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Sumario

Pretende-se investigar e descrever o Diagndstico Laboratorial da infeccdio por
Helicobacter pylori, métodos de diagnodstico invasivos e no invasivos, seu valor de

diagnostico e aplicagbes.

Este trabalho ¢ o resultado de uma pesquisa bibliogréfica intensa ¢ estd exposto num
texto que pretende dar ao leitor a ideia de todos os pontos que se consideram

fundamentais para a compreensdo da problematica estudada.

O conhecimento dos métodos e técnicas de investigagfio ira concerteza permitir a

realizagfio futura de outros trabalhos neste ambito.

“A vida é normalmente comparada a uma maratona, mas
L=, Acho que é mais como um sprint: longos periodos de trabalho arduo
. pontuados por breves momentos em que temos a oportunidade de
dar o nosso melhor”.
(Michael Johnson, atleta olimpico)
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1. A descoberta da Helicobacter pylori

Figura 1 - Robin Warren e Barry Marshall, em Estocolmo, na atribuigao do Prémio

Nobel.

Em 1979 Robin Warren, anatomopatoloista do Hospital Royal Perth na Australia, alerta
para a presenga de bactérias curvadas observadas em biopsias gastricas de doentes com
ulcera gastroduodenal. Nao foi possivel estabelecer uma relagdo de causa-efeito, dado o
facto de esta bactéria curvada ndo ser cultivavel in vitro (1, 2) .

Barry Marshall, em 1983, apresenta, na revista Lancet e no II Congresso Internacional
sobre Infec¢ao por Campylobacter, as condi¢des culturais para o isolamento desta
bactéria a partir das biopsias gastricas de doentes com gastgrite cronica activa. Um ano
mais tarde descreve-se a associagdo desta bactéria com tlcera gastroduodenal.

Esta bactéria Gram negativa cresce laboratorialmente em condi¢gdes de microaerofilia,
sendo por isso designada por Campylobacter pyloridis. Mais tarde foi designada por
Helicobacter pylori.

A relagdo de causa-efeito entre a presenga de Helicobacter pylori e gastrite ou tlcera
gastroduodenal foi constatada, em 1985, de modo fascinante, quando Barry Marshall
ingere um in6culo bacteriano de Helicobacter pylori e contrai infecgdo experimental.
Fica assim demonstrado que Helicobacter pylori ¢ o agente ctiologico da gastrite ¢ da

ulcera péptica em humanos.



Mais tarde, verifica-se que a erradicagao de Helicobacter pylori com antibidticos
conduzia a cura desta infecgao. (3, 4, 5)

De forma mais complexa surge também, a possibilidade da implicacdo da bactéria ndo
s6 na gastrite e na ulcera gastroduodenal, como também em determinados tipos de
cancro gastrico, como os denominados MALT (Mucosa Associated Limphoid Tissue).
Em 1994, a IARC (International Agency of Research on Cancer), dependente da OMS,
inclui Helicobacter pylori como agente carcinogénio do grupo 1. (6)

A 3 de Outubro de 2005, Barry J. Marshall e J. Robin Warren (Fiuras 1 e 2) receberam
o prémio Nobel da Fisiologia ¢ Medicina, pela descoberta de Helicobacter pylori e a sua

relagdo com a gastrite e Glcera péptica.
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Figura 2 — Diplomas dos prémios Nobel recebidos por Robin Warren e Barry Marshall
2. Taxonomia

No século XVII, Linné definiu regras para a organizacdo taxondémica dos
microrganismos, colocando no mesmo grupo microrganismos com semelhantes
caracteristicas fenotipicas. Contudo, este método apresentou algumas limitagdes: as
caracteristicas para ser considerado no grupo eram escolhidas arbitrariamente. Para
combater as limitagdes as regras taxondmicas definidas por Linné, foi desenvolvida uma
outra classificagdo, a classificagdo numérica. Esta mesma tem em conta um maior
numero de caracteristicas fenotipicas, estando atribuida a cada caracteristica um
determinado valor, sendo depois feita uma andlise estatistica que permite a classifica¢do
do organismo. (8, 10)

Recentemente foi estabelecida uma nova classificagdo, a gendmica. Esta mesma ¢
baseada na composi¢do dos graus de similaridade existentes entre sequéncias de
nuledtidos em diferentes estirpes.

Actualmente uma espécie bacteriana ¢ definida se o nivel de DNA/DNA hibridizado
entre estirpes ¢ pelo menos de 70%.

A composi¢ao de sequéncias no gene que codifica o rRNA 168, é também um critério
para definir uma espécie bacteriana. Dois organismos com sequéncias idénticas no 16S
rRNA assumem-se como pertencentes & mesma espécie. (7, 9)

As caracteristicas gerais do genoma de Helicobacter pylori (H. pylori) estdo descritas na

figura 3.
Genoma: cromossoma circular com 1 667 867 pb (parves de bases)
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Figura 3 - Caracteristicas gerais do genoma da Helicobacter pylori

3. Aspectos microbioldgicos

3.1. Caracterizacéo geral

Figura 5 — Células de H. Figura 4 — Célula de H. pylori aderente a mucosa gastrica.

pylori na mucosa gastrica, . De notar a presenca da OM (membrana externa) tipica da
observado por microscopia parede celular das bactérias Gram negativo
electronica.

H. pylori é uma bactéria Gram-negativa (Figura 4), que coloniza exclusivamente o
epitélio gastrico humano, localizando-se normalmente na mucosa antral ou findica do
estdbmago, sob a camada mucosa, a superficie das células epiteliais (Figura 5). Em
termos de requisitos de oxigénio, as bactérias pertencentes a este género caracterizam-se
por serem microaerofilas. A H. pylori apresenta crescimento em condigoes de
microaerofilia, formando colonias ndo pigmentadas, translicidas ¢ com 1-2 nm de
diametro. A temperatura Optima de crescimento in vitro ¢ de 37° C. As espécies
pertencentes a este género sdo catalase, oxidase e urease positivas, sendo a degradacao
de ureia especialmente répida. A reducdo de nitrato e a hidrolise do hipurato sdo

variaveis dentro das espécies deste género, contudo a H. pylori ndo reduz o nitrato. As



bactérias do Género Helicobacter possuem actividade de fosfatase alcalina e y-
glutamiltranspeptidase e sdo naturalmente resistentes a vancomicina, as sulfonamidas e
ao trimetroprim. A H. pylori também ¢ naturalmente resistente a cefalotina (11, 12). O
genoma da H. pylori tem cerca de 1.600.000 pb (pares de bases). O contetido médio de
C + G (Citosina + Guanina) ¢ de 39%, havendo zonas especificas em que este conteudo
varia, como a ilha de patogenicidade cag, associado com a producdo do antigénio cagA
(13). O cromossoma de da H. pylori possui cerca de 91 % de ORF ( Open Reading
Frames — fases abertas de leitura), das quais 84% sdo aparentemente comuns a todas as
estirpes. Das ORF ndo obiquas, 50% sdo especificas da H. pylori, codificando para
proteinas com funcdo desconhecida, 8,6% codificam para enzimas de restricio ou

modificagdo e 6,2% estdo relacionados com elementos transponiveis.



3.2. Morfologia e Ultraestrutura

Sheath
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Figura 6 — Esquema da célula de H. pylori, mostrando a presenca de flagelos.

A H. pylori apresenta uma forma helicoidal, curva ou recta com os extremos
arredondados. O seu tamanho varia entre 0,5-1,0 um de largura por 2,5-5,0 um de
comprimento, possuindo 4-7 flagelos unipolares (Figura 6), que atravessam a parede
celular, e estdo ligados a membrana citoplasmatica por um disco basal (11). Na
extremidade, os flagelos apresentam uma forma de bulbo bastante caracteristica, e sdo
constituidos por uma unidade central envolvida por uma bicamada fosfolipidica que os
protege da acidez gastrica (14). Em condi¢des de stress fisico ou quimico a H. pylori
pode apresentar uma forma cocdide com um tamanho varidvel entre 0,8-1,0 um, nao
cultivavel in vitro. Estas formas também possuem flagelos unipolares, e apesar de nao

serem cultivaveis, mantém aparentemente a capacidade de sintetizar DNA (15).



3.3. Metabolismo

Hellcatigoer pylarl

HC-UREA

Figura 7 — Esquema mostrando que a urease de H. pylori hidrolisa a ureia do estdomago em CO2 e NH3, o

que cria nichos de neutralidade de pH para o crescimento bacteriano.

A glicose ¢ aparentemente o unico hidrato de carbono utilizado pela H. pylori e o seu
metabolismo pode seguir as vias oxidativa ou fermentativa, apesar do seu caracter
microaerdfilo obrigatorio (16). A entrada deste composto na célula ¢ mediada por uma
permease, especifica para glicose e galactose, ndo se conhecendo outras permeases de
hidratos de carbono na H. pylori (17).

O azoto, tal como o carbono ¢ um dos compostos essenciais para o crescimento de
microrganismos. A H. pylori consegue utilizar varios compostos como fontes de azoto,
como a ureia, amoniaco ou alguns aminoacidos. O amoniaco ¢ produzido pela bactéria
através da enzima urease, que permite a libertagdo do azoto presente na ureia na forma
de 10es amonio (Figura 7). A forma de assimilagao destes ides ¢ determinada pela
disponibilidade no meio de energia e azoto, que controlam a ac¢do de 2 enzimas,
glutamina sintetase e glutamato deshidrogenase.

Em termos de composi¢do em acidos gordos, uma das caracteristicas Unicas desta
bateria ¢ a sintese de novo de 3 colesteril glucosideos, que representam cerca de 25%
dos liquidos totais. Estas moléculas sdo sintetizadas por plantas e fungos, mas sdo raras

em bactérias e animais superiores. Os colesteril glucosideos sintetizados pela H. pylori
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possuem uma ligagao glicosidica que nao foi ainda descrita noutros procariotas nem em
eucariotas (18).

A produgdo de aminoacidos pela H. pylori ¢ limitada, sendo necessario fornecer alguns
aminodcidos ao meio para o seu crescimento. Através da utilizagdo de vias anabolicas e
catabdlicas, os aminoacidos podem ser usados para a produgdo de enzimas e outras
proteinas, ou como fontes de carbono e azoto. A H. pylori ndo produz as enzimas
necessarias para constituir as vias metabodlicas para a sintese de arginina e histidina. Os
aminoacidos isoleucina, metionina, fenilalanina e valina também s3o necessarios para o
crescimento desta bactéria, j4 que as suas vias metabdlicas se encontram incompletas
(18). No entanto, a H. pylori apresenta crescimento em meio desprovido de glicose,
desde que alguns aminoacidos estejam presentes no meio de cultura, o que indica que
podem ser utilizados como fonte de carbono e consequentemente, de energia (19). Por
outro lado, este microrganismo apresenta a capacidade de converter arginina em ureia, o
que pode constituir uma fonte de azoto importante para o seu metabolismo (20).

O ferro ¢ um dos elementos mais importantes nos processos biologicos, apesar de ser
necessario em concentracdes muito baixas. Na presenca de oxigénio, o ferro encontra-se
oxidado na forma Fe(IIl), que forma polimeros insoluveis a pH neutro. Na auséncia de
oxigénio, o ferro encontra-se na forma Fe(II), que ¢ relativamente soltivel. O controlo da
concentragdo de ferro no meio ¢ muito importante, ja que, por um lado, o ferro ¢ um ido
essencial para o funcionamento de diversas enzimas, o que implica que haja necessidade
de armazenar este elemento, por outro lado, pode ser toxico em elevadas concentragdes
(18). Conhecem-se 13 moléculas que fazem parte da regulacdo deste elemento noutras
bactérias, ao nivel da sua regulagdo, armazenamento e assimila¢do. Alguns analogos
destas moléculas ja foram descritos na H. pylori, mas o sistema completo de regulagao
ndo estd ainda esclarecido (18). No entanto, sabe-se que a aquisi¢do do ferro ¢ mediada
por uma lactoferrina humana, o que pode estar relacionado com a especificidade do

hospedeiro verificada neste agente infeccioso.
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3.4. Diversidade gendmica — Genes associados a viruléncia

A diversidade genética da H. pylori tem sido alvo de muitos estudos, desde a
variabilidade entre estirpes isoladas de diferentes individuos a variabilidade entre
estirpes isoladas do mesmo individuo (21,22). Todos estes estudos tém mostrado que
existem niveis de variagdo consideravelmente elevados entre isolados da H. pylori. A
diversidade gendémica da H. pylori deve-se principalmente a eventos de recombinagio
entre estirpes. A presenga de mais de uma estirpe num hospedeiro e a competéncia
natural desta bactéria poderdo aumentar a probabilidade de recombina¢des homologas
(18). As variagdes genomicas podem ser também devidas a outros factores, como a
ocorréncia de mutagdes pontuais num gene (alteragdo num unico nucleo6tido), € bastante
frequente na H. pylori, e normalmente nao origina diferencas ao nivel dos aminoacidos .
Outro mecanismo que esta espécie usa para gerar diversidade genomica ¢ a organizacao

de genes em mosaico, sendo o gene VacA um bom exemplo(23).

3.4.1. Gene VacA

A colonizagdo da mucosa gastrica pela H. pylori requer um complexo processo
adaptativo. O factor-chave, que permite a bactéria sobreviver a acidez gastrica e
atravessar o lumen do estdmago, € a enzima urease, que converte a ureia em amonia e
bicarbonato (40). Para isso ¢ necessaria a produ¢do da citotoxina vacA, que induz a
formac¢ao de canais selectivos de anides nas células epiteliais, levando a exsudagdo da
ureia para a mucosa gastrica. A vacA ¢ considerada um importante factor de viruléncia,
visto que contribui para a producao de alcaloides, pela urease, que podem induzir danos
no DNA (29, 36, 40).

O gene vacA esta presente em todas as estirpes de H. pylori ¢ compreende duas partes
variaveis, S e m (Figura 8). A regido S (codifica o sinal peptidico) estd localizada no
final da cadeia 5’ e possui dois alelos, S1 ou S2, sendo que para o alelo sl existem 3
subtipos: sla, slb e slc; a regidao media (M) possui os alelos ml ou m2(25). A
combina¢do em mosaico dos alelos da regido S com os alelos da regido m determina a

producdo de citotoxinas, responsaveis pelo grau de viruléncia da bactéria. As estirpes
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portadoras do gendtipo vaca s1/ml produzem grande quantidade de toxina, enquanto as
estirpes s1/m2, pouca ou nenhuma toxina. As estirpes vacA do tipo sla parecem ser
mais patogénicas que as slb e slc ou s2, sendo mais relacionadas com a tlcera péptica.
As estirpes m1 estdo associadas a maior risco de danos as células epiteliais do que as do

tipo m2 (Quadro 1) (42).

Alelos Gendtipos Citotoxicidade
sla

slb sl/ml Elevada

slc sl/m2 Baixa / Moderada
s2 s2/ml -

ml s2/m2 Ausente

m2

Quadro I — Correlagao entre gendtipos de H. pylori e citotoxicidade.

Begmiio s Regiiom

| E— | -

Tl st | | ml
m aelss =

L] ] J e

Figura 8 - Mosaico do gene vacA ( adaptado da bibliografia 25).
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3.4.2. Gene CagA

O primeiro gene especifico identificado na H. pylori foi o Citotoxin Antigen Associated
(cagA), que esta fortemente associado ao risco de desenvolvimento de cancro gastrico
(33). As estirpes cagA’ tendem a ser mais virulentas e induzem niveis mais altos de
expressdo de citocinas, como a IL-1b e IL-8 (28, 32). Estudos realizados, mostram que
pacientes infectados por estirpes que expressam cagA tém probabilidade trés vezes
maior de desenvolver cancro géstrico do que aqueles infectados por estirpes cagA™ . O
gene cagA ¢ considerado marcador da ilha de patogenicidade cag (cag-PAl), que possui
de 35 a 40 kb, comporta 31 genes (28) e ¢ encontrada em cerca de 60% das estirpes
ocidentais. A ilha cag-PAl (cag pathogenicity island) ¢ um componente do genoma da
H. pylori que contém genes homologos aos de outras bactérias que codificam
componentes do sistema de secrecdo, que actua como agulha e serve para injectar
moléculas efectoras da bactéria na célula hospedeira (Figura 9), permitindo que a
bactéria module vias de metabolismo celular da célula hospedeira, incluindo a expressao

de proto-oncogenes (27, 38, 39).

Bacterum

Figura 9 — Esquema mostrando o contacto intimo da mucosa gastrica com H. pylori cag A+.
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Recentemente, quatro grupos de pesquisadores demonstram que componentes da H.
pylori induzem altera¢cdes na fosforilagao de tirosinas, nas vias de sinalizagdo e de
transducdo da célula hospedeira, resultando em rearranjos do citosqueleto e alteragdes
morfoldgicas que estimulam a célula a espalhar-se e se alongar de forma idéntica a
produzida pelo factor de crescimento dos hepatdcitos. Além disso, factores da bactéria
podem induzir a desfosforilagdao de proteinas normalmente fosforiladas (26).

A proteina cagA da H. pylori actua como antigénio altamente imunogénico. A estrutura
do gene revela uma regido 5’ altamente conservada, mas com uma regido 3’ com
nimero variavel de sequéncias repetidas, o que leva a variagdo do comprimento da
proteina. Como a proteina cagA ¢ fortemente imunogénica, qualquer variacdo no seu
comprimento pode levar a diferentes respostas no hospedeiro, incluindo diferentes graus

de resposta inflamatoria.

3.4.3. Gene BabA

Os factores de aderéncia da bactéria ao epitélio géstrico favorecem a colonizagdo e
contribuem para a sua patogenicidade (35). O factor de aderéncia blood group antigen
adhesin (babA) ligado ao grupo sanguineo Lewis® foi descoberto recentemente. Ele
pode ser um importante produto de patogenicidade ao permitir o contacto entre a
bactéria e o epitélio e facilitar a libertacdo de factores de viruléncia como cagA e vacA.
O gene babA possui dois alelos distintos: babAl ¢ babA2. Em 1999, um estudo (30)
demonstrou a associagdo entre o alelo babA2 e a presenca de ulcera péptica e

adenocarcinoma gastrico.

3.4.4. Gene CagE

O predominio de neutréfilos na mucosa géstrica, observado em pacientes infectados por
estirpes cagA positivas, ¢ ligado ao aumento da secrecdo da interleucina 8 (IL-8)
secretada pelas células epiteliais da mucosa gastrica. Entretanto, estirpes CagA negativas
também induzem aumento da secrecdo da IL-8 (34). Isto deve-se ao facto de que a
proteina cagA ndo actua directamente sobre a IL-8. O gene ligado ao aumento da

producdo da IL-8 ¢ o cagE, que ¢ um dos genes da ilha cag (31).
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3.4.5. Gene IceA

Recentemente, outro gene da H. pylori foi descrito e denominado Induced By Contact
With Epithelium (iceA). A fungao de iceA1 ndo esta clara, mas este alelo apresenta forte
homologia com a endonuclease de restrigdo do tipo II da Neisseria lactamica. A sua
expressdo ¢ regulada pelo contacto da H. pylori com as células epiteliais da mucosa
gastrica. A expressao deste alelo € associada a tlcera péptica e ao cancro gastrico (33). A

funcédo do alelo iceA2 também ¢é desconhecida.

3.4.6. Gene HP-NAP

A gastrite induzida pela H. pylori é caracterizada por infiltrado inflamatério constituido
por neutrofilos, linfocitos, plasmoécitos e macrofagos. A intensidade da inflamacao
correlaciona-se com a severidade dos danos induzidos @ mucosa € ao DNA. Em 1995,
foi descrito o gene Neutrophils-Activating Protein (HP-NAP) da H. pylori ¢
relacionaram a sua expressdo ao potencial de inducdo de inflamagdo, mesmo em
estirpes cagA negativas. O produto do gene HP-NAP induz aderéncia de neutréfilos as
células endoteliais e estimula a produgdo de espécies reactivas de oxigénio e nitrogénio

pelos neutroéfilos (37).
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4. Factores de patogenicidade

4.1. Factores de colonizacao

4.1.1. Adaptacéo ao pH

As condigdes de pH do nicho ecologico da H. pylori sao controladas pela secre¢do de
acido para o lumen do estdomago. O seu pH optimo de crescimento in vitro ¢ entre 6 e 7,
ndo ocorrendo crescimento a pH inferior a 3, mesmo na presenga de ureia (43). A H.
pylori ndo ¢ considerada acidofila, ja que o seu metabolismo diminui em ambientes com
pH baixo, mas sim um microrganismo neutréfilo que se adaptou ao ambiente acido do
estdmago (18). A enzima urease ¢ produzida em niveis muito elevados, cerca de 6% do
total de proteina bacteriana, sendo a base da sobrevivéncia desta bactéria em pH acido
(50). Esta enzima catalisa a degradacdo da ureia em amoniaco e CO, (Figura 7),
permitindo a H. pylori criar um microambiente neutro a sua volta no habitat 4acido do
estdmago (52). A urease da H. pylori ¢ diferente das outras bactérias. Encontra-se nao so
no citoplasma como a superficie da bactéria (44), possui dois pH Optimos, sendo um
deles 4cido, e ¢ composta de apenas 2 subunidades (43, 49). A sintese e activacdo desta
enzima requer 4 genes acessorios, Urek, ureF, ureG e ureH, para alem dos genes ureA e
ureB que codificam para as duas subunidades da enzima (18). E uma metaloenzima,
necessitando de niquel para a sua actividade e o seu bom funcionamento depende de
varias enzimas, que controlam a incorporacdo, transporte € armazenamento do niquel
(46, 48, 50, 18, 57).

Para além da urease, varios estudos parecem indicar que a H. pylori desenvolveu outros
mecanismos de adaptagao ao baixo pH. Pode utilizar as ATPases de membrana para
ajustar as diferencas de potencial entre o interior e o exterior da célula, ou pode também
criar um potencial de membrana positivo no interior da célula através de transportadores
anidnicos de membrana (53, 17). Por outro lado as aminas, produto da descarboxilagao de

aminoacidos, podem ter um papel importante na regulagcao do pH (56).
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4.1.2. Adaptacao ao stress oxidativo

Durante o processo inflamatdrio da mucosa gastrica, verifica-se o aumento de moléculas
toxicas a base de oxigénio. A H.pylori tem capacidade de resistir as agressoes
oxidativas destes compostos. As 3 enzimas responsaveis por estes mecanismos sao a
catalase, a superoxido dismutase e a alquilhidroperéxido redutase. O anido superdxido
(altamente toxico) ¢ convertido em perdxido de hidrogénio pela superoxido dismutase,
cuja transformagao em oxigénio e agua ¢ catalisada pela enzima catalase (54). A enzima
alquilhidroperoxido redutase catalisa a conversdo do alquilhidroperéxido, outro

composto toxico.

4.1.3. Motilidade

Uma das caracteristicas da H. pylori mais importantes para a coloniza¢do do epitélio
gastrico ¢ a sua motilidade, que lhe permite mover-se através da mucosa gastrica (47).
Esta caracteristica ¢ conferida pelos flagelos, que possuem uma bainha caracteristica
deste género (Figura 6), que envolve o centro do flagelo e o protege da acidez gastrica
(45, 11). Outra caracteristica interessante destas estruturas celulares é serem constituidas
por polimeros de duas subunidades: a flagelina maior, FlaA, e a flagelina menor, FlaB
(51, 59). A regulagdo da sintese dos flagelos ¢ um processo complexo que envolve a
accdo concentrada de pelo menos 40 genes (18). Para além dos flagelos, a H. pylori
utiliza outros meios para se movimentar através da mucosa gastrica. O movimento de
quimiotaxia tem sido bastante descrito na H. pylori, sendo mediado pela concentragio

no meio de alguns aminodacidos e de ureia (55).

4.1.4. Aderéncia

Outro factor considerado necessario a coloniza¢do da mucosa gastrica pela H. pylori ¢ a
aderéncia da bactéria as células epiteliais gastricas. A H. pylori exibe um forte tropismo
para a mucosa gastrica humana, o que estara provavelmente relacionado com a presenca

de receptores celulares situados exclusivamente a este nivel. Diversos tipos de adesinas

18



foram ja descritas para a H. pylori, que lhe permitem interagir com as células epiteliais
gastricas, nomeadamente através da ligagdo ao acido sidlico existente nas cadeias
acucaradas dos glicolipidos de membrana (1), a receptores sulfatados, a antigénios
fucosilados dos grupos sanguineos e a fosfatidiletanolamina (51). dados recentes
sugerem que os factores de aderéncia podem contribuir para a patogenicidade da H.
pylori. Estudos utilizando ratinhos transgénicos que exprimem o epitopo humano
Lewis” na sua mucosa géstrica, mostraram que o antigénio Lewis® funciona como
receptor para uma adesina da H. pylori, e que a aderéncia da bactéria as células gastricas
resulta no desenvolvimento de gastrite cronica e atrofia gastrica (11). A ligacdo
preferencial da H. pylori ao antigénio Lewis”, que constitui um determinante do grupo
sanguineo O, podera explicar o risco aumentado de desenvolvimento da doenga ulcerosa
péptica em individuos deste grupo sanguineo, a adesina que medeia a aderéncia da H.
pylori aos antigénios Lewis®, produzidos pelas células epiteliais gastricas, ¢ a proteina

babA.

4.2. Factores de persisténcia

A infecgdo pela H. pylori, uma vez estabelecida no estdmago persiste normalmente
durante toda a vida do hospedeiro. Parece assim que a resposta imunitaria dirigida
contra a bactéria ¢ ineficaz na sua eliminagdo da mucosa gastrica, sendo a persisténcia
da infeccdo, e consequente cronicidade da reac¢do imunitaria e inflamatoria, o que
explica a viruléncia deste microrganismo. Os factores envolvidos na persisténcia da

infec¢do constituem assim determinantes patogénicos.

4.2.1. Urease

A enzima urease da H. pylori contribui para a persisténcia da bactéria na mucosa
gastrica, na medida em que, ao alcalinizar o meio através da libertagdo de amoniaco,
podera ter um efeito inibidor sobre as células fagocitarias, impedindo a sua actuagdo
eficaz (50). outro potencial mecanismo de invasdo a resposta imunitaria do hospedeiro ¢
a camuflagem dos antigénios bacterianos pela fixacdo de imunoglobulinas a superficie
da H. pylori. Ao contrario de outras bactérias urease positivas, que possuem actividade

ureasica no interior do citoplasma, a enzima da H. pylori tem também uma localizagdo
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extracelular. Assim a camuflagem deste abundante antigénio podera proteger a bactéria
de uma resposta imunitiria contra a propria urease (79). Independentemente destes
mecanismos, foi sugerido que a abundancia de antigénio libertados pela bactéria no
meio extracelular, podera saturar os anticorpos locais, tornando ineficaz a resposta

imunitaria (70).

4.2.2. Catalase e superdxido dismutase

A resposta inflamatéria intensa induzida pela infec¢do por H. pylori é composta entre
outros, por células fagocitarias, em particular os monocitos e os neutrédfilos. Foi
sugerido que a H. pylori é capaz de resistir a fagocitose, através da acc¢do principal da
enzimas catalase, superoxido dismutase e também a urease, tal como descrito
anteriormente. Apos a fagocitose, ocorre um processo oxidativo, com libertagao de
matabolitos de oxigénio reactivos, como o peroxido de hidrogénio, anides superdxido e
os radicais hidroxil. Estes metabolitos sdo toxicos para os microrganismos que, no
entanto, possuem enzimas capazes destoxificar estas substancias, nomeadamente a
catalase e a superoxido dismutase, também produzidas pela H. pylori (75, 80). No entanto

o seu papel como determinantes de viruléncia permanece ainda por esclarecer.

4.3. Factores de acc¢éo toxica

4.3.1. Lipopolissacaridos (LPS)

As moléculas de LPS, familia de glicolipidos encontrados na membrana externa das
bactérias Gram-negativas, estdo também presentes na espécie H. pylori, e apesar do seu
baixo poder antigénico, pareem ter um papel importante na patologia deste
microrganismo. Diversos estudos mostraram que o LPS contribui para a modificagao da
estrutura da mucosa gastrica, quer pelo efeito inibitorio do processo de glicosilagao e de
sulfatagdo da mucosa (74), quer por estimulacdo da secre¢do de pepsinogénio (82). mais
recentemente foi descrita uma terceira actividade bioldgica da molécula de LPS,

relacionada com a sua fraccao glicoproteica, que tem homologia estrutural com as
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cadeias oligossacaridas dos antigénio de Lewis" e Lewis’. Estes motivos antigénicos
foram encontrados no LPS de 80% das estirpes de H. pylori(21). verificou-se que os
individuos infectados com estas estirpes desenvolviam anticorpos dirigidos contra
aqueles epitopes antigénicas. Como as epitopes do tipo Lewis™ e Lewis” se encontram
presentes em grande quantidade na superficie das células parietais humanas, podera
ocorrer uma reac¢do auto-imune dirigida contra este tipo de células, que leva a sua
destruicdo e a evolucdo da infeccdo inicial para um quadro clinico de atrofia géstrica,
condi¢do percursora do cancro gastrico (21). Mais recentemente, foi sugerido que a
contribui¢do do LPS e dos determinantes de Lewis na patogenicidade da H. pylori pode
ser multifacetada com um importante papel na promocao da adesdo da bactéria ao

epitélio gastrico (68) e na influencia da resposta inflamatéria do hospedeiro(72).

4.3.2. Citotoxina vacuolizante (vacA)

A ac¢do patogénica da toxina vacA traduz-se principalmente na alteracdo do trafego
vesicular intracelular em células eucaridtas, levando a formagdo de grandes vacuolos,
contendo marcadores de endossomas (76) e lisossomas (73). A actividade da toxina vacA
ndo se limita, no entanto, a indu¢do da vacuolizagdo, tendo sido descrita a capacidade da
propria toxina formar canais iénicos em duplas camadas lipidicas (81) e actuar, in vitro,
na redugdo da resisténcia eléctrica transepitelial em monocamadas polarizadas. Esta
ultima observacdo sugere que um dos papeis da proteina vacA no processo da
ulcerogénese podera consistir no aumento da permeabilidade paracelular do epitélio
gastrico (78). Mais recentemente, foi descrito o mecanismo de actuagdo da toxina in
vitro. O estudo mostrou que a toxina vacA actua na mitocondria das células
eucarioticas, desplotando o processo de apoptose. A ocorréncia de apoptose no epitélio
gastrico de individuos infectados pela H. pylori esta bem documentada e parece estar
implicada no desenvolvimento de gastrite atréfica. Este estudo sugere assim que a
toxina pode desempenhar um papel importante no desenvolvimento de neoplasia
gastrica.

O gene vacA apresenta uma variagdo interestirpe na sua sequéncia nucleétidica,
nomeadamente nas regides sinal (tipos S1 e S2) e média (tipos ml e m2), que vai

determinar a produ¢ao de uma citotoxina com actividade vacuolizante (60, 67).
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4.3.3. lIha de patogenicidade Cag

Algumas estirpes de H. pylori possuem no seu genoma, uma regido de 40 kb
denominada ilha de patogenicidade cag, contendo 31 genes que codificam uma série de
proteinas implicadas na viruléncia de estirpes de H. pylori (63). A presenga da ilha de
patogenicidade funcional no genoma da bactéria determina um aumento do estado
inflamatorio da mucosa géstrica, através da infiltracdo de células polimorfonucleares e
um aumento de producdo de interleucina-8 (IL-8) (65). De facto, a presenca da regido
cag tem sido associada as estirpes mais virulentas, denominadas tipo I (cag’, vacA"),
enquanto que a auséncia desta regido determina uma menor viruléncia, sendo as estirpes
classificadas como tipo II (cag’, vacA") (63). Nesta regido estd localizado o gene cagA

que codifica para a proteina cag A.

5. Resposta do hospedeiro a infec¢do por H. pylori

A colonizagdo da mucosa gastrica pela H. pylori é acompanhada por uma reac¢do
imunologica local e sistémica, smultaneamente humoral e celular. A fase inicial, ndo
especifica, ¢ caracterizada pelo recrutamento de fagocitos, macrofagos e
polimorfonucleares neutréfilos, introduzidos directamente por factores bacterianos
libertados no meio, nomeadamente as proteinas NAP, urease e o LPS, e indirectamente
através de produtos de activagdo do complemento, lipidos bioreactivos e citocinas,
como a IL-8 (66, 69). A producdo de IL-8 pelo epitélio pode também ser estimulada por
estirpes de H. pylori mais virulentas, que contém a ilha de patogenicidade cag. Os
fagocitos recrutados migram para a superficie da mucosa géastrica, fagocitando as
células bacterianas, com libertagdo de enzimas proteoliticas e radicais livres de
oxigénio, que tém efeitos citotoxicos ao nivel da mucosa gastrica (70). Além disso, ao
atravessar o epitélio géstrico, os fagocitos podem fragilizar as juncdes entre as células
epiteliais, diminuindo a integridade da barreira gastrica (70, 7). E provéavel que, a longo

prazo, a ac¢do benéfica dos fagdcitos seja largamente ultrapassada pela sua accao
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nociva. ApoOs a resposta inicial ndo especifica desenvolve-se a resposta imunitéria
especifica. A resposta humoral compreende a produgdo de anticorpos anti-H. pylori, do
tipo IgG, IgA e IgM, que podem ser detectadas ao nivel do estdmago (resposta local) ao
nivel do sangue, saliva e urina (resposta sistematica). Estes anticorpos parecem ter uma
accdo mais nefasta de que efectiva no combate a infecgdo. Os anticorpos IgG
produzidos na submucosa, podem gerar complexos imunes com os antigénios
bacterianos; estes por sua vez podem contribuir para a distribui¢do da mucosa géstrica,
recrutando e activando células polimorfonucleares, produtoras de substancias toxicas. A
resposta celular é representada pelos linfocitos Th (T helper), do tipo CD4 e pelas
células citotdxicas CDS (66, 71, 70). A produgdo de IL-12 activada pelos antigénios da H.
pylori, estimula os linfocitos Th, do tipo Thl, a produzir INFy (interferdao y) implicado
na inducdo de apoptose das células epiteliais, TNFa (tumor necrosis factor o) e IL-2 e a
activar macrofagos, favorecendo a persisténcia e o aumento da inflamagao. A resposta
linfocitaria Th1 vai também estimular o linfocitos B a produzir imunoglobulinas G, que
tétm um efeito nocivo devido a formagdo de complexos imunes. A estimulacdo de
linfocitos do tipo Th2 desencadeia a producao de interleucinas do tipo (61, 62, 64, 67) e de
anticorpos, nomeadamente IgA, e tende a favorecer a regressao da reac¢do inflamatoria.
E provavel que o equilibrio estabelecido entre a resposta do tipo Thl e Th2 determine a

intensidade e a evolugdo da inflamagao géstrica (66, 71, 70).
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6. Métodos de diagndstico da infeccdo por Helicobacter pylori

A infecgdo pelo H. pylori desempenha um papel primordial na fisiopatologia da doenga
gastrointestinal, sendo o diagndstico correcto e o sucesso da erradicagdo, cruciais nas
diferentes etapas desta infeccao.

Desde a descricao inicial deste microrganismo, por Marshall e Warren, numerosos
métodos de diagnoéstico, invasivos € ndo invasivos, t€ém sido desenvolvidos, sem que
nenhum seja perfeito. Cada método desenvolvido possui as suas vantagens € os seus
inconvenientes, o0 que o torna, mais ou menos, adaptado as diferentes etapas da infec¢ao
pela H. pylori.

Quando o clinico ¢ confrontado com um doente dispéptico, a modalidade mais usual de
diagnostico para efectuar o rastreio ¢ a serologia, sendo a histologia e o exame cultural,
utilizados para confirmacdo do diagnodstico seroldgico. No que diz respeito a
confirmacao da erradicagdo bacteriana, o teste de eleicao ¢ o teste respiratorio.

Os diferentes métodos de diagnostico e as recomendagdes sobre a sua utilizagdo pratica
tém sido amplamente revistos nestes Ultimos anos (83, 84, 85, 86). Para o rastreio geral,
tém sido desenvolvidos testes que utilizam o sangue total e que podem ser efectuados
pelo médico de clinica geral. Os resultados sao rapidos e o custo da anélise reduzido.
Estes testes sdo denominados testes rapidos (87). Os ouros testes em desenvolvimento
sdo a serologia dos anticorpos CagA e o Imunoblot. Um outro campo que estd
actualmente a receber uma atengdo especial ¢ a reaccdo de polimerizagdo em cadeia
(PCR-Polymerase Chain Reaction) associada a reac¢do imunoenzimatica do DNA.
Testes directos ndo invasivos incluirdo, provavelmente, num futuro proximo, a
utilizagdo da PCR e a deteccdo imunoenzimatica de antigénios de Helicobacter pylori
nas fezes. No entanto, ¢ apesar do desenvolvimento de todos estes testes nao invasivos,
os testes baseados no estudo da biopsia gastrica ndo foram abandonados (88).

Tendo em consideragdo a natureza aleatoria da infec¢do pela H. pylori, todos os testes
baseados na biopsia gastrica estdo sujeitos, teoricamente, ao erro de amostragem devido
a distribui¢do irregular do microrganismo na mucosa gastrica. Esta situagdo pode ser a

causa de resultados falsamente negativos (90, 92, 91, 89).
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6.1. Testes invasivos

6.1.1. Determinacdo da actividade ureasica

Todos os testes para a determinagao da actividade uredsica (testes de urease) se baseiam
na deposi¢do de uma biopsia num meio sélido, semi-sélido ou liquido, contendo ureia.
Se a H. pylori esta presente na biopsia, a grande quantidade de urease presente (100, 160)
dard origem a hidrolise da ureia em amonia e bicarbonato. A amonia libertada aumenta
o pH do meio o que causa a mudanca de cor do indicador de pH, localmente ou num
segundo compartimento do teste. Podem ser utilizados testes comerciais assim como
testes artesanais. Entre os testes artesanais, o teste ultra rapido consiste numa solucao
concentrada de ureia (10%) ndo tamponada, que permite obter o resultado em 15
minutos (163). Vérios kits utilizando uma gelose estao actualmente no mercado: o CLO
test®, o HUT test®, e o HP fast®. O gel de agar contem, para além da ureia, um agente
bacteriostatico e um indicador de pH. No que diz respeito ao Pyloritec®, as biopsias sao
colocadas numa membrana e a mudanga de cor do indicador do pH ocorre num outro
compartimento do teste. O CLO test® (Figura 10), é actualmente o teste mais utilizado
na Europa. O indicador de pH utilizado ¢ o vermelho de fenol, que muda de amarelo
brilhante para vermelho quando a H. pylori esta presente na biopsia (129).

Em oposi¢do aos testes rapidos de urease que utilizam um meio liquido e que devem ser
conservados a -20°C, a maior parte dos testes comerciais sdo conservados a +4°C e
devem ser aquecidos a temperatura ambiente antes de serem utilizados.

A Dbiopsia deve ser introduzida no meio, o mais rapidamente possivel, pois a
sensibilidade diminui ao longo do tempo.

Com o intuito de optimizar a sensibilidade, ¢ preferivel incubar os testes de urease em
gelose a 37°C até se efectuar a leitura (160). Teoricamente, a temperatura ideal para a
incubacdo deve ser de 42°C, temperatura 6ptima da enzima urease. Infelizmente, um
equipamento especial ¢ necessario. Para o Pyloritec® a incubagdo a temperatura

ambiente ¢ suficiente (144).
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Na pratica clinica, os testes de urease podem ser lidos aos 20 minutos, 1 hora, 3 horas e
24 horas ap6s a introducao da biopsia no meio. Uma outra alternativa ¢ efectuar uma
unica leitura do resultado apds 1 hora, o que pode, no entanto, diminuir a sensibilidade.
Se o teste € negativo a primeira hora, ¢ aconselhavel enviar as biopsias ao laboratorio
para um exame bacteriologico e/ou histologico. A PCR ¢ especialmente adaptada a esta
situagdo, pois trata-se de uma técnica que ndo necessita de condi¢des especificas de

transporte. O exame histologico parece também fornecer resultados satisfatorios (119).

Figura 10 — Clotest — teste da actividade ureasica de H. pylori.

6.1.1.1.Valor do Diagnostico

A sensibilidade destes testes ¢ diminuida aquando da sua utilizacdo no estudo da
erradicagdo da H. pylori, 1 més apos o tratamento (116). No caso de fracasso terapéutico,
a densidade bacteriana ¢ inferior ao limiar necessario (cerca de 10* a 10° UFC/ml), para
provocar uma mudanca de cor do indicador de pH (124, 152). Diversos estudos mostram
que os resultados falsamente negativos estavam estreitamente associados a baixas
contagens bacterianas (163). Os testes de urease ndo sdo, por esta razdo, recomendados
na verificagdo da erradicagdo da H. pylori. Para além dos tratamentos especificos de
erradicagdo, a carga bacteriana pode ser reduzida pela toma recente de antibioticos,
prescritos para uma outra infecc¢ao (161).

A utilizacdo de certos corantes durante a endoscopia, como o azul de metileno para

detectar a metaplasia gastrica, pode interferir com os testes de urease, pois estes
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corantes podem actuar como bactericidas (108). As biopsias devem, por conseguinte, ser
colhidas antes da utilizacdo destes corantes. A hemorragia pode também afectar,
negativamente, os resultados de detec¢do da H. pylori. Estudos demonstram que os
testes de urease ndo podem detectar a bactéria na presenca de sangue, bilis e suco
gastrico. Por outro lado, outros investigadores (118) demonstraram que os resultados
falsamente negativos, obtidos no caso de ulceras gastricas, ndo podem ser explicados
unicamente pela presenca de sangue. Um resultado falsamente positivo ocorre,
geralmente, quando o teste ¢ lido ap6s o tempo de incubagdo recomendado pelo

fabricante (162).

6.1.2. Exame anatomopatoldgico

O exame anatomopatoldgico é importante, ndo s6 para o diagnostico da infec¢ao por H.
pylori, como também para a avaliagdo do estado da mucosa. Pode ser utilizado para
demonstrar a presenca de uma gastrite activa, de atrofia, de metaplasia intestinal, de
displasia e de malignidade (102).

Apbs uma reunido realizada em Sydney, em 1990, os patologistas iniciaram uma
standardizagdo da interpretacdo das preparacdes histologicas. A chamada classificacdo
de Sydney foi revista em Houston em 1994 (99), sendo hoje em dia largamente aceite, o
que facilita a analise patologica. A deteccdo da H. pylori é uma fase importante no
sistema de classificacdo de Sydney. O consenso geral preconiza a obtengdo de biopsias

provenientes de diferentes zonas do estdmago e a utilizagdo de coloragdes especiais.

6.1.2.1. Colorac0es histologicas

Na maioria dos casos a H. pylori pode ser identificada em cortes histologicos corados
pela hematoxilina/eosina, a qual revela a bactéria corada de rosa (Figura 11) (162). No
entanto, este microrganismo ¢ de dificil visualizacdo, motivo pelo qual devem ser
utilizadas diferentes coloracdes em simultaneo. A coloragdo de prata de Warthin-Starry,
inicialmente desenvolvida para a detec¢do de espiroquetas em cortes histoldgicos
permite a visualizagdo da H. pylori em forma de bastonete corado de preto. Estudos
comparando a sensibilidade desta coloracdo e a sensibilidade da coloragdo
hematoxilina/eosina, mostraram que a primeira ¢ mais sensivel. Alguns autores

demonstraram que a coloragdo de Giemsa, menos laboriosa e de custo inferior, possui

27



uma eficacia idéntica a Warthin-Starry (107). Outros, utilizaram coloragdes como a
coloragao de Gimenez ou a coloragdo de Brown-Hopps (156), mas o ganho destas em
relacdo as coloracdes de rotina € posto em questao.

Alguns investigadores defendem o uso de coloragdes imunologicas, utilizando
anticorpos monoclonais (121), mas estas requerem técnicas especiais ¢ sao demasiado

dispendiosas.

6.1.2.2. Método

Para o exame anatomopatologico, as biopsias devem ser colocadas, imediatamente apos
a colheita, numa solu¢ao de fixa¢do, como o liquido de Bouin ou o formaldeido. Este
tratamento de fixagdo permite obter um maior intervalo de tempo entre a colheita e o
exame. A localizagdo e a morfologia particular da H. pylori facilitam,
consideravelmente, o diagndstico histologico. A coloracdo hematoxilina/eosina €, em
seguida, utilizada. Numa situagdo de resultado duvidoso, nomeadamente quando um
numero reduzido de bactérias esta presente, uma coloragdo suplementar deve ser
efectuada a fim de permitir uma visualizacdo clara da bactéria em questdo. Coloragdes
como a de Giemsa modificada, Cristal Violeta, Acridina Orange, ou Warthin-Starry

podem ser utilizadas como complemento.
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Diagndstico Anatomopatoldgico da infeccdo por Helicobacter pylori

Na sala de endoscopia:

e Preparagdo da amostra
- 2 biopsias do antro (da parede anterior e posterior, ambas a pelo menos 2 cm da juncao
piloro-duodenal).
- 2 biopsias do corpo (da parede anerior e posterior), nomeadamente numa situagdo de
tratamento com inibidor da bomba de protdes.
- eventualmente, uma biopsia da incisura

e Se possivel, orientar de imediato a biopsia.

e Fixacdo imediata

No laboratério:
e M¢étodo
- incluir a biopsia em parafina
- efectuar uma série de cortesde 3 a 5 um
- coloragao
Hematoxilina/eosina como coloracao de rotina;
Uma coloragdo especial de acordo com a preferéncia do patologista (isto ¢, Giemsa,
Violeta de Cresyl)
e Observagao histologica
- utilizagdo da objectiva 40X (eventualmente a objectiva de 100X com 6leo de emersao)
- caracterizar e graduar o aspecto patologico
- classificar a gastrite (pelo sistema de Sydney)
- deteccdo da H. pylori
e Relatorio
- lesdes histolgicas

- presenca ou auséncia da H. pylori (se possivel efectuar uma apreciagdo semiquantitativa)

29




A H. pylori pode ser pesquisada (a0 microscopio) com grande ampliagdo ao nivel do
muco gastrico, do epitélio e das criptas. Esta bactéria pode aderir as células epiteliais
mas, praticamente, nunca foi encontrada intracelularmente. Também nao ¢ encontrada
em areas do estdbmago que apresentem metaplasia intestinal. Quando resultado ¢

positivo, o nimero de bactérias presente pode ser expresso semiquantitativamente (141).

Figura 11 — Corte histologico de biopsia gastrica corado por hematoxilina/eosina, sendo

visiveis células de H. pylori coradas de vermelho.

30



6.1.2.3. Valor do Diagnéstico

A sensibilidade desta bactéria ¢ satisfatéria se forem utilizadas duas biopsias, tal como
para os outros testes de diagnostico. Este método, baseado na morfologia da bactéria,
possui uma sensibilidade limitada quando um nimero reduzido de organismos estd
presente, como no caso de um pos-tratamento antibiotico. Um outro problema potencial,
¢ a presenca de outras bactérias espiraladas (ex: Campylobacter spp.) provenientes da
cavidade bucal. A H. pylori pode também, em alguns casos, ser encontrada sob a forma
cocoide, forma esta de dificil identificagdo.

Numa situacdo de duvida, métodos imunohistologicos baseados no uso de anticorpos
poli e monoclonais anti H. pylori, podem ser utilizados. A hibridagdo in situ tem sido
utilizada em alguns laboratérios e pode ser de grande ajuda para a identificagdo da
bactéria presente na lamina propria, local onde os métodos convencionais sdo de dificil
aplicagao.

A grande vantagem do exame anatomopatologico reside no facto de que este permite a
deteccdo de uma gastrite cronica activa. A presenga desta ultima, na maioria dos casos,
¢ indicativa de uma infec¢@o por H. pylori o que conduz a uma pesquisa minuciosa da
bactéria. Os resultados do exame anatomopatologico devem ser relatados segundo o
sistema de Sydney (99).

A precisao do exame estd ligada a quantidade de material fornecido, podendo ser
diminuida quando bactérias morfologicamente atipicas estdo presentes. No entanto, esta
situacdo ¢ rara aquando de um primeiro diagnostico.

Um estudo realizado na Universidade de Amesterddo, mostrou que a sensibilidade do
exame anatomopatoldgico, comparada a sensibilidade da cultura, atinge os 95% no
periodo de pré-tratamento e os 88% no periodo pos-tratamento. Mesmo o teste da urease
pode ser mais sensivel que o exame anatomopatoldgico 4 semanas apds um tratamento
com amoxicilina.

Em suma, este teste ¢ um meio util na detec¢ao da infec¢do por H. pylori. Mais ainda,
este exame permite um registo permanente acerca do estado da infeccdo e o
acompanhamento das lesdes inflamatoérias, podendo ser menos preciso no periodo apos

o tratamento (158).
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Num estudo realizado na Faculdade de Medicina da Universidade do Porto (servico de
Pediatria) foi demonstrada a concordancia de 91,5% os dados Histologicos e os dados
Microbiolégicos.

Cinquenta e oito criangas foram sujeitas a endoscopia digestiva e a partir dos
fragmentos da mucosa do antro gastrico, foi efectuado exame histologico (Giemsa
modificado) e exame cultural microbiologico

Simultaneamente, foram colhidas amostras de sangue para a pesquisa de anticorpos IgG
anti-H.pylori.

Os resultados obtidos estdo expressoa no quadro II.

Quadro II — Correlacdo entre o exame histologico, microbiologico e detecgdo do titulo

de anticorpos anti-H.pylori, em 58 criangas.

Doente | Hist. | Microb. | IgG >4 20 + + -
1 + + + 21 - - -
2 + + + 22 - - -
3 + + - 23 + + +
4 - - - 24 - - +
5 - - + 25 + + -
6 + + + 26 - - -
7 + + + 27 + + +
8 - - - 28 - - -
9 - . - 29 - - +
10 - - + 30 + + -
11 + - - 31 - - +
12 - - + 32 + + -
13 + + - 33 - - _
14 + + - 34 - - +
15 - - + 35 + |+ +
16 - - - 36 - - -
17 - - + 37 + - -
18 + + - 38 - - +
19 - - + 39 + + -
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40 - - - 50 ot -
41 + +- - 51 - - +
42 - + + 52 - - -
43 - + + 53 + + +
44 + + - 54 - - -
45 _ i - 55 + + +
46 - - - 56 - - -
47 - + + 57 + + +
48 + + - 58 - - -
49 - - +

Histologico Microbiolégico IeG

m -+ m+ |+
|- m- 8-

Figura 12 — Graficos que representam a frequéncia de testes positivos e negativos,

correlacionando-se entre si.

Conclusdo: Relativamente aos resultados obtidos, estes sio em maioria negativos,
sendo 44,8% dos doentes H. pylori positivos. Existe uma excelente correlagdo entre o
exame histoldgico e os resultados microbiologicos, sendo que os cinco resultados
discordantes podem dever-se a perda de viabilidade de H. pylori, provavelmente devido
as condicdes de transporte das amostras.

A concordancia entre a histologia e microbiologia foi de 91,3%.
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6.1.3. Métodos bacteriologicos

6.1.3.1. Exame Microscopico

Apds esmagamento da biopsia, o esfregaco é preparado, corado e observado ao
microscopio. A observagdo pode ser feita por microscopia de fundo escuro ou por
microscopia de contraste de fase, as quais permitem a observagdo morfoldgica da
bactéria, assim com, em alguns casos, a sua mobilidade (139).

Diferentes coloragdes podem ser utilizadas, sendo a coloragdo de Gram a mais
habitualmente utilizada em rotina (Figura 13). E também possivel utilizar uma
coloragdo imunocitoquimica com anticorpos anti-H. pylori do tipo monoclonal ou
policlonal (143).

A sensibilidade das diferentes coloracdes estd proxima de 90%. Trata-se de um método

simples, rapido e pouco dispendioso que pode ser realizado na sala de endoscopia.

Figura 13 — Visualizagdo de H. pylori a partir de biopsias, com coloragdo de Gram.
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Figura 14 — Crescimento de H. pylori a partir das biopsias, em gelose sangue, em

microaerofilia.

O exame cultural (Figura 14) ¢ o método de referéncia e ¢ o unico que permite aplicar
todos os métodos de tipificagdo molecular. No entanto, tem como principal
inconveniente o seu longo periodo de incubagao (de 1 a 4 dias). Um outro inconveniente
¢ a sua dependéncia da viabilidade da bactéria, o que requer condigdes especiais de

colheita e de transporte da biopsia (130).
6.1.3.3. Colheita e transporte da biopsia gastrica

A biopsia ¢, geralmente, obtida a nivel do antro, pois trata-se do principal local de
colonizagdo da H. pylori. Duas biopsias devem ser obtidas, devido a distribui¢do
irregular da bactéria e a consequente possibilidade de erro de amostragem. Biopsias
obtidas do corpo sdo necessarias numa situacdo de controlo pds-tratamento ou quando o
doente foi submetido a um tratamento com anti-secretores. O transporte da biopsia deve
ser rapido e esta deve estar protegida, pois a H.. pylori é sensivel ao oxigénio e a
dissecacdo, sendo a sua sobrevivéncia limitada a temperatura ambiente. A temperatura
ideal de transporte ¢ inferior a 10°C (147). No caso de um curto periodo de transporte (<
4 horas) as biopsias podem ser transportadas numa solug@o salina ou numa solucdo de
glicose a 20% sob a condicao de serem mantidas a 4°C. Se o periodo for mais longo (24
horas), a biopsia deve ser colocada num meio de transporte apropriado, como o meio de
Stuart (114), ou o meio Portagerm pylori (bioMérieux), igualmente mantido a 4°C.
Quando o periodo de transporte € superior a 24 horas a biopsia deve ser mantida a -70°C

ou em azoto liquido e, neste caso, um simples tubo seco ¢ suficiente para o transporte.
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6.1.3.4. Meios de cultura

Uma das etapas importantes da cultura ¢ o esmagamento da biopsia, pois a distribuicdo

da H. pylori ndo ¢ uniforme. Esta encontra-se, essencialmente, no muco e a superficie

das células. Este esmagamento deve ser efectuado com a ajuda de um esmagador

mecanico ou manual, num pequeno volume de caldo (meio de Brucela liquido) de forma

a libertar as bactérias.

Diferentes meios de cultura podem ser utilizados. Cada um ¢ constituido por uma base

de gelose, um suplemento de crescimento € um suplemento selectivo. Os principais

meios de cultura utilizados estdo indicados no quadro III. (130, 138, 93).

Quadro III — Meios de cultura para o isolamento de H. pylori.

*

*

BHI Gelose de | BHI Columbia
Gelose GC
(1985) sangue (1988) | (1989) (1991)
Suplemento 5% sangue de 7% sangue de
7% sangue de 10% de soro de
de cavalo - cavalo
. cavalo ‘ cavalo .
crescimento: (desfibrinado) (desfibrinado)
Outros: - 1% extrato de
levedura - 10% de gema
-0,2% carvao | de ovo
1% Isovitalex - - 40 mg cloreto | - 40 mg cloreto | -
de de
trifeniltetrazolio | trifeniltetrazolio
Antibibticos: -Vancomicina -Vancomicina -Vancomicina
-Vancomicina | -Vancomicina | -Trimetropim -Trimetropim -Trimetropim
-Anfotericina B | -Trimetropim | -Anfotericina B | -Anfotericina B | -Anfotericina B

-Cefasulodina

-Cefasulodina

-Cefasulodina

A melhor estratégia para a cultura € a utilizagdo de um meio selectivo e de um meio nao

selectivo com diferentes bases de gelose, de forma a cobrir todas as situagdes. Estudos

comparativos mostram que nenhum meio apresentado permite o crescimento da H.

pylori em 100% dos casos.
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6.1.3.5. Incubacéo

Sendo uma bactéria microaerofilica, a H. pylori necessita de uma atmosfera especial.
Esta atmosfera pode ser obtida utilizando um equipamento sofisticado, como estufas
microaerdbicas ou, simplesmente, utilizando jarras dentro das quais uma mistura
adequada de gas ¢ introduzida através de um sistema automatico (Anoxomat) ou através
de Campy Packs.

Os meios sdo incubados a 37°C e o periodo de incubagdo depende da viabilidade da
bactéria, sendo normalmente de 3 a 4 dias numa primeira cultura. No entanto, os meios
devem ser mantidos a 37°C em atmosfera de microaerofilia durante 12 dias antes de

considerar que a cultura ¢ negativa.

6.1.3.6. Identificacédo

A identificagdo ¢ efectuada através da observagdo das caracteristicas morfologicas das
colonias assim como as caracteristicas bioquimicas e citomorfoldgicas das estirpes
bacterianas. As coldnias sdo pequenas (1 a 2 mm de didmetro), redondas, brilhantes e
ndo hemoliticas. A bactéria pode ser observada directamente a partir das coldnias
suspeitas, por um exame a fresco ou ainda pela coloragdo de Gram. A H. pylori é uma
bactéria Gram negativa que apresenta uma morfologia caracteristica, encurvada e/ou
arredondada.

As reacgdes positivas dos testes catalase, oxidase e, particularmente, urease, indicam

com relativa segurancga a presenga da H. pylori.

6.1.3.7. Valor do Diagnéstico

O interesse principal da cultura, para além da sua sensibilidade e da sua especificidade,
reside no facto de esta permitir a determinagdo da resisténcia da bactéria aos
antibidticos. A terapia actual de erradicagdo da H. pylori faz apelo a antibioticos para os
quais a bactéria pode ser, a partida, resistente. A resisténcia pode, também, ser
desenvolvida durante o tratamento. A determinagdo da resisténcia ¢ da maxima

importincia pois trata-se da principal causa do insucesso terapéutico.
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A cultura tem sido acusada como sendo uma técnica exigente em termos de transporte e
de cuidados a ter com a biopsia, isto ¢, tratamento rapido, uso de meios de cultura
frescos, assim como condigdes especiais de incubagao.

A Unica razao para ndo efectuar a cultura numa situagdo de diagndstico primario ¢ a
demora na obteng¢ao do resultado (109, 155).

O National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 1999) (134) americano
preconiza a utilizagdo do meio Mueller Hinton, adicionado com 5% de sangue de
cavalo, de 2 semanas de idade, de um indculo equivalente a 2 na escala de MacFarlaud e
a leitura dos resultados efectuada apos 3 dias de incubagao.

As recomendagdes Europeias sdo idénticas. E excep¢do a quantidade de sangue de
cavalo — 10% em vez de 5%.

Finalmente, uma outra vantagem da cultura ¢ a possibilidade de comparar as estirpes

isoladas de doentes diferentes ou de um mesmo doente a intervalos de tempo diferentes
(110).

6.1.4. Amplificacdo Genética

PCR-Polymerase Chain Reaction

A reaccdo de polimerizagdo em cadeia (PCR), descrita pela primeira vez por Saiki em
1985 e desenvolvida por Mullis e Faloona em 1987, originou uma modificagdao
fundamental no campo da biologia molecular, abrindo novos horizontes nas ciéncias
medicas e biologicas. A PCR ¢ um teste enzimatico, realizado in vitro, que permite
ampliar selectivamente um fragmento de DNA presente numa amostra até um milhao de
vezes. A aplicacdo desta técnica a pesquisa da H. pylori permitiu a clonagem ¢ a
sequenciacdo de importantes genes envolvidos na colonizagdo e patogénese desta
bactéria, assim como o fornecimento de novas técnicas de diagnostico.

A PCR ¢ um método sensivel e objectivo que permite a obten¢do rapida de resultados
sem recorrer a condigdes estritas de transporte. No entanto, nenhuma informagdo sobre
a viabilidade da bactéria pode ser obtida. A sua sensibilidade ¢ idéntica a sensibilidade
da cultura no que diz respeito a detec¢ao da H. pylori num diagnostico primario. Devido
a sua boa precisdo, a PCR ¢ valida, essencialmente, na avaliagdo do sucesso terapéutico,
momento em que o numero de bactérias presente na mucosa gastrica €, geralmente,

reduzido. Esta redu¢do pode impedir a detec¢do por outros métodos de diagnostico.
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6.1.4.1. Método

Uma determinada sequéncia de DNA da H. pylori pode ser amplificada utilizando
primers especificos. Em seguida, essa sequéncia pode ser detectada pela analise do
produto de amplificagcdo. Em resumo, a biopsia ¢ esmagada e em seguida lisada num
tampao especial a fim de tornar o DNA acessivel. A mistura reaccional contém a
sequéncia alvo, os primers especificos, os oligonucledtidos e a Taq polimerase. Uma
série de 30 a 40 ciclos de amplificacao ¢ em seguida realizada, cada um incluindo 3
etapas: a desnaturacdo doDNA, a hibrida¢dao dos primers e o alongamento da cadeia de
DNA.

Diferentes pares de primers foram propostos baseados no gene da urease, no RNA
ribossomal 16S, num gene que codifica uma proteina de 26 kd, num gene para o qual
ndo ¢ conhecida a fung¢do ou ainda sobre um gene que codifica para uma

fosfoglucosamina mutase.

6.1.4.2. PCR, Presente e Futuro

Embora a PCR seja, actualmente, um importante método de diagnostico da H. pylori,
existem ainda meios de aumentar a sensibilidade e a praticabilidade deste método.
Diferentes vias podem ser seguidas para ampliar a utilidade da PCR. Umas destas vias ¢
o tratamento da amostra a fim de remover as substancias susceptiveis de inibir a reac¢ao
de PCR , o que permite a utilizagdo de outras amostras para além da biopsia gastrica no
diagnoéstico da H. pylori. Alguns estudos tém sido feitos, utilizando a saliva, a placa
dentaria, o suco gastrico ¢ as fezes (153).

A obtengdo da sequéncia alvo do DNA mais adequada podem aumentar a sensibilidade.
Técnicas como a o Southern blot devem ser utilizadas na confirmag¢do de resultados
duvidosos, tais como a presenca de mais de uma banda ou de um arrastamento.
Infelizmente, este tipo de técnicas sdo demasiado delicadas de realizar. Recentemente, a
fim de aumentar a sensibilidade, a especificidade e a rapidez do método, uma reac¢do de
hibridagdo colorimétrica para detectar o produto de amplificacdo foi desenvolvida.
Trata-se de uma técnica simples e que pode ser facilmente realizavel para um grande
numero de amostras (126, 128). O teste de rastreio (screening) e o teste de confirmacao,

sdo efectuados em simultaneo (117). Um outro potencial da PCR ¢ a possibilidade de
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quantificagdo do DNA alvo, presente na amostra mediante a utilizagdo de um controle
interno numa reac¢do de competicdo. Um novo método de quantiificacao foi
desenvolvido. Este é baseado numa monitorizagao continua da fluorescéncia emitida em
cada ciclo de amplificagdo (159). Foram descritos e comparados 3 testes de
monitorizagdo da fluorescéncia. O primeiro é baseado num fluorocromo (brometo de
etidio) o qual aumenta a fluorescéncia por ligacdo ao produto de amplificagdo. Estes
fluorocromos dependem da especificidade inerente aos primers. Actualmente, a
amplificagdo inespecifica apos numeros ciclos de amplifica¢do limita a sensibilidade da
técnica. Duas outras técnicas foram desenvolvidas, as quais possuem a vantagem de
serem especificas do fragmento amplificado. Uma utiliza um par de sondas marcadas
(uma marcada com fluoresceina e a outra marcada com rodamina) e depende da
actividade 5’-exonucleésica da polimerase para a separacdo do dador e do receptor por
hidrélise. A fluorescéncia do dador ¢ aumentada quando o quencher do receptor ¢
removido (145, 94, 146).

A terceira técnica utiliza duas sondas adjacentes, uma marcada com cianina na posi¢ao
5’ e a outra marcada com fluoresceina na posi¢do 3’.este sistema depende da hibridagao,
independentemente das sondas adjacentes dadora e receptora.

A monitorizag¢ao da fluorescéncia em cada ciclo durante a amplificagdo do DNA ¢ uma
técnica que possui um grande potencial na quantificagdio do DNA. Com uma
instrumentagdo simples e utilizacdo deste sistema de monitorizacdo, a detengdo e
quantifica¢do especifica de sequéncias pode ser obtida 5 a 20 minutos ap6s o inicio da
ciclizagao térmica.

Uma aplica¢ao importante da PCR ¢ a detec¢do de marcadores patogénicos da infec¢ao
pela H. pylori. A PCR pode ser utilizada na detec¢do do gene cagA e assim como de
outros marcadores de viruléncia, directamente a partir da biopsia permitindo uma
avaliacdo rapida do grau de risco do doente de desenvolver uma ulcera péptica (86, 117).
Uma outra aplicagdo potencialmente interessante, ¢ a deteccao da resisténcia microbiana
aos macrolidos. A resisténcia da H. pylori aos macrélidos é devida a uma diminui¢do da
ligacdo destes antibidticos aos ribossomas, a qual tem sido associada a mutagdes
pontuais do gene 23S do RNA ribossomal. Associando a PCR e a sequéncia, ¢ possivel
determinar qual a mutagdo responsavel da resisténcia da H. pylori aos macrolidos. No
entanto, e apesar de ser a técnica de referéncia, esta ¢ de dificil aplicacdo a rotina. Um
outro método consiste em efectuar uma restricdo dos produtos de amplificacdo (PCR-

RFLP) (. Foi desenvolvida uma técnica que permite a deteccdo rapida e facil da
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resisténcia da H. pylori aos macrolidos a partir das estirpes, ou directamente a partir das
biopsias gastricas. Esta técnica ¢ baseada numa hibridacdo em fase solida com sondas
especificas a cada mutag¢do pontual (149, 136).

Finalmente, a flagrante diversidade genémica da H. pylori da a possibilidade de estudar
os diferentes aspectos epidemioldgicos da infecgdo por esta bactéria. Diferentes
métodos de tipagem, baseados na utilizagao da PCR, sdo utilizadas com a finalidade de
diferenciar as diferentes estirpes da H. pylori (140, 127). Entre eles distinguem-se:
a)PCR-RFLP (Restriction Fragment Legth Polimorphism), ja citado, e baseado na
amplificacdo de um fragmento de DNA conhecido, seguida de uma digestdo por uma
enzima de restri¢ao. Trata-se de um método rapido que pode ser aplicado directamente
as biopsias gastricas. b)A RAPD (Random Amplified polimorphic DNA) baseado no
estudo do polimorfismo da amplificagdo de motivos repartidos pelo genoma, utilizando
como primers sequéncias nucleotidicas arbitrarias. ¢) A PCR-sequenciagdo, baseada na
amplificacdo de um gene conhecido como polimorfico e comum a todas as estirpes da
H. pylori. Em seguida, a sequéncia nucleotidica dos fragmentos amplificados dos

diferentes isolados, ¢ determinada e comparada por sequénciacdo directa.
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6.2. Testes nao invasivos

6.2.1. Teste respiratorio

Se um doente infectado com H. pylori ingere ureia marcada com B3C ou "C, a urease
produzida por este organismo determina a libertacdo de CO, e amoniaco. O CO;
marcado que serd absorvido na circulagdo sanguinea e, em seguida, eliminado no ar
expirado num intervalo de tempo ndo superior a 5 minutos (101). A detecgdo do CO,

marcado indica, assim, a presenca da infecgdo pela H. pylori.

Figura 16 — Teste respiratorio.

O tempo de contacto entre a ureia e a bactéria pode ser aumentado pela ingestdo de uma
refeicdo teste, de forma a retardar o esvaziamento do estomago.

A ureia marcada com "C, is6topo néo radioactivo, ¢ completamente inofensivo. O teste
comercial UBT utiliza o °C com uma grau de pureza de 99%. Em oposigdo ao '*C,
isotopo radioactivo, o ndo "*C ndo necessita de cuidados especiais, de autorizagio
especial, nem de condi¢des de transporte ou de armazenamento. Todas estas razoes
levam a que o teste °C seja mais correntemente utilizado que o '“C UBT (94). A
deteccdo do ar, isotopicamente enriquecido, requer um equipamento complexo e

dispendioso a qual associa a cromatografia gasosa e a espectrometria de massa. Outros
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sistemas de detec¢dao baseados em espectrometria laser (133, 145) ou de infravermelhos,
tém sido recentemente propostos por serem menos dispendiosos. Todos estes sistemas
se baseiam na mediacdo da relagio entre o °C /C. Esta relagio ¢ habitualmente
expressa por comparagdo a um padrdo internacional. Os resultados por sua vez sdo
expressos como um aumento da variagdo (delta) dos valores (°C por 1000) medidos
antes e apos a ingestdo da ureia marcada (146). O limiar para considerar um teste
positivo foi inicialmente fixado a 5 delta por mil, mas dados recentes mostraram que um

limiar de 3,5 delta por 1000 ¢ mais apropriado.

6.2.1.1. Método

Diferentes varidveis tem sido estudadas no que diz respeito ao teste respiratorio, tais
como a refeigio teste, a quantidade de >C ingerida, assim como a colheita da amostra.
Um protocolo europeu standard foi proposto em 1991. Este protocolo consiste na
recolha de uma amostra de ar, apés um periodo de jejum por aspiragdo dentro de um
tubo, através de uma palha, até se formarem gotas de condensacao nas paredes do tubo.
Este é, em seguida, rapidamente fechado. Uma refei¢do rica em lipidos, ¢ entdo
administrada e 5 minutos mais tarde, 100g de ureia marcada com °C sdo ingeridas (95,
101, 123). A amostra de ar subsequente pode ser colhida como uma tinica amostra, aos 30
minutos, ou como uma mistura de amostras num recipiente, todos os 5 minutos durante
30 minutos, iniciando as colheitas aos 10 minutos ap0s a ingestdo da ureia marcada.

A standardizagdo europeia parece ser valida, pois num estudo recente o teste
respiratorio foi considerado mais sensivel no estudo europeu do que no estudo
americano (137). Estudos recentes mostram uma tendéncia para uma simplificacdo deste
procedimento. Actualmente a recomendagdo vai no sentido de utilizar o 4cido citrico
(100) em vez da refeicdo teste, de utilizar 75mg de ureia em vez de 100mg e de colher
somente duas amostras, uma antes ¢ outra 30 minutos apos a ingestdo da ureia). O
transporte das amostras ao laboratério ndo requer qualquer condi¢do especial, isto €,
temperatura ou tempo limitado. O correio regular pode ser utilizado sem
contraindicagao.

Numerosos estudos tém sido efectuados em criangas, mas até hoje, ndo existe um
protocolo standard ou um limiar especifico pediatrico. Em alguns estudos a refeicao

teste utilizada em pediatria ¢ a mesma que a utilizada para os adultos, no entanto, outros

43



estudos utilizaram com sucesso o chocolate e o gelado. A dose de ureia varia de 50mg a
250mg incluindo 75mg e 125 mg. Investigadores utilizarem 2mg/kg com um maximo
de 100mg. O uso de um dispositivo especial, possuindo uma valvula unidireccional,

facilita a colheita da amostra nas criangas (111).

6.2.1.2. Valor do diagndstico

A boa sensibilidade e a boa especificidade do teste respiratdrio permite que este possa
ser utilizado para o diagnoéstico da infecg¢@o pela H. pylori assim como para a avaliagdo
da eficacia terapéutica 4 a 6 semanas apos o tratamento de erradicacdo (148) enquanto
que o teste serologico nao pode ser utilizado na avaliagao pds.terapeutica. Em criancas,
utilizando 75mg de ureia e duas colheitas (TO e T40), obteve uma sensibilidade de
98,3% e uma especificidade de 100% numa situagdo de pré-terapeutica. Teoricamente,
os resultados falsamente positivos podem ser devidos a actividade uredsica de bactérias
do tracto orofaringeo, intestinal e mesmo do estdmago.

Resultados falsamente negativos tém sido detectados quando o doente foi anteriormente
tratado com antibidticos, sais de bismuto ou omeprazol (122). Apds um tratamento de 15
dias com 30mg de Lanzoprazol ou Ranitidina ¢ necessario esperar 5 dias antes de
utilizar o teste respiratorio (98). Para os doentes que sofreram uma gastrectomia, o
resultado falsamente negativo pode ser devido a uma retengdo insuficiente de ureia
marcada no compartimento gastrico, descreve resultados falsamente negativos em
doentes que apresentam no exame histologico da biopsia uma pequena carga bacteriana.
Apesar de estudos correlacionando positivamente a quantidade CO2 marcada no ar
expirado com o resultado quantitativo da cultura a bacteriana observada no exame
histologico e mesmo com o grau de actividade da gastrite , outros estudos ndo chegaram
a mesma conclusdo . Actualmente, ainda ndo € possivel considerar o teste respiratorio
como um teste semiquantitativo.

A comparagao dos diversos testes citados esta indicada no quadro I'V.
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Quadro IV - Comparacdo da sensibilidade dos diferentes testes de diagnostico antes do

tratamento.

n=104 n=351 n=105 n=104

(1999) (1998) (1996) (1995)
“C UBT 93,3% 95% 100% 94%,
Serologia 9,5% 99% 98,4% -
Histologia 95,5% - 96,8% 100%
Teste de urease | 88,6% 85% 90,2% -
Cultura 100% 93% 98,4% 86%
PCR 93,2% - 96,7% 91%

6.2.2. Deteccéo de anticorpos especificos

Mesmo nao se tratando de uma bactéria invasiva, a H. pylori estimula activamente o
sistema imunitario do hospedeiro pela libertacdo de polissacaridos e proteinas

imunogénicas.

6.2.2.1. Teste ELISA

O teste imunoenzimatico ELISA (Enzime-Linked Imunosorbed Assay) ¢ o método mais
correntemente utilizado para detectar os anticorpos anti H. pylori, no soro. Os
antigénios brutos utilizados inicialmente, t€ém sido, na sua maioria, substituidos por
antigénios purificados, sobretudo nos testes comerciais. Extractos bacterianos
efectuados com tampao de glicina em meio acido, sdo ainda utilizados nos testes ELISA
artesanais, enquanto que antigénios mais purificados, como a urease e proteinas de
elevado peso molecular, sdo os mais utilizados nos testes comerciais. Existem mais de
20 testes diferentes disponiveis.

Utilizando o teste ELISA, ¢ possivel detectar anticorpos anti H. pylori das diferentes
classes de imunoglobulinas, assim como obter resultados quantitativos. Actualmente, os
melhores testes disponiveis para detectar os anticorpos da classe IgG possuem uma

sensibilidade e uma especificidade superior a 90% e mesmo 95%. A determinagdo dos
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anticorpos IgA, cujo nivel ¢ elevado em, aproximadamente, dois tercos dos doentes
infectados, tem interesse num reduzido niumero de doentes (2%) para os quais o nivel de
anticorpos IgG nao ¢ significativo. Por outro lado, os anticorpos IgM tém sido descritos
em 5-20% dos doentes, mas somente quando uma resposta em anticorpos da classe IgG
esta igualmente presente. Através da determinac¢do conjunta dos niveis de anticorpos
tipo IgG e IgA, praticamente a totalidade dos doentes infectados podem ser
identificados.

No entanto, a serologia possui as suas limitagdes. A infec¢do pela H. pylori é uma
infec¢do da mucosa e, por conseguinte, a resposta imunitaria sistémica pode ser fraca.
Esta situagdo pode conduzir a um certo numero de resultados préximos do valor limiar
e, consequentemente, a uma variagdo da sensibilidade e especificidade do método. Uma
reavaliagdo de todos os teste s seroldgicos disponiveis comercialmente, baseada em
estudos publicados, foi recentemente efectuada. Segundo este estudo, a diferenca de
eficacia dos testes seroldgicos ¢, sobretudo, devida ao facto de que os teste serologicos
disponiveis visam a deteccdo de diferentes tipos de anticorpos (IgA, IgG, IgM) e sao
utilizados em diferentes populagdes de estudo. No entanto, a eficdcia global dos testes
comerciais que detectam unicamente os anticorpos do tipo IgG mostram que a serologia
¢ um bom método de diagnoéstico da infecgdo por H. pylori.

A descoberta da importancia da ilha de patogenicidade CagA estimulou
consideravelmente o interesse da detecgdo especifica da proteina CagA, a qual ¢ um
marcador de patogenia da referida ilha. Um fragmento combinante de CagA tem sido

utilizado no teste ELISA (103, 97,132).

6.2.2.2. Detecgdo de anticorpos na saliva

A possibilidade de detectar os anticorpos anti-H. pylori na saliva, permite obter um teste
que evita a colheita de sangue. Este teste consiste na obten¢do de saliva com a ajuda de
um instrumento de colheita apropriado. A saliva ¢ em seguida utilizada no teste ELISA.
Estudos mostraram que, utilizando um teste ELISA artesanal, o teste salivar para
determinar as IgG ¢ um método preciso para a deteccdo da infeccdo por H. pylori em
criancas. Em 112 criangas testadas, este teste revelou uma sensibilidade de 93% e uma
especificidade de 82% quando comparado ao exame histologico e aos testes de urease

sobre as respectivas biopsias gastricas (142, 125).
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6.2.2.3. Teste de Imunoblot

O imunoblot ¢ um excelente método para o estudo da resposta imunitaria contra os
diferentes antigénios de H. pylori. Em geral, os antigénios desnaturados da bactéria sdo
separados por electroforese, transferidos sobre uma membrana de nitrocelulose e em
seguida colocados em contacto com o soro a testar. Este método pode ser o método de

escolha para confirmar os resultados seroldgicos duvidosos (113, 135).

6.2.2.4. Testes rapidos

Diversas companhias desenvolveram testes utilizando sangue total de forma a
permitirem a sua utilizagdo no consultério médico. A primeira geracdo de testes inclui
os testes de aglutinagdo em latex, os quais permitiam a visualizacdo os agregados
antigénio-particulas de latex em 2 a 3 minutos apés a mistura dos mesmos. Nos novos
testes, o soro ou o sangue capilar ¢ adicionado a tiras de cromatografia nas quais foram
adsorvidos os antigénios especificos. Uma reac¢ao colorida ¢ observada ao fim de
alguns minutos.

Numerosos estudos comparativos foram realizados, estando a grande maioria destes de
acordo no que diz respeito ao baixo custo do teste, a rapidez de obtengao do resultado e

a sua facil realizagao.

6.2.2.5. Valor do diagndstico

A serologia continua a ser, actualmente, o método mais atractivo para o rastreio da
infecgdo por H. pylori. Trata-se de um método de diagnostico bem aceite pelo doente. O
resultado ¢ obtido rapidamente e qualquer laboratorio esta habilitado a realizar um teste
ELISA. Para alem do mais, trata-se de um método global, isto é, ao contrario dos
métodos baseados na biopsia gastrica, permite uma avaliacdo do estado infeccioso da

totalidade da mucosa gastrica sem estar sujeito ao potencial erro de amostragem 115,
151).
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6.2.3. Teste nas fezes

Figura 17 — Detecgao da H. pylori nas fezes.

Até hoje, ndo existia um teste vocacionado para a detec¢do da H. pylori directamente,
sem realizar uma endoscopia para obtencdo da biopsia gastrica. Os laboratorios
Meridian desenvolveram, recentemente, um teste (Premier Platinum HpSA) baseado no
principio ELISA para detectar os antigénios H. pylori nas fezes. Este teste utiliza
anticorpos policlonais anti H. pylori presentes numa amostra de fezes diluidas. Em
seguida, um anticorpo policlonal marcado com peroxidase e um substrato, sdao utilizados
para desenvolver a cor. A leitura do resultado ¢ feita com a ajuda de um leitor de placas

(Figura 17).

6.2.3.1. Valor do diagndstico

Os primeiros resultados revelaram uma sensibilidade de 83%, comparando este teste
com a serologia e de 97% comparando-o com o teste respiratdrio. Os resultados
preliminares de um estudo de avaliagdo da eficdcia teraputica demonstraram uma
diminui¢do rapida dos valores obtidos pelo teste Premier HpSA ao longo do tempo. Um
estudo Europeu, utilizando 501 doentes, para os quais foram efectuados o teste
histoldgico, o teste da urease e a cultura, revelou uma sensibilidade de 94% e uma

especificidade de 91,8% para o teste HpSA..
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Este teste €, pois, um método de diagnodstico sensivel e especifico para a detecgdo da H.
pylori. Trata-se de um teste directo ndo invasivo, que pode ser facilmente realizado num
laboratdrio de rotina e num reduzido espaco de tempo (2 horas). A sua precisdo parece
ser boa mesmo numa situagdo de pos-tratamentto.

O HpSA pode igualmente ser utilizado em estudos epidemioldgicos, nomeadamente em
criancas de idade pré-escolar, para as quais, por razoes ¢éticas, os testes directos
invasivos ndo devem ser efectuados. Trata-se pois de um excelente complemento a
serologia, método utilizado até hoje com a restricdo de que, no primeiro ano de vida a
presenga de anticorpos maternais torna impossivel a interpretacdo dos resultados da

serologia (154, 126).
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