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Identificacdo de Listeria monocytogenes em placentas humanas
e especimes de aborto pela técnica de imunoistoquimica

Identification of Listeria monocytogenes in human placentas and abortion species through immunohistochemical
technique
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resumo

Aborto A listeriose é causada por um microrganismo que se encontra amplamente disseminado na
Listeria natureza e tem sido isolado do solo, de fezes humanas e de animais e pode, eventualmente,
Placentite contaminar os alimentos. A Listeria monocytogenes é patogénica para o homem e tornou-se o

principal patégeno nas doencas transmitidas pelos alimentos. Tendo-se em vista que a
Patologia

incidéncia de listeriose humana ndo é bem conhecida e as placentites possuem aspecto
morfolégico inespecifico e ndo sdo, muitas vezes, investigadas para este fator etiol6gico, surgiu
a motivacdo para desenvolver a técnica de imunoistoquimica para o diagnéstico de Listeria
monocytogenes em placentas ou produtos de aborto, utilizando um anticorpo policlonal
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anti-Listeria (Biodesign®). Um projeto-piloto foi realizado a partir do material encontrado em
dez placentas provenientes de abortos ou partos prematuros ocorridos no ano de 2000 no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). As laminas foram analisadas através do exame
microscépico convencional (HE) e de imunoistoquimica (IHQ). Os resultados deste projeto T
revelaram a presenca de Listeria monocytogenes em cinco dos dez (50%) casos estudados.
Todos os casos apresentaram alteracdes sugestivas de processo inflamatério agudo supurativo.
Frente a estes achados torna-se importante considerar a infeccdo por Listeria monocytogenes
detectavel por IHQ como um elemento no diagnéstico da patogenia do aborto ou das
infecgdes perinatais, podendo este achado contribuir para o tratamento dos recém-nascidos
ou das parturientes. As caracteristicas microscopicas de listeriose na placenta, embora néo-

patognomonicas, permitem ao patologista um diagndstico presuntivo, e a confirmacéo pode

ser realizada pelo método de imunoistoquimica.

abstract

Listeria monocytogenes, a food-borne, human-infecting pathogen, is widespread in nature and | Abortion
has been isolated from soil, human and animal feces. Since the incidence of human listeriosis is
not well-known and placentitis has a nonspecific morphological aspect, usually uninvestigated
for this etiologic factor, we decided to implement immunohistochemistry (IHC) to diagnose
listeriosis in placentas or abortion specimens by using an anti-Listeria polyclonal antibody
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(Biodesign®). A pilot study was conducted with the material obtained from ten placentas from
abortions or preterm deliveries at Hospital de Clinicas de Porto Alegre in the year 2000. The
slides were analyzed by conventional HE staining and IHC. The results revealed listeriosis in five
(50%) of the ten studied cases. All cases showed alterations suggestive of acute suppurative
inflammatory process. These findings show that it is important to consider IHC-detected
listeriosis as a tool for the diagnosis of abortion pathogenesis or perinatal infections, as this can
contribute towards the treatment of newborns or pregnant women. The microscopic
characteristics of listeriosis in the placenta, albeit nonpathognomonic, allow for a presumptive
diagnosis, which is then confirmed by IHC.
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Introducéo

A Listeria spp. € um microrganismo que se encontra
amplamente disseminado na natureza e tem sido isolado
do solo, de fezes humanas e de animais. Todas as espécies
de Listeria sdo encontradas na natureza e podem, eventual-
mente, contaminar os alimentos, porém somente a Listeria
monocytogenes é patogénica para o homem (4), tornan-
do-se o principal patégeno nas doencas transmitidas pe-
los alimentos (12).

A Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-positi-
va, com motilidade, que é um freqliente patégeno veteri-
nario, causando aborto e meningoencefalite em vacas e
ovelhas, porém ha relatos em vérias espécies animais. A
infeccdo no homem ndo é comum, mas ocorre mais fre-
qlientemente no periodo neonatal, durante a gravidez,
nos idosos ou pacientes imunodeprimidos (3).

A transmissdo de Listeria monocytogenes através
dos alimentos pode causar doenca em surtos ou casos
isolados (9).

A gravidade da doenca depende das condicdes imu-
noldgicas do hospedeiro e do tipo de infeccdo (11). Desta
forma, a listeriose torna-se importante entre as gestantes
e parturientes que se enquadram nas chamadas situacdes
de risco. Segundo a organizacdo americana Food and Drug
Administration (FDA), um terco das infec¢des ocorre du-
rante a gestacédo e pode provocar aborto ou doencas séri-
as no recém-nascido (5).

As mulheres grévidas infectadas podem apresentar sin-
tomas de um resfriado e transmitir a doenca ao feto atra-
vés da placenta causando aborto, parto prematuro ou
meningite apds o nascimento (11).

O feto pode infectar-se no Gtero através da via
hematdgena ou da via ascendente a partir do trato genital
materno (6), apresentando sinais de pneumonia e apnéia;
pustulas na face e no corpo; granulomas no figado, baco
e cérebro (3).

Tendo-se em vista que a incidéncia de listeriose huma-
na ndo é bem conhecida e as placentites ndo sdo, muitas
vezes, investigadas para este fator etiol4gico, surgiu a mo-
tivacdo para a realizacdo desta pesquisa.

Material e método

O método de imunoistoquimica para diagnéstico de
listeriose foi desenvolvido no Hospital de Clinicas de Por-
to Alegre (HCPA) utilizando-se um anticorpo policlonal
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anti-Listeria monocytogenes (Biodesign®) na diluicao
1:1.000. Um projeto-piloto foi realizado na Unidade de
Pesquisa Experimental do HCPA, a partir do material de dez
blocos de placentas provenientes de abortos ou partos pre-
maturos ocorridos no ano de 2000 naquele hospital.

As laminas foram processadas no Servico de Patologia
do HCPA para a técnica de hematoxilina e eosina (HE), e o
método de imunoistoquimica (IHQ) foi adaptado partin-
do-se da técnica descrita por Alves et al. (1) e Mills (7), de
acordo com as seguintes etapas:

¢ identificacdo dos blocos de parafina: com tecido nor-
mal, com listeriose (controles) e com as amostras das
placentas;

e preparacdo dos cortes histoldgicos: os blocos foram
cortados com 2mm a 3mm de espessura;

e preparacao das laminas: as laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE);

e procedimentos imunoistoquimicos (IHQ):
a) preparacdo dos cortes histolégicos;
b) desparafinizacdo e hidratacéo;
) recuperacdo antigénica: irradiacdo em forno de
microondas;

d) bloqueio da peroxidase enddgena: as laminas fo-
ram colocadas em uma solucéo de peréxido de hidro-
génio a 5% e agua destilada e, apds, em uma solucdo
a 5% de leite desnatado e tampéo fosfato (PBS), du-
rante 40min em camara Umida e escura; foram lava-
das com dgua corrente, agua destilada e colocadas no
PBS durante 5min;

e) incubacdo com anticorpo primério anti-Listeria
monocytogenes;

f) reacdo complexo avidina-biotina-estreptavidina + kit
peroxidase (Dako®): anticorpo secundario e marcador;

g) revelacéo;
h) contracoloragao;

e observacdo das laminas.

Resultados e discussao

A Listeria monocytogenes, na sua forma baciliforme e
apresentacdo caracteristica em “V” (10), corou-se de mar-
rom pelo método de imunoistoquimica.

No presente estudo, cinco das dez placentas analisa-
das pelo método de IHQ foram positivas para Listeria
monocytogenes (Tabela). Ressalte-se que, no estudo de
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Resultados do projeto piloto em dez placentas testadas com anticorpo policlonal anti-Listeria

Tabela monocytogenes
Caso Pesquisa Patologia
IHQ

1 Positivo Com inflamagéo
2 Positivo Com inflamagéo
3 Positivo Com inflamagéo
4 Positivo Com inflamagéo
5 Positivo Com inflamagéo
6 Negativo Sem inflamacéo
7 Negativo Com inflamagéo
8 Negativo Sem inflamac&o
9 Negativo Com inflamagédo
10 Negativo Com inflamagéo

Idade Trimestre NUmero de

materna gestacdes
28 22 5
40 30 1
40 30 6
21 80 1
18 30 1
19 2 3
29 80 2
38 3° 7
24 20 2

Nao-informada 30 Nao-informado

Parkash et al. (10), foram identificadas alterac6es caracte-
risticas de listeriose nas sete placentas examinadas.

No estudo-piloto, analisamos laminas de placentas com
caracteristicas histoldgicas sugestivas de infeccdo com
placentite, corioamnionite e vilite, e outras com discreta
infiltracdo inflamatéria aguda.

As alteracoes histologicas na placenta com listeriose
s@o microabscessos, vilite focal, corioamnionite e funiculite
(2, 6, 9). As alteracdes identificadas no HE das placentas
deste estudo foram corioamnionite (quatro casos) e vilite
necroética (trés casos).

As principais alteracdes histolégicas encontradas por
Parkash et al. (10) foram corioamnionite (seis em sete ca-
50s) e vilite (todos os sete casos). O trabalho desenvolvido
por Fox (6) encontrou vilite necrética em trés dos cinco
casos examinados.

A dificuldade encontrada no desenvolvimento da téc-
nica foi a presenca de uma reacado de fundo inespecifica
em células deciduais e endometriais. Superamos esta difi-
culdade melhorando a diluicdo do anticorpo, os métodos
de bloqueio da peroxidase e analisando os casos predo-
minantemente nas areas inflamatdrias. Esta dificuldade néo

estd referida na literatura com o uso deste anticorpo,
porém estes achados podem estar relacionados com o
uso da biotina, pois a mesma serve como coenzima para
vérias enzimas envolvidas na transferéncia de CO,. A inte-
racao entre biotina e avidina forma a base para a identifi-
cacdo dos antigenos celulares. A biotina enddgena pre-
sente no citoplasma ou ndcleo pode ser fonte de falso
positivo na coloracdo IHQ quando se utiliza o complexo
avidina-biotina-peroxidase (8).

Conclusao

A realizacdo deste projeto-piloto permitiu identificar a
presenca de Listeria monocytogenes em placentas e espéci-
mes de abortos examinados no Servico de Patologia do HCPA.

As caracteristicas histolégicas de infeccdo por listeriose
na placenta, embora ndo-patognomaénicas, permitem ao
patologista um diagndstico presuntivo, e a confirmacéo
pode ser realizada pelo método de IHQ.

Mais estudos devem ser realizados em placentas com
alteracdes sugestivas de listeriose através de confirmacao
da presenca do agente pela técnica de IHQ.
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