro da faixa normalidade para
a espécie canina, ndo se caracterizando, portanto
uma alteracdo hematoldgica. A basofilia, um tan-
to quanto incomum, esteve presente nos caes rea-
gentes e nos nao reagentes, entretanto, isolada ndo
apresenta valor preditor diagnostico.

Uma alteracdo hematolégica comum na leptos-
pirose “classica” é a leucocitose (Greene et al. 2006,
Nelson & Couto 2010), a qual ndo esteve presente
nos cades da presente pesquisa. Este fato pode ser
explicado por se tratar de cdes assintomaticos, o
que difere da maioria das pesquisas que observam
alteracbes em caes suspeitos com sintomatologia
compativel a doenca.

Vale destacar que alteragdes que poderdo ser
identificadas no hemograma e bioquimica sérica
sdo inespecificas e cdes com leptospirose também
podem apresentar resultados dentro dos valores de
referéncia para a espécie. Segundo Oliveira (2010)
valores hematolégicos normais em cdes nao ex-
cluem a doenca, assim como foi registrado no pre-
sente estudo.

Este resultado difere da pesquisa realizada por
Geisen et al. (2007) que identificaram neutrofilia
com desvio a esquerda, anemia com VG < 33% sig-
nificante nos valores hematolégicos na maior parte
dos caes sororeagentes nos diferentes sorogrupos
testados, em um estudo realizado em cdes na Ale-
manha.

Apenas sete cdes se mostraram reagentes no
AAT, dos quais, quatro foram confirmados no
2-ME (2,85%). Nao foram observados caes reagen-
tes no IDGA. Diante desses resultados, aventa-se a
hipétese de que os cdes domiciliados na zona ur-
bana poderiam ter-se contaminado por B. abortus
através da ingestdo de carne e leite crus, bem como
seus derivados.

A tnica alteracdo hematolédgica significativa
(p<0,05) nos caes reagentes a B. abortus observada
na presente pesquisa foi a trombocitopenia. Em es-
tudo semelhante, Megid et al. (2000) determinaram
valores hematoldgicos de cdes naturalmente infec-
tados por B. canis e observaram em sua maioria va-
lores dentro da faixa de normalidade, exceto duas
fémeas que apresentaram leucocitose e cinco caes
com monocitose em grau variado, sendo estas alte-
ragdes justificadas pela liberagdo de corticoesterdi-
des end6genos decorrentes de estresse.

Apesar do carater sistémico da brucelose, geral-
mente os valores sanguineos, bioquimicos e urina-
rios ndo apresentam alteracdes (Megid et al. 2000).
Desta forma, deve-se fazer um diagndstico clinico
fundamentado nos achados epidemiolégicos do
paciente confirmado por um diagndstico laborato-
rial com isolamento do agente ou na deteccao de
anticorpos anti-Brucella.

A ocorréncia de B. abortus em cdes foi motivo de
surpresa e preocupacao, principalmente quando se
considera o estreito contato entre o cdo e o ser hu-
mano. Desta forma, é fundamental incluir também
os cdes em programas de controle e erradicagdo de
brucelose.

A auséncia de alteracdes hematolégicas signifi-
cativas, exceto a trombocitopenia, pode estar rela-
cionada ao fato dos cdes estarem assintomaéticos e
ndo apresentarem sinais clinicos compativeis com
leptospirose ou brucelose. Provavelmente os caes
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avaliados estavam em equilibrio quanto aos de-
terminantes da doenca. De acordo com Thrusfield
(2004), os determinantes da doenca incluem os do
hospedeiro, como estado imunolégico, os relacio-
nados ao agente, representados por viruléncia, pa-
togenicidade, gradiente de infeccdo e colonizagdo
microbiana, e os fatores ambientais, como localiza-
¢do, manejo e estresse, ressaltando a interacdo en-
tre estes e o desequilibrio para induzir a doenga.

Vale salientar ainda que, doengas como a erli-
quiose também sdo comuns na regido geografica
estudada, ndo descartando a hipédtese de infecgao
inaparente concomitante.

CONCLUSAO

Embora nao especifico a trombocitopenia pode
ser um achado significativo em caes com leptospiro-
se e brucelose. O percentual de cdes reagentes natu-
ralmente infectados, domiciliados na zona urbana
no municipio de Uberlandia, Minas Gerais a Leptos-
pira spp. e B. abortus foi de 15% e 2,85% respectiva-
mente, alertando-se ao risco que caes assintomati-
cos podem representar aos seres humanos.
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