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RESUMO

Introducao: Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria Gram negativa considerada o agente etioldgico de varias doencas gastricas.
Aprevaléncia da infeccio bacteriana varia de acordo com idade, localizacdo geogréfica, etnia e stafus socioecondmico. A infeccdo cronica
ocasionada por esse microrganismo pode favorecer o desenvolvimento de patologias severas, como o adenocarcinoma gastrico. Nesse
sentido, o diagndstico precoce € essencial para um melhor prognostico e o sucesso terapéutico. Varios métodos de diagndstico realizados
com técnicas invasivas e ndo invasivas, com diferentes sensibilidade e especificidade, tém sido utilizados na deteccdo de H. pylori. Objetivo:
Comparar o desempenho das técnicas molecular e histopatologica utilizadas no diagnostico da infeccdo por H. pylori. Métodos: Setenta
e seis amostras de tecido géstrico foram coletadas de pacientes dispépticos e submetidas ao diagndstico molecular e histopatologico.
A deteccdo molecular foi realizada utilizando o gene ribossomal (rRNA 16S) por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Resultados: 0 método molecular de diagndstico com base na PCR detectou a bactéria em 63,1% das amostras, enquanto o teste
histopatoldgico identificou 0 microrganismo em apenas 38,1% das biopsias gastricas. Os dados demonstram que a técnica de PCR apresentou
cerca de 1,6 vezes mais sensibilidade que a técnica histopatol6gica. Conclusdo: A técnica de PCR foi o método de diagndstico mais eficiente
para deteccdo de H. pylori e pode ser implementada na rotina laboratorial como teste complementar para deteccao precoce de H. pylori.

Unitermos: bactérias; biologia molecular; histologia; patologia.

ABSTRACT

Introduction: Helicobacter pylori (H. pylori) is @ Gram negative bacterium considered to be the etiologic agent of various gastric
diseases. The prevalence of baclerial infection varies according to age, geographic location, ethnicily and socioeconomic status.
The chronic infection caused by microorganism can favor the development of severe pathologies such as gastric adenocarcinoma.
In this sense, early diagnosis is essential for a better prognosis and therapeutic success. Several diagnostic methods performed
using invasive and non-invasive techniques, with different sensitivity and specificity, have been used in the detection of H. pylori.
Objective: To compare the performance of the molecular and histopathological technique used in the diagnosis of H. pylori infection.
Methods: 76 gastric lissue samples were collected from dyspeptic patients who underwent molecular and histopathological diagnosis.
Molecular detection was performed using the ribosomal gene (168 rRNA) using the polymerase chain reaction (PCR) technique.
Results: The PCR-based molecular diagnostic method detected the bacterium in 63.1% of the samples, while the histopathological
test identified the microorganism in only 38.1% of gastric biopsies. The data demonstrated that the PCR technique was about 1.6
times more sensitive than the histopathological technique. Conclusion: The PCR lechnique was the most efficient diagnostic method
Jor detecting H. pyloti and can be implemented in the laboratory routine as a complementary fest for the early detection of H. pylori.
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RESUMEN

Introduccion: Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria Gram negativa considerada agente etiologico de diversas enfermedades
gastricas. La prevalencia de la infeccion bacteriana varia segiin la edad, la ubicacion geografica, la etnia y el nivel socioecondmico.
La infeccion cronica provocada por esos microorganismos puede favorecer el desarrollo de patologias graves como el adenocarcinoma
gdstrico. Por esa razon, el diagndstico precoz es fundamental para un mejor prondstico y éxito lerapéutico. En la deteccion de
H. pylori se han utilizado varios mélodos de diagnostico realizados mediante técnicas invasivas y no invasivas, con diferentes
sensibilidad y especificidad. Objetivo: Comparar el desemperio de las técnicas moleculares e histopatologicas utilizadas en el
diagnostico de la infeccion por H. pylori. Métodos: Se recolectaron 76 muestras de tejido gdstrico de pacientes dispépticos y se las
somelieron a diagnostico molecular e histopatologico. La deteccion molecular se realizo mediante el gen ribosomico (ARNy 165)
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Resultados: El método molecular de diagnastico basado en
PCR detectd la bacteria en el 63,1% de las muestras, mientras que la prueba histopatologica identifico el microorganismo en solo
el 38,1% de las biopsias gastricas. Los datos demostraron que la técnica de PCR era aproximadamente 1,6 veces mds sensible que
la técnica histopatologica. Conclusion: La técnica de PCR fue el método diagndstico mds eficaz para la deteccion de H. pylori y
puede implementarse en la rutina del laboratorio como prueba complementaria para la deteccion precoz de H. pylori.

Palabras clave: bacteria, biologia molecular; histologia; patologia.

INTRODUCAO 0s métodos usados para rastrear a infeccao por H. pylori
podem ser divididos em invasivos e ndo invasivos. Os métodos
invasivos sao aqueles que envolvem o exame de endoscopia
digestiva alta para a retirada de fragmento de tecido gastrico.
Dentre os invasivos, estdo cultura, teste da urease, reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e exame histopatoldgico, considerado
o padrdo-ouro pelo IV Consenso Brasileiro sobre infec¢do por
Helicobacter pylori. A PCR pode ser usada em vdrias amostras
biol6gicas, e varios genes constitutivos como ured, glmM, ureC
A infecciio por H. pylori tem distribuicdo cosmopolita e afeta e dcido ribonucleico ribossomal 168 (RNAr 168) (px) tém sido
cerca de 50% da populacio mundial®. A taxa de prevaléncia da  alvos para a detecgo da bactéria. Os métodos ndo invasivos nao
infec(;ﬁo é maior nos pa]’ses emergentes, variando de 20% a 90%, dependem de biépsia géstrica e envolvem testes como: teste com
dependendo da regiio geografica. No Brasil, a prevaléncia varia e ureia marcada, sorologico e teste de antigenos fecais"”.
50% 2 80%, semelhante a Africa, onde a prevaléncia é de 70% 2 90%.

AHelicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria Gram negativa,
ubiqua, espiral, pleomorfica, flagelada e microaerdfila. A bactéria
foi descoberta em 1983 por Marshall e Warren, que estabeleceram
uma relacdo entre a infeccdo por microrganismos e as doencas
gastrointestinais”. Esses achados levaram ao Prémio Nobel de
Medicina e Fisiologia concedido por pesquisadores em 2005

0 uso de técnicas adequadas com alta sensibilidade e

E necessdria uma relacio de desequilibrio parasita-hospedeiro  especificidade sdo de extrema importancia para um diagndstico
para que ocorra a infeccio por H. pylori. As principais formas de confidvel da infeccdo. O diagndstico precoce estd associado a uma
transmissao aceitas sao as vias oral-oral, gastrico-oral, fecal-oral melhor qualidade de vida do paciente, uma vez que a presenca da

e fatrogenica®®. No entanto, foram propostas outras formas de bactéria no trato gastrointestinal pode induzir varias patologias,
N )
entre elas, o adenocarcinoma®™®, Nesse sentido, o objetivo

deste estudo foi comparar o desempenho da técnica molecular e
histopatologica utilizada no diagndstico da infeccdo por . pylori.

transmissao, como a zoondtica e a sexual?.

H. pylori é considerada o agente etioldgico de varias
patologias géstricas, como gastrite, tlcera, atrofia, metaplasia,
linfoma e adenocarcinoma gastrico. Devido ao seu alto potencial
carcinogénico, a bactéria foi classificada como carcinogénica ~ METODOS
tipo I pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC),
subsidiada pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS)®. Além
disso, a infecgio bacteriana estd associada a doencas extragdstricas,
como purpura trombocitopénica imune, anemia por deficiéncia Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
de ferro e vitamina B129. de um Hospital Universitdrio (CAAE: 83422017.7.0000.5078),

Consideracoes éticas
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publicado sob o nimero 2.519.032. Todos os pacientes inscritos
leram e assinaram o Termo de Consentimento.

Pacientes e amostras

Foram excluidos deste estudo os pacientes em uso de antibidticos,
inibidores da bomba de protons (IBP), imunossupressores,
participantes menores de 18 anos, gravidas, lactantes, individuos
com diagnostico de sangramento gastrointestinal e historia de
gastrectomia, além daqueles que nao puderam acessar o resultado
do diagnostico histopatologico.

A coleta das amostras foi realizada em um Hospital
Universitario de Goiania, Goids, Brasil, entre novembro de 2017
e setembro de 2018. O procedimento para obtencdo das amostras
gastricas seguiu as recomendacdes da Sociedade Brasileira de
Endoscopia Digestiva. Dois fragmentos do antro e dois do corpo
gastrico foram retirados de cada paciente e enviados para o
proprio laboratério de patologia clinica do hospital para anlise
histopatologica e para o Nucleo de Estudo da Helicobacter pylori
(NEHP) para analise molecular.

Exame histopatologico

A avaliacdo histologica dos espécimes foi realizada para
verificar a presenca do microrganismo e a alteracao histologica.
Os cortes histoldgicos do corpo e do antro gastrico tinham cerca
de 0,6 x 0,3 x 0,2 cm de didmetro, e a fixagdo das amostras foi
realizada em formalina tamponada a 10% corada com Giemsa.
0 Sistema de Classificacdo Sidney foi utilizado para andlise de
infiltrado inflamatrio™. As 1aminas foram analisadas por um
patologista experiente que nao teve acesso aos dados moleculares.

Diagnéstico molecular

A extracdo do dcido desoxirribonucleico (DNA) e as andlises
moleculares foram realizadas pelo NEHP. A extracdo do DNA das
amostras do tecido gastrico seguiu o protocolo do kit QIAamp®
(Qiagen, Valencia, CA, Estados Unidos). Uma aliquota de 10 pl
foi reservada para quantificacio de DNA, com a utilizacdo do
equipamento NanoDrop® (ND-1000 UV-Vis).

0 DNA gendmico foi amplificado pelo método de PCR descrito
por Nevoa et al. (2017)®. A detecgao molecular foi realizada com
base no gene RNA ribossomal 163, usando a amplificagio do primer

hp/hpxl. As sequéncias de oligonucleotideos, as condigdes de
amplificagdo e o tamanho do fragmento s2o descritos na Tabela 1.

Aamplificagio foi realizada em um termociclador Amplitherm®
TX96 e cada reacdo consistiu em 33,5 ul de dgua Milli-Q, 5 pl de
tampao de PCR 10x, contendo MgCl2 (1,5 mM), 2 ul de dNTP
(2,5 mM), 2 pl de cada par de oligonucleotideo (10 pmol cada),
5 pl de amostra de DNA (50 ng) e 0,5 il de Taq DNA polimerase (2,5
unidades), totalizando um volume de 50 pl por reago. Foram usados
para cada reaco o controle negativo e o controle positivo.

Para avaliacdo da amplificacdo génica, os componentes
da PCR foram submetidos & eletroforese em gel de agarose
2%, utilizando o corante para 4cido nucleico BlueGreen (Lab
Biotechnology) e o marcador de massa molecular DNA de
100 pares de bases (Cellco). A visualizacdo ocorreu através
do equipamento transiluminador sob luz ultravioleta (UV), e
amostras que amplificaram um fragmento de 150 bp (pares de
bases) foram consideradas positivas.

Analise dos dados

Foi utilizado o soffware GraphPad Prism 8 para andlise dos
dados, aplicando-se o teste Qui-quadrado, considerando p < 0,05
como estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Foram coletadas amostras de 117 tecidos gastricos de pacientes
dispépticos e 41 foram excluidas por nio atenderem aos critérios
de inclusdo. Das amostras analisadas, 60/76 (78,94%) foram do
sexo feminino e 16/76 (21,05%), do sexo masculino; a idade dos
participantes variou de 18 a 83, com média de 46,6 anos.

As amostras para deteccio de H. pylori foram analisadas
pela técnica PCR e andlise histopatologica. Foram consideradas
positivas quando a bactéria foi detectada em pelo menos um dos
testes e negativas quando o microrganismo estava ausente em
ambos 0s testes. As amostras positivas submetidas a amplificacao
do gene RNAr 16S geraram um fragmento de 150 bp (Figura 1).
0s resultados mostraram que 55/76 (72,3%) eram positivas e 21/76
(27,7%) negativas para H. pylori. Entre as amostras positivas, 43/55
(78,2%) eram do sexo feminino e 12/55 (21,8%), do masculino; a
maioria tinha entre 18 e 40 anos (45,5%) (Tabela 2).

TABELA 1 — Condicdes de amplificacdo e primers de sequéncia usados para deteccao de H. pylori

Gene Primer Sequéncia (5" — 3") Condicdes de amplificacdo pb Referéncia
hpx CTGGAGARACTAAGYCCTCC 94°C 5, 40 ciclos 94°C I’
RNAr 16S ' 150 L ti e Gatti (20089
hpt GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA 50°C1/72°C 1'e 72°C 7 ’ uscenti e Gatt (2005)

RNAr: dcido ribonucleico ribossomal.
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FIGURA 1 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR do gene do
RNA ribossomal 165 (hpx/hpx1)

M: marcador de DNA molecular de 100 pb; C-: controle negativo; C+: controle positivo;
*DNA proveniente de amostras de tecido gastrico de pacientes dispépticos; PCR: reagdo em
cadeia da polimerase; DNA: dcido desoxirribonucleico.

TABELA 2 — Perfil dos pacientes dispépticos segundo género e faixa etdria

o Total H. pylori positivo  H. pylori negativo
s o kWi
n % n % n %
Género
Feminino 60 789 43 78,2 17 80,9
Masculino 16 211 12 218 4 19,1
Faixa etdria
18-40 27 355 25 454 2 9,5
41-60 35 46,1 21 38,2 14 66,7
> 60 14 184 9 164 5 238

As amostras submetidas a andlise histopatoldgica foram
positivas quando evidenciaram a presenca de H. pylori pela
coloracio de Giemsa (Figura 2).

Os resultados mostraram que 26 (34,2%) amostras deram
positivas por meio da técnica PCR e negativas para andlise
histopatologica, enquanto apenas sete (9,2%) deram positivas
para andlise histopatoldgica e negativas para a PCR. Além disso,
22 (28,9%) amostras foram positivas e 21 (27,6%) negativas para
ambos os testes (Tabela 3).

A técnica PCR foi aproximadamente 1,6 vezes mais sensivel
que o diagndstico histopatoldgico. Os resultados mostraram que a
ferramenta molecular detectou 48/76 (63,1%) amostras positivas,
enquanto a andlise histolgica apenas 28/76 (38,1%). As andlises
estatisticas mostraram uma diferenca significativa entre os
métodos (p < 0,05) (Figura 3).

As patologias gdstricas foram classificadas de acordo com o
diagnostico endoscGpico e histopatologico. Mais de um resultado
clinico pode ser encontrado no mesmo paciente infectado. Os
resultados mostraram que 1/79 (1,2%) dos pacientes tinha
adenocarcinoma géstrico; 4/79 (5%), atrofia; 11/79 (15,1%),
duodenite; 8/79 (10,1%), esofagite; 43/79 (55,6%), gastrite;
2/79 (2,5%), tlcera; 2/79 (2,5%), metaplasia e 7/79 (7,5%)
apresentavam diagnostico endoscopico normal (Tabela 4).

FIGURA 2 — Corte histologico da imagem do antro gastrico (aumento 400x), corado pela
técnica de Giemsa, evidenciando a presenga de H. pylori
Aseta indica a presenga de H. pylori.

TABELA 3 — Comparacio dos resultados positivos e negativos de acordo
com os testes moleculares e histopatoldgicos

Padrio-ouro

PCR - -
Positivo Negativo Total
Positivo 22 26 48
Negativo 7 21 28
PCR: reagdo em cadeia da polimerase.
E3 PCR
&3 Histopatoldgico
L i [
L] L}
501
ot . :
£ 301 e
s 2 .: .g. . ;
£ e "
10- %;; =
0- T i
Positivo Negativo

FIGURA 3 — Comparagdo dos resultados obtidos pelo método PCR e exame bistopatologico

PCR: reagdo em cadeia da polimerase.

TABELA 4 — Desfechos clinicos obtidos a partir do diagnostico endoscopico e da
analise histopatologica em pacientes H. pylori positivos

Desfechos clinicos (12 = 79) n %
Adenocarcinoma gastrico 1 13
Atrofia 4 51

Duodenite 12 15,2
Esofagite 8 10,1

Gastrite 44 55,7

Ulcera 2 2,5
Metaplasia 2 25

Normal 6 7,6
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DISCUSSAO

No presente estudo, a prevaléncia de infeccdo foi de 55/76
(72,3%), semelhante a outros paises em desenvolvimento. Outro
estudo™ realizado na regido central do Brasil com amostra
semelhante apresentou prevaléncia de infeccio de 77,6%, semelhante
ao presente estudo. Virios métodos diagndsticos sdo usados para
rastrear a infecco por H. pylori; para escolher o melhor teste, €
necessrio avaliar os pardmetros de sensibilidade e especificidade,
o custo e a condicdo clinica do paciente. Portanto, s3o de extrema
importancia estudos que avaliem a eficicia diagndstica™®™®. Neste
estudo, 78,1% dos pacientes eram do sexo feminino, corroborando
o estudo de Ortiz ef al. (2011)", que utilizou amostra semelhante,
identificando que 65,3% dos individuos eram mulheres. A pesquisa de
Nevoa e/ al. (2017)% analisou as bidpsias gastricas de 85 pacientes,
sendo a maioria do género feminino (65,8%). A maior prevaléncia de
mulheres infectadas pode ser explicada pelo fato de elas procurarem
com maior frequéncia o servico publico de satde. A idade dos
participantes deste estudo variou de 18 a 83, com média de 46,6
anos, dado semelhante a0 estudo de Nevoa ¢f al. (2017), no qual a
variacdo foi de 15 a 89 anos, com média de 40,77 anos.

0 método histopatologico é considerado hd décadas o exame
mais comum para identificar a infecgo™”. Esse método diagndstico
foi considerado o padrao-ouro pelo IV Consenso Brasileiro sobre
Infecgdo por Helicobacter pylori para detectar a presenca da
bactéria e avaliar as condicOes da mucosa gastrica. Alguns estudos
mostraram que 2 sensibilidade do teste histopatoldgico € superior
a diversas técnicas utilizadas para detectar o microrganismo. Além
disso, a técnica padrio-ouro ndo € dispendiosa e simples de ser
executada®®. Por outro lado, estudos anteriores mostraram a
inconveniéncia dessa técnica, como a capacidade do profissional
em analisar as 1aminas, além da ocorréncia de resultados falso
negativos, quando o fragmento coletado nio contiver a bactéria.
Isso se deve a distribuicao irregular do microrganismo na mucosa
gastrica, sendo necessaria a retirada de dois fragmentos do corpo e
dois do antro do estbmago para minimizar esse evento!* %2,

A andlise histopatol6gica também pode ser afetada pelo uso
recente de medicamentos, como sais de bismuto, IBPs e antibiéticos,
que levam 2 reducio da densidade bacteriana. ApGs o tratamento
de erradicacio, essa metodologia apresenta uma diminuicio da
sensibilidade, podendo ser ainda menor do que o teste da urease,
no entanto, o exame histopatologico € comumente usado para
monitorar as lesdes inflamatrias apds o tratamento"® . Neste
estudo, foram excluidos os pacientes que estavam em tratamento ou
em uso de IBP e antibioticos, portanto, a técnica histologica pode
néo ter sido influenciada por esses fatores.

Nas ultimas décadas, a deteccio molecular mudou
dramaticamente o tratamento clinico de muitas doencas

infecciosas®’. A PCR € um dos melhores métodos moleculares
usados em uma ampla gama de aplicagdes clinicas, apresentando
simplicidade de execugdo, alta sensibilidade e especificidade,
permitindo a genotipagem de diferentes cepas e a identificacao
de genes de viruléncia e resisténcia a antibicticos® . O presente
estudo avaliou 76 amostras, das quais 48 foram positivas por meio
da técnica PCR; apenas 29 foram detectadas pelo diagndstico
histopatol6gico, demonstrando que a melhor deteccao do H. pylori é
por meio da ferramenta molecular. Esses dados corroboram o estudo
de Ruparelia ez al. (2013)® que avaliou diversos parametros dos
testes convencionais e da PCR, apontando uma maior precisao da
metodologia molecular. A pesquisa de Rasmussen e¢f a. (2010)%”
também mostrou uma melhor deteccio da bactéria H. pyloriusando
a PCR, em comparagdo com o teste histologico, no entanto, a
eficicia da PCR foi menor em comparagio com o uso da técnica de
Southern Blotting,

Um estudo recente de Nevoa ef al. (2017)" comparou a
sensibilidade do teste rdpido da urease entre a técnica de PCR,
usando o gene ribossomal Apx1/hpx2 e o gene constitutivo da urease
h5/h6. Os autores demonstraram que independentemente do gene
da A. pylori utilizado para amplificaco, a técnica PCR demonstrou
melhor sensibilidade em relacio ao teste da urease.

0 estudo de Ortiz ef al. (2011) mostrou aumento da
sensibilidade de 80,3% com o exame histopatoldgico e de 90,3%
com o uso da metodologia molecular. Além disso, os autores
mostraram que o teste molecular combinado com o teste
histol6gico apresentou maior sensibilidade do que o teste rdpido
da urease, quando combinado com a PCR ou o teste histologico®.
Nossos resultados demonstraram que, individualmente, a técnica
histoldgica apresentou positividade de 38,1%, a PCR, de 63,1% e,
quando combinadas, 72,3% de positividade. Além disso, observou-
se que 26 (34,2%) amostras foram positivas exclusivamente
para a técnica molecular e sete (9,2%) exclusivamente para o
exame histopatologico. Apesar das vantagens da PCR, a técnica
pode apresentar algumas limitacdes, como coleta inadequada
das amostras e presenca de inibidores de reacdo. Além disso, a
PCR pode detectar DNA de bactérias mortas presentes na mucosa
gastrica de pacientes apds o tratamento, gerando resultados falso
positivos® %2, Esses dados reforgam a importancia de utilizacdo da
técnica PCR-histologia, com o objetivo de aumentar a sensibilidade,
evitando possiveis casos de resultados falso negativos.

A infeccdo por H. pylori pode se manifestar de forma
assintomatica; nessa situacao, nao € possivel determinar a presenca
da bactéria com base em sintomas ou achados clinicos. Nesse
sentido, € importante uma ferramenta com alta sensibilidade que
permita a deteccdo da bactéria em individuos assintomaticos. Os
resultados clinicos da infeccio podem ser graves ou ndo graves e
serdo determinados de acordo com a relagdo parasita-hospedeiro.
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Este estudo mostrou que a gastrite foi a principal patologia associada
ainfeccio por H. pylori, seguida por esofagite e duodenite. O estudo
de Barbosa e Schinonni (2011)%” relatou que 95% dos casos de
gastrite cronica tém a bactéria /. pylori como agente etiologico.

CONCLUSAO

O H. pylori representa uma das infeccdes bacterianas
mais comuns nos seres humanos, causando graves anomalias,

incluindo a gastrite cronica e o cancer gdstrico. Um diagndstico
preciso da infeccdo por H. pylori € o primeiro passo importante
para o éxito do tratamento. A PCR foi superior porque apresentou
uma sensibilidade aproximadamente 1,6 vezes maior que o
exame histopatoldgico. Atualmente, a PCR ndo é utilizada na
rotina laboratorial devido ao seu alto custo, quando comparada
com outras técnicas, inviabilizando seu uso, principalmente no
sistema publico de satde. Com relacdo a esse fato, € necessario
continuar nossos esforcos para obter testes diagndsticos mais
adequados e confiaveis.
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