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1. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1 Helicobacter pylori 

 

1.1.1 Contextualização histórica 

 

Relatada pela primeira vez em 1875, os pesquisadores Bottcher e Letulle 

observaram Helicobacter pylori (H. pylori) nas margens de úlceras pépticas. No entanto, não 

conseguiram cultivar a bactéria em meios artificiais utilizados naquela época e essa 

descoberta foi esquecida por um tempo (RESHETNYAK, V.; RESHETNYAK, T., 2017). 

Devido a sua semelhança morfológica, foi classificada inicialmente como 

pertencente ao gênero Campylobacter e denominada Campylobacter pyloridis. A bactéria 

gram-negativa microaerófila em formato de S foi isolada pela primeira vez em fragmentos 

de biópsias da mucosa gástrica de indivíduos com gastrite crônica e cultivada por Warren e 

Marshall, pesquisadores australianos, no início dos anos 80. (MARSHALL; WARREN, 

1984). Posteriormente recebeu a denominação de Campylobacter pylori (MARSHALL; 

GOODWIN, 1987) e, finalmente, em 1989, após análises genéticas e bioquímicas, o 

microrganismo foi designado como o primeiro membro de um novo gênero (Helicobacter): 

Helicobacter pylori. (GOODWIN et al., 1989). 

Marshall e Warren (1985) propuseram demonstrar a relação entre a colonização do 

epitélio gástrico humano pela bactéria e o desencadeamento de processos inflamatórios no 

mesmo, comprovando a patogenicidade de H. pylori e sua importância na gênese de gastrite. 

Neste estudo, Marshall participou como cobaia do seu próprio experimento e ingeriu um 

concentrado da bactéria isolada, o que promoveu o aparecimento de sintomas característicos 

de uma gastrite crônica, a qual foi comprovada com exame endoscópico e histológico 

(MARSHALL; WARREN, 1985). Este estudo promoveu um importante avanço na 

gastroenterologia e rendeu aos pesquisadores o prêmio Nobel de Medicina de 2005. 

A descoberta desta bactéria foi um marco para o entendimento da patogênese de 

doenças gástricas pois quebrou o dogma de que o estômago era um órgão estéril (MALUF, 

2014). Antes da descoberta de H. pylori e das pesquisas sobre esta bactéria, a gênese de 

doenças como gastrite, ulceras gástrica e duodenal, e câncer gástrico era atribuída somente 

ao desequilíbrio entre os mecanismos de defesa do hospedeiro e a secreção ácida do 

estômago (GUIMARÃES; CORVELO; BARILE, 2008). Acreditava-se que as ulceras 
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gástricas estavam relacionadas ao ácido clorídrico, úlceras duodenais associadas a alta 

acidez e os cânceres gástricos com ausência de ácido clorídrico. (GRAHAM; 

MIFTAHUSSURUR, 2018). 

Posteriormente, uma série de estudos epidemiológicos demonstraram a alta 

prevalência da infecção por H. pylori em pacientes com câncer gástrico, levando a Agência 

Internacional de Pesquisa em Câncer, ligada a Organização Mundial de Saúde, classificar H. 

pylori como carcinógeno de classe I. (PAJARES; GISBERT, 2006; SUZUKI; SHIOTA; 

YAMAOKA, 2012). É bem estabelecido atualmente que H. pylori é o principal agente 

causador de patologias gástricas e a sua associação ao risco significativamente aumentado 

de desenvolvimento de câncer gástrico, sendo considerada, isoladamente, o fator precursor 

mais importante para neoplasia. (RIBEIRO; DE FREITAS COELHO; COELHO, 2019) 

Outro campo de estudo corrente é o que tem demonstrado crescentes evidências do 

potencial papel da inflamação induzida por H. pylori no desenvolvimento de outras doenças 

fora do estômago. Muitos desses estudos têm avaliado o impacto da infecção por H. pylori 

nos mecanismos patogênicos de diferentes doenças extragástricas, especialmente distúrbios 

cardiovasculares, neurológicos, metabólicos e colorretais (FRANCESCHI; COVINO; 

BAUDRON, 2019). 
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1.1.2 Microbiologia 

 

Helicobacter pylori é uma bactéria gram-negativa com morfologia espiralada, 

variando em tamanho de 3 a 5µm de comprimento e cerca de 0,5µm de diâmetro, altamente 

móvel, microaerófila, produtora de urease, catalase e oxidase (RADOSZ-KOMONIEWSKA 

et al., 2005). Esse microrganismo coloniza a mucosa estomacal, especificamente as 

microvilosidades, infectando as células epiteliais que secretam muco, preferindo a região 

antral (MADIGAN et al, 2016). Está associada a várias doenças gastrointestinais, como 

gastrite crônica, ulcera péptica, linfoma do tecido linfoide associado à mucosa e câncer 

gástrico (NEVOA et al, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Micrografia eletrônica de transmissão.  Morfologia de Helicobacter pylori..  

Fonte: Biomedical Imaging Unit, Southampton General Hospital/ Science Photo Library 

 

 

Em cultura, cresce lentamente, precisa de uma atmosfera microaerófila estrita e 

temperatura de 37°C. Pode ser encontrada tanto na forma espiral e, em caso de culturas mais 

velhas, adaptada em formato cocóide. Possui de 4 a 6 flagelos polares com bainha e bulbo 

terminal, medindo cerca de 3µm de comprimento, que conferem a H. pylori grande 

mobilidade e permitem que a bactéria penetre a camada de muco que protege o epitélio 
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gástrico. (GRAHAM, 1994; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009; LIMA; 

BARBOSA;SCHINONNI, 2011). Sua alta capacidade de adaptação e resistência ao meio 

ácido do estômago são devidas, principalmente, à produção de urease, proteína de alto peso 

molecular (500 a 600kDa), que converte a ureia presente em condições fisiológicas no suco 

gástrico em amônia e CO2 (BAHÚ, 2010; MICU et al., 2009). A amônia, que atua como 

receptor de íons H+, neutraliza o pH do suco gástrico ao redor da bactéria conferindo ao 

patógeno proteção contra os efeitos deletérios da acidez gástrica (WEEKS; SACHS, 2001; 

VOLAND et al., 2003). 

É um patógeno bem adaptado e persiste no hospedeiro mesmo com ação do sistema 

imunológico, devido à presença de regiões hipervariáveis em genes codificantes de 

estruturas que permitem a bactéria evadir-se das respostas imunológicas, principalmente 

através da alteração de seus antígenos de superfície (RODRIGUES et al, 2017). 

Segundo o National Center for Biotechnology Information(NCBI),até o presente 

momento, existem 1.589 genomas depositados publicamente, cujo tamanho total dos 

genomas tem média de 1,63254 Mb, apresentando uma média de 38,9 de GC% e 1.468-

1.694 genes responsáveis por codificar, em média, 1.445 proteínas, sendo algumas dessas 

linhagens portadoras de apenas um único cromossomo bacteriano circular, enquanto outras 

possuem adicionalmente até 2 plasmídeos. Esse grande número de genomas sequenciados 

reflete a diversidade do genoma deH. pylori, considerada umas das razões pelas quais os 

mecanismos de patogênese e infecção da bactéria ainda são pouco esclarecidos. A 

diversidade genética de H. pylori, efeito, principalmente, da sua frequente recombinação 

gênica, revela que os genótipos das muitas estirpes de H. pylori existentes são, também, 

geograficamente diversas. O gene cagA, por exemplo, um dos genes de virulência da 

bactéria, é codificado pela maioria das cepas do leste asiático, mas por apenas metade a até 

dois terços das cepas ocidentais (SUGIYAMA et al, 2019).  

A distribuição da bactéria é universal e, atualmente, há três meios de transmissão 

comprovados: (1) fecal-oral, cujo principal meio para contaminação é a água contaminada, 

normalmente em países em desenvolvimento; (2) oral-oral, tornando-se possível pelo fato 

da bactéria ter sido encontrada no suco gástrico em regurgitações; e (3) iatrogênica, através 

da qual a contaminação ocorre pelo uso de equipamentos esterilizados de forma incorreta ou 

não esterilizados em exames (MENEZES et al, 2015). Más condições sanitárias, de vida e 

econômicas são considerados os fatores de risco para a infecção por H.pylori (COELHO et 

al, 2018; VARGAS et al, 2019). 
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1.1.3 Patogênese e Fatores de virulência  

 

A mucosa gástrica é bem protegida contra infecções bacterianas. No entanto, H. 

pylori está altamente adaptada a este ambiente. A persistência e colonização da mucosa 

gástrica pela bactéria se deve a vários mecanismos que conferem à bactéria a capacidade de 

sobreviver no ambiente hostil, ácido e agressivo do estômago e que são coadjuvantes na 

instalação da infecção (BARBOSA, 2014; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). Os fatores 

de virulência da bactéria e a resposta inflamatória da mucosa do hospedeiro constituem os 

principais mecanismos patogênicos envolvidos nos diferentes quadros clínicos da infecção. 

(OLIVEIRA, 2014).  

A forma espiralada da bactéria e a motilidade conferida pelos seus flagelos são um 

importante fator de colonização, pois permitem a bactéria mover-se no suco gástrico e 

atravessar rapidamente o muco que recobre o estômago, atingindo a superfície epitelial. 

Estudos mostraram experimentalmente que cepas sem flagelos ou com defeitos em sua 

estrutura flagelar são incapazes de promover a colonização do epitélio gástrico (TRABULSI; 

ALTERTHUM, 2015) 

O suco gástrico do estômago limita a colonização de H. pylori, tento em vista que 

a bactéria só sobrevive alguns minutos no lúmen gástrico. Desta forma, ao entrar em contato 

com este necessita iniciar rapidamente a produção de urease. A produção dessa enzima 

constitui o principal mecanismo de adaptação ao meio ácido do estômago, isto porque ela 

catalisa a hidrólise da ureia em amônia e dióxido de carbono (COELHO, 2016; 

RODRIGUES et al, 2017) 

A amônia, quando secretada, ocasiona o aumento do pH na membrana celular da 

bactéria e nas áreas próximas do local de colonização, neutralizando o ácido gástrico. Além 

disso, a amônia gerada pela urease também danifica o epitélio gástrico. Os principais genes 

constitutivos relacionados à produção de urease pela bactéria são os genes ureA e ureB que 

codificam as duas subunidades que compõe a enzima, os genes ureE, ureF,ureG e ureH, que 

codificam proteínas acessórias importantes na ativação da urease e o gene ureI, que codifica 

uma proteína presente na membrana externa do H. pylori que funciona como um canal, 

atuando na internalização da ureia. Os íons de níquel necessários para a atividade da urease 

são transportados pela membrana citoplasmática por uma proteína de alta afinidade, nixA, 

codificada pelo gene nixA (LADEIRA; SALVADORI; RODRIGUES, 2003; RODRIGUES 

et al, 2017). 
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Outro fator de colonização é a capacidade de degradar a mucina gástrica, composta 

por glicoproteínas de alto peso molecular cuja função é a proteção do epitélio gástrico. A 

degradação proteolítica do muco gástrico é um mecanismo pelo qual se favorece a adesão 

da bactéria à célula epitelial gástrica e posterior desenvolvimento da doença (TRABULSI; 

ALTERTHUM, 2015) 

A adesão à superfície das células epiteliais gástricas é a etapa final da associação 

do microrganismo com a mucosa. Este processo, essencial para a colonização da mucosa 

gástrica e para a manutenção de uma infecção crônica, é mediado por adesinas e a principal 

responsável pela interação entre H. pylori e mucosa é a BabA (Blood group antigen-binding 

adhesin), codificada pelo gene babA, envolvida na adesão da bactéria ao antígeno do grupo 

sanguíneo Lewis, presente nas células gástricas. O gene babA está associado à evolução 

clínica da inflamação por H. pylori, como gastrites ativa e crônica, além do desenvolvimento 

de adenocarcinoma gástrico (NECCHI et al., 2007; COELHO, 2016).  

A expressão das proteínas adesinas difere entre as cepas e é variável dentro de uma 

mesma cepa ao longo do tempo, levando a capacidade de adaptação dinâmica através de 

ativação/desativação da expressão do gene, inativação do gene, ou recombinação 

(ASPHOLM-HURTIG et al., 2004). Algumas estirpes de H. pylori não expressam a adesina 

BabA, contudo apresentam o gene babA, que pode ser ativado por recombinação genética 

(FOX; WANG, 2007; AZEVEDO et al, 2008). 

A adesão às células epiteliais, além de garantir à H. pylori acesso a nutrientes 

provenientes do hospedeiro, contribui para ação de outros fatores de virulência. A adesão 

mediada pela BabA pode ocasionar, por exemplo, a translocação da oncoproteína CagA e da 

toxina vacuolizante VacA para a célula hospedeira e consequente indução da inflamação 

gástrica (POSSELT; BACKERT; WESSLER, 2013; COELHO, 2016). 

A citotoxina vacA, codificada pelo gene vacA, desempenha um papel importante 

nas etapas iniciais da colonização e sua presença implica na persistência da infecção 

bacteriana. Esta é capaz de causar vacuolização citoplasmática nas células eucarióticas, 

induzindo a apoptose (YAMAZAKI et al, 2005 ). Além disso, altera a junção célula-célula, 

modifica a resistência elétrica e cria canais de membrana, gerando uma rota de 

permeabilidade célula-bactéria de pequenas moléculas orgânicas e íons, como ferro, que são 

essenciais para o crescimento microbiano. Todas as cepas da H. pylori contém o gene vacA, 

no entanto, nem todas são capazes de induzir vacuolização celular, devido a diversidade 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/gtc.12662#gtc12662-bib-0038
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genética observada em duas regiões do gene (região da sequência sinal “s”, e região mediana 

“m”) (MONTECUCCO et al., 2001). 

A proteína CagA, codificada pelo gene cagA (cytotoxin associated gene), o 

primeiro gene identificado em H. pylori e fortemente associado ao risco para o 

desenvolvimento de câncer gástrico, é um dos vários genes que compõem a ilha de 

patogenicidade cag (cagPAI). A ilha de patogenicidade cagPAI é um componente do genoma 

de H. pylori (podendo estar presente, ausente ou incompleta) encontrada em 60% a 70% das 

estirpes. Contém 31 genes, dentre os quais, além do cagA, estão o cagE, cagT e cagL, que 

são homólogos aos de outras bactérias que codificam componentes do sistema de secreção 

do tipo IV (T4SS), cuja função é transferir proteínas e complexos núcleo-proteicos através 

das membranas. O sistema de secreção do tipo IV forma uma estrutura tipo pilus, semelhante 

a uma seringa, utilizada no transporte da proteína CagA e outros fatores de virulência de H. 

pylori para a célula gástrica epitelial, permitindo que a bactéria module vias de metabolismo 

celular da célula hospedeira, incluindo a expressão de proto-oncogenes (PEEK et al, 1999; 

HATAKEYAMA, 2009; BACKERT; CLYNE, 2011; OLIVEIRA, 2014). 

As cepas cagA positivas tendem a ser mais virulentas e, portanto, altamente 

associadas às formas mais graves da infecção, principalmente na carcinogênese gástrica. Ao 

ser injetada na célula hospedeira, a proteína CagA induz alterações na fosforilação de 

tirosinas, nas vias de sinalização e de transdução da célula hospedeira, resultando em 

rearranjos do citoesqueleto e alterações morfológicas que levam à variação do comprimento 

da proteína e qualquer variação em seu comprimento pode levar a diferentes respostas do 

hospedeiro, incluindo diferentes graus de resposta inflamatória (KIKUCHI et al., 1999).  

A infecção por H. pylori desencadeia uma inflamação aguda da mucosa gástrica, 

causando dor, náusea e vômito. Esta fase, porém, na maioria dos casos, é despercebida. A 

gastrite crônica causada por H. pylori, caso não seja tratada, perdura por longos períodos de 

latência, entretanto, alguns casos podem evoluir para patologias mais graves, como gastrite 

crônica atrófica e metaplasia intestinal, avançando para displasia, até que se desenvolva uma 

neoplasia de rápida evolução e elevada morbimortalidade: o carcinoma gástrico (Figura 2). 

Como consequências da inflamação ativa e destruição das células epiteliais e criptas da 

mucosa gástrica, a gastrite atrófica e metaplasia intestinal são consideradas condições pré-

neoplásicas. Dessa forma, é de extrema importância a detecção desta cascata ainda na sua 

fase inicial, em tempo de interrompê-la (RIBEIRO; DE FREITAS COELHO; COELHO, 

2019). 
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Figura 2: Cascata do desenvolvimento de câncer gástrico e suas condições pré-neoplásicas. 

Fonte: Adaptada de Pelayo C, 2011 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.4 Epidemiologia 

 

Estima-se que mais de 50% da população mundial tem a mucosa gástrica colonizada 

por H. pylori, sendo esta uma das infecções mais comuns e prevalentes em todo o mundo, 

especialmente em países em desenvolvimento (RESHETNYAK, V.; RESHETNYAK, T., 

2017).  

A ocorrência da infecção por H. pylori é diferenciada em regiões geográficas distintas 

e a elevada prevalência desse microrganismo está relacionada às condições de vida, 

saneamento básico, etnia, idade e à exposição dos indivíduos a bactéria, o que normalmente 

acontece na primeira fase da vida (KODAIRA; ESCOBAR; GRISI, 2002; LADEIRA; 

SALVADORI; RODRIGUES, 2003; RODRIGUES et al, 2017). 

A prevalência varia de 35% a 90% em diferentes populações; nos países em 

desenvolvimento apresenta-se em 70% a 90% da população e nos países desenvolvidos 

apresenta-se em 35% a 40% da população (ALHUSSAINI, 2016; FERNANDES; 

BONATTO, G.; BONATTO, M.; 2016; RESHETNYAK, V.; RESHETNYAK, T., 2017). 
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Hooi et al (2017), em uma análise de 184 artigos publicados entre 1970 a 2016 sobre 

a prevalência de infecção por H. pylori, avaliaram as mudanças na prevalência global da 

infecção. Com base nas estimativas de prevalências regionais, aproximadamente 4,4 bilhões 

de indivíduos foram infectados por H. pylori em todo o mundo em 2015. A maior e a menor 

prevalência foram observadas, respectivamente, no continente africano (aproximadamente 

70%) e na Oceania (aproximadamente 24%) e os países Nigéria (87,7%) e Suíça (18,9%) 

apresentaram a maior e menor prevalência, respectivamente (VENERITO et al, 2018).  

Após os anos 2000, a prevalência da infecção por H. pylori foi menor na Europa, 

decaindo de 48,8% para 39,8%, na América do Norte (42,7% para 26,6%) e Oceania (26,6% 

para 18,7%) . No entanto, nada mudou na Ásia, que de 53,6% subiu para 54,3%, e no Caribe 

e na América Latina, que decaiu de 62,8% para 60,2%(VENERITO et al, 2018). 

 

 

 

Figura 3: Prevalência global da infecção por Helicobacter pylori. Fonte: HOOI et al, 2017 

 

 

Conforme o padrão mundial, a infecção por H. pylori no Brasil marca a desigualdade 

socioeconômica, tendo em vista a maior prevalência em populações com piores condições 

de vida quando comparadas aos indivíduos com melhor nível socioeconômico e de 

escolaridade. Além do status socioeconômico, outros dois fatores de risco para adquirir 

infecção por H. pylori são condições de vida inadequadas e status sanitário. Em regiões onde 

há condições de saúde precárias, a taxa de infecção em crianças com idade entre 2 a 5 anos 

é de até 50% e o percentual de adultos infectados é de 70% a 90% (COELHO et al, 2018).  
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H. pylori é responsável por aproximadamente 90% dos casos de câncer gástrico no 

mundo (KOTILEA; BONTEMS; TOUATI, 2019). Estima-se que, em 2018, tenham surgido 

quase um milhão de novos casos de câncer gástrico (1.033.701 casos, 5,7% do total) no 

mundo, tornando-se a quinta neoplasia mais comum e a terceira causa de morte por câncer 

(782.685 mortes) (BRAY et al, 2018; RIBEIRO et al, 2019).  Segundo o Instituto Nacional 

de Câncer (INCA, 2018) a estimativa para o biênio 2018/2019 foi de 21.290 novos casos de 

câncer no estômago (13.540 em homens e 7.750 em mulheres) no Brasil. Entre os homens é 

o quarto tipo mais incidente e o sexto entre as mulheres. Na região nordeste, é o segundo 

tipo mais incidente entre os homens, perdendo apenas para o câncer de próstata.  

No estado do Maranhão, no período de 15 anos (2000-2014), foram registradas 2087 

mortes por câncer de estômago e foram estimados mais de 400 novos casos apenas para o 

ano de 2018. Na capital São Luís é o segundo mais incidente entre homens e o quinto entre 

mulheres. A incidência estimada de novos casos no biênio 2018/2019 foi de 130 novos casos, 

o que corresponde a um risco estimado de 16,67 novos casos a cada 100 mil homens e 7,95 

para cada 100 mil mulheres (INCA, 2018). 

 

 

 

 

 

 

1.1.5 Métodos diagnósticos  

 

A depender da técnica utilizada na coleta de amostras, o diagnóstico da infecção da 

mucosa gástrica por Helicobacter pylori pode ser classificado em dois métodos: invasivos e 

não invasivos. Dentre os métodos invasivos, os quais necessitam de biopsias gástricas, são 

incluídos o teste rápido de urease, cultura, histopatológico, imunohistoquímica, técnica de 

hibridização fluorescente e testes moleculares (PCR). Os não invasivos incluem o teste 

respiratório com ureia contendo carbono marcado, teste de antígenos fecais e sorológico 

(VARGAS et al, 2019). Cada teste possui vantagens e limitações com relação à custos, 

reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade. 
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1.1.5.1 Testes invasivos 

 

a) Teste Rápido de Urease (TRU) 

 

É o teste invasivo mais amplamente utilizado, sendo considerado, atualmente, o 

método mais utilizado para detectar H. pylori na atividade diária, pois se trata de um teste 

fácil, rápido, eficiente e de baixo custo. Este teste baseia-se na presença da enzima urease, 

produzida por H. pylori. Uma amostra de biópsia gástrica é colocada em meio com um 

indicador de pH e a degradação da uréia é acompanhada por um aumento de pH detectado 

pela mudança de cor do indicador. No Brasil, o TRU somado ao teste histopatológico são os 

mais utilizados na pesquisa da H. pylori (RODRIGGUES; NASCIMENTOS; MENEZES, 

2016; TEIXEIRA; SOUZA; ROCHA, 2016). 

 

 

b) Histopatológico 

 

Técnica realizada após endoscopia digestiva alta, dois ou mais fragmentos da mucosa 

gástrica são coletados do antro e do corpo gástrico e são corados para posterior identificação 

da bactéria (WANG et al, 2014). É considerado o método padrão-ouro para detectar a 

infecção pois além de fornecer informações sobre a presença da bactéria, permite avaliar 

alterações morfológicas na mucosa gástrica (PARIHAR; HOLLERAN; MCNAMARA, 

2015). As biópsias de antro e corpo são geralmente recomendadas na prática clínica, porém 

a estratégia mais sensível consiste em obter duas biópsias de antro e duas biópsias de corpo 

(COSGUN et al, 2016; COELHO et al, 2018). Alguns fatores afetam a precisão do teste, tais 

como localização da retirada do fragmento, número de biopsias, técnica de coloração, uso 

de inibidores da bomba de prótons (IBPs), antibióticos e nível de experiência do patologista 

(COELHO et al, 2018). 
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c) Cultura 

 

Técnica com uso limitado devido às exigências para o crescimento bacteriano, que 

necessita de um meio de cultura complexo, com baixas concentrações de oxigênio e de CO2 

(5% de oxigênio e 10% de dióxido de carbono), temperatura ótima de 37ºC e pH neutro 

(KUSTERS, 2006). Além do diagnóstico, esta técnica possibilita determinar a sensibilidade 

da bactéria aos antimicrobianos e sua capacidade de produzir citotoxinas (KROGFELT, 

2005). No entanto, é um método caro e lento em relação ao TRU e histopatológico, além de 

apresentar especificidade e sensibilidade inferiores a estes (TEIXEIRA; SOUZA; ROCHA, 

2016; VARGAS et al, 2019) 

 

 

d) PCR 

 

Análises moleculares através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) têm sido 

frequentemente utilizadas para detecção bacteriana a partir da amplificação direta nas 

amostras de biópsia gástrica, bem como posteriormente ao cultivo e isolamento da bactéria 

presente nestas amostras (ASSUMPÇÃO et al., 2010) Adicionalmente, a PCR permite 

identificar mutações pontuais, que são o principal mecanismo de resistência antimicrobiana 

(MÉGRAUD et al, 2015), além da genotipagem de linhagens e identificação de cepas 

virulentas, pela amplificação dos genes codificantes de produtos como as citotoxinas CagA 

e VacA (ASSUMPÇÃO et al, 2010). Apresenta altíssima sensibilidade e especificidade, 

podendo ser feita, também, do suco gástrico, da placa dentária, da saliva, e até mesmo das 

fezes. (LEHOURS et al., 2003; MENONI et al., 2013; WONGPHUTORN et al.,2018). 
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1.1.5.2   Testes não-invasivos 

 

a) Teste respiratório com Uréia marcada por carbono 

 

É o teste não-invasivo padrão-ouro para a detecção da infecção por H. pylori pois 

possui uma excelente precisão, baixo custo e de fácil execução. Apesar disso, devido a 

restrições das autoridades nacionais para adquirir o substrato, o teste não foi incorporado na 

prática diária de diagnóstico no Brasil (COELHO et al, 2018). Baseia-se na atividade 

ureásica da bactéria e consiste na ingestão de uma solução de ureia marcada com carbono13 

(C13) ou carbono14 (C14), sendo o primeiro o mais utilizado. Caso o indivíduo esteja 

infectado, a ureia é hidrolisada em CO2 pela enzima urease e é excretada por via respiratória, 

podendo, assim, ser medida pela expiração (LOGAN; WALKER, 2001). Apresenta 

sensibilidade e especificidade superiores a 95% (LING, 2013). 

 

 

b) Pesquisa de Antígenos fecais 

 

O teste de antígeno fecal (TAF) consiste na identificação de antígeno H. pylorinas fezes 

pelo ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) com uso de anticorpos monoclonais e 

policlonais (NORA, 2015). Apesar de ser menos aceito em alguns países, possui 

sensibilidade e especificidade maiores que 92% e foi validado para o diagnóstico inicial da 

infecção e terapia de erradicação em adultos (DEGUCHI et al, 2009; CALVET et al, 2010; 

COELHO et al, 2018). O TAF pode ser utilizado para pesquisar infecção em curso e para 

estabelecer a cura após a terapia (GISBERT; PAJARES, 2006).   

 

 

c) Teste sorológico 

 

Útil principalmente para rastreamento de infecção por H. pylori em estudos 

epidemiológicos, o teste sorológico consiste na detecção de anticorpos IgG específicos para 

H. pylori produzidos mediante resposta imunológica local à infecção (HO; MARSHALL, 

2000). Segundo o IV Consenso Brasileiro (2018), acerca da infecção pelo Helicobacter 

pylori, os testes sorológicos localmente validados são os métodos de escolha para estudos 
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de rastreio de base populacional. O teste sorológico mais utilizado é o ensaio de 

imunoabsorção enzimática (ELISA) devido a sua maior precisão (BURUCOA et al, 2013). 

Apresenta vantagens como simplicidade em sua execução, baixo custo e o mínimo 

desconforto ao paciente, entretanto, métodos sorológicos que pesquisam anticorpos têm 

valor limitado para diagnóstico de infecção aguda e confirmação da erradicação visto que os 

títulos de anticorposH. pylori específicos diminuem lentamente, permanecendo elevados por 

um tempo após a erradicação bacteriana. Portanto, esse teste não deve ser utilizado para 

monitorar a infecção bacteriana pois a identificação destes anticorpos não implica em 

infecção ativa (DUNN et al, 1997; BRADEN et al, 2000; BROWN, 2000).   

 

Numa revisão sistemática atual sobre os métodos diagnósticos para detecção da 

infecção, Vargas et al (2019) relatam que, dentre os métodos não invasivos revisados, o teste 

respiratório com ureia marcada com isótopo estável (13C-UBT) é o que apresenta maior 

acurácia, especificidade, sensibilidade quando comparado aos outros testes não invasivos. 

Além disso, o teste pode ser realizado em pacientes a partir dos 6 meses de vida e é 

considerado o teste de eleição para crianças, sendo também indicado para realizar o controle 

de cura após a realização do tratamento para erradicação do H. Pylori. Por outro lado, entre 

os métodos invasivos, o teste molecular (reação em cadeira da polimerase – PCR) é o que 

apresenta maior taxa de sucesso na detecção da infecção por H. pylori quando comparado 

com os outros testes invasivos. (VARGAS et al, 2019) 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

É estimado que 50% da população mundial apresenta a mucosa gástrica colonizada 

por H. pylori, classificada como carcinógeno de classe I pela Organização Mundial de Saúde, 

em 1994. A infecção pode permanecer ativa por décadas e outras afecções além das gastrites, 

úlceras e carcinomas gástricos estão associados a ela, como linfoma de tecido linfoide 

associado à mucosa gástrica, dispepsia não-ulcerativa, doenças coronarianas e 

cardiovasculares (PATEL et al., 1995; OZDOGRU et al., 2008).  

Levantamentos epidemiológicos em países como a Colômbia, Peru e Brasil, 

mostram que existe uma correlação entre alta prevalência da infecção pela H. pylori, 

principalmente das cepas ditas de maior virulência, e a elevada prevalência de doenças 

gástricas (BARBOSA et al., 2009; ZILBERSTEIN et al., 2013). 

No estado do Maranhão, poucos são os artigos publicados que abrangem o contexto 

da importância dessa espécie bacteriana no desenvolvimento de doenças gástricas 

(ARAÚJO; CARVALHO; SERRA, 2016) e estes trabalhos em humanos limitam-se apenas 

ao uso de métodos diagnósticos clássicos (BEZERRA, 1998). Foram registrados no estado, 

no período de 15 anos (2000-2014), 2087 mortes por câncer de estômago; na capital São 

Luís é o segundo mais incidente entre homens e o quinto entre mulheres. A incidência 

estimada de novos casos no biênio 2018/2019 foi de 130 novos casos, o que corresponde a 

um risco estimado de 16,67 novos casos a cada 100 mil homens e 7,95 para cada 100 mil 

mulheres(INCA, 2018). Contudo, até o presente momento, nenhum estudo foi realizado 

buscando detectar a presença do gene de virulência cagA em linhagens de Helicobacter 

pylori circulantes na cidade de São Luís. Visto isso e a importância da bactéria na gênese de 

doenças gástricas, o presente trabalho visa realizar o diagnóstico molecular da bactéria 

Helicobacter pylorie detectar o gene de virulência cagA em pacientes atendidos em São Luís. 
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3. OBJETIVOS 

 

Geral  

 Realizar o diagnóstico molecular da infecção pela bactéria Helicobacter pylori em 

pacientes atendidos em serviços especializados de endoscopia digestiva da capital 

São Luís, MA. 

 

Específicos  

 Identificar a infecção bacteriana através da amplificação do gene constitutivo glmM; 

 Avaliar a ocorrência de cepas virulentas cagA-positivas na população alvo. 
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RESUMO  

Helicobacter pylori é uma bactéria Gram-negativa com morfologia bacilar espiralada com 

múltiplos flagelos que coloniza a mucosa estomacal causando complicações gástricas que 

podem evoluir para gastrites, úlceras, dispepsias e carcinomas. A infecção por H. pylori é 

uma das mais prevalentes entre os seres humanos, afetando cerca de metade da população 

mundial. Desde a sua descrição inicial, vários métodos para diagnóstico da infecção por essa 

bactéria têm sido desenvolvidos e aprimorados. A reação da polimerase em cadeia (PCR) é 

um método que permite detectar H. pylori e descobrir informações genéticas desta, tais como 

fatores de virulência e de resistência. Apresenta altíssima sensibilidade e especificidade, 

podendo ser feita diretamente de biópsias gástricas sem a necessidade de cultivo bacteriano. 

O gene glmM é bastante utilizado na detecção do DNA da bactéria. As amostras de biópsias 

gástricas utilizadas neste estudo são provenientes de67 pacientes positivos para H. pylori em 

análise histológica de mucosa gástrica e TRU. O DNA da bactéria Helicobacterpylori foi 

detectado em biópsias por amplificação do gene glmM de 44 pacientes. Dentre essas 

amostras, 19 foram positivas para o gene cagA. Cepas cagA-positivas tendem a ser mais 

virulentas, portanto estão altamente associadas às formas mais graves da infecção, 

principalmente na carcinogênese gástrica. Esse estudo é o primeiro a realizar o diagnóstico 

molecular da bactéria e a relatar a ocorrência do gene cagA na cidade de São Luís-MA. 

 

 

 

 

Palavras-chave: H. pylori, PCR, cagA 
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INTRODUÇÃO 

 

Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria gram-negativa com morfologia 

espiralada, variando em tamanho de 3 a 5µm de comprimento e cerca de 0,5µm de diâmetro, 

altamente móvel, microaerófila, produtora de urease, catalase e oxidase. Esse microrganismo 

coloniza a mucosa estomacal, especificamente as microvilosidades, infectando as células 

epiteliais que secretam muco, preferindo a região antral. Está associada a várias doenças 

gastrointestinais, como gastrite crônica, ulcera péptica, linfoma do tecido linfoide associado 

à mucosa e câncer gástrico (MADIGAN et al, 2016; NEVOA et al, 2017; PINTO, 2007).  

É um patógeno bem adaptado e persiste no hospedeiro mesmo com ação do sistema 

imunológico, devido à presença de regiões hipervariáveis em genes codificantes de 

estruturas que permitem a bactéria evadir-se das respostas imunológicas, principalmente 

através da alteração de seus antígenos de superfície (RODRIGUES et al, 2017).  

A alta capacidade de adaptação e resistência ao meio ácido do estômago são 

devidas, principalmente, à produção de urease, proteína de alto peso molecular (500 a 600 

kDa), que converte a ureia presente em condições fisiológicas no suco gástrico em amônia e 

CO2 (BAHÚ, 2010; MICU et al., 2009). A amônia, que atua como receptor de íons H+, 

neutraliza o pH do suco gástrico ao redor da bactéria conferindo ao patógeno proteção contra 

os efeitos deletérios da acidez gástrica (WEEKS; SACHS, 2001; VOLAND et al., 2003). 

Sua distribuição é universal e, atualmente, há três meios de transmissão 

comprovados: (1) fecal-oral, cujo principal meio para contaminação é a água contaminada, 

normalmente em países em desenvolvimento; (2) oral-oral, tornando-se possível pelo fato 

da bactéria ter sido encontrada no suco gástrico em regurgitações; e (3) iatrogênica, através 

da qual a contaminação ocorre pelo uso de equipamentos esterilizados de forma incorreta ou 

não esterilizados em exames (MENEZES et al, 2015). Más condições sanitárias, de vida e 

econômicas são considerados os fatores de risco para a infecção por H. pylori (COELHO et 

al, 2018; VARGAS et al, 2019). 

Para o diagnóstico da infecção em humanos pela bactéria H. pylori, testes 

endoscópicos (invasivos) e não-endoscópicos (não-invasivos) foram desenvolvidos e estão 

disponíveis, tanto para fins diagnósticos como para pesquisa científica. Na realização de 

testes endoscópicos, é feita a coleta de biópsia gástrica para técnicas de histopatologia, teste 

da urease, cultura e PCR. Dentre os testes não endoscópicos, destacam-se as provas 

sorológicas, realizadas normalmente através de kits de ELISA, o teste respiratório com 
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carbono marcado e a detecção de antígeno bacteriano nas fezes, ideal para o diagnóstico na 

infância (BRADEN et al., 2000). Cada teste possui vantagens e limitações, com relação à 

custos, reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade. 

 

Análises moleculares através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) têm sido 

frequentemente utilizadas para detecção bacteriana a partir da amplificação direta nas 

amostras de biópsia gástrica, bem como posteriormente ao cultivo e isolamento da bactéria 

presente nestas amostras. Adicionalmente, a PCR permitiu a genotipagem de linhagens e 

identificação de cepas virulentas, pela amplificação dos genes codificantes de produtos como 

as citotoxinas CagA e VacA (ASSUMPÇÃO et al., 2010).  

A proteína CagA, codificada pelo gene cagA (cytotoxin associated gene), o 

primeiro gene identificado em H. pylori e fortemente associado ao risco para o 

desenvolvimento de úlcera e câncer gástrico, é um dos vários genes que compõem a ilha de 

patogenicidade cag (cagPAI). A ilha de patogenicidade cagPAI é um componente do genoma 

de H. pylori (podendo estar presente, ausente ou incompleta) encontrada em 60% a 70% das 

estirpes. Contém 31 genes, dentre os quais, além do cagA, estão o cagE, cagT e cagL, que 

são homólogos aos de outras bactérias que codificam componentes do sistema de secreção 

do tipo IV (T4SS), cuja função é transferir proteínas e complexos núcleo-proteicos através 

das membranas. O sistema de secreção do tipo IV forma uma estrutura tipo pilus, semelhante 

a uma seringa, utilizada no transporte da proteína CagA e outros fatores de virulência de H. 

pylori para a célula gástrica epitelial, permitindo que a bactéria module vias de metabolismo 

celular da célula hospedeira, incluindo a expressão de proto-oncogenes (PEEK et al, 1999; 

HATAKEYAMA, 2009; BACKERT; CLYNE, 2011; OLIVEIRA, 2014).  

As cepas cagA-positivas tendem a ser mais virulentas e, portanto, altamente 

associadas às formas mais graves da infecção, principalmente na carcinogênese gástrica. 

Essa proteína, ao ser injetada na célula hospedeira, induz alterações na fosforilação de 

tirosinas, nas vias de sinalização e de transdução da célula hospedeira, resultando em 

rearranjos do citoesqueleto e alterações morfológicas que levam à variação do comprimento 

da proteína e qualquer variação em seu comprimento pode levar a diferentes respostas do 

hospedeiro, incluindo diferentes graus de resposta inflamatória (KIKUCHI et al., 1999).  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Casuística e questões éticas 

 

As amostras utilizadas neste estudo fazem parte do projeto intitulado “Avaliação da 

polarização dos macrófagos em pacientes infectados por Helicobacter pylori e a relação com 

a suscetibilidade do hospedeiro” (PPGCS. 2018-atual), aprovado pelo comitê de ética da 

referida instituição, com parecer de n° 177.577. 

Foram incluídos neste estudo 67 pacientes maiores de idade atendidos no serviço de 

endoscopia do Hospital Universitário HUUFMA Unidade Presidente Dutra, localizado na 

capital São Luís – MA, os quais foram informados sobre a pesquisa de maneira acessível e 

convidados a participar voluntariamente da mesma. Conforme rege a Resolução 196/96 do 

Conselho Nacional de Saúde sobre aspectos éticos envolvendo a pesquisa com seres 

humanos, os pacientes assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, 

autorizando, assim, a coleta do material biológico e de informações pessoais. 

 

 

Coleta e armazenamento das amostras 

 

As amostras de biópsias de mucosa gástrica foram coletadas de pacientes 

encaminhados para o Serviço de Endoscopia do HU-UFMA, provenientes dos ambulatórios 

de Clínica Geral e de Endocrinologia do mesmo hospital, com sintomas dispépticos, durante 

o exame de endoscopia digestiva alta, no período de janeiro a dezembro de 2013. Foram 

coletados fragmentos da região antral utilizando uma pinça gástrica, os quais foram 

armazenados em microtubos devidamente estéreis e independentes contendo meio RPMI-

1640 e depois congelados em freezer -20°C para posterior extração de DNA bacteriano 

realizada neste estudo. Biópsias gástricas foram também tomadas para o exame 

histopatológico com pesquisa de Helicobater pylori e para o teste rápido de urease. 
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Extração do DNA bacteriano em tecido de biópsia gástrica  

 

Para a extração do DNA, as amostras foram descongeladas, retiradas dos tubos, 

transferidas para microtubos limpos de 1,5µl e maceradas com o auxílio de pistilos estéreis. 

O tecido macerado foi ressuspendido com 500µl de tampão TLN (Tris 10 mM; NaCl 

400mM; EDTA 2 mM), depois adicionou-se 40µl de SDS 10% (Duodecil Sulfato de Sódio) 

aos tubos, os quais foram levados ao banho-maria à 37°C por 30 minutos. Após isso, o 

material foi resfriado em temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos e, em 

seguida, adicionou-se 40µL de proteinase K na concentração de 20mg/mL. As amostras 

foram incubadas a 55°C em banho-maria overnight, até não mais ser visualizada a presença 

de tecido íntegro.  

No dia seguinte, após aproximadamente 18 horas, adicionou-se às amostras 20µL de 

RNAse, as quais foram homogeneizadas e levadas novamente ao banho-maria, à 37°C por 

30min. Em seguida, em capela de exaustor de gases, foram adicionados 500µl de solução 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1) e homogeneizados em agitador tipo vortex. Os 

tubos foram centrifugados a 12.000 RPM à 4°C por 15min em centrífuga Eppendorf™ 

Centrifuge 5804 R (Fisher Scientific); o sobrenadante foi transferido para novos tubos 

devidamente identificados. Após isso, foram adicionados ao sobrenadante 500µL de solução 

clorofórmio/álcool isoamílico (24:1), o qual foi centrifugado nas mesmas condições 

anteriores e posteriormente transferido para tubos novos nos quais adicionou-se 200µl de 

acetato de sódio (3M, pH 4,8) e isopropanol gelado para completar o volume do tubo. As 

amostras foram armazenadas a -20°C por 12 horas. 

Posteriormente, as amostras foram retiradas do freezer e centrifugadas a uma 

velocidade de 12.000 RPM à 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado invertendo 

os tubos totalmente e rapidamente, depois adicionou-se aos tubos 500µL de etanol 70% 

gelado e, com o auxílio da ponteira, o pellet foi ressuspendido. Os tubos foram centrifugados 

novamente nos parâmetros anteriormente descritos. Em seguida, o etanol 70% foi descartado 

e as amostras foram guardadas à temperatura ambiente para secagem, protegidas, para que 

não houvesse contaminação. Após totalmente secas, acrescentou-se 40µL de tampão TE 

(Tris HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1mM) ao pellet. As amostras foram deixadas eluindo por 

cerca de 1h em temperatura ambiente e depois armazenadas em freezer -20°C. 
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No dia seguinte foi feita a quantificação e análise da integridade das amostras de 

DNA utilizando um espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). A absorbância 

foi mensurada em 230 nm, 260 nm e 280 nm, como A260/A280 e A260/230. 

 

 

 

Diagnóstico Molecular  

 

Foram amplificadas por PCR convencional, realizada em termociclador Applied 

Biosystems Veriti 96-Well, regiões do DNA utilizadas para identificação da espécie 

bacteriana. Dois pares de primers previamente descritos na literatura foram utilizados (glmM 

F – glmM R e CagA/ConF – CagA/ConR), cujas sequências, genes alvos e tamanho dos 

fragmentos amplificados estão descritos na tabela 1. 

 

Tabela 1. Descrição dos primers utilizados para diagnóstico de H. pylori 

 

Primer Gene alvo Sequência 5’-3’ Amplicom Referência 

glmM F glmM (ureC), 

gene constitutivo 

essencial para o 

crescimento e 

síntese de parede 

celular da 

bacteria H. 

pylori. 

GGATAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGG  

294pb 

Hays et al, 

2019. 

glmM R GCTTGCTTTCTAACACTAACGCGC Tomazini et 

al, 2003. 

CagA/ConF cagA, gene 

marcador de 

cepas virulentas. 

GTGCCTGCTAGTTTGTCAGCG 402pb ROTA et al, 

2001. 

CagA/ConR TTGGAAACCACCTTTTGTATTAGC 

 

Para a amplificação do DNA bacteriano foi utilizado a solução PCR SuperMix da 

invitrogenTM, contendo todos os componentes necessários para sua realização: TaqDNA 

polimerase (22 U/mL), Tris-HCl pH 8.4 (22mM), KCl (55mM), MgCl2 (1.65 mM), dNTP’s 

(220uL cada) e estabilizadores.  

Para cada reação foram utilizados 22,5µL do SuperMix, 1,0µl (0,4µM) de cada 

primer e o volume das amostras de DNA variavam de acordo com a concentração de cada 

uma delas, podendo variar de 2µL a 4µL. As condições da PCR para ambos pares de primers 
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foram: desnaturação a 94°C durante 3 min, 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 45s, 

anelamento a 52°C por 30s e extensão a 72°C por 90s, e uma extensão final a 72°C durante 

10min. 

Após a amplificação de cada genótipo, os produtos da PCR foram aplicados em gel 

de agarose a 1,5% em tampão TBE 1x (Tris 0,089M, ácido bórico 0,089M e EDTA 0,002M) 

e corados com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), depois submetidos a eletroforese 

horizontal, cuja corrida teve como parâmetros: voltagem 90, corrente 270, durante 40 

minutos, e em seguida visualizados em transiluminador com luz LED, com imagem 

capturada digitalmente. 

 

 

 

 

RESULTADOS 

 

As amostras de biopsias gástricas utilizadas neste estudo são provenientes de 

67pacientes com faixa etária de 18 a 79 anos,46(68,65%) do sexo feminino e 21 (31,35%) 

do sexo masculino (Tabela 2). Todos estes pacientes receberam diagnóstico positivo para 

Helicobacter pylori (HP) em análise histopatológica de mucosa gástrica e/ou teste rápido de 

urease (TRU), sendo que 61 (91,05%)tinham resultados concordantes entre os testes, 

enquanto que5(7,46%) possuíam resultados discordantes entre os mesmos. 

 

Tabela 2: Características dos pacientes diagnosticados com H. pylori. 

 

Variáveis n % 

   

Gênero (n = 67)   

Masculino 21 31,35% 

Feminino 46 68,65% 

   

Idade (n = 67)   

>30 56 83,58% 

<30 11 16,42% 
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Foi possível extrair DNA de todas as amostras incluídas neste estudo (n=67), a 

concentração média de DNA foi de cerca de 87,5ng/L. O DNA da bactéria Helicobacter 

pylori foi de detectado em 43 (64,18%) pacientes por amplificação do gene constitutivo 

glmM, como ilustra a figura 4. A comparação dos testes clássicos e PCR pode ser observada 

na tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Amplificação do gene glmM confirmando a 

infecção pela Helicobacter pylori em 9 pacientes dos 43 pacientes positivos molecularmente. 

Faixa L: ladder 100pb. 

 

 

 

Tabela 3: Resultados dos diagnósticos clássicos e molecular da bactéria Helicobacter 

pylori pelo gene glmM, São Luís, Maranhão. 

 
 Diagnóstico Clássico  PCR 

Resultado TRU Histopatológico*  glmM 

     

Positivo 64 64  43 

Negativo 3 2  24 

     

*Para 1 paciente não foi possível ter acesso ao resultado histopatológico para pesquisa de H. 

pylori. 

 

Gene 
glmM294pb 
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Dos pacientes que tiveram diagnóstico molecular positivo para H. pylori através da 

amplificação do gene glmM(N=44), um total de 34puderam ser testados para o gene de 

virulência cagA. Destes, 19 (55,89%) foram confirmados como portadores do gene de 

virulência (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 1,5% mostrando 13 dos 19 pacientes cagA 

positivos. Faixa L: ladder 100pb. 

 

 

Não foi possível amplificar o gene glmM em nenhum dos pacientes discordantes nos 

testes clássicos, apesar de ter sido recuperado DNA dos mesmos. Por outro lado, o paciente 

que não foi possível acessar o resultado histopatológico, teve seu diagnóstico positivo 

confirmado pela amplificação do gene glmM, e ainda a confirmação da presença da cepa 

virulenta cagA positiva (Tabela 4). 

 

 

Gene cagA 
402pb 
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Tabela 4: Resultados dos diagnósticos clássicos e molecular da bactéria 

Helicobacter pylori para os pacientes com resultados discordantes e/ou ausentes. 

 

 Diagnóstico Clássico PCR 

Pacientes TRU Histopatológico glmM cagA 

     

PAC1 + - - NT 

PAC21 + - - NT 

PAC38 + ND + + 

PAC36 - + - NT 

PAC40 - + - NT 

PAC118 - + - NT 

     

ND= resultado não disponível; NT= não testado neste estudo 

 

Informações acerca do diagnóstico histopatológico de metaplasia intestinal foram 

acessadas para 26 pacientes deste estudo, a partir do laudo histopatológico da biópsia 

gástrica dos mesmos. A relação da infecção pela H. pylori, pesquisa dos dois marcadores 

moleculares de infecção e de virulência, glmM e cagA, respectivamente, com a presença ou 

ausência de metaplasia estão detalhadas na tabela 5. 

 

 

Tabela 5: Achados histopatológicos quanto a presença ou ausência de metaplasia intestinal 

em pacientes HP-positivos para os métodos clássicos testados para os genes glmM e cagA. 

 

Laudo histopatológico Marcadores moleculares Total (N) 

    

 glmM + glmM-  

Metaplasia    

Presente 7 3 10 

Ausente 11 5 16 

    

 cagA+ cagA-  

Metaplasia    

Presente 2 4 6 

Ausente 1 3 4 
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DISCUSSÃO 

 

 

A bactéria H. pylori infecta aproximadamente metade da população mundial e está 

associada a várias doenças gastrointestinais, como gastrite crônica, úlcera péptica, linfoma 

associado à mucosa e câncer gástrico (COVER; BLASER, 1996). Esta infecção é uma das 

mais comuns e prevalentes em todo o mundo, especialmente em países em desenvolvimento 

(RESHETNYAK, V.; RESHETNYAK, T., 2017).   

Foi possível extrair DNA de todas amostras utilizadas no presente estudo para 

realização do diagnóstico molecular, mesmo com o tempo prolongado de armazenamento. 

O uso de materiais retrospectivos em pesquisas, que é de grande relevância para evitar a 

necessidade de repetir o procedimento invasivo para coletar outra amostra, é apenas uma das 

vantagens do método utilizado neste estudo (MENONI et al 2013).  

Além disso, a extração e posterior amplificação do DNA bacteriano foi realizado 

diretamente de biópsias gástricas sem a necessidade de cultura prévia do microrganismo, 

fornecendo, assim, rapidez, menor custo e menor dificuldade técnica. O cultivo da bactéria 

é raramente utilizado na prática médica diária em razão da complexidade e das exigências 

para o crescimento; a necessidade de cuidados especiais no transporte das amostras, o 

crescimento lento de H. pylori e a necessidade de meios de cultura apropriados, na maioria 

das vezes indisponíveis (MEGRAUD, 2007). 

 O objetivo deste estudo foi realizar o diagnóstico molecular da bactéria Helicobacter 

pylori em biópsias gástricas, além da detecção do gene cagA que codifica um importante 

fator de virulência da bactéria. O diagnóstico molecular dos pacientes analisados neste 

estudo, feito a partir da amplificação do gene glmM, detectou o mesmo em mais de 60% 

(64,18%) dos pacientes. Este gene constitutivo codifica uma fosfoglucosamina mutase, 

essencial para o crescimento e síntese da parede celular bacteriana (DE REUSE;LABIGNE; 

MENGIN-LECREULX, 1997)e é amplamente utilizado em estudos desse modelo 

(ESPINOZA, 2011; CONTRERAS et al, 2015; EGHBALI et al, 2016; KAZEMI et al, 2016; 

HAYS et al, 2019; BAZIN et al, 2018). 

Quanto à técnica utilizada para o diagnóstico molecular, a acurácia, sensibilidade e 

especificidade da PCR convencional está diretamente relacionada ao conjunto de primers 

utilizados para a amplificação do DNA alvo, ao número de cópias do DNA a ser amplificado, 

ao método de extração de DNA escolhido, ao tipo de material a ser analisado e ao protocolo 

utilizado (BASTIEN; PROCOP; REISCHL, 2008). O número de biópsias realizadas, a 
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densidade de bactérias presentes em cada biópsia e a presença de H. pylori no material 

endoscópico são também relevantes (LIMA; RABENHORST, 2009). A ocorrência de 

alterações histológicas na mucosa gástrica, a exemplo da metaplasia, podem ser responsáveis 

pela insuficiente presença de bactéria na amostra (CESAR et al 2005).  

A técnica de reação em cadeira da polimerase (PCR) apresenta inúmeras vantagens, 

além da descrita anteriormente, como uma possibilidade de genotipagem de amostras para 

identificar diferentes cepas da espécie; a detecção em amostras que contêm pequena 

quantidade de DNA; além de permitir a amplificação de genes de resistência a antibióticos 

sem a necessidade de realizar um teste convencional de suscetibilidade a antibióticos 

(MENONI et al 2013).  

Outro objetivo do estudo que foi explorado está relacionado à análise da ocorrência 

do gene cagA por PCR, pela primeira vez sendo relatada na cidade de São Luis.  Mais de 

50% (55,89%) dos pacientes testados nesse estudo foram confirmados como portadores de 

cepas que possuem o gene de virulência. A prevalência de cagA é bastante variada entre as 

regiões brasileiras. Uma elevada prevalência de cepas cagA-positivas também foi verificada 

em outros estados do norte e nordeste, como Amapá (ALVES, 2017), Ceará (PARENTE, 

2016) e Pernambuco (BRITO et al, 2003) que apresentaram prevalência acima 70% nas 

populações estudadas, enquanto no Pará (VINAGRE et al, 2015) a prevalência foi de 85,6%. 

Rasmussen et al (2012) observou uma prevalência de 72% de cepas cagA-positivas na cidade 

de São Paulo – SP, enquanto que no interior do estado, Marília – SP, o percentual foi baixo, 

47,8% (PEREIRA et al, 2014). Por outro lado, a região Sul do país é a que possui menor 

prevalência do gene cagA. Oliveira et al (2014) relataram uma prevalência de 29,6% em 

Porto Alegre, RS.  

Nosso estudo detectou pacientes cagA-positivos com laudo histológico positivo para 

metaplasia, esta alteração é considerada uma condição pré-neoplásica importante na cascata 

da carcinogênese gástrica (CORREA, 2011), porém não foi possível verificar a significância 

estatística para esse achado. Resultados semelhantes foram relatados para a população 

indiana, onde não foi visto associação entre metaplasia intestinal, infecção pela bactéria 

H.pylori e a positividade para o gene cagA(VADIVEL et al, 2018).No Brasil, Meine et al 

(2011) relataram uma maior frequência de metaplasia entre pacientes H. pylori e cagA 

positivos na população de Porto Alegre, RS.     

Observamos a amplificação dos dois marcadores moleculares aqui testados (glmM e 

cagA) para 1 paciente (Pac48) negativo em ambos métodos diagnóstico clássicos, estes testes 
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são os recomendados no mais recente consenso brasileiro para diagnóstico (COELHO et al, 

2018). Adicionalmente,foi amplificado o marcador 23S rRNA em alguns pacientes, o que 

reforça o diagnóstico molecular pelo glmM. Além disso, a amplificação do gene 23S rRNA 

gera uma possibilidade de novos estudos na população maranhense, visto que mutações 

pontuais nesse gene estão relacionadas à resistência bacteriana, como relatado em Megraud 

(2004), sendo responsáveis por mais de 90% dos casos de resistência (resultados não 

mostrados).  

 

 

CONCLUSÃO 

 Foi possível fazer uso de materiais retrospectivos de pesquisas anteriores para a 

execução do presente trabalho, o que evitou a necessidade de repetir o procedimento 

invasivo para coletar outras amostras gástricas. A PCR convencional como método para o 

diagnóstico de H. pylori apresentou, neste trabalho, algumas limitações. No entanto, após 

padronização, demonstrou-se como um método altamente sensível e útil na detecção de gene 

de virulência cagA na população estudada, relatado pela primeira vez na cidade de São Luís. 
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