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RESUMO

A infecgdo pela Helicobacter pylori € uma das mais comuns em humanos,
admite-se que é adquirida na infancia e que é uma das principais causas de gastrite
e Ulcera gastrica na vida adulta. Entre os varios métodos de diagnosticos da infeccéao
pela H. pylori a reacdo e cadeia da polimerase (PCR) tem mostrado alta
sensibilidade para a deteccao desta bactéria em amostras gastricas, orais fecais.
Com o objetivo de padronizar a técnica de PCR para detectar a presenca da H.
pylori nas fezes e comparar com o método de diagndstico soroldgico, utilizou-se uma
amostra de 79 criancas provenientes de um estudo soroepidemiolégico realizado em
Belém-Para, no ano de 2003. O DNA total foi extraido das fezes através de um
protocolo padronizado neste estudo baseado na associacdo dos métodos de fervura
em resina quelante e digestao por proteinase, seguido por fenol-cloroférmio. Para a
amplificagdo do DNA utilizou-se iniciadores para o gene 16S rRNA para o género
Helicobacter e para deteccao especifica da H. pylori utilizou-se iniciadores para
trecho do gene ureA. O fragmento foi visualizado em gel de agarose 2% corado com
brometo de etidio. A presenca da H. pylori foi verificada em 69,62% (55/79) dos
pacientes. A analise comparativa entre o ensaio sorologico e a PCR ureA, revelou
que a técnica molecular apresenta um melhor desempenho no diagnéstico de H.
pylori em fezes (p = 0,0246). A aplicacao da técnica da PCR em amostras fecais de
criangas, por ser um procedimento ndo invasivo e altamente eficiente pode ser
utilizada para deteccédo da infeccdo pela H. pylori tanto na rotina laboratorial como
em pesquisas de interesse epidemiolégico.

Palavras chaves: H. pylori, criangas, fezes, PCR



ABSTRACT

The infection for the Helicobacter pylori is one of the most common in humans, it is
admitted that is acquired in the childhood and that it is one of the main gastritis
causes and peptic ulcer in the adult life. Among the several diagnosis methods for
the H. pylori infection, the Polimerase Chain Reaction (PCR) has been showing high
sensibility for the detection of this pathogen in gastric, oral and faecal samples. With
the objective of standardizing the PCR technique to detect the presence of H. pylori
of in stool samples and to compare this method with sorologic diagnosis, we studied
a samples of 79 children coming of a seroprevalence study realized in the city Belém-
Para in 2003. The genomic DNA was extracted of the feces through a protocol
standardized in this research based on the association of quelator agents and
proteinase digestion, followed by a phenol-chloroform procedure. For the DNA
amplification it was used primers for the gene 76SrRNA specific for Helicobacter
genus and for specific detection of the H. pylori it was used primers for desigend for
ureA gene. The visualization of the fragments was performed agarose 2% gels
stained with ethidium bromide. The presence of the H. pylori was verified in 69,62%
(55/79) of the patients. The comparative analysis between the serologic research and
the ureA PCR revealed that the molecular technique presents a better acting in the
diagnosis of H. pylori in feces (p = 0,0246). The application of the technique of PCR
in children's fecal samples, for being a non invasive highly efficient procedure, can be
used for detection of the infection by H. pylori in the laboratorial routine as well as in
researches of epidemiologic interest.

Keywords: H. pylori, children, faecal samples, PCR
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1 INTRODUCAO

1.1 A BACTERIA Helicobacter pylori

1.1.1 Historico e Taxonomia Atual

Em 1983, o italiano Guilio Bizzozero relatou pela primeira vez a presenca de
organismos espiralados no estdbmago de caes. Apenas trés anos depois, o alemao
Hugo Salomon confirmou os achados de Bizzozero quando descreveu espiroquetas
no estdbmago de caes e gatos (Salomon, citado por Marshall & Warren, 1984, p.
1311). Ja no inicio do século XX, Krienitz detectou a presenca de microorganismos
similares em bidpsias gastricas e em vémitos de pacientes com cancer gastrico
(Dunn et al; 1997).

Palmer em 1950, através de uma técnica de sucgao coletou espécimes da
mucosa gastrica de pacientes, porém ao usar o método de coloracdo Hematoxilina—
eosina (HE) ndo conseguiu identificar a bactéria. Entdo, acreditou—se que a
presenca da bactéria ndo passava de contaminacdo do muco, desmotivando a
pesquisa e publicacao nesta area (Palmer, 1954).

O patologista australiano Robin Warren, em 1979, notificou que tinha
observado por véarias vezes uma bactéria curva nas amostras de biépsias gastricas
submetidas a andlise histopatologica. Este microorganismo nao era encontrado
invadindo a mucosa gastrica, mas sim no muco ao redor do tecido. E mesmo Warren
tendo encontrado relatos de um organismo similar descrito no final do século Xl, nao
continuou seus estudos devido as dificuldades na época em se conseguir isolar a
bactéria (Marshall & Warren, 1984; Dunn et al, 1997).

Em 1982, o médico Barry Marshall interessou—se nas observagdes de
Warren e juntou-se a ele na tentativa de isolar a bactéria a partir de bidpsias
gastricas dos pacientes com gastrite crénica, aplicando métodos empregados no
isolamento de espécies de Campylobacter. Somente em 1983, eles conseguiram
cultivar esta bactéria através do aumento acidental do periodo de incubacao das
placas de cultura devido o feriado da Pascoa (Marshall & Warren, 1984; Marshall et
al., 1985; Marshall, 1994).



Inicialmente, as pesquisas concentraram—se na cultura in vitro da bactéria e
sua classificacdo. Posteriormente, foram realizadas anélises histopatolégicas dos
fragmentos de mucosa, e 0 microorganismo foi incluido no género Campylobacter
pelas semelhangas com estas bactérias patogénicas intestinais, tais como seu
aspecto quando corado por Gram e sua caracteristica microaerofila para cultivo
sendo denominado de Campylobacter pyloridis (Dunn et al., 1997 ; Parsonnet, 2000).

Em 1985, Marshall e Warren estavam convencidos de que esta bactéria
desempenhava importante papel na génese dos processos inflamatérios no
estbmago e ingeriram voluntariamente caldo de cultura da bactéria, conseguindo
comprovar a teoria de que ela seria a principal causa de inflamacédo gastrica e
divulgaram seus resultados (Marshall et al., 1986).

Analises posteriores, incluindo estudos moleculares de caracteristicas
ultraestruturais, propriedades enzimaticas, respiracdo e crescimento, detectaram
diferencas em relacdo ao género Campylobacter. Entdao, em 1989, recebeu uma
nova classificagdo taxon6mica do género Helicobacter, inicialmente com duas
espécies: Helicobacter pylori, patégeno gastrico do estbmago humano e
Helicobacter mustale, bactéria similar encontrada no estémago de furées (Dunn et
al., 1997; Degroote et al; 1999).

TAXONOMIA DA BACTERIA

FILO Proteobactéria
CLASSE Epsilonproteobacteria
ORDEM Campylobacterales
FAMILIA Heliocabacteraceae
GENERO Helicobacter
ESPECIE H. pylor

Fonte: www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy

Estas descobertas revolucionaram a gastroenterologia € a microbiologia,
conduzindo a mudangas em condutas terapéuticas e diagnosticas (Suerbaum &
Michetti, 2002). Sendo assim, em 1994 foi classificada como carcindégeno do tipo 1
para cancer do estbmago pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC,



1994). No ano de 2005, Warren e Marshall receberam o prémio Nobel de Medicina e
Fisiologia pela descoberta da relagdo entre a H. pylori e as doencgas pépticas de
estdbmago e duodeno (Ahmed, 2005).

1.1.2 Aspectos epidemioldgicos

1.1.2.1 Prevaléncia

A H. pylori € um dos patégenos mais comuns em humanos, comprometendo
cerca da metade da populagdo mundial (Nakayama & Graham, 2004). Apresenta
distribuicdo universal, sendo encontrada em habitantes dos cinco continentes (Go,
2002) (Figural).

Figura1.Distribuicao mundial da prevaléncia da infecgao pela
H. pylori.
Fonte: http://ww.helico.com/h_epidemiology.html)

A prevaléncia da infeccdo pela H. pylori é significantemente maior entre
paises em desenvolvimento do que em paises desenvolvidos. Porém,
independentemente da regido, as diferengas parecem estar em funcédo da condicao



socioeconémica da populacao e sanitarias das regides (Marshall, 2002; Perez-Perez
et al., 2004, Bures et al., 2006; Queiroz & Luzza, 2006).

Outras condi¢cdes também parecem influenciar a prevaléncia como a idade,
fatores genéticos do hospedeiro e da bactéria, ou mesmo os fatores ambientais,
como habitos alimentares e consumo de bebidas alcodlicas e fumo (Namekata et al.,
2000; Brown, 2002; Hamajimi et al., 2006; Rowland et al., 2006; Zaterka et al., 2007).

Em paises desenvolvidos como Estados Unidos da América (EUA), Canada
e regido ocidental da Europa cerca de 50% da populacao adulta esta infectada pela
H. pylori (Everhart et al., 2000; Jacobson, 2005, Bures et al., 2006). Na populacao
infantil a taxa de infecgdo € em torno de 5%, com uma incidéncia anual entre 0,3% e
2,7% para menores de 12 anos (Jacobson, 2005; Mourad-Baars & Chong, 2006).

Por outro lado, em paises em desenvolvimento a prevaléncia € maior,
atingindo 80% dos adultos e mais de 50% das criancas com menos de 10 anos de
idade (Kodaira et al., 2002; Nizami et al., 2005; Halitim et al., 2006). Estes dados
parecem ter relagdo direta com precarias condicbes de higiene e saneamento,
aglomerados humanos e por contato mais intimo entre criangas e adultos,
consequentemente facilitando a transmissao e contaminacao infantil (Kodaira et al.,
2002; Al-Shamabhy et al., 2005; Bani — Hani et al.; 2006).

Estudos de soroprevaléncia em criancas no Brasil tém demonstrado uma
variacdo na prevaléncia da infecgdo pela H. pylori em diferentes regides. Em Belo
Horizonte (MG) a prevaléncia observada foi de 34,1%, em Fortaleza (CE) foi de
39,2% e em Porto Alegre (RS) de 24,86% (Oliveira et al., 1994; Sousa et al., 2001;
Mitchell et al., 2003).

Muitos estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a infancia constitui o
periodo de maior aquisicdo da H. pylori e que as taxas de prevaléncia da infeccao
pela H. pylori aumentam com a idade (Moraes & Silva, 2003; Rocha et al., 2003;
Nizami et al., 2005; Mourad-Baars & Chong, 2006; Bani — Hani et al., 2006).

Em Belém (PA) foi observada uma prevaléncia de 74% entre pacientes com
gastrite (Aguiar et al., 2002) e de 93% em pacientes com Ulcera gastrica (Martins et
al., 2002). Em criangas essa prevaléncia também foi elevada, acometendo cerca de
80% dos individuos na faixa etaria de 6 meses e 12 anos, quando comparada com
as prevaléncias observadas nas regioes Sul e Sudeste (Guimaraes, 20083).

Um outro trabalho realizado em Belém (PA) com dois grupos
socioeconémicos diferentes, demonstrou uma prevaléncia de 91% da infecgéo pela



H. pylori em criancas de baixo nivel s6cio econdmico. Ja no grupo de melhor nivel
sécio econdmico (médio e alto) observou-se uma taxa de infeccdao de 32% nas
criancas (Barile, 2003).

1.1.2.2 Transmissao

Apesar da ampla distribuicdo mundial da infeccdo pela H. pylori, os
mecanismos especificos de transmissao da bactéria seguem desconhecidos (Frenck
et al., 2003; Axon, 2006; Ahmed et al., 2006). Podendo-se afirmar apenas que a
bactéria por ser ndo-invasiva, s6 consegue alcancar a mucosa gastrica pela boca
(Goodwin et al.; 1997; Kodaira et al., 2002).

A transmissao de um agente infeccioso requer exposicao e susceptibilidade
do hospedeiro, a qual nao estd bem compreendida para a H. pylori (Everhart, 2000).
A maior questao a se esclarecer € como a H. pylori passa do estbmago de uma
pessoa para o de outra (Dunn et al., 1997).

As elevadas taxas de prevaléncia da infec¢ao pela H. pylori em individuos
que vivem em aglomeracao intrafamilial (Aguemon et al., 2005; Konno et al., 2005),
assim como a similaridade entre os gendétipos de cepas infectantes de membros da
mesma familia, propde que um dos principais meios de transmissao seja de pessoa
para pessoa (Drum et al., 1990; Malaty et al., 1991; Cartagenes, 2003). Porém,
ainda nao é possivel determinar se a principal via de transmissdo é oral-oral ou
fecal-oral, provavelmente ambos atuem simultaneamente em niveis populacionais
(Kodaira et al., 2002).

A transmissdo do tipo oral-oral propde que a cavidade oral serviria de
reservatérios da infeccao e reinfeccdo pela H. pylori, pois a regurgitacao do suco
gastrico pode contaminar a boca. O isolamento da H. pylori de amostras da placa
dentaria, saliva e vomitos indicam esse tipo de transmissao. Portanto, a eliminacao
da H. pylori da cavidade oral pode ser uma forma de evitar a recolonizacado desta
bactéria no estdbmago, além de evitar a transmissao pela rota oral-oral (Parsonneet
et al., 2000; Czesnikiewicz—Guzik et al., 2004; Czesnikiewicz—Guzik et al, 2005;
Loster et al., 2006).



Na transmissao fecal-oral os pesquisadores admitem que o homem seja o
reservatério da H. pylori, sendo eliminada nas fezes, contaminando alimentos que
podem servir de veiculos de transmisséo (De Shryver et al., 2006).

Fontes de transmissdes adicionais, como a agua, podem ser importantes
em paises em desenvolvimento. Esta hipétese € defendida em varios estudos que
sugerem a contaminacao, através das fezes, dos sistemas de irrigacao pela rede de
esgotos (Torres et al., 2000; Horiuchi et al., 2001, Graham & Malaty, 2002; Queralt et
al., 2005).

Ja a transmissdo iatrogénica seria ocasionada por instrumentos
contaminados com secrecdes gastricas, sobretudo quando ndo é bem feita a
descontaminacao do equipamento (Langenberg et al., 1990; Feldman et al., 1998).
Além disso, este possivel meio de transmissao pode ser responsavel pela reinfeccao
por ocasido de um novo exame (Cutler & Schubert, 1993; Schutze et al.,, 1995;
Coelho et al., 1998).

Existe um risco aumentado para os profissionais da area da saude de
adquirirem a infeccdo pela H. pylori através dessa rota de transmissdo, como no
caso de médicos endoscopistas e dentistas que entram em contato com secrecdes
gastricas e orais infectadas (Braden et al., 1997; Deltenre & Koster, 2000; De
Schyver et al., 2004).

Nao existem evidéncias de transmissao zoondética, embora a H. pylori seja
encontrada em primatas ndo humanos e ocasionalmente em outros animais (Dore et
al., 2001; Solnick, 2003). Vaira et al.(1988) relataram que funcionarios envolvidos
nos abatimentos de porcos tém um numero maior de anticorpos anti- H. pylori do
que os que trabalham em escritorios, e sugerem que 0s porcos poderiam ser fontes
de infecgao.

1.1.3 Morfologia

A H. pylori € uma bactéria Gram negativa que apresenta duas diferentes
formas morfolégicas: a espiralada e a cocbide. Ambas podem encontrar-se no
estébmago e duodeno (Goodwin & Armstrong, 1990; Dunn et al., 1997).

A forma espiralada (Figura 2) apresenta — se como uma estrutura bacilar ou

encurvada, tem em torno de 2,5 a5 um e 0,5 a 1 um de espessura, de superficie lisa



e extremidades arredondadas, médvel, microaerofilica e cultivavel a temperatura
entre 30 a 37°C. Em geral, apresenta até 7 flagelos unipolares embainhados, em
formato de hélices, os quais sdo essenciais para sua motilidade no muco gastrico.
Cada flagelo possui aproximadamente 30 pum de comprimento e 2,5 nm de
espessura (Dunn et al., 1997; Marshall, 2002.).

A H. pylori na forma em espiral possui capacidade excepcional de aderéncia
e € altamente adaptada para colonizar a mucosa gastrica, sendo observado trés
modos de colonizacao: livres no muco, aderidas a superficie das células do epitélio
gastrico e intercelular, entre as células epiteliais (Goodwin & Armstrong, 1990;
Heczko et al., 2000
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Figura 2. Imagem 3-D da Helicobacter pylori . Fonte: Marshall, 2002.

As formas cocoides (Figura 3), ao contrario das espiraladas, se aderem
pouco as células e, tampouco sédo capazes de induzir a secre¢cao de interleucinas 8
(IL-8) por estas células. Sendo assim, a aderéncia perdida sugere que essas formas
se desprendem do epitélio gastrico e sdo menos dependentes da adesao para
sobreviver (Sheri et al., 1997).

Figura 3. Forma cocéide da Helicobacter pylori. Fonte: Saito, 2003).



Alguns pesquisadores sugerem que a forma cocéide seja uma estrutura
viavel e de resisténcia frente as condicbes ambientais adversas: aerobiose, pH
alcalino, alta temperatura, incubacao prolongada, tratamento com antibiéticos, com
inibidores da bomba de prétons, éxido nitrico, etc (Adersen et al.1997; Cole et al.,
1999; Veladzquez & Feirtag, 1999).

Portanto, estaria envolvida nos mecanismos de transmissdo da bactéria,
sendo capaz de infectar agua e alimentos, e reversivel a forma em espiral no
momento em que encontrasse condicdes favoraveis no meio ambiente (Goodman &
Correa, 1995; Cave, 1997; Hultén et al., 1998; Shahamat et al., 2004).

Entretanto, outros estudos tém demonstrado que a forma cocédide seria um
produto nao viavel de degeneracao celular, devido perda no cultivo, na diminuicao
da densidade celular, em mudancas na parede celular e em outras estruturas
associadas com a transformacdo bacteriana (Kusters et al., 1997; Enroth et al.,
1999).

Por microscopia eletrbnica, tém sido descritos dois tipos diferentes de
transformacao da forma espiralada para a cocéide. Sendo classificada como tipo A,
o0 processo realizado por duas bactérias, que se unem pela extremidade dos
flagelos, formando uma estrutura esférica, primeiramente envolvida por uma
membrana irregular e finalmente assumem a forma cocoéide. Ocorrendo também um
provavel processo de transferéncia horizontal de genes (Saito et al., 2003).

No tipo B, a transformacdo para forma cocoide envolve somente uma
bactéria e ocorre através de um processo passivo, que nao requer sintese protéica,
onde os flagelos se ligam a outra extremidade da bactéria, curvando-se em formato
de “U” para finalmente terminar como forma cocoide (Saito et al., 2003).

1.1.4 Genoma

A H. pylori € um importante patdégeno humano, sendo que varias evidéncias
apontam o gendtipo desse microorganismo como um fator significante na natureza
das doencas gastrointestinais (Mobley, 1996; Mobley 1997). Por isso, a identificacdo
e a caracterizacdo da bactéria em nivel gendmico tornaram-se muito importante
(Graham et al., 2006).



Foram publicadas duas sequiéncias completas do genoma da H. pylori. A
primeira, publicada em 1997 por Tomb et al. A partir do sequienciamento da cepa
26695, isolada em um paciente com gastrite em 1987 no Reino Unido (Tomb et al.,
1997). Em 1999 o segundo genoma da linhagem J99 foi publicado, isolada nos
Estados Unidos de um paciente com Ulcera duodenal (Alm et al., 1999).

Desde entdo, a disponibilidade dessas seqUéncias permitiu avaliar a
diversidade genética da H. pylori, importante para identificacdo de fatores
determinantes da viruléncia, contribuindo para uma melhor compreensdo dos
mecanismos de colonizagdo inicial, persisténcia da bactéria e desenvolvimento de
doencas como gastrite crénica ativa e Ulcera péptica (Blaser & Berg, 2001; Oleastro
et al., 2006).

O genoma da H. pylori consiste de um cromossomo circular, com um
tamanho em torno de 1,65 Megabases (Mb) e compreende cerca de 1.500 quadros
abertos de leituras. Aproximadamente 40% das cepas de H. pyloriisoladas possuem
plasmideos variando de 1,5 a 23,2 Kilobases (Kb), nos quais nao foram encontrados
genes que codifiquem fatores de viruléncia (Dunn et al., 1997; Tomb et al., 1997;
Alm et al., 1999).

Através da comparacao entre a organizacao do genoma das duas linhagens
sequenciadas, demonstrou-se que, tanto a ordem de genes como o proteoma das
duas cepas foi muito similar. Além disso, mostrou-se que a maior parte do genoma e
proteoma foram conservadas (Alm et al., 1999).

Observou-se também que 20% dos genes sao especificos da H. pylorie 7%
sao exclusivos de cada cepa (89 genes da cepa J99 e 117 genes da cepa 26695). A
maioria desses genes cepa-especificos estao localizados em uma Unica e variavel
regiao do genoma, denominada zona de plasticidade (Marshall et al., 1998; Alm et
al., 1997; Bjérkholm & Salama, 2003).

Ambos os genomas seqlenciados contém duas cépias dos genes 16S e
235-5S RNA ribossomal nas mesmas regides. Além disso, a cepa 26695 possui um
gene extra do 55 RNA ribossomal (RNAr). Diferente de outras bactérias os genes
RNAr da H. pylori ndo estao situados continuamente no cromossomo, sugerindo que
seus mecanismos de regulacdo sejam mais complexos do que os de outros
procariontes (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999). Tais genes podem servir como
marcadores especificos da H. pylori (Ho et al.; 1991; Gramley et al., 1999, Booka et
al., 2005).
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Estudos tém revelado 82 proteinas de superficie externa (OMPs), que
apresentam massa molecular variando de 10 a 100 kDa, e que s&o definidas como
proteinas de membrana externa ou secretoras. Dentre essas, 18 foram identificadas,
como fatores de viruléncias essenciais (urease, catalase, e outros). De fato, as
proteinas de superficie da H. pylori estdo particularmente expostas ao sistema
imune, e representam a maioria dos antigenos de superficie da bactéria (Sabarth et
al., 2002).

As proteinas secretoras estdo localizadas no citoplasma da célula
bacteriana e tém fungdes em outras células, indicando que poderiam ser usadas
como projetores para a liberagdo de componentes intracelulares. Algumas dessas
proteinas sao identificadas como proteinas flagelares e provavelmente usam um
sistema de reunido flagelar para sair da célula (Bumann et al., 2002).

Algumas proteinas de membrana externa estdo associadas a uma larga
familia de 32 moléculas de porinas denominadas Hop proteinas, sendo que cada
proteina forma um Unico canal de baixa condutancia num modelo de sistema de
membrana de bicamada lipidica planar (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999; Baik et
al., 2004).

Essas proteinas Hop incluem as principais adesinas da H. pylori, e muitos
outros genes de viruléncia bacteriana, sendo que um dos mecanismos responsaveis
pela sua variagao genotipica envolve ativagao ou inibicdo por mutagenese mediada
por um erro de pareamento na fita, favorecendo importantes interagdes com o
hospedeiro (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999).

A variabilidade genética da H. pylori esta associada a muitos genes, o0s
quais tém papel significante como fatores de viruléncia. Esses genes codificam
proteinas com diferentes fungdes, isto € modificam as moléculas de superficie com
atividade antigénica, controlam a entrada de DNA estranho dentro da bactéria, e
influenciam na motilidade bacteriana (Dunn et al., 1997).

Varios mecanismos contribuem para essa diversidade genbmica,
destacando-se 0s rearranjos intragénicos que podem ocorrer na bactéria: delecoes,
duplicacdes, inversdes e translocacdes de partes do genoma. A H. pylori possui um
grande numero de sequéncias de DNA repetitivo e varias copias de seqiéncias de
insercao 1S605 por todo o cromossomo, podendo levar a muitos desses eventos de
rearranjos gendmicos (Marshall et al., 1998; Alm et al., 1999; Bjérkholm & Salama,
2003; Eppinger et al., 2006).
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No alinhamento dos dois genomas observam-se diferencas na organizacao,
como regides invertidas ou translocadas para outras regides e em todas essas
associacbes nota — se a presenca de elementos de insercdo ou elementos
repetitivos (Tomb et al., 1997; Alm et al., 1999).

Outro mecanismo importante na constituicio do DNA da H. pylori é a
transferéncia horizontal de genes. A analise do conteudo de G + C de algumas
sequéncias de H. pylori sugere que esses tenham sido adquiridos de outros
procariontes, archea, eucariontes (Solnick et al., 1997; Goldman & Kranz et al.,
1998).

Um total de cinco regibes do genoma da H. pylori tem diferencas
significativas na percentagem de G + C quando comparado com o resto do genoma
(Suerbaum & Achtman, 1999; Garcia-Vallvé et al., 2002). Dentre essas diferencas
destaca-se a ilha de patogenicidade cag, que pode ter vindo para espécie H. pylori
dentro de um elemento 1S605 (Suerbaum et al.,, 1999; Garcia-Vallvé et al., 2002;
Busler et al., 2006).

As mutacdes de ponto por erro na replicacdo, também se destacam na H.
pylori sendo importantes, principalmente no desenvolvimento de resisténcia a
antibiéticos. A resisténcia é usada como estratégia para adaptacao a mudancas do
ambiente, pois essa bactéria possui um sistema de reparo pouco evoluido (Wang et
al., 1999; Garci—Vallvé et al., 2002).

A H. pylori € competente para transformacdo natural e aparentemente
recombina com eficiéncia o DNA ganho por transformacédo no genoma, levando a
uma consideravel diversidade genotipica e recombinacao entre diferentes linhagens,
esses eventos estdo associados em grande numero a um sistema de restricdo —
modificacdo (R-M) encontrado em varias cepas da bactéria (Alm et al, 1999;
Bjorkholm & Salama, 2003).

Este sistema R—M do tipo | atua como regulador transcricional da expressao
dos genes de viruléncia da H. pylori, sendo que as cepas mais virulentas
demonstram um maior acumulo dos genes hsdS, que codificam a subunidade S
desse sistema (Bjérkholm & Salama, 2003).

Apesar da H. pylori apresentar um genoma diverso, a diversidade entre
cepas de populacdes geograficas distintas é diminuida. Isto seria explicado pela falta
evidente de competicdo direta entre a maioria das cepas, mesmo quando residem

em diferentes pessoas numa mesma comunidade; e pelo fluxo migratério humano
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ocorrido hd muitos anos, correspondendo a separacdo de cepas que as pessoas
carregariam (Falush et al.,2003; Hussain et al., 2004).

A divergéncia entre cepas de H. pylori seria mais elevada pelas diferencas
entre as caracteristicas pessoais dos individuos para cepas individuais (Dubois et
al., 1999). Tais caracteristicas poderiam incluir tipos de antigenos Lewis disponiveis
para H. pylori, a especificidade e intensidade da imunidade e resposta inflamatéria, e
regulacdo do complexo de secre¢do acida gastrica (Blaser & Berg, 2001; Martins et
al., 2006).

Como uma consequiéncia da diversidade humana, qualquer cepa de H.
pylori que tenha se tornado bem adaptada para seu hospedeiro atual (refletindo
décadas de selecao) sera sempre bem menos adaptada para outros individuos que
a ingerirem. O estabelecimento da cepa no novo hospedeiro resultaria na selecao
para genotipos melhores adaptados para seu novo ambiente, e entdo favorece a
divergéncia de genotipos ancestrais (Blaser & Berg, 2001; Kraft et al., 2006).

A H. pylori tem uma grande importancia médica, portanto, mais estudos
sobre a variabilidade observada nas regides que codificam fatores de viruléncia
dessa bactéria sdo necessarios para esclarecer a grande diversidade clinica em
relacdo a infeccao por esse microorganismo (Alm et al., 1997; Bjoérkholm & Salama,
2003). Além disso, a elucidacao dos padrdes de populacdes das cepas de H. pylori é
bastante significante, contribuindo para o desenvolvimento de teste de diagnésticos,
terapia antimicrobiana e vacinas (Falush et al., 2003).

1.1.5 Fatores de viruléncia

A acidez e o peristaltismo da mucosa gastrica normalmente inibem a
colonizagdo bacteriana do estdmago humano. Entretanto, a H. pylori desenvolveu
mecanismos especificos que permitiram a sua adaptacdo e sobrevivéncia nesse
ambiente improprio (Moran, 1996).

Varias propriedades patogénicas estao envolvidas nesse processo e podem
ser divididas em trés classes (Figura 3): fatores de colonizacdo, que permitem ao
patdgeno estabelecer-se no hospedeiro; fatores de persisténcia, que permitem
colonizacgado prolongada e sobrevivéncia da bactéria; e fatores indutores de doencas,
0s quais causam efeitos patolégicos a mucosa gastrica (Moran, 1996).
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Figura 4. Fatores de viruléncia que contribuem para a patogenicidade da H. pylori.
Fonte: Adaptado de Moran, 1996.

1.1.5.1 Fatores de colonizacao

A capacidade de colonizar a superficie do epitélio gastrico abaixo da
camada de muco € muito importante para a sobrevivéncia da H. pylori no ambiente
gastrico e esta relacionada a varios fatores de colonizagdo, dentre os quais se
destacam:

a) Motilidade: a forma espiralada e a presenca de flagelos unipolares
conferem a H. pylori uma motilidade eficiente na camada de muco gastrico,
dificultando sua eliminacdo através de mecanismos de defesa do hospedeiro e
permitindo sua aproximacao as células epiteliais gastricas (Dunn et al., 1997; Go &
Crowe, 2000).

b) Microaerofilismo: permite a bactéria residir no muco em pequenas
concentragdes de oxigénio (Moran, 1996).

c) Urease: a resisténcia ao acido cloridrico € de vital importancia na patogenia
da H. pylori, j& que este atributo biol6gico permite a colonizagdo da bactéria na
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mucosa gastrica (Mobley et al., 1997). A enzima urease compreende cerca de 6% do
total de proteinas sintetizadas pela H. pylori, 0 que representa grande investimento
energético motivado pela sua acdo essencial como fator de viruléncia (Jenks &
Klusters, 2000).

A H. pylori possui um grupamento de sete genes para expressdo da
urease: 0s genes ureA, ureB e ureC, que codificam duas subunidades estruturais da
enzima; os genes ureE, urefF, ureG e ureH, que codificam proteinas acessoérias
necessarias para a uniao das primeiras subunidades, e 0 ni2 que tem funcao de
ativar a enzima urease (Mobley et al., 1995).

A H. pylori expressa altos niveis desta enzima, que atua promovendo a
hidrélise da uréia, presente em condicoes fisiolégicas no muco gastrico, levando a
producdo de amoénia. Esta atua como receptor de ions H*, gerando pH neutro no
meio ao redor da bactéria, protegendo-a temporariamente dos efeitos deletérios do
pH acido do estémago (Murakami et al., 1990; Marshall, 1998; Aguilar et al., 2001;
Weeks & Sachs, 2001).

Além disso, existem evidéncias de que a ambnia e a urease causam lesoes

histolégicas na mucosa, devido sua atividade quimiotatica a leucdcitos, estimulando
o processo inflamatério (Moran, 1996; Montecucco et al., 1999; Go & Crowe, 2000).
d) Proteinas do choque térmico (HspA e HspB): parecem aumentar a
atividade da urease e influenciam na habilidade do patégeno a tolerar as condicdes
extremas do estébmago (Dunn et al., 1997).
e) Adesinas: a adesado da H. pylori as células epiteliais € importante para
garantir sua colonizacdo. As adesinas sdo moléculas superficiais da bactéria, as
quais reconhecem especificamente determinados receptores da mucosa gastrica,
que sao estruturas glicoconjugadas e se unem a eles, iniciando a colonizacao
bacteriana (Moran, 1996; Dunn et al., 1997; Covacci et al., 1999).

A adesdo da bactéria ao epitélio gastrico ainda nao estd totalmente
elucidada, alguns estudos tém demonstrado que a adesina BabA da H. pylori utiliza
como receptor os antigenos fucosilados de grupos sanguineos Lewis ° (Le®) e H tipo
1, expressos na superficie epitelial da mucosa gastrica (liver et al., 1998; Covacci et
al., 1999; Appelmelk& Grauls, 2000; Crawford, 2000; Kandel, 2000).
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1.1.5.2 Fatores de persisténcia

A infecgédo pela H. pylori leva a um processo inflamatério crénico, devido
ativar a reposta imunol6gica do hospedeiro. Para sua persisténcia nesse ambiente a
bactéria possui mecanismos de evasao da resposta imune do hospedeiro, entre eles
destacam — se:

a) Lipossacarideos (LPS): também denominadas endotoxinas, séo
glicolipideos toxicos fosforilados, encontrados na parede celular bacteriana, nas
quais atuam como principal antigeno de superficie envolvido no processo de escape
da bactéria do sistema imunol6gico do hospedeiro (Alppelmelk et al., 1997; Covacci
et al., 1999; Hamajima et al., 2006).

Em algumas cepas da H. pylori os LPS expressam antigenos glicoproteicos
similares aos antigenos de grupos sanguineos Lewis (Le*, Le’, Le?, Le®) presentes,
normalmente, na mucosa gastrica. A cadeia externa dos LPS é idéntica a dos
antigenos de grupo sanguineos Le* e Le¥ (Covacci et al., 1999; Alppelmelk & Grauls,
2000; Martins et al; 2006).

b) Mimetismo molecular: a resposta imunolégica do hospedeiro frente a
infeccdo parece insuficiente para erradicar a bactéria. Isto pode ocorrer devido ao
mecanismo de escape da H. pylori, onde o mimetismo dos antigenos de grupos
sanguineos Lewis pode resultar em uma tolerancia imunoldgica contra os antigenos
da bactéria ou induzir a produgdo de autoanticorpos que reconhecem células
epiteliais da mucosa gastrica (Alppelmelk et al., 1997; Shimoyama & Crabtree,
1998).

O mimetismo camufla a H. pylori e 0os seus antigenos, permitindo que o

patdgeno sobreviva e escape do reconhecimento da resposta imune do hospedeiro,
contribuindo para cronicidade da infecgéo (Dunn et al., 1997).
c) Forma cocodide: é considerada uma forma de resisténcia, a partir da forma
bacilar, importante no processo de adaptacao transitoria as condi¢cdes impréprias do
ambiente. Sugere-se que seja viavel, metabolicamente ativa, porém com sua
atividade reduzida, incapaz de sofrer divisdo celular. Garante a H. pylori sua
sobrevivéncia no meio, até chegar ao estbmago do hospedeiro, aonde ird se replicar
(Dunn et al., 1997; Covacci et al., 1999; Costa et al., 1999; Velazquez & Feirtag,
1999).
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d) Catalase e superodxido dismutase: sdo enzimas bacterianas envolvidas no
mecanismo de escape da H. pylori, associadas a resisténcia bacteriana, que atuam
na neutralizacao da agao oxidativa téxica de radicais livres, sobretudo dos neutrofilos
polimorfonucleares (Dunn et al., 1997).

1.1.5.83 Fatores indutores de doencas.

Os mecanismos patogénicos responsaveis pela grande variedade de
manifestagcdes clinicas da H. pylori precisam ser ainda melhor esclarecidos. Além
dos fatores de colonizacao e persisténcia, que contribuem com a alteracdo da
fisiologia géastrica e o surgimento de processos inflamatérios na mucosa, citam — se
0s seguintes fatores indutores de doencas nos seres humanos.

a) Fosfolipases e proteases: sdo enzimas da H. pylori responsaveis pela
degradacao da estrutura polimérica das gilcoproteinas da camada de muco gastrico
e também de causar lesdo no epitélio, pois degradam componentes das células
epiteliais gastricas (Dunn et al., 1997).

b) Citototoxina vacuolizante ativa (VacA): considerada um importante fator
de viruléncia, sendo a principal toxina secretada pela H. pylori (Debellis et al., 2001;
Salama et al., 2001). O gene vacA, o qual codifica esta proteina, esta presente em
quase todas as cepas dessa bactéria, porém a VacA ¢é produzida por
aproximadamente 50% das cepas (Telford et al., 1994).

A proteina VacA forma uma estrutura monomérica que é composta na
regiao carboxiterminal pelo dominio P58 responsavel pela ligacdo do monémero ao
receptor celular e na porcdo aminoterminal pelo dominio P37 importante na
internalizacdo da toxina e desenvolvimento do processo de intoxicacdo celular. O
desenvolvimento de mutacdes deletéricas no dominio P37 resultou numa toxina que
conseguia ligar-se a célula alvo, mas nao era endocitada e nem causava
vacuolizagdo nas células (Telford et al., 1994; Cover et al., 1994; Ye et al., 2000;
Nguyen et al., 2001).

A citotoxina VacA induz a formacao de vacuolos acidos no citoplasma das
células epiteliais gastricas, sendo responsavel pela erosdo e degeneracdo das
células, interferindo com a fusao intracelular da membrana (HARRIS et al., 1996).

Recentemente foi demonstrado também que esta toxina possui capacidade de
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enfraquecer as juncdes celulares (Papini et al., 1998; Montecueco et al., 2001). A
VacA esta associada com quadros mais graves da infeccao pela H. pylori (Castillo—
Rojas et al., 2004).

O gene vacA da H. pylori compreende duas regides variaveis, s € m. A
regiao s (codifica o sinal peptidico) esta localizada no final da cadeia 5’ e possui 0s
alelos, sfa, s1b, s1c ou s2; a regiao média (m) possui os alelos m7 ou m2. A
combinacdo em mosaico dos alelos da regido s com os da regido m determina a
producéo de citotoxinas, responsaveis pelo grau de viruléncia da bactéria (Atherton
et al., 1995; Atherton et al., 1999; Nguyen et al., 2001).

As cepas portadoras do genétipo vacA s1/m1 produzem grande quantidade

de toxina, enquanto as cepas s1/m2 e s2/m1 produzem quantidade moderada; e as
cepas s2/m2, pouca ou nenhuma toxina. As cepas vacA do tipo s7a parecem ser
mais patogénicas que as s1b e s1cou s2, sendo mais relacionadas a Ulcera péptica.
As cepas do tipo m1 estdo associadas a maior risco de danos as células epiteliais do
que as do tipo m2 (Cover et al., 1994; Atherton et al., 1995; Van-Doorn et al., 1998,
Diaz et al., 2005).
c) Citotoxina associada ao gene A (CagA): algumas cepas da H. pylori
produzem uma proteina imunodominante denominada CagA. Essa é codificada pelo
gene cagA, que esta localizado na ilha de patogenicidade cag (cag — PAI), sendo
utilizado como marcador desta ilha. Baseado na presenca ou auséncia da proteina
CagA, as cepas da H. pyloritém sido classificadas como cagA positivas ou negativas
(Telford et al., 1994; Covacci, et al.,1999; Tummuru et al., 1993).

A ilha cag-PAl possui 35 a 40 Kb, comporta mais de 30 genes e é
encontrada em cerca de 60% das cepas ocidentais. A cag—PAI € um componente do
genoma da H. pylori, cujos genes codificam componentes do sistema de secrecéo
tipo IV, que atua como agulha ao servir para introduzir a proteina CagA no
citoplasma das células gastricas, permitindo que a bactéria module vias do
metabolismo celular da célula hospedeira (Telford et al., 1997; Shimoyama &
Crabtree et al., 1998; Ondebreit et al., 2000; Blaser & Atherton et al.; 2004).

Alguns trabalhos tém demonstrado que cepas cagA positivas quando
inoculadas em culturas de células do cancer gastrico provocam modificacbes na
morfologia destas. Isto se deve aos componentes da H. pylori que induzem
alteracdes na fosforilacdo de tirosinas, nas vias de sinalizagdo e de transducao da
célula hospedeira, resultando em rearranjos do citoesqueleto e alteracdes
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morfologicas que estimulam o acentuado alongamento e aumento celular, sendo
essas alteracdes denominadas “fenétipo Beija — flor” (Asahi et al., 2000; Evans Jr &
Evans, 2001; Hatakeyana et al., 2003).

Além disso, varios estudos mostram que as cepas cagA positivas tendem a
ser mais virulentas e estdo associadas com aumento na liberacdo de mediadores
inflamatérios na mucosa gastrica. Consequientemente, estdo envolvidas no
desenvolvimento de patologias gastricas graves como: gastrite atréfica, ulcera
péptica e cancer gastrico (Kuipers et al.,, 1995; Cabtree et al., 1991; Rugge et al.,
1999; Nomura et al., 2002). Porém, alguns trabalhos, principalmente da regiao
asiatica, ndo tém confirmado essa associacao (Kodama et al., 1999; Zhou et al.,
2004).

Apesar da citotoxina CagA ser um importante fator de viruléncia da H. pylori,
sua presenca nao é suficiente para determinar um prognéstico das manifestacdes
clinicas associadas na infecgao por essa bactéria (Hatakeyama et al., 2003; Blaser &
Atherton, 2004). Alguns estudos tém descrito polimorfismo na proteina CagA que
podem alterar a atividade funcional desta toxina (Hatakeyama et al., 2003; Blaser &
Atherton, 2004; Hatakeyama & Brzozowski, 2006 ).

Esses polimorfismos ocorrem nos sitios de fosforilagdo de tirosina do gene
cagA denominadas EPIYA, correspondentes a porcao C terminal da proteina CagA.
De modo geral, diferentes cepas de H. pylori possuem “motifs” EPYIA-A e EPIY-B
conservados, e o “motif” EPIYA—C que pode ser duplicado ou triplicado. O “motif”
EPIYA—C é o principal sitio de fosforilacdo da proteina CagA. Sendo que o numero
de repeticdes deste “motif” aumenta quanto maior € o poder de fosforilagdo da
proteina (Yamaoka et al.,1998a; Yamaoka et al., 1998b; Higashi et al., 2002; Higashi
et al., 2005).

1.1.6 Resposta imunolégica

A alteracao histolégica mais evidente na mucosa gastrica, induzida pela
presenca da H. pylori, é a resposta inflamatéria (Figura 5), cuja atividade depende da
capacidade de resposta do hospedeiro e da atividade bacteriana. Esse processo
inflamatério é caracterizado por um intenso infiltrado de células inflamatérias na

lamina propria da mucosa gastrica, como células plasmaticas, linfécitos, neutrofilos e
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mondcitos, acompanhada de erosao do epitélio (Dunn et al.,, 1997; Telford et al.,
1997; Shimoyama & Crabtree, 1998).

A H. pylori, na fase de colonizagédo, necessita atravessar a camada de
muco que protege o epitélio gastrico, representando a primeira linha de defesa
contra a bactéria (Jenks & Kluster, 2000). As células epiteliais da mucosa gastrica, a
partir da adesao e presenca de antigenos da bactéria, tais como a urease, o LPS e
as citotoxinas, sdo estimuladas a secretarem citocinas pré-inflamatérias, tal como a
IL-8, que iniciam a resposta imune contra a invasdao do patégeno (Shimoyama &
Crabtree, 1998, Suerbaum & Michetti, 2002; Tseng et al., 2006).

Além da IL — 8, um importante mediador inflamatério, a infeccao pela H.
pylori induz a secrecdo de outras quimiocinas produzidas por macréfagos,
neutrofilos, células NK (Natural Killer) e células epiteliais em geral, as quais
apresentam propriedades que atraem neutréfilos. Esta resposta pré-inflamatéria
epitelial é particularmente importante, pois conduz a uma rapida mobilizacdo de
células fagociticas para o sitio da invasao (Aguilar et al., 2001; Israel et al., 2001,
Naito & Yoshikawa, 2002).

O recrutamento de neutrofilos corresponde ao evento inicial da resposta
inflamatéria ao patégeno. Porém, quando cronicamente ativados apresentam
propriedades que contribuem aumentando a lesdo tecidual, pois além de atuarem na
fagocitose e digestao das bactérias, liberam também seus granulos e substancias
téxicas, como potentes enzimas intracelulares, que agem como um mecanismo
patogénico importante (Shimoyama & Crabtree, 1998; Suerbaum & Michetti, 2002;
Marshall, 2002).

A acao neutrofilica é persistente, porém ineficaz na eliminagdo da H. pylori
devido a acdo de enzimas sintetizadas pela bactéria, tais como superdxido
dismutase e catalase, que conferem protecao contra a atividade litica dos neutréfilos,
impedindo uma resposta eficaz do hospedeiro (Shimoyama & Crabtree, 1998; Hazell
et al., 1991).

Os antigenos liberados pela H. pylori durante a infeccdo também induzem
macréfagos para a produgédo de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1, IL-6 e IL-8.
Desta forma, estas células apresentadoras de antigenos, também sao responsaveis
pelo recrutamento de células inflamatérias para dentro da Iamina prépria (Telford et
al., 1997; Tseng et al., 2006).
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Seguindo a fase de inflamacgédo, a continua exposicdo ao patdgeno resulta
na ativacdo da resposta imune especifica, e diferentes subgrupos de células T
emergem. Durante esta fase os linfécitos T auxiliares (T—-CD4+) estimulados
direcionam a resposta imune tanto para o perfil Th1 quanto Th2. Todavia, ha
predominio das células Th1, caracterizando a resposta celular. Isto conduz a uma
resposta imunoldgica inadequada, que ndao consegue eliminar o microorganismo
(Ernst et al., 1997; Suerbaum & Michetti, 2002).

E mais, células Th1 induzem a producdo de citocinas, como interferon vy
(IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), em resposta a estimulagéao
antigénica, contribuindo para o aumento do processo inflamatério, como
consequentes danos as células do hospedeiro (Hamajima et al., 2006)

Esta orientacdo Th1 pode ser devido a producao aumentada de interleucina
— 18 na mucosa do antro gastrico em resposta a infeccao pela H. pylori. E a
predominancia da resposta Th1 é mais freqlente em pacientes com ulcera péptica
ou duodenal (Bamford et al., 1998; Suerbaum & Michetti, 2002).

Fox et al. ttm demonstrado que, pacientes infectados por helmintos tendem
a desenvolver resposta predominantemente do tipo Th2 e estes quando infectados
pela H. pylori raramente desenvolvem patologias graves. Esse fato explicaria o
enigma africano, onde se observam uma alta prevaléncia da infeccéao pela H. pylori e
uma baixa freqtiéncia na ocorréncia de patologias gastricas (Fox et al, 2000).

A resposta humoral também é observada onde anticorpos do tipo 1gG, na
sua grande maioria, agem contra varios antigenos da bactéria. Contudo, estes nao
conferem protecdo e nem evitam nova infeccdo. Esses anticorpos diminuem
somente apés a eliminacdo da bactéria, evento que raramente ocorre
espontaneamente (Marshall, 1994).

Sendo assim, tanto a diversidade genotipica das cepas de H. pylori
expressando produtos bacterianos especificos, como os fatores imunolégicos do
hospedeiro poderiam explicar os diferentes graus de resposta inflamatoria,
resultando em diferentes estados patoldégicos em humanos, tais como gastrite
cronica, Ulcera péptica e cancer gastrico (Blaser & Berg, 2001; Hamajima et al.,
2006).



21

Flagelos possibilitando

CagA Mudanca no movimentagéo\no muco
citoesqueleto

Célula epitelial

Adesinas BabA Qltoracees nogiilies /géstrica
D) Vac
A
Apoptose
Urease MHC Il
o
Fosforilagdo celular *"f
mediada pela Cag A TNF e 148 ? }"

IL-8 J% J Th2 Y X

Quimiotaxia :‘ ¢ j’

~ Macréfago
A - 3 Th1 Célula B
Ty = J Citocinas induzindo
W et R Tho mudancgas na
Aty fisiologia gastrica
/:—-: - <
r = o For N = &
ey 34 e
“”:;,el' ‘i"‘ g“ & é
Neutréfilo
-

M
L m— — P

Figura 5. Representacao esquematica da resposta imune a infeccao pela H. pylori
Fonte: Suerbaum & Michetti, 2002.

1.1.7 Patologias associadas a infeccao pela H. pylori

A grande diversidade genetica entre as cepas da H. pylori pode estar
associada com as diferentes manifestagdes clinicas, bem como com a intensidade
da inflamacao gastrica (Blaser & Berg, 2001; Hamajimi et al., 2006).

Admite-se que a infecgdo pela H. pylori seja adquirida principalmente na
infancia e, a menos que tratada, pode permanecer por décadas e provavelmente por
toda a vida do individuo (Kodaira et al., 2002). Esses portadores assintomaticos, que
representam em torno de 50% das pessoas infectadas pela bactéria, estdo
intimamente relacionados a infec¢do por cepas nao virulentas ou tipo Il (Ravel, 1997;
Montecucco et al., 1999; Chelimsky & Cziss, 2000).
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Os demais individuos infectados poderédo apresentar manifestagdes clinicas,
que se traduzem por desconforto abdominal alto, nauseas, vémitos, eructacoes e
pirose. O paciente também pode referir indigestdo e distensdo abdominal, ou
sensacao de estdbmago vazio, dentre outros sinais e sintomas (Sheff, 2005). Destes
individuos, alguns podem evoluir para a cura espontanea da infeccao (Rowland et
al., 1999).

Sabe-se que a extensa atrofia no corpo do estbmago, bem como o uso de
antimicrobiano, justifica o declinio da prevaléncia, inclusive em idosos (Everhart,
2000; Kodaira et al., 2002). Dentre todos os individuos infectados, 10% a 20%
poderdo desenvolver doencas, sendo as mais comuns, gastrite crénica ativa e a
Ulcera péptica.

Estudos demonstram que o tempo de duragédo da infeccdo pela H. pylori
esta diretamente relacionado ao desenvolvimento de linfoma do tecido linféide
associado a mucosa do estbmago (MALToma) e carcinoma gastrico (Drumm et al.,
1990; Forman et al., 1990; Bourk et al., 1996; Warren, 2000; Miszputen, 2001;
Mincis, 2001).

Em geral a inflamacao pela H. pylori é confinada a mucosa do antro gastrico
e 0s pacientes com gastrite antral possuem maior predisposicdo a desenvolver
Ulcera gastrica, gastrite atréfica e adenocarcinoma gastrica (Jones, 1986; Stevens &
Lowe, 1998; Raso et al., 2000).

A infeccdo pela H. pylori tem sido detectada em 90% a 100% dos pacientes
com ulcera duodenal, em 70% a 90% nos pacientes com ulcera gastrica, e 20 a 25%
dos pacientes com cancer gastrico (Kuruta & Nogaywa, 1997; Ravel, 1997; Stringer
et al., 2000; Gisbert et al., 2000; Martins et al., 2002). Aléem disso, a associac¢ao entre
a infecgdo pelo H. pylori com o desenvolvimento de Ulcera péptica ja esta bem
estabelecida (NIH consensus conference).

As cepas da H. pylori sao agrupadas em duas grandes familias, tipo | e tipo
Il, baseadas no seu maior ou menor grau de viruléncia, respectivamente. Isto inclui
principalmente a presenca da cag—PAI, com a CagA, e a expressao da VacA. Cepas
tipo | sdo positivas para essas caracteristicas, enquanto que as do tipo Il néao
expressam CagA e apresentem o gene vacA. As cepas tipo |l podem apresentar o
gene vacA, porém esta proteina codificada n&o é secretada ou é inativa (Censini et
al., 1996; Marwick, 2000; Aguilar et al., 2001).
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A maioria dos pacientes com Ulcera duodenal e carcinoma gastrico
apresenta infeccéo por cepas do tipo I. Este fato sugere que as citotoxinas CagA e
VacA estao associadas com inflamagdes mais severas na mucosa gastrica, podendo
atuar na patogenicidade destas doencas. Grande parte das criangcas com cepas que
apresentam esses marcadores de viruléncia esta mais predisposta a desenvolverem
Ulcera duodenal (Cover & Blaser, 1999; Lopez-Brea, 2002; Thompson, 1999;
Chelimsky & Cziss, 2000; Rocha et al., 2000).

Atualmente tem sido bastante ressaltada a associacdo da presenca da
VacA e da CagA, com aumento da inflamagdo géastrica que conduz a quadros
clinicos mais severos (Martins et al., 2005). Existe uma forte associacdo entre a
presenca de CagA e o risco aumentado Ulcera péptica e cancer gastrico (Chehter,
1999; Nomura et al., 2002; Dhar et al., 2003; Hatakeyama & Brzozowski, 2006).

A infeccdo pela H. pylori nas criangas pode ser a causa da ma nutricao,
diarréia cronica e baixa estatura. Alguns estudos tém demonstrado que criangas
infectadas com cepas CagA apresentam freqlientemente dores abdominais e
vémitos (Bode et al., 1998; Elitsur & Yahav, 2005; Mourad-Baars & Chong, 2006).

A incidéncia de Ulceras em criancas é baixa, porém, assim como em
adultos, 90% das ulceras duodenais sdo associadas com H. pylori no estbmago
(Kimia et al., 2000).

Apesar de outras causas de disturbios gastricos serem praticamente
irrelevantes neste grupo, podem existir casos com problemas dispépticos ou dores
abdominais recorrentes, os quais tornam dificil o diagnédstico das doencas em
criancas (Macarthur et al., 1999; Kimia et al., 2000; Lynch & Lynch, 2000).

1.1.8 Diagnésticos

Atualmente existem varios métodos de diagnosticos para deteccdo da H.
pylori, que sdo classicamente divididos em endoscdpicos e ndo endoscdpicos
(Gisbert, 2000; Dzierzanowska—Fangrat et al., 2006). No primeiro é feita a coleta de
bidpsia gastrica por testes endoscopicos para demonstragcdo da presenca dessa
bactéria diretamente pela histologia, cultura ou reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) ou indiretamente pela avaliacdo da urease (Wilcox et al., 1996; Dunn et al.;
1997; Braden et al., 2001, Mousavi et al., 2006).
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Entre as técnicas ndo endoscopicas, a sorologia e teste respiratério com o
carbono marcado sdo amplamente usados (Braden et al., 2001). Os testes
soroldgicos séo faceis de ser realizar e baratos, entretanto, ndo devem ser utilizados
na monitoracao da terapia de erradicacao bacteriana, pois os titulos de anticorpos
especificos anti — H. pylori diminuem lentamente durante 6 a 12 meses apos
erradicacdo da infeccdo com antibidtico. J& o segundo apesar de ser seguro e
preciso, requer instrumentacdo cara e torna-se oneroso (Raymond et al., 2000;
Yafes et al., 2000, Rautelin et al., 2003).

Além destes, recentemente, tém-se desenvolvido novos diagndsticos nao
invasivos baseado na utilizagcdo de amostras de fezes para pesquisa de antigenos e
deteccdo do DNA da H. pylori pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(Makristathisthis et al., 2000; Gisbert et al., 2001). Esta alternativa de deteccao da
bactéria pode ser definitivamente considerada precisa e tem ganhado significante
importancia no diagnéstico envolvendo criangas (Shuber et al., 2002; Vinette et al.,
2004; Sabbi et al., 2005; Mourad—Baars & Chong, 2006).

O diagnéstico baseado em método sorolégico para pesquisa de antigeno da
H. pylori em amostras fecais tem demonstrado ser um procedimento facil e confiavel,
porém oneroso, servindo somente para indicar a presenca ou auséncia da bactéria.
A PCR por ser um ensaio mais barato aléem de sensivel e especifico, tem sido usada
com sucesso para detectar H. pylori nesse tipo amostral (Makristathisthis et al.,
2000; Kabir, 2001; Sen et al., 2005). Além de fornecer informacdes adicionais,
particularmente relacionadas com a presenca de fatores de patogenicidade (cagA e
vacA) ou resisténcia a antibiéticos usados no tratamento desta infec¢ao (Sicinschi et
al., 2003; Booka et al., 2005).

Devido sua alta sensibilidade, a técnica de PCR possibilita deteccao
especifica de DNA da H. pylori em material fecal, quando a bactéria esta presente
em baixos numeros ou na forma cocéide nao cultivavel (Westblom et al., 1993;
Shahamat et al., 2004). Porém, exige um protocolo rigoroso para evitar que a reacao
seja inibida por material interferente presente na amostra, o qual pode influenciar na
sensibilidade do método, com resultados falso-negativos (Braden & Caspary, 2001).

Além disso, para aplicar a técnica de PCR na rotina de diagnostico
laboratorial se faz necessario escolher oligonucleotideos iniciadores sensiveis e

especificos (Monteiro et al., 2001; Bamford et al., 1998; Cavallini et al., 2000), sendo
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que os genes 16S RNAr e ureA tém sido utilizados na identificagdo da bactéria (Lu et
al., 1999; Gramley et al., 1999; Chong et al., 1996; Sen et al., 2005).

Considerando as consequéncias clinicas da infec¢do, o uso da PCR como
ensaio quantitativo acurado para detectar H. pylori, possibilitara que os estudos
epidemiologicos tanto na populacdo infantil, quanto em outros reservatérios, tais
como os ambientais, sejam mais precisos na avaliacdo de fatores de risco
envolvidos na transmissdo e colonizacao da bactéria (Logan & Walker, 2001;
Yakoob et al., 2004, Queralt et al., 2005; Mourad—Baars & Chong, 2006).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca da bactéria H. pylori, através da amplificagdo in vitro
de DNA pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) em amostras de fezes de
criangas da cidade de Belém-Para.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Padronizar um protocolo de extracdo de DNA da H. pylori em material fecal.
b) Detectar a presenca da infecgdo pela H. pylori nas criancas participantes do
estudo através da técnica de PCR usando o gene constitutivo da urease (ureA), a

partir de amostras fecais.

c) Comparar a deteccao da bactéria nas fezes por técnicas moleculares com testes

sorolégicos realizados anteriormente nessas mesmas amostras.

d) Avaliar a acuracia e eficiéncia da técnica molecular para diagnéstico de H. pylori

em fezes de criancgas.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Neste trabalho, empregou—se o modelo de estudo descritivo — analitico
observacional do tipo transversal.
3.1.1 Casuistica

Foram utilizadas 79 amostras de criancas atendidas na Enfermaria de
Pediatria do Hospital Universitario Joao de Barros Barreto (HUJBB), provenientes de
um estudo soroepidemiolégico realizado na cidade de Belém — Para no ano de 2003.
3.1.2 Critérios de Inclusao

Participaram do estudo criancas na faixa etaria entre 1 e 12 anos, com
qualquer diagndstico médico, cujas maes consentiram suas participacoes através de
um Termo de Esclarecimento e Consentimento Livre (Anexo - A).
3.1.3 Critérios de Exclusao

Foram excluidas deste estudo criangas que estivessem em estado grave,
definidas como em instabilidade hemodinamica, e/ou sob cuidados intensivos de
enfermagem.

3.2 QUESTOES ETICAS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa do Nucleo de
Medicina Tropical (NMT) da Universidade Federal do Para (UFPA) (Anexo - B).
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3.3 PROCEDIMENTOS

A coleta de material biolégico e o transporte das amostras ao Laboratério de
Imunogenética foram realizadas no periodo compreendido entre os dias 12 de
fevereiro e 18 de abril de 2001, e 18 de agosto de 12 de setembro de 2001.

3.3.1 Coleta e processamento das amostras

Um frasco devidamente identificado com o nome da crianca foi oferecido a
mae. Esta recebeu informacao para colher maid de um grama de fezes diretamente
da crianca, a fim de que nao houvesse contato destas com a agua do vaso sanitario,
e apos a coleta fossem imediatamente acondicionadas sob refrigeracdo. Dentro do
periodo de uma a duas horas as amostras foram transportadas para armazenamento
em -20°C no laboratério do HUJBB, de onde, posteriormente foram congeladas em
recipiente de isopor refrigerado para o Laboratério de Imunogenética da UFPA. As
fezes foram pesquisadas quanto a presenca de antigenos da H. pylori pelo método
de Elisa de captura e em seguida armazenadas a -20°C para estudos posteriores
(Cartagenes, 2003).

3.4 TECNICAS LABORATORIAIS

3.4.1 Extracao do DNA Bacteriano

O DNA total foi extraido a partir das amostras fecais de acordo com o
método padronizado no Laboratério de Polimorfismo de DNA da UFPA, baseado no
protocolo descrito por Gramley et al., (1999) e Hale et al., (1996):
> Adicionar a cada tubo de centrifuga contendo 1 grama de fezes de cada
amostra, 5 mL do solucdo de lise [50 mM EDTA (Vetec), 50mM Tris pH 8.0
(Invitrogen Life Technologies), 0.5% Tween 20 (Pharmacia Biotech)] e 25ul de
Proteinase K (Invitrogen Life Technologies) e 25ul de RNAse A (USB Corporation).
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> Agitar no vortex e incubar em banho—maria a 56°C por 30 minutos, com
agitacao.
> Centrifugar a 60 x g, por 3 minutos. Retirar 100 ul do sobrenadante e

transferir para um microtubo de 1,5 ml, adicionar 100ul de 10% Chelex 100 (Bio—
Rad Laboratories).
> Agitar em vortex por 10s e incubar em banho-maria a 55°C por 30 minutos,

com agitacao.

> Inativar a proteinase K e RNAse A, colocando os microtubos a 100°C por 8
minutos.
> Centrifugar a 469 x g por 3 minutos. Transferir o sobrenadante para um

novo microtubo de 1,5 ml e realizar a extragcao organica (fenol-cloroférmio).

> Adicionar fenol-cloroférmio-alcool-isoamil 1:1 para o volume de
sobrenadante, agitar 5 minutos a mao e centrifugar 20 minutos a 5.000 rotacdes por
minuto (rpm).

> Extrair o sobrenadante para outro microtubo de 1,5 ml e acrescentar o
mesmo volume (1:1) de cloroférmio-alcool-isoamil (CIA — diluicao 24:1), agitar 5’ a
mao e centrifugar a 5.000 rpm por 20 minutos.

> Transferir o sobrenadante para outro microtubo de 1,5 ml e adicionar 500ul
(ou 1:10 do volume de sobenadante) de acetato de sddio 3M (pH 5,0) e 5ml (ou 1:1)
de alcool isopropilico.

> Centrifugar 1 min a 5.000 rpm por 5 minutos. Retirar o excesso de liquido,
adicionar 500ul de etanol 70% e centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos.

> Retirar o etanol com pipeta, colocar na estufa a 37°C para secar entre 10-20
min e acrescentar cerca de 500ul de TE, deixar eluindo a 372 por toda a noite sob
agitacao continua a 300 rpm.

> O DNA extraido foi congelado a -20°C, para posterior analise.

3.4.2 Amplificacao in vitro do DNA pela reacao em cadeia da polimerase
(PCR)

Para realizar a deteccao da bactéria H. pylori a partir do DNA das amostras
fecais realizou-se a amplificagdo in vitro do DNA, com a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).



29

Os oligonucleotideos iniciadores foram construidos utilizando o aplicativo
PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems) a partir das sequéncias nucleotidicas do
genoma da espécie depositadas no banco publico GenBank, para identificacao do
género Helicobacter (Acesso M57398), utilizando o gene 16S RNAr (iniciadores
desenhados por Délia Aguiar do laboratério de Imunogenética da UFPA), e para a
identificacdo em nivel especifico da H. pylori (Acesso 31515), utilizando gene ureA.

As seqgléncias dos iniciadores e o tamanho esperado dos amplicons estao
apresentados na tabela 1.

Nos casos em que houve resultados discordantes entre a sorologia para
pesquisa de antigenos por HpSA e a técnica da PCR para identificacdo de
Helicobacter spp. e H. pylori, foram usados oligonucleotideos iniciadores para
caracterizacao das linhagens virulentas cagA e variantes s1a, s1b, s2, m1, m2 do
gene vacA da H. pylori (tabelal), com o objetivo de confirmar a presenca ou

auséncia da bactéria.



Tabela 1 Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores, temperaturas 6timas de anelamento, e tamanhos esperados do

amplicons, dos genes 16S rRNA para Helicobacter spp. e genes ureA, cagA e alelos vacA para H. pylori.

Regiao Designacao Seqiinci Ta
eqléncia i
Amplificada do iniciador a °C Amplicon Referéncias
gene F 5’GGCTAACTCCGTGCCAGCAGY 58 51pb
Este estudo
16S RNAr R 5’AGTAACGCTTGCACCCTCCG3
Urea F 5" TGCATACCCCTATTGAGGCC3 60 151pb
Gene ureA Este estudo
Urea R 5TGGAAGTGTGAGCCGATTTGYS
F1 5’'GATAACAGGCAAGCTTTTGAGGS
cagA 60 349pb
B1 5’'CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGAS
VA3-F 5GGTCAAAATGCGGTCATGG3
M1 58 199pb
VA3-R 5’'CCATTGGTACCTGTAGAAAC3’
5’'CCATTGGTACCTGTAGAAAC3’
M2 VA4-F 58 290
5GGAGCCCCAGGAAACATTG3 Atherton et al,
) SS1-F 5’GTCAGCATCACACCCGCAAC3 63 190 1995
sla
VA1-R 5CTGCTTGAATGCGCCAAAC3’
SS3-F 5’AGCGCCATACCGCAAGAGY
s1b 63 187
VA1-R 5CTGCTTGAATGCGCCAAAC3’
VA1-F 5’ATGGAAATACAACAAACCACAC3
s2 63 259

VA1-R

5CTGCTTGAATGCGCCAAACT’
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3.4.3 Condicoes da PCR

As reacdes em cadeia da Polimerase foram realizadas em termociclador
PTC-200 (MJ Research).

Para identificacdo do género Helicobacter pela PCR utilizou-se solucao
contendo: tampao de reagdo 1X [200mM Tris — HCI, 500mM KCI (pH 8.4)]; 1,5mM
MgCI2; 0,1mM de cada base nitrogenada; 0,2ul de Taq Polimerase (Invitrogen Life
Tchnologies); 5pmoles de cada oligonucleotideo; 7,0ul de amostra de DNA e agua
g.s.p. 25ul.

As misturas de PCR tanto para deteccdo da H. pylori como para
genotipagem das linhagens virulentas constaram de: tamp&o de reagdo 1X
[200mM Tris — HCI, 500mM KCI (pH 8.4)]; 3mM MgCI2; 0,2mM de cada base
nitrogenada; 1U de Taqg Polimerase (Invitrogen Life Technologies); 10pmoles de
cada oligonuleotideo; 10l de amostras de DNA e 4gua estéril g.s.p. 25ul.

Os parametros da termociclagem estao listados na tabela 2.

Os produtos das PCRs foram monitorados por eletroforese submarina em
gel de agarose a 2% (Sigma), corado com brometo de etidio (10 pg/ml) e
visualizados em um transiluminador de UV no comprimento de onda de 260 nm e

registrados fotograficamente.
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Tabela 2. Condicoes da PCR para deteccao da H. pylori e genotipagem das linhagens virulentas cagA e vacA.

PCR Desnaturacao Extensao
(ciclos) Inicial Desnaturacao Anelamento Extensao Final
ciclos
°C Tempo °C Tempo °C Tempo °C Tempo
Helicobacter spp.
_ 94°C 3 94°C’ 1’ 58°C 72°C 1’ 72°C 3
(45 ciclos)
H. pylori
_ 94°C 3 94°C 1’ 58°C 72°C 1’ 72°C 3
(45ciclos)
gene cagA
_ 94°C 2 95°C 1’ 60°C 72°C 1’ 72°C 10°
(40 ciclos)
alelos m1 e m2
_ 94°C 2 95°C’ 1’ 58°C 72°C 1’ 72°C 10°
(40 ciclos)
alelos s1a, s1b,s2
94°C 2 95°C 1’ 58°C 72°C 1’ 72°C 10°

(40 ciclos)
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada usando o aplicativo BioEstat 4.0 (Ayres et
al.2005), sendo que os resultados dos métodos de diagnésticos foram analisados
pelo Teste de McNemar para avaliar o grau de discordancia entre eles, e para
verificar a reprodutibilidade desses resultados utilizou — se o teste Kappa. O limite de

significancia estatistica adotado neste trabalho foi menor ou igual a 0,05.

4 RESULTADOS

4.1 EXTRAGAO DO DNA DE AMOSTRAS FECAIS

Desenvolveu-se um protocolo proprio, combinado, para extracao de DNA
das fezes, visto que a utilizagdo das metodologias descritas na literatura foi
infrutifera. No protocolo de extracao desenvolvido, adaptado dos trabalhos de Hale
et al (1997) e Gramley et al (1999), as amostras fecais foram primeiramente tratadas
com um tampao de lise celular constituido de solubilizadores lipidicos (Tris e EDTA)
e detergente ibnico (Tween) e nao ibnico (Triton).

Em seguida foi adicionado uma resina quelante (Chelex 100), que age como
um adsorvente de ions metalicos, 0s quais atuam como catalisadores na ruptura do
DNA a altas temperaturas podendo inibir a PCR , e é possivel que também se ligue
a outras substancias inibitérias da reacédo. E ao final usou-se solventes organicos
para a purificacdo do DNA.

A demonstragdo da presenga de DNA bacteriano amplificavel extraido das
amostras de fezes foi feita através da PCR com oligonucleotideos iniciadores para o
gene 16S RNAr, especifico para o género Helicobacter. Os produtos da PCR foram
visualizados em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, sendo observado

o tamanho esperado de 51pb (Figura 6).
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Figura 6. Resultados da andlise de PCR para o género Helicobacter em amostras de
fezes. O gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio ilustra a amplificagéo de
5 amostras de fezes de criangcas, com um produto esperado de PCR de 51pb
utilizando iniciadores para o gene 16S RNAr. A Linha M representa o marcador
molecular de DNA (Invitrogen Life Technologies, 50pb), as 5 linhas numeradas as
amostras de fezes e a linha C representa o controle negativo (4gua purificada).

A tabela 3 mostra os resultados da PCR 16S RNAr para o género
Helicobacter. Do total de criangas investigadas, 84.81% (67/79) apresentaram
Helicobacter spp. nas fezes e 15.19% (12/79) né&o apresentaram, confirmando o
sucesso do protocolo padronizado para a extragao de DNA bacteriano de amostras
fecais.

Tabela 3 — Resultados referentes a presenca de DNA através da PCR 16S RNAr

para o género Helicobacter em amostas fecais.

PCR 16S RNAr N %
Ausente 12 15.19
Presente 67 84.81

Total 79 100




35

4.2 - PCR NAS AMOSTRAS DE FEZES.

Na tabela 3 sdo apresentados os resultados referentes a deteccao da
infeccdo pela H. pylori, através da PCR usando gene ureA, nas amostras fecais das
criangas. Sendo que 69.62% (55/79) e 30.38% (24/79) foi teste positivo e negativo,
respectivamente (Figura 7)

M 1 2 3 4 5 C

+ + + - - C

Figura 7. Resultados da andlise de PCR para a espécie H. pylori em amostras de
fezes. O gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio ilustra a amplificagéo de
5 amostras de fezes de criancas, com um produto esperado de PCR de 151pb
utilizando iniciadores para o gene ureA. A Linha M representa o marcador molecular
de DNA (Invitrogen Life Technologies, 100pb), as 5 linhas numeradas as amostras
de fezes e a linha C representa o controle negativo (agua purificada).

Além disso, comparou - se os resultados da PCR ureA e a pesquisa de
antigenos fecais da H. pylori (ensaio imunoenzimatico HpSA, Meridian, Cincinnati,
OH,USA), realizada anteriormente num estudo soroepidemiol6gico, nessas mesmas
amostras (Cartagenes, 2003). Observando — se que 53.16% (42/79) apresentaram a
infeccdo em ambos PCR ureA e HpSA, e 29.11% (23/79) foram teste negativo pelos
dois métodos. Enquanto 16.46% (13/79) e 1.27% (1/79) foi teste positivo somente
pela PCR ureA e HpSA, respectivamente.

Nesta analise (tabela 4), nota-se que esses dois métodos de diagnosticos
sao estatisticamente diferentes. Sendo que a prevaléncia da infeccdo nas criangas
através da HpSA e PCR ureA, é de 54.43% (43/79) e 69.62% (55/79),
respectivamente.

Tabela 4. Comparacao entre HpSA e PCR ureA para diagnéstico da infeccao pela
H. pylori nas amostras fecais das criangas.
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PCR ureA
HpSA Negativo Positivo Total
N Y% N Y% n Y%
Negativo 23 29.11 13 16.46 36 45.57
Positivo 1 1.27 42 53.16 43 54.43
Total 24 30.38 55 69.62 79 100

Teste X° (McNemar B/C) = 8,643; p = 0,0033

O coeficiente de Kappa foi utilizado para verificar a concordancia entre
esses dois testes diagnédsticos, testando—se a reprodutibilidade dos resultados. Isto
€, de que casos positivos e negativos nos dois testes ndao sejam diferentes. A
concordancia observada foi de 57.59% (Kappa = 0.152, p (unil.) =0.0246,0=0.05).
Portanto, os resultados referentes ao teste sorolégico HpSA nao reproduzem as
proporcoes do teste da PCR ureA.

Para excluir casos de falso positivo e falso negativo em 26 amostras fecais
com resultados discordantes entre os métodos da PCR ureA e HpSA, realizou — se a
genotipagem dos genes cagA e variantes sla, s1b, s2, m1, m2 do gene vacA
especificos da H. pylori através da técnica de PCR.

De acordo com a tabela 5, dentre 13 casos negativos pela HpSA e positivos
para PCR ureA, 8 apresentaram o gene cagA e as variantes s1b/m1 (Tipol). Dos
quais cinco que foram cagA negativo, 3 apresentaram genétipo vacAsib/mi1 e 2
gendtipo vacAsia/m1 (Tipoll). Confirmando, entdo, os casos positivos detectados
pela técnica da PCR ureA.

Por outro lado, a genotipagem também mostrou que entre 13 casos
negativos pela PCR ureA, sendo 1 caso positivo e 12 negativos por HpSA, nenhum
apresentou nem o genétipo cagA e nem as variantes do gene vacA. Esses achados
confirmam os resultados de auséncia de DNA de H. pylori obtidos pela PCR ureA

nessas amostras.
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Tabela 5. Genotipagem dos genes cagA e vacA através da PCR em amostras fecais
com resultados discordantes entre os métodos da PCR ureA e HpSA.

Tipos de cepas Genotipos
n
H. pylori (+) vacA cagA

Tipo | sibmfi (+) 8
sibmi (-) 3

Tipo Il
siami1 (-) 2
Ausente - - 13
Total 26

5 DISCUSSAO

O desenvolvimento de testes ndo endoscépicos para diagnoéstico da H.
pylori tem ganhado grande importancia devido a dificuldade de se realizar
procedimentos endoscopicos em criancas. Dentro desse contexto, a PCR para
deteccao da H. pylori em amostras de fezes, como alternativa de diagnéstico, pode
fornecer resultados precisos e confiaveis (Sicinschi et al., 2003; Bonamico et al.,
2004; Krogfelt et al., 2005; Mourad — Baars & Chong, 2006).

Varios trabalhos tém registrado tentativas de deteccdo da bactéria pela
PCR, sendo que os resultados obtidos sugerem que para o sucesso do uso deste
método molecular como diagnéstico sdo necessarios varios procedimentos tais
como: preparagao do DNA, eliminagcdo de material inibitério da PCR, escolha do
oligonucleotideo iniciador, deteccado do produto de amplificacéo, etc. (Cavallini et al.,
2000; Monteiro et al., 2001; Kabir, 2004).

A associacdo de mais de um método de extracdo de DNA para fontes
escassas, como é o caso das fezes, pode resultar em ganho no que se refere a
qualidade e possibilidade de amplificacao do material genémico por PCR. O uso do
método de digestao por proteinase, seguida por purificacdo com solventes organicos
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(fenol e cloroférmio), e mais o uso de uma resina quelante tem gerado bons
resultados na obtencdo de DNA de qualidade nas amostras fecais (Walsh et al.,
1991; Hale et al., 1996).

Neste estudo, a padronizagdo do protocolo de extracdo de DNA bacteriano
de amostras fecais também baseou-se nos métodos de fervura em resina quelante
(Chelex 100®) e digestao por proteinase, seguida por fenol e cloroférmio, conforme
o protocolo original de Gramley et al(1999). Porém, foi utilizado no pré — tratamento
das amostras um tampéo de lise com outros tipos de detergentes e sem a resina
Chelex 100® (Hale et al, 1996), que foi usada somente ap6s a digestao por
proteinase K e seguida pela fase de purificacdo do DNA com fenol e cloroférmio.

Este novo método de extracao foi eficiente na amplificagdo por PCR de um
fragmento gendémico especifico para o género Helicobacter, em 84.81% (67/79) das
amostras fecais das criancas desse estudo. Os resultados obtidos concordam com
dados da literatura, que mostram a necessidade da remocdo com sucesso de
inibidores da PCR contidos nas fezes para obtencao de DNA amplificavel (Sidransky
et al., 1992; Monteiro et al., 2001; Queralt et al., 2005).

A alta prevaléncia de Helicobacter spp. encontrada nas criancas desse
estudo esta de acordo com os resultados de trabalhos realizados em outros paises,
que detectaram espécies de Helicobacter spp. através da PCR na maioria das
criangas (Haggerty et al., 2005; Zhang et al, 2006; Mourad—Baars & Chong, 2006).

Segundo Solnick & Schauer (2001) e O’Rourker et al (2001), varias
espécies do género Helicobacter tém sido observadas em humanos e estao
divididas em grupos gastricos e enterohepaticos. O primeiro grupo é representado
pela H. pylori, que tém sido associada com gastrites e outras desordens gastricas
(Dunn et al., 1997). Ja os grupos das enterohepaticas, colonizam o intestino e o
sistema hepatobiliar, sendo associadas a hepatite cronica e doencas intestinais (Fox,
2002; Pena et al., 2002).

O ensaio da PCR para deteccdo da H. pylori pode apresentar casos de
reacdo cruzada com outras espécies de Helicobacter spp., por isso € importante a
escolha de pares de oligonucleotideos iniciadores que amplifiquem um fragmento
génico conservado e presente em mudltiplas cépias, assim, melhorando a taxa de
deteccdo de H. pylori nas fezes (Engstrand et al.,, 1992; Taylor et al., 1999; Kabir,
2004; Queralt et al., 2005).
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No presente estudo, a PCR baseou-se no método de amplificacdo do gene
ureA, que vem mostrando ser um teste de diagnostico confiavel para deteccéao da
infeccdo pela H. pylori em amostras de fezes tanto em adultos quanto em criangas
(Sen et al., 2005; Sicinschi et al., 2003; Monteiro et al., 2001; Lu et al., 1999; Queralt
et al., 2005).

A taxa de 69.62% (55/79) de deteccao da H. pylori pela PCR ureA nas
criancas investigadas neste trabalho, comprova o sucesso da amplificacdo e
deteccao especifica da bactéria a partir de amostras fecais. Gramley et al(1999)
descreveram resultados semelhantes num estudo na india, em que detectaram a
infeccao pela H. pyloriem 73% (8/11) dos individuos investigados, € num estudo em
Bangladesh que demonstrou 78% (53/68) das criangas investigadas colonizadas
pela bactéria (Casswall et al, 1999).

Entretanto, num estudo conduzido na Polénia por Wisniewska et al (2002), a
técnica da PCR apresentou baixa sensibilidade na deteccdo do DNA da H. pylori
(26%) em individuos com infeccao confirmada por métodos endoscopicos. Isso pode
ser explicado, devido falha na eficiéncia do protocolo de extracdo de DNA
empregado, no que se refere a remogao de substancias contaminantes das fezes
(Kabir, 2004; Sen et al., 2005).

Os resultados satisfatorios encontrados neste trabalho estdo provavelmente
relacionados com a elaboracdo e padronizacdo do protocolo de extracdo e
purificacdo de DNA, responsavel pela remogcao com sucesso do material inibitério de
PCR das amostras fecais, fornecendo DNA de alta qualidade para a PCR ureA
proposta neste estudo (Braden & Caspary, 2001; Monteiro et al., 2001; Gramley et
al., 1999; Hale et al.; 1996).

Além disso, o protocolo serve como uma alternativa eficiente e reprodutivel,
evitando consideraveis perdas do material gendmico, e permitindo também que
resultados confiaveis na deteccao da H. pylori nas fezes sejam obtidos sem o uso da
técnica de nested — PCR, a qual supostamente aumenta a sensibilidade, porém tem
seu uso limitado na rotina de diagndstico laboratorial (Bamford et al., 1998; Queralt
et al., 2005, Dzierzanowska—Frangrat et al., 2006)

A elevada taxa de deteccdo da H. pylori obtida pela PCR ureA nesta
pesquisa, esta relacionada também com o fato desta técnica permitir a amplificacao
do DNA da bactéria quando ela esta presente na forma cocoide (ndo cultivavel) ou
em baixas quantidades. Portanto, demonstrando ser um teste eficiente e preciso,



40

sendo Util tanto no diagnostico da infeccdo como na avaliagdo da terapia
antimicrobiana para erradicacdo da bactéria (Shuber et al, 2002; Kabir, 2004;
Haggerty et al., 2005; Rimbara et al., 2005)

Alguns estudos demonstram uma correlagcao positiva entre a deteccao da H.
pylori e a identificacdo do género Helicobacter também pela PCR (Ho et al., 2000;
Haggerty et al., 2006). Neste trabalho foram encontrados dados semelhantes, em
que identificou - se o género em todos os casos positivos de infec¢do pela H. pylori.
Obtendo — se, assim, uma correlagdo positiva significante de 0,641 (p=0,000 IC=
95%).

Esta pesquisa também mostrou que em 15.19% dos casos negativos para
infeccdo pela H. pylori, identificou — se apenas o género, sugerindo que essas
criangas estdo infectadas por outras espécies de Helicobacter spp, conforme
descrito em outros trabalhos (Fox et al., 2000; Zhang et al., 2006; Mourad—Baars &
Chong, 2006).

Alguns autores tém descrito que o teste para pesquisa de antigenos por
HpSA nas fezes apresenta resultados satisfatorios no diagnostico da infeccao pela
H. pylori na populagéo infantil, sendo mais sensivel em criangas maiores de 6 anos
de idade do que naquelas abaixo dessa faixa etaria (Gisbert et al., 2001; Bonamico
et al., 2004; Falsafi et al., 2006).

Numa andlise comparativa entre o método da PCR ureA utilizada neste
estudo e o teste imunoenzimatico HpSA realizado em um trabalho anterior nas
mesmas amostras de fezes (Cartagenes, 2003), a deteccdo da infeccdo pela H.
pylori através da técnica molecular (69,62%; (55/79) foi maior do que em relacao ao
teste imunoenzimatico (54,43%; 43/79), ocorrendo discordancia nas freqiéncias dos
resultados.

Ou seja, o teste da PCR mostrou-se mais eficiente para o diagnéstico da
infeccdo nas criancas desse estudo do que o teste para pesquisa de antigenos por
HpSA, que de acordo com a literatura apresentam baixa sensibilidade na deteccao
da infecgéo pela H. pylori na populagéo infantil, principalmente em criancas entre 1 e
6 anos de idade assintomaticas (Kalach et al., 2005; Raguza et al., 2005; Mourad-
Baars & Chong, 2006).

Gisbert & Pajares (2001) explicam que a baixa sensibilidade (isto é,
freqlentes casos de falso—negativos) com o teste de pesquisa para antigenos por
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HpSA, esta relacionada com o uso de antibibticos, que reduzem o grau de
densidade da H. pylori, conduzindo a diagnésticos erroneos.

Quanto a reprodutibilidade dos resultados para os dois métodos de
diagnéstico (53,16% e 29,11% para casos positivos e negativos, respectivamente),
houve uma fraca concordancia de 57,59% que pode ser explicada uma vez que o
teste da PCR é mais eficiente na deteccdo de microorganismos em baixas
quantidades e condicdes adversas de crescimento (Shahamat et al., 2004; Monteiro
et al., 2001; Bamford et al., 1998).

Segundo, Queralt et al (2005) a heterogeneidade de resultados entre a
técnica soroldgica para pesquisa de antigenos por HpSA e a técnica da PCR, pode
ocorrer devido o mecanismo de distribuicdo da H. pylori nas fezes, em que a
pequena quantidade de amostra analisada por uma das duas técnicas tem influéncia
da distribuicdo aleatéria da bactéria, aliada a alta quantidade de material inibitério
nas fezes.

Nesta pesquisa, a genotipagem das linhagens virulentas dos genes cagA e
vacA através da PCR, para confirmagédo da presencga ou auséncia da H. pylori nos
casos discordantes entre os métodos da PCR 16S RNAr, PCR ureA e HpSA,
mostrou apenas um caso de falso — positivo pela técnica soroldgica de antigenos
HpSA, possivelmente devido reacdo cruzada com outras bactérias encontradas na
flora intestinal, ou nos casos em que as fezes sdo diarréicas e contaminadas com
sangue (Lastovica &Roux, 2003; Gisbert et al., 2004).

O método da PCR pode fornecer informagdes importantes clinicamente a
respeito da presenca de fatores de viruléncia e suscetibilidade a antibioticos.
(Gisbert et al., 2001; Bonamico et al., 2004; Falsafi et al., 2006). E mais, o custo de
uma reagao de PCR, desde a etapa da extracdo de DNA até a visualizacdo do
amplicon por eletroforese, pode ser menos oneroso que uma reacado sorolégica
devido ao alto preco dos Kits comerciais.

Os resultados apresentados aqui sugerem que a técnica de extracao e
purificacao de DNA utilizada e a PCR pode ser efetiva e confiavel tanto na deteccao
quanto na tipagem de genes de viruléncia da H. pylori em amostras de fezes de
criangas. Permitindo seu uso como alternativa de diagnédstico preciso e precoce na
populacao infantil, ja que este grupo etario constitui importante fonte para estudos de
epidemiologia molecular que esclarecam os fatores envolvidos na transmissao e

colonizacdo da bactéria (Torres et al., 2000; Sicinschi et al., 2003; Perez—Perez et
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al., 2004; Rimbara et al., 2005; Queralt et al., 2005; Mourad—Baars & Chong, 2006;
Queiroz & Luzza, 2006).

6 CONCLUSOES

> Os resultados obtidos mostram que a associacao dos métodos de extracao
de fervura em resina quelante e digestdo por proteinase, seguido por fenol
cloroférmio empregado nas amostras de fezes, foi eficiente na obtencdao de DNA
com pureza e rendimento suficientes para amplificagao in vitro pela PCR.

> As sequéncias de oligonucleotideos iniciadores desenhados nesse estudo
permitiram a identificacdo do género Helicobacter (gene 16S rRNA) e espécie H.
pylori (gene ureA), com precisdo pelo método da PCR nas amostras fecais das
criangas investigadas.

> A prevaléncia da Helicobacter spp. na populacao infantil foi de 84.81%
(67/79), indicando que esses organismos colonizam a camada de muco do intestino
humano e podem ter importante significancia clinica.

> A investigacdo sobre a presenca da H. pylori através da PCR ureA em
material fecal, apresentou uma taxa de 69,62% (55/79) de criancas infectadas pela
bactéria.

> Esta pesquisa revelou uma correlacdo positiva entre a presenga de
Helicobacter spp. e a espécie H. pylori (p = 0,000), sugerindo que membros da
familia Helicobacteracea colonizam precocemente individuos na idade infantil.

> A analise comparativa entre o ensaio imunoenzimatico HpSA e a PCR ureA,
revelou que a técnica molecular apresenta um desempenho melhor que o soroldgico
no diagnostico de H. pylori em amostras de fezes na populagéo infantil.

> Ocorreu uma fraca concordancia entre as técnicas de pesquisa de
antigenos por HpSA e a reacdo da PCR ureA (p = 0,0246), mostrando que o teste
da PCR ureA é mais eficiente.

> O alto grau de eficiéncia e acuracia do teste da PCR ureA na deteccao da
H. pylori em material fecal esta relacionado com a remocgao dos inibidores da reagao
durante a extracdo de DNA e a amplificacdo do DNA da bactéria presente mesmo
em baixas quantidades nas fezes e na forma cocdide.
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> O protocolo de extracdo de DNA utilizado neste estudo permitiu também a
realizacdo da PCR para genotipagem das linhagens virulentas cagA e vacA
especificas da H. pylori, confirmando a presenca ou auséncia dessas formas da
bactéria na fezes.

> Este estudo mostrou que é possivel a aplicacdo da técnica da PCR em
amostras fecais de criancas, por ser um procedimento ndo invasivo e eficiente,
podendo ser utilizada para deteccdo da infeccdo pela H. pylori tanto na rotina

laboratorial como em pesquisas de interesse epidemiolégico.
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ANEXO A - Termo de Esclarecimento e Consentimento Livre

TiTULO DO PROJETO DE PESQUISA: Estudo soroepidemiolégico da infeccao
pela bactéria Helicobacter pylori em criancas e em suas respectivas mae:
avaliacao dos fatores de risco.

Coordenadora da pesquisa: Tereza Cristina O. Corvelo, PhD, UFPA — Brasil
(Fone: 0XX-91-2111558).

Endereco do pesquisador responsavel: Av. Augusto Correa, n. 1 — Camus
Universitario do Guama — Belém — Para — Brasil — Universidade Federal do Para —
Centro de Ciéncias Biologicas — Departamento de Genética — Fone: OXX — 91 — 211
— 1558.

Esta pesquisa tem como obijetivo principal identificar a presenca de infec¢ao
ela bactéria Helicobacter pylori em criancas internadas na Enfermaria de Pediatria
do Hospital Universitario Jodao de Barros Barreto, e fazer associagdo com esta
infeccdo em suas respectivas maes. Para isto, serd necessario que os participantes
colaborem com amostras de sangue, saliva e fezes, além de responderem a um
questionario que abrange condigdes de moradia, como saneamento basico, bem
como condicdes socioeconbmicas e de saude do menor e da mae. Assim,
esclarecemos que:

1. Serao realizados exames em amostras de saliva, sangue, fezes da criancga,
e de sangue e saliva da mae.
2. E necessario que a mae responda a um questionario padrdo, do qual

retiraremos informacbdes importantes para a pesquisa, pois contera dados de
identificacdo dos participantes.

3. As identidades dos participantes serao omitidas na pesquisa, sendo apenas
utilizado os resultados dos exames e as informagdes do questionario.
4, As amostras de sangue e saliva serdo coletadas por pessoal capacitado,

com materiais de uso individual e posteriormente descartados, conforme normas de
biossegurancga.

5. As amostras de fezes das criancas serdo coletadas a partir da evacuacao
espontanea. Os frascos serao distribuidos com a devida identificacdo, e as amostras
serdo coletadas pela mae ou equipe de enfermagem.

6. O material coletado, bem como o questionario, serdo usados
exclusivamente ara esta pesquisa.
7. Os resultados destes exames poderdao apenas do conhecimento do

pesquisador e do médico. Autoridades de saude poderao ser informados sobre estes
resultados a fim de possibilitar desenvolvimento de medidas que beneficiem os
participantes e a comunidade.

8. Os resultados desta pesquisa serdo apenas do conhecimento do
pesquisador e do médico. Autoridades de saude poderao ser informados sobre estes
resultados a fim de possibilitar desenvolvimento de medidas que beneficiem os
participantes e a comunidade.

9. A sua participacao nesta pesquisa nao € obrigatéria. Assim também, nao é
obrigatéria sua autorizacdo ara nos permitir a inclusdo do menor sob sua
responsabilidade.
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CONSENTIMENTO

Declaro que li as informacdes descritas acima e que compreendo 0s
beneficios desta pesquisa. Declaro também, por livre vontade, que como nao terei
prejuizo nenhum, nem o menor por quem me responsabilizo, aceito participar desta
pesquisa e autorizo a participacdo do menor, cooperando com a coleta de nossos
materiais bioldgicos para exames.

Belém, / /

Nome e assinatura do responsavel pelo menor:

Nome do menor:

Endereco do
menor:

Nome do
entrevistador:
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ANEXO B - PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO
SERES HUMANOS



