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RESUMO

Objetivos: identificar Listeria monocytogenes (Lm) em placentas humanas pela técnica de
imuno-histoquimica (IHQ) e relacionar sua presenca com as alteracgées histolégicas encontradas
no exame convencional, com o trimestre gestacional, a idade das gestantes, casos de aborto
e parto prematuro e a ocorréncia de aborto habitual.

Métodos: um estudo retrospectivo foi realizado no setor de patologia de um hospital-escola
de Porto Alegre no ano 2000. O material dos blocos de parafina de 254 placentas (exames
anatomopatolégicos), provenientes de aborto, de parto prematuro e de nascimento a termo,
foi analisado pela técnica histolégica convencional com a coloracdo de hematoxilina e eosina
(HE). A técnica de IHQ foi realizada no material de 148 exames anatomopatolégicos, que
apresentaram alteracées inflamatérias, hemorragia, necrose e trombose, utilizando anticorpo
policlonal Rabbit A “Listeria monocytogenes” B65420R (Biodesign®) na diluicao 1:1000 e
complexo avidina-biotina-estreptavidina. O teste X? foi aplicado para a andlise estatistica.
Resultados: a presenca de Lm foi identificada em 33,7% das placentas analisadas pela
técnica IHQ. Corioamnionite e vilite foram as alteragées inflamatérias que estiverem associadas
a diferenca significativa nas placentas positivas. Lm esteve presente nas placentas de 1°, 2°
e 3° trimestre gestacional. Ndo houve associacdo entre idade das gestantes, casos de aborto
e/ou parto prematuro e a presenca ou auséncia de Lm nas placentas. Abortos habituais
ocorreram em pacientes com ou sem Lm no tecido placentdrio.

Conclusao: a técnica de IHQ pode ser utilizada para confirmar o diagnéstico histopatolégico
de listeriose em todos os trimestres gestacionais.

PALAVRAS-CHAVES: Placenta. Listeria monocytogenes. Aborto habitual. Corioamnionite.

[ntroducao

A listeriose é zoonose causada pelo micror-
ganismo Listeria monocytogenes (Lm) e pode ser
transmitida ao homem pelos alimentos de origem
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animal, como o leite sem pasteurizacao, carne
e os derivados de ambos!. Os individuos com sis-
tema imunolégico debilitado, gestantes e re-
cém-nascidos fazem parte do grupo de risco e
devem consumir esses alimentos com a neces-
saria cautela®3.

Ao longo do tempo, varios surtos de
listeriose humana ocorreram, atingindo princi-
palmente mulheres gravidas e seus conceptos,
ocasionando aborto ou parto prematuro com alta
incidéncia de mortes fetais e neonatais. Casos
isolados de listeriose também provocaram aborto
ou o nascimento de criancas com meningite e
outras lesdes neurologicas*”.

A incidéncia de listeriose é subestimada,
pois ha varios fatores que dificultam a identifica-
cao do microrganismo por meio da cultura do san-
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gue e do liquido cefalorraquidiano, entre os quais
citamos as caracteristicas morfologicas da Lm, que
podem se confundidas com as de outro microrga-
nismo, Streptococcus do grupo B&.

A listeriose nao é, na maioria das vezes,
diagnosticada na gravidez pela dificuldade das téc-
nicas microbiologicas em encontrar o microrga-
nismo ou pelas alteracdes histolégicas nas placen-
tas, o que a confunde com outras doencas, o que
provavelmente impede de avaliar a importancia
de Lm na saude humana®.

No entanto, é importante diagnostica-la, por
meio do exame da placenta, para prevenir proces-
sos inflamatérios maternos recidivantes e tratar
0s casos neonatais, que podem causar meningite
com sequelas como hidrocefalia, retardo mental,
convulsées e sinais neurolégicos focais!.

A ocorréncia de aborto habitual ou de repeti-
cao (3 ou mais abortos consecutivos) relacionado
com a presenca de Lm é discutida por varios auto-
res e nao é investigada na maioria desses casos!''.

A identificacao de Lm, pelo exame imuno-
histoquimico (IHQ), foi evidenciada em estudos
de placentas que apresentaram as lesdes infla-
matorias caracteristicas, o que demonstra ser
método capaz de confirmar o diagnéstico desta en-
fermidade!!!2.

Os objetivos deste trabalho foram identifi-
car Lmem placentas humanas pela técnica de IHQ
e relacionar sua presenca com as alteracdes
histologicas encontradas no exame convencional
(HE), o trimestre gestacional, a idade das gestan-
tes, os casos de aborto e parto prematuro e a ocor-
réncia de aborto habitual.

Material e Métodos

Estudo retrospectivo feito a partir dos exa-
mes anatomopatologicos (AP) de placentas prove-
nientes de aborto, parto prematuro e nascimento
a termo. O levantamento efetuado nos registros
do Servico de Patologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA) revelou 714 AP desse tipo de
material examinados no ano 2000. Uma amostra
casual de 254 AP foi utilizada para analise por meio
do exame microscépico convencional.

O critério de leitura das laminas, coradas com
hematoxilina e eosina (HE), levou em consideracao
os achados histolégicos, evidenciados pelo infiltrado
inflamatério, hemorragia, necrose e trombose, ob-
servados ao microscopio nas objetivas 10, 40 e 100.

A técnica de THQ foi realizada no material
dos blocos de parafina de 148 laminas examina-
das pelo HE que apresentaram infiltrado inflama-
torio, hemorragia, necrose e trombose entre os 254
AP da amostra.

Listeria monocytogenes

O método de IHQ para diagnoéstico de
listeriose foi padronizado no laboratério de patolo-
gia experimental do HCPA'? a partir da técnica de
Santos et al.’®, utilizando anticorpo primario
policlonal Rabbit A “Listeria monocytogenes”
B65420R (Biodesign®) na diluicao 1:1000 e com-
plexo avidina-biotina-estreptavidina.

Os passos da técnica sao: preparacdo dos
cortes histolégicos; desparafinizacéo e hidratacao;
recuperacdo antigénica; irradiacdo em forno de
microondas para bloqueio da peroxidase endégena;
as laminas foram colocadas em solucéo de peréxido
de hidrogénio a 5% e agua destilada. Apos o blo-
queio em solucdo a 5% de leite desnatado e tam-
pao fosfato (PBS - Dako®) e 40 min em camara
Umida, foram lavadas com agua corrente, agua
destilada e colocadas no PBS durante 5min; incu-
bacdo com anticorpo primario policlonal Rabbit A
“Listeria monocytogenes” B65420R (Biodesign®) na
diluicao 1:1000; foi feita a reacdo complexo avidina-
biotina-estreptavidina + Kit Peroxidase: anticorpo
secundario e marcador (Kit Lsab - Dako®); revela-
cao (Kit Dab - Dako®); contracoloracdo (hematoxilina
de Harris).

O critério para a leitura das laminas, cora-
das pela THQ, foi a presenca de Lm na placenta,
identificada pela forma baciliforme, apresenta-
cao caracteristica em forma da letra “V” e colora-
¢ao marrom em contraste com as estruturas
azuladas adjacentes (Figura 1). A observacao das
laminas ao microscopio foi realizada com amplia-
coes de 10, 40 e 100.

Figura 1 - Microfotografia mostrando a lesdo causada pela Listeria monocytogenes na
placenta, com a bactéria dentro da célula de Hofbauer e no estroma do vilo. A forma em
“V" da bactéria aparece corada de marrom, em contraste as estruturas adjacentes.
(IHQ- anticorpo anti-listeria; X1000).
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A consulta aos prontuarios permitiu
pesquisar o trimestre gestacional, a idade da pa-
ciente, o nimero de abortos e os exames solicita-
dos; porém, quando a paciente foi atendida na
emergéncia, os dados em geral eram incomple-
tos. Em apenas um dos casos, encontramos refe-
réncia sobre o resultado da cultura laboratorial da
placenta com isolamento de Lm, que foi confirma-
do pela IHQ.

Para a analise estatistica, aplicamos o tes-
te do X? para as variaveis alteracoes histologicas,
trimestre gestacional, idade das gestantes, casos
de aborto e/ou parto prematuro e a ocorréncia de
aborto habitual.

As laminas utilizadas no presente estudo
foram identificadas por nameros, resguardando a
identidade das pacientes, e o projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, sob numero 00379.

Resultados

A Lmfoiidentificada em 50 das 148 laminas
analisadas pelo método de IHQ (33,78%).

Na Tabela 1, sdo mostradas as alteracoes
histolégicas, observadas com HE, e a freqtiéncia
com que ocorreram nos casos positivos e negati-
vos. A corioamnionite (p=0,035) e a vilite (p=0,003)
mostraram ter associacao significativa com a pre-
senca de Lm na placenta. A presenca de Lm foi
constatada em placentas de primeiro (37,5%), se-
gundo (27,5%) e terceiro (35%) trimestre
gestacional, sem diferenca estatistica significa-
tiva (p=0,987).

Tabela 1 - Freqiiéncia de alteragdes histoldgicas nas placentas relacionadas com a
presenca ou auséncia de Lm identificada pela IHQ.

Alteragoes Presenga de Lm Auséncia de Lm
histolégicas* (n = 50) (n =98)

n % n %
Corioamnionite 13 26,0 12 12,2
Vilite 13 26,0 8 8,1
Deciduite 7 14,0 14 14,2
Hemorragia 40 80,0 80 81,6
Necrose 12 24,0 28 28,5
Trombose 7 14,0 10 14,2

*Em algumas placentas, visualizou-se mais de um elemento histolégico.

A idade das gestantes variou entre 17 e 48
anos, sem diferenca estatistica significativa en-
tre casos positivos e negativos. Na Tabela 2, sao
mostrados os casos de aborto e parto prematuro e
a freqtiéncia com que ocorreram, relacionando-os

Listeria monocytogenes

com a presenca ou auséncia de Lm na placenta.
Nao houve associacédo entre a ocorréncia de abor-
to e parto prematuro (p=0,445) nas duas circuns-
tancias (presenca ou auséncia de Lm). Porém,
quando Lm estava presente nas placentas, ocor-
reram 66,6% de abortos e 33,3% de partos prema-
turos nos casos em que se obteve esta informacao
(n=36).

Tabela 2 - Freqiiéncia de aborto, parto prematuro e nascimento a termo relacionados
com a presenca ou auséncia de Lm identificada na placenta pela IHQ.

Casos Presenga de Lm Auséncia de Lm
(n = 50) (n = 98)
n % n %
Aborto 24 33,3 48 66,6
Parto prematuro 12 413 17 52,6
Nascimento a termo 0 - 2 100,0
Né&o informado 14 31,1 31 68,8

Os casos de aborto habitual ou de repeticao
ocorreram com a presenca de Lm (20,8%) ou au-
séncia de Lm (16,6%), sem diferenca significativa
(p=0,665), como mostrado na Tabela 3. Porém, Lm
estava presente em 38,4% do total de casos de
aborto habitual.

Tabela 3 - Ocorréncia de aborto habitual relacionado com a presenga ou auséncia de
Lm identificada na placenta pela IHQ.

Aborto Presenga de Lm Auséncia de Lm Total
habitual n % n %

Sim 5 20,8 8 16,6 13
Nao 19 79,1 40 83,3 59
Total 24 100,0 48 100,0 72
Discussao

O presente estudo identificou Lmem 33,7%
das placentas analisadas pela IHQ. Somente uma
das placentas tinha a cultura e o isolamento de
Lm confirmado, pois este exame nao é realizado
como rotina no HCPA. Todas as sete placentas
examinadas no estudo desenvolvido por Parkash
et al.!! apresentaram resultado positivo pela IHQ,
confirmando o diagnéstico anterior realizado por
meio da cultura e isolamento de Lm.

Os resultados deste trabalho mostram que a
corioamnionite e a vilite estdo presentes na pla-
centa com Lm, concordando com os resultados
encontrados por Parkash et al.!!. Concordam tam-
bém com o observado por Gersell e Kraus!?, que
afirmam que a Lm é a bactéria que mais
comumente causa vilite, na qual predominam os
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neutroéfilos, que se localizam entre o trofoblasto e
o estroma dos vilos. A corioaminionite é usual-
mente grave e muitas vezes se estende até o
estroma placentario e o Amnion contém um gran-
de ntiimero de microrganismos.

A maioria dos autores refere que a listeriose
predomina no terceiro trimestre gestacional, ocor-
re raramente no segundo e excepcionalmente no
primeiro!!'> Em trabalhos similares, analisando
placentites por Lm em periodo perinatal com
deteccao por IHQ ou mediante cultura e isolamento
do microrganismo, pode-se observar que a infec-
cdo por Lmocorreu mais no final da gestacao. Efeti-
vamente, quando a cultura é realizada para diag-
noéstico clinico presuntivo, pode-se encontrar este
agente. Porém, culturas ndo sdo rotineiramente
realizadas em abortos espontaneos e a auséncia
de estudo retrospectivo como o desta pesquisa pode
ter contribuido para a observacao da diferenca dos
resultados encontrados por esses autores. Esta
pesquisa examinou o material proveniente dos trés
trimestres gestacionais e foi possivel detectar Lm
em todos.

Esse fato nao parece ser, no entanto, um
fator importante para as sequelas da listeriose,
conforme observado neste estudo, ressaltando-se
que o uso de IHQ evidenciou que esta infeccao pode
estar presente no primeiro trimestre. Ocorre que
este diagnostico ndo é investigado, na maioria das
vezes, pela situacao clinica da paciente que bus-
ca atendimento no setor de emergéncias dos hos-
pitais e nem sempre esta realizando acompanha-
mento pré-natal ou pesquisa de infertilidade.

No estudo realizado por Parkash et al.!l, a
idade das pacientes variou entre 21 e 41 anos.
Confirmando os achados deste trabalho, a idade
materna parece estar relacionada com o periodo
de maior fertilidade da mulher mas néo ter rela-
cdo com a patogenicidade da Lm.

Salazar et al.’® afirmam que ndo ha evidén-
cias de que Lm cause aborto habitual, porém os
resultados deste trabalho mostram que o micror-
ganismo estava presente na placenta de cinco
dos 13 casos de aborto habitual analisados
(38,4%).

A realizacao deste estudo permitiu identifi-
car facilmente a presenca de Lm em placentas que
apresentavam vilite e corioamnionite, indicando
que a IHQ pode ser utilizada para confirmar o diag-
nostico de listeriose quando o exame de rotina da
placenta evidenciar este tipo de alteracao.

A alta frequéncia dessa positividade
(33,78%) em tecido placentario com alteracdes
inflamatérias nos estimula a incentivar a busca
deste agente por meio da IHQ, a fim de confirmar
a presenca do patégeno, notadamente em casos
de aborto habitual.

Listeria monocytogenes

Mais pesquisas utilizando a técnica de IHQ
poderao esclarecer a freqiiéncia de Lm como uma
das causas de septicemia neonatal, de aborto e
parto prematuro!” e as evidéncias de que cause
aborto habituale.

ABSTRACT

Purpose: o identify Listeriamonocytogenes (Lm) in human
placentas by immunohistochemistry (IHC) and relate its
presence to the histological alterations found on
conventional examination, to the pregnancy trimester, age
of pregnant women, cases of abortion and premature delivery,
and to the occurrence of habitual abortion.

Methods. a retrospective study was carried out at the
pathology service of a teaching hospital in the city of Porto
Alegre in 2000. The paraffin blocks of 254 placentas,
obtained from abortion, premature delivery and full-term
birth, were analyzed by conventional histology using
hematoxylin and eosin (HE) staining. The IHC assay consisted
of a rabbit anti-listeria polyclonal antibody B65420R
(Biodesign®) diluted 1:1000, in addition to the avidin-biotin-
streptavidin complex; 148 placentas revealed inflammatory
disorders, hemorrhage, necrosis and thrombosis. The X’ test
was used for statistical analysis.

Results: Listeria monocytogenes was detected in 33.78% of
the placentas analyzed by IHC. Chorioamnionitis and villitis
showed significant statistical difference in the positive
placentas. Lm occurred in the 1st, 2nd and 3rd trimester of
pregnancy. The age of pregnant women, the cases of abortion
and/or premature births were not statistically different as to
the presence or absence of LM in the placentas. Habitual
abortions occurred in patients with or without Lm in the
placental tissue.

Conclusion: Immunohistochemistry may be used to confirm
the histopathological diagnosis of listeriosis in all trimesters

of pregnancy.

KEYWORDS: Placenta. Listeria monocytogenes. Habitual
abortion. Chorioamnionitis.
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