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tow P., Pinna M.H. & Lilenbaum W. [Histological and immunohistochemi-
cal evaluation of Leptospira vaginal colonization in cows with vaginal fluid 
positive to PCR.] Avaliação histológica e imuno-histoquímica da colonização 
vaginal por Leptospira em vacas com fluido vaginal positivo à PCR. Revista 
Brasileira de Medicina Veterinária, 38(Supl.1):163-167, 2016. Programa de Pós-
-Graduação Ciência Animal nos Trópicos, Universidade Federal da Bahia, 
Avenida Ademar de Barros, 500, Ondina, Salvador, BA 40170-110, Brasil. E-
-mail: melissahp@ufba.br

Leptospirosis in cattle is characterized by causing significant economic los-
ses due to reproductive problems as well as drop in production of meat and 
milk. Subsequent abortion may be caused by the persistence of the agent in the 
reproductive tract and thus become a possible transmission source. This study 
aimed to investigate through histological and immunohistochemical evalua-
tion the vaginal colonization of cows with polymerase chain reaction (PCR) 
detection of leptospiral DNA in vaginal fluid. The experiment was conducted 
in two stages: the first identified carrier animals from the PCR in vaginal fluid 
samples, urine and kidney belonging to 147 cows for the slaughterhouse under 
official inspection in the state of Rio de Janeiro. The second performed histolo-
gical processing of vaginal fragments of animals with vaginal fluid positive to 
PCR, using hematoxylin-eosin (HE) and immunohistochemistry (IHC) techni-
ques. Of the 147 vaginal fluid samples analyzed, 28% (41/147) were positive in 
PCR and formed the working group for histological analysis. It is emphasized 
that from these samples, 82.92% (34/41) had the presence of leptospiral DNA 
in urine and/or kidney, while 17.08% (7/41) were negative for PCR of urine 
and/or kidney. Nor pathological changes consistent with Leptospira infection 
and neither the bacteria were identified in the vaginal epithelium through HE 
and immune-histochemical techniques. Thus, although we found molecular 
evidence for the presence of leptospiral DNA in vaginal fluid of carrier ani-
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RESUMO. A leptospirose nos bovinos é caracte-
rizada por determinar perdas econômicas signifi-
cativas devido a problemas de caráter reproduti-
vo além de queda na produção de carne e leite. Os 
abortamentos subsequentes podem ser ocasiona-
dos pela persistência do agente no trato reproduti-
vo, tornando-se, consequentemente, uma possível 
fonte de transmissão de leptospiras. O presente 
estudo objetivou investigar, através de avaliação 
histológica e imunohistoquímica, a colonização va-
ginal de vacas com reação em cadeia da polimerase 
(PCR) anti-Leptospira positiva no fluido vaginal. O 
estudo foi conduzido em duas etapas: a primeira 
identificou os animais portadores a partir da PCR 
em amostras de fluido vaginal, urina e rim perten-
centes a 147 vacas destinadas ao abate comercial 
em matadouro, sob inspeção oficial, no estado do 
Rio de Janeiro. Na segunda etapa foi realizado o 
processamento histológico de fragmentos vaginais 
dos animais com fluido vaginal positivo à PCR uti-
lizando as técnicas de hematoxilina-eosina (HE) e 
imunohistoquímica (IHQ). Das 147 amostras de 
fluido vaginal analisadas, 28% (41/147) apresenta-
ram positividade na PCR e constituíram o grupo de 
trabalho para as análises histológicas. Ressalta-se 
que destas amostras, 82,92% (34/41) apresentaram 
também a presença de DNA leptospírico na urina 
e/ou rim, enquanto que 17,08% (7/41) foram nega-
tivos à PCR de urina e/ou rim. Não foram identi-
ficadas alterações patológicas vaginais compatíveis 
com a infecção por leptospiras nem se verificou a 
presença da bactéria no epitélio vaginal através 
das técnicas de HE e IHQ, respectivamente. Desta 
forma, apesar da evidência molecular da presença 
de DNA leptospírico no fluido vaginal de animais 
carreadores, aparentemente, o agente não coloniza 
a mucosa vaginal. Acreditamos que futuros estu-
dos sejam necessários para avaliar a colonização 
por leptospiras em diversos locais do trato genital 
de vacas.
PALAVRAS-CHAVE. Leptospirose, trato genital, diag-
nóstico molecular, bovinos.

INTRODUÇÃO
A leptospirose é uma importante zoonose bac-

teriana causada por espiroquetas do gênero Leptos-
pira (Ellis 2015). Em criações de bovinos, a dissemi-
nação leptospírica é caracterizada principalmente 

pela presença de animais doentes ou portadores 
assintomáticos que eliminam a bactéria pela urina, 
fluido vaginal, através de fetos abortados e placen-
tas, mantendo a doença como endêmica na pro-
priedade (Azizi et al. 2014, Hashimoto et al. 2012). 
O isolamento de Leptospira sp. do trato genital de 
touros naturalmente infectados revela ser este um 
importante sítio de infecção, além de sugerir a pos-
sibilidade de transmissão venérea (Dhaliwal et al. 
1996). A transmissão vertical tem sido demons-
trada através da presença de leptospiras em fetos 
abortados, utilizando-se as técnicas de imuno-his-
toquímica (Orlando et al. 2014) e isolamento bacte-
riano (Monte et al. 2015, Langoni et al. 1999).

Recentemente foi relatado o isolamento de Lep-
tospira borgpetersenii serovar Hardjo do útero de 
ovinos (Arent et al. 2013) e Leptospira interrogans 
sorovar Hardjo a partir do fluido vaginal de uma 
ovelha sem alterações clinicas (Director et al. 2014), 
abrindo-se uma nova possibilidade de sítio de in-
fecção. Sendo assim, o presente estudo teve por ob-
jetivo a investigação da colonização vaginal através 
de avaliação histológica e imuno-histoquímica em 
vacas com prévia detecção de DNA leptospírico no 
fluido vaginal.

MATERIAL E MÉTODOS
Considerações éticas e amostras

O presente estudo foi aprovado no Comitê de Ética 
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal 
Fluminense sob o nº 210/2012 e conduzido no período 
2013-2014. Seguindo uma amostragem de conveniência 
foram estudadas amostras provenientes de 147 fêmeas 
bovinas encaminhadas para abate em matadouro-frigo-
rífico, sob fiscalização estadual, no município de Três 
Rios, Rio de Janeiro, Brasil. Em seguida foi realizada a 
colheita, durante a linha de abate, de urina (por meio 
de cistocentese) e de um rim para realização de provas 
histológicas e/ou moleculares. Amostras de fluido vagi-
nal foram obtidas com o auxílio de swab comercial esté-
ril e, em seguida, foram acondicionadas em tubo estéril 
contendo 2 ml de solução tampão fosfato salina (PBS) 
pH 7,2, e mantidas sob refrigeração até o processamento 
laboratorial. Adicionalmente, as amostras foram homo-
geneizadas em centrífuga do tipo vórtex e aliquotadas. 
Em seguida, foram colhidos dois fragmentos de vagina, 
medindo 2,0 x 2,0 cm cada, armazenados em tubo Fal-
con estéril, fixados em formol a 10% neutro tamponado 
com fosfato e processados pelas técnicas rotineiras de 
inclusão em parafina. As secções histológicas de 2 µm 
foram cortadas de forma sequencial e, posteriormente, 

mals, the presence of the agent in the vagina or changes compatible with in-
fection were not verified. We believe that further studies are needed to assess 
colonization by Leptospira in the genital tract of cows.
KEY WORDS. Leptospirosis, genital tract, molecular diagnosis, bovines.
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coradas pela técnica de hematoxilina-eosina e submeti-
das à técnica de imuno-histoquímica.

PCR
Para a PCR visando a detecção do gene LipL32 em 

amostras de fluido vaginal, urina e rim utilizou-se o kit 
Wizard SV Genomic DNA Purification System® (Prome-
ga, Madison, EUA) para extração do DNA e foram em-
pregados os primers LipL32-45F (5′-AAG CAT TAC CGC 
TTG TGG TG-3′) e LipL32-286R (5′-GAA CTC CCA TTT 
CAG CGA TT-3′) (Stoddard et al. 2009) seguindo protoco-
lo publicado recentemente (Hamond et al. 2014).

Histotecnologia
As secções histológicas de 2 µm foram inicialmen-

te coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina (Luna 
1968).

Para a imunohistoquímica anti-L. interrogans (IHQ), 
utilizamos o protocolo descrito por Haake e colabora-
dores (2000), com as seguintes modificações: foram re-
alizadas secções histológicas com 2 µm de espessura. O 
bloqueio de ligações inespecíficas foi realizado através 
de duas incubações com Bovine Serum Albumin (BSA) 
(Sigma®) 1%. Seguiu-se, então, a incubação com o an-
ticorpo primário (Anti-LipL32 e soro controle negativo 
de coelho) diluídos a 1:5000 em BSA 1%. Após essa eta-
pa os cortes foram incubados com anticorpo secundá-
rio (Biotinylated Second Ab) do kit Histostain Invitrogen®, 
com posterior incubação com streptavidina-peroxidase. 
As reações foram reveladas pelo sistema cromatográfico 
DAB (Kit DAB Invitrogen). Os controles positivos uti-
lizados nas reações foram de rim de Rattus norvegicus 
naturalmente infectado com leptospiras, oriundos do 
Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz, FIOCRUZ/BA.

RESULTADOS
Das 147 amostras de fluido vaginal analisadas, 

28% (41/147) tiveram positividade na PCR e consti-
tuíram o grupo de trabalho para as análises histoló-
gicas e imunohistoquímicas (Figura 1). Ressalta-se 

que destas amostras, 82,92% (34/41) apresentavam 
presença de DNA leptospírico na urina e/ou rim, 
enquanto 17,08% (7/41) foram negativos à PCR de 
urina e/ou rim.

Na análise histopatológica foi observado discre-
to infiltrado inflamatório mononuclear linfocitário 
em 20/41 (48,8%) amostras de vagina, sendo as 
demais 21 (51.2%) sem alterações dignas de nota 
(Figura 2).

Com relação à imunohistoquímica, não foram 
observadas quaisquer estruturas sugestivas da 
presença de leptospiras nas 41 amostras vaginais 
analisadas. No entanto, o controle utilizado apre-
sentou positividade, o que validou a técnica apli-
cada (Figura 3).

Como controle complementar, foram incluídos 
nas análises cortes histológicos de animais com 
fluido vaginal negativo à PCR, porém, com urina 
e/ou rins apresentando positividade à mesma. 
Contudo, não foram observadas alterações histoló-
gicas e presença de Leptospira usando a técnica de 
IHQ nas amostras analisadas.

Figura 1. Fotografia do gel de eletroforese das amostras de flui-
do vaginal submetidas a PCR. M- Marcador de peso mole-
cular “fX174” (GE LifeSciences); CN- Controle Negativo da 
PCR (água DEPC); CP- Controle positivo (2.4 ng DNA de 
Leptospira interrogans Copenhageni cepa L1-130,); 1-13 amos-
tras testadas de fluido vaginal de vacas. Em amarelo, ressal-
ta-se as bandas amplificadas de 240 pares de bases.

Figura 2. Fotomicrografia de vagina de bovino sem alterações histopatológicas, HE. (A) Animal com resultado negativo para a 
PCR anti-Leptospira de fluido vaginal e (B) Animal com resultado positivo para a PCR anti-Leptospira de fluido vaginal. Nos 
respectivos detalhes, observa-se mucosa constituída por epitélio pavimentoso estratificado, lâmina própria composta de tecido 
conjuntivo fibrovascular, com presença de células mononucleares residentes.
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DISCUSSÃO
Dadas as evidências da literatura da presença 

eventual de leptospiras no fluido vaginal de ani-
mais infectados (Director et al. 2014), no presente 
estudo objetivamos avaliar a possível colonização 
vaginal por leptospiras em vacas assintomáticas 
para a leptospirose, oriundas de matadouro. A 
triagem inicial dos animais foi realizada por PCR 
do fluido vaginal, buscando a amplificação do gene 
LipL32, presente em todas as espécies patogênicas 
de leptospiras, e não nas espécies saprófitas (Sto-
ddard et al. 2009). A partir dos animais com flui-
do vaginal positivo, realizou-se estudo histológico 
e imunohistoquímico de fragmentos de vagina, 
buscando-se avaliar lesões indicativas do processo 
infeccioso e identificar o agente etiológico, respec-
tivamente.

Por meio da PCR, foi possível a detecção de 
DNA de leptospiras patogênicas em 28% (41/147) 
das amostras de fluido vaginal de bovinos, corro-
borando com os achados de Lilenbaum et al. (2008) 
e Director et al. (2014), que, pela mesma técnica 
molecular, demonstraram positividade em fluido 
vaginal de pequenos ruminantes naturalmente 
infectados. A PCR-LipL32 tem sido amplamente 
usada para o diagnóstico molecular de animais 
portadores, os quais são considerados fonte de pro-
pagação da doença nos rebanhos (Mayer-Scholl et 
al. 2011, Martins et al. 2013, Hamond et al. 2014). A 
utilização desta técnica contribui de forma signifi-
cativa para a detecção de carreadores e o desenvol-
vimento de estratégias de prevenção e controle em 
rebanhos com desordens reprodutivas.

A investigação da colonização vaginal por lep-
tospiras, no entanto, não demonstrou positividade 
para o anticorpo anti-LipL32 pela técnica imuno-
histoquímica, não havendo, portanto, a evidencia-

ção de leptospiras. A IHQ é uma técnica sensível e 
tem sido utilizada para detecção de leptospiras em 
diferentes tecidos de animais (Santos et al. 2015). 
Entretanto, Leptospira pode se apresentar com or-
ganismos isolados e distribuição heterogênea em 
alguns tecidos, por exemplo: glândula mamária de 
ratos, dificultando a sua identificação (de Oliveira 
et al. 2016). Cabe ressaltar que os resultados discor-
dantes de fluido vaginal positivo à PCR-LipL32 e 
fragmento histológico vaginal negativo à IHQ anti-
-LipL32, sugerem a negatividade deste órgão para 
a colonização por leptospiras, visto que o fluido 
vaginal é uma descarga uterina. Alternativamente, 
tais resultados podem indicar também contamina-
ção do canal vaginal por urina (Director et al. 2014), 
apesar dos cuidados adotados no momento da co-
lheita do fluido vaginal. Futuros estudos avaliando 
a colonização por Leptospira no útero, são necessá-
rios para esclarecer a transmissão sexual.

Dentre os animais com fluido vaginal positivo à 
PCR, 48,8% apresentaram discreto e focal infiltrado 
inflamatório de mononucleares. Embora a presen-
ça de infiltrado inflamatório possa acompanhar a 
infecção leptospírica (Orlando et al. 2014), as exí-
guas alterações de cunho inflamatório observadas 
na HE não são compatíveis com a infecção leptos-
pírica, sendo portanto, na ausência de lesões adi-
cionais, consideradas inespecíficas.

 A proteção vaginal contra a colonização de mi-
crorganismos potencialmente patogênicos ou não, 
é realizada por meio de componentes locais de ori-
gem imunológica (Daher et al. 2010, Gonçalves et 
al. 2014). Em casos de injúria ocorre o desenvolvi-
mento de resposta imune, podendo ser esta local 
e/ou sistêmica, com a potencial produção de anti-
corpos da classe IgA, secretados pelo tecido linfói-
de associado à submucosa (Dharliwal et al. 1996). 

Figura 3. Secção renal de Rattus norvegicus apresentando túbulos positivamente marcados por imunohistoquímica anti-LipL32(A). 
Evidenciam-se leptospiras na luz dos túbulos renais (seta). Secção de vagina de bovina negativa à imunohistoquímica anti-
-LipL32 e positiva à PCR de fluido vaginal (B).
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Podendo este mecanismo de defesa, estar associa-
do à não manutenção dessa bactéria na vagina de 
vacas. Ademais, deve-se considerar que não foi re-
alizada citologia da vaginal para determinação da 
fase do ciclo estral nos animais estudados, pois é 
sabido que a mucosa, a depender da influência hor-
monal, pode sofrer alterações no seu microambien-
te incluindo aporte celular local.

Desta forma, apesar da evidência molecular da 
presença de DNA leptospírico no fluido vaginal de 
animais carreadores, não foi verificada a presença 
do agente na vagina ou ainda alterações preditoras 
de infecção. Acreditamos que futuros estudos se-
jam necessários para avaliar a colonização por lep-
tospiras em outros sítios do trato genital de fêmeas 
bovinas.

Independente da colonização tecidual, identifi-
camos fêmeas bovinas assintomáticas com fluido 
vaginal positivo para a presença de DNA de lep-
tospiras patogênicas. Desta forma, acreditamos 
que este estudo tem importante papel de alertar 
sobre a possibilidade de transmissão venérea deste 
patógeno causador de enfermidade do trato repro-
dutivo de bovinos.

CONCLUSÃO
Neste estudo detectamos a presença de DNA 

leptospírico no fluido vaginal de vacas, sugerindo 
possibilidade de transmissão venérea da leptospi-
rose. Não foram visualizadas leptospiras no epitélio 
vaginal utilizando a técnica de Imunohistoquímica.
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