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RESUMO

As comunidades ribeirinhas amazonicas parecem ter todas as condi¢des de saneamento
e socio-econdmicas suspeitas para o condicionamento a infec¢do por Helicobacter
pylori, bactéria associada a etiopatogenia de varias doengas gastrointestinais. No Brasil,
sdo registrados em média, quinze mil casos de cancer do aparelho digestivo por ano,
com um maior percentual na regido norte. Uma vez que o H. pylori é considerada um
dos agentes etiologicos desta malignitude, o objetivo deste estudo foi determinar a
prevaléncia da infeccdo por H. pylori e realizar o levantamento de variaveis
epidemiologicas e de suscetibilidade relacionados a infec¢do bacteriana em
comunidades ribeirinhas, e validar um ensaio copromolecular para diagnostico da
infeccdo. O estudo realizado foi do tipo transversal, contemporaneo, analitico e
observacional, compreendendo uma amostra de 200 individuos, dos quais foram
coletados sangue, saliva e fezes, além da aplicagdo de um questionario epidemiologico
empregado, com questdes dirigidas a sua identificacdo, obtendo dados sobre as
condicdes socioecondmicas, higiénicas, sanitarias e sintomatologia apresentada. Para
deteccdo soroldgica de anticorpos do tipo IgG anti-H. pylori especificos foram
utilizados amostras de plasma que foram testadas para anticorpos sistémicos do tipo IgG
anti-H. pylori através de um ensaio imunoenzimatico, usando o Kit Ridascreen
Helicobacter 1gG (R-Biopharm AG, Alemanha); para detec¢do ativa do H. pylori, foi
utilizado as amostras de fezes que foram testadas através do Kit MKBIO H. pylori (MK
BIO GMBH, DIMA, Alemanha). Além da detec¢do de anticorpos e antigenos para H.
pylori, também foram aplicadas técnicas de biologia molecular, nas amostras fecais,
para confirmar o diagnostico da infeccdo, por detec¢do direta do DNA bacteriano,
utilizando os primers RNAr16S que amplificam um fragmento génico de 1200bp do
género Helicobacter ¢ os primers Pl e P2, os quais amplificam um fragmento génico de
298 pb que codifica uma proteina antigénica de 26kDa espécie especifica da H. pylori.
Esta pesquisa teve como ponto central a infecgdo pela bactéria H. pylori, que foi detectada
através de trés métodos de diagndstico: A sorologia, o antigeno fecal ¢ PCR. A sorologia
foi a técnica escolhida para relacionar com os aspectos epidemioldgicos referentes ao
estudo, sendo que os resultados obtidos revelaram uma frequéncia de soropositividade de
83,5% (167/200). A analise das varidveis epidemiologicas relacionadas a infecgdo
bacteriana demonstrou uma maior frequéncia de individuos infectados do sexo
feminino, na faixa etaria de 0 a 17 anos, além do que 97,4% da populagdo que ingeriam
agua sem tratamento foram positivos a infeccdo. A comparagdo da prevaléncia da
infeccdo, obtidas através dos trés diferentes métodos de deteccdo, foram elevadas, no
entanto a deteccdo copromolecular foi o que detectou um menor nimero de individuos
positivos (113/200), embora apresente os maiores indices de sensibilidade 79% e
especificidades 100%. A detec¢do copromolecular demonstrou ser uma ferramenta
importante na deteccdo da infeccdo bacteriana, possibilitando nestas populagdes a
aplicagdo de um teste de elevada sensibilidade e especificidade, podendo ser aplicada na
detecgdo precoce do patogeno.
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ABSTRAT

The Amazonian riverine communities seem to have all of the conditions of sanitation and
socioeconomic suspicions for the conditioning to the infection for Helicobacter pylori,
bacterium associated to the etiopatogenia of several diseases gastrointestinais. In Brazil,
they are registered on average, fifteen thousand cases of cancer of the digestive system a
year, with a percentile adult in the north area. Once the H. pylori is considered one of the
etiological agents of this malignitude, the objective of this study was to determine the
prevalence of the infection for H. pylori and to accomplish the rising of epidemic variables
and of susceptibility related to the bacterial infection in riverine communities, and to
validate a rehearsal copromolecular for diagnosis of the infection. The accomplished study
was of the type traverse, contemporary, analytical and observacional, understanding a
sample of 200 individuals, of which they were collected blood, saliva and feces, besides
the application of a questionnaire epidemic employee, with subjects driven to his/her
identification, obtaining data on the conditions socioeconomic, hygienic, sanitary and
symptoms. For detection sorologic of antibodies of the type IgG anti-H. pylori were used
plasma samples that were tested for systemic antibodies of the type IgG anti-H. pylori
through a rehearsal immunological, using the Kit Ridascreen Helicobacter IgG (R-
Biopharm AG, Germany); for detection it activates of the H. pylori, it was used the
samples of feces that were tested through the Kit MKBIO H. pylori (MK BIO GMBH,
DIMA, Germany). Besides the detection of antibodies and antigens for H. pylori, they
were also applied techniques of molecular biology, in the fecal samples, to confirm the
diagnosis of the infection, for direct detection of bacterial DNA, using the primers
RNAr16S that amplify a fragment gene of 1200bp of the gender Helicobacter and the
primers pl and p2, which amplify a fragment génico of 298 pb that codifies a protein
antigenic of 26kDa species specify of the H. pylori. This research had about central point
to the infection for the bacterium H. pylori, that was detected through three diagnosis
methods: The sorologia, fecal antigen and PCR. The sorologia went to the chosen
technique to relate with the epidemic aspects regarding the study, and the obtained results
revealed a frequency of soropositive of 83,5% (167/200). The analysis of the epidemic
variables related to the bacterial infection demonstrated a larger frequency of infected
individuals female, in the age group from 0 to 17 years, in addition 97,4% of the
population that ingested water without treatment were positive the infection. The
comparison of the prevalence of the infection, obtained through the three different
detection methods, they were high, however the detection copromolecular was what
detected a smaller number of positive individuals (113/200), although it presents the
largest indexes of sensibility 79% and specificities 100%. The detection copromolecular
demonstrated to be an important tool in the detection of the bacterial infection, making
possible in these populations the application of a test high sensibility and specificity, could
be applied in the precocious detection of the patogen.



1. INTRODUCAO

Durante séculos o estdmago humano foi considerado como sendo um
ambiente indspito para bactérias devido a presenca do 4cido cloridrico, no entanto no
século XIX Bizzozero e colaboradores relataram, pela primeira vez, a presenca de
organismos espiralados em glandulas géstricas e células parietais de mamiferos,
especialmente em caninos (1893 apud MARSHALL, 2002, P.147). O organismo espiral
também foi observado na mucosa gastrica canina em 1896 por Salomon, que encontrou
organismos similares em gatos e ratos (SALOMON, 1896). Em 1899 Jaworski
encontrou bactérias com forma espiral em lavagens gastricas sedimentada obtida de um
humano, que foi denominada de Vibrio rugula, este trabalho foi incluso no “Handbook
of Gastric Disease”, mas, por ter sido escrito em polonés ndo teve impacto junto a
comunidade cientifica (KONTUREK, 2003).

Nas décadas seguintes varios pesquisadores confirmaram e relataram a
presenga de bactérias espiraladas no estomago de mamiferos, inclusive de humanos. Em
1906, Balfour associou o organismo espiral com ulcera gastrica em cachorros e
macacos, ¢ no mesmo ano Krienitz relacionou microorganismos similares observados
em biopsia gastrica e vomitos de pacientes com carcinoma gastrico (BALFOUR, 1906).
Doenges em 1339 encontrou o organismo espiral em 43% de 242 autopsias de
estomagos humanos (DOENGES, 1939), e em 1940 Freedberg e Barrom utilizando a
técnica de coloracdo com prata, conseguem detectar na mucosa gastrica a presenca de
formas espiroquetas (apud GOODWING, 1986).

Quatorze anos depois, em 1954 Palmer estabeleceu um retrocesso na
linha de pesquisa sobre a participacdo de bactérias na patogénese das doengas do trato

gastrointestinal, utilizando espécimes gastricos, obtidos por suc¢do e corados pelo



método Hematoxilina-eosina (HE), ele ndo consegue identificar a presenca de bactérias
espirais, e postula que a presenga das bactérias nos estudos anteriores nao passava de
contaminagdo, fato que desmotivou as pesquisas e publicacdes nesta area (1954 apud
MARSHALL & WARREN, 1983, p.1311).

A estagnagdo das pesquisas durou cerca de vinte anos, até que em 1975
Sterr ¢ Colin-Jones estudando amostras de biopsias gastricas da regido antral, po
microscopia eletronica, observaram que 80% dos pacientes com Ulcera apresentavam
bacilos Gram negativos, entdo descritos como pertencentes ao género Pseudomonas.

Em 1979, o patologista Robin Warren iniciou suas pesquisas nesta area,
e por exame histologico, observou que os micro-organismos presentes na camada de
muco da mucosa gastrica eram parecidos aos descritos em trabalhos de outros
patologistas ao final do século IX, mas devido as dificuldade no isolamento, pouco se
conhecia sobre a bactéria, sendo muitas vezes ignorada por médicos e cientistas.

Em 1981, o jovem médico residente Barry Marshall, interessou-se pelas
observagdes de Robin Warren e uniu-se a ele na tentativa de isolar esse
microorganismo. Eles utilizaram culturas bacterianas feitas a partir de bidpsias de
pacientes com gastrite cronica. Em 1982, Marshall ¢ Warren, acidentalmente, por um
aumento no periodo de incubagdo, conseguiram isolar pela primeira vez a bactéria que
posteriormente foi classificada como Helicobacter pylori (MARSHALL & WARREN,
1983).

A associagdo deste microorganismo e a inflamagdo géastrica,
primeiramente com gastrite cronica, ndo foram inicialmente aceitas. Porém um
experimento realizado em 1984 confirmou a associacdo. Marshall ingeriu uma cultura

de Campylobacter, classificacdo adotada na época, e apos a ingestdo sintomas



dispépticos, que ndo se apresentavam anteriormente a ingestdo, foram associados a
gastrite cronica ativa, sendo esta confirmada por exames histopatologicos
(MARSHALL et al., 1985), comprovando sua teoria. Estas descobertas revolucionaram
a gastroenterologia e a microbiologia, conduzindo as mudangas em condutas
terapéuticas e diagnosticas.

Em 1994 a Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o Cancer
classificou a bactéria como um carcindgeno humano do tipo 1, pois pesquisas mostram
que em humanos a presenca deste organismo desencadeia uma infecg¢do cronica que em
muitos casos evolui e desenvolvem patologias gastrointestinais graves, sendo que em
adultos a bactéria esta associada ao desenvolvimento de gastrite cronica do tipo B,
ulcera péptica, particularmente ulcera duodenal, carcinoma gastrico e linfoma de tecido
linf6ide associado a mucosa tipo célula — B (GRAHAM, 1994).

No ano de 2005, Marshall e Warren ganharam o prémio Nobel de
Medicina e Fisiologia pela identificacdo da bactéria Helicobacter pylori.

Em 4areas tropicais e sub-tropicais, como a regido Amazonica,
enfermidades infecto-parasitarias sdo definidas como prioritarias para a saude em
conseqiiéncia de claras necessidades e condigdes de impacto social. Tem sido
constatado que na regido norte, especificamente em populagdes ribeirinhas, observam-
se elevados indices de infestacdes parasitarias que assolam toda a populacdo, que na
concepgdo geral, estdo associadas as condi¢des socioecondmicas, a falta de saneamento
basico e o dificil acesso aos sistemas de satude, este ultimo em funcdo de grandes
distancias, dificuldades de comunicagdo e transporte. Dessa maneira estudos

epidemiologicos nestas populagdes sdo escassos, como resultado, muitas vezes



processos de doencas simples e de origem primaria acabam por culminar em patologias
graves.

As Comunidades ribeirinhas Amazonicas parecem ter todas as
condi¢cdes de saneamento e socio-econdmicas suspeitas para o condicionamento a
infeccdo por Helicobacter pylori, bactéria associada a etiopatogenia de varias doengas
gastrointestinais. Portanto, uma pesquisa sobre a prevaléncia deste microorganismo
nesta regido apresenta uma expectativa de resultados bastante significativos.

No Brasil, sdo registrados em média, quinze mil casos de cancer do
aparelho digestivo por ano, com um maior percentual na regido norte, sendo a bactéria
H. pylori considerada um dos agentes etiologicos desta malignitude, no entanto observa-
se escassez de estudos relacionados a este microorganismo, em nossa regido, o que
resulta na falta de conhecimento do real perfil de prevaléncia da infecgao.

Os estudos sugerem que o H. pylori ¢ adquirido principalmente na
infancia, e que o longo periodo assintomatico da infec¢@o possibilita um periodo maior
de infecgdo cronica no tecido gastrico, causando graves danos a mucosa, elevando
consideravelmente o risco de desenvolver adenocarcinoma gastrico. Constata-se ainda
que € muito rara a solicitacdo de métodos de diagndstico para criangas e principalmente
para pacientes assintomaticos inviabilizando um diagnostico precoce.

Atualmente, a maioria das técnicas de diagnostico disponiveis e com
facil acesso, necessitam de endoscopia, um método invasivo e traumatico para criancas
e inexistente em comunidades ribeirinhas da Amazonia. Portanto, ha necessidade de um
teste viavel, sensivel, especifico e ndo-invasivo para diagnostico da infec¢do por esta
bactéria nessas populacdes, com finalidade de amplificar nosso limitado entendimento

das doencas relacionadas ao patogeno.



No Amazonas ndo ha registro de estudos que utilizem ensaios
imunoenzimaticos para deteccao da infeccao por Helicobacter pylori, nem ha relatos de
padronizacdo e utilizacdo de técnicas para pesquisa molecular de antigenos bacterianos
nas fezes. Deste modo, na perspectiva deste estudo, justifica-se a realizacdo deste
projeto, pois o desenvolvimento de uma abordagem quantitativa e acurada para deteccdo
desta bactéria possibilitara que os estudos epidemiologicos sejam mais precisos na
avaliagdo do risco para a aquisi¢do e colonizacdo deste patdgeno. E ~ assim  sendo,
podera ser determinado o melhor método de escolha de diagnostico para implantar um
adequado tratamento, evitando possivel resisténcia bacteriana, devido tratamento
erroneo em consequéncia de falhas diagnodsticas. A longo prazo, os resultados desta
pesquisa podera auxiliar no controle da disseminagdo deste agente nas comunidades
ribeirinhas, até que medidas efetivas de erradicagdo, como a vacinagdo possam ser
desenvolvidas pela comunidade cientifica e assim diminuir a incidéncia de gastrites,

ulceras e cancer gastrico em nossa regiao.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. A bactéria Helicobater pylori

2.1.1. Classificacao Taxonomica

Apds estudos taxondmicos, incluindo andlises moleculares de
caracteristicas ultraestruturais, propriedades enzimaticas, respiracdo e crescimento,
ficou evidente que a espécie ndo poderia pertencer ao género Campylobacter, devido as
suas caracteristicas bioquimicas e genéticas que eram diferentes das de outras espécies
do género.

O microorganismo que primeiramente foi nomeado como
Campylobacter pyloridis, para notar a localizacdo e a similaridade com as bactérias do
género Campylobacter (MARSHALL, 1994) posteriormente Campylobacter pylori,
ocupou em 1989 a posicdo taxondmica de género Helicobacter, originalmente com duas
espécies: Helicobacter pylori (Tabela 1), patégeno gastrico humano e H. mustalae, uma
bactéria similar encontrada no estomago de furdes.

Nos ultimos anos, foram incluidas no género Helicobacter, trinta
espécies gastricas e ndo gastricas (BUNN et al.,1997), que estdo descritas na tabela 2, a
maioria isolada de diferentes espécies de mamiferos.

As espécies de Helicobacter sdo caracterizadas de acordo com a analise
da seqiiéncia de seus genes de rRNA 16S, seus acidos graxos celulares e pela presenca

de flagelos polares (MURRAY et a/, 2006).



Tabela 1- Organizacdo taxondmica da bactéria Helicobacter pylori

Taxonomia da Bactéria Helicobacter pylori

FILO
CLASSE
ORDEM
FAMILIA
GENERO
ESPECIE

Proteobacteria
Epsilonproteobacteria
Campylobacterales
Helicobacteraceae
Helicobacter

Pylori

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

Tabela 2- O género Helicobacter e suas espécies

Helicobacter spp

Helicobacter acinonychis
Helicobacter anseris
Helicobacter aurati
Helicobacter bilis
Helicobacter bizzozeroni
Helicobacter bovis
Helicobacter brantae
Helicobacter canis
Helicobacter cholecystus
Helicobacter cinaedi
Helicobacter equorum
Helicobacter felis
Helicobacter fennelliae
Helicobacter heilmannii

Helicobacter hepaticus

Helicobacter marmotae
Helicobacter mastomyrinus
Helicobacter mesocricetorum
Helicobacter muridarum
Helicobacter mustalae
Helicobacter nemestrinae
Helicobacter pametensis
Helicobacter pullorun
Helicobacter pylori
Helicobacter rodentiun
Helicobacter salomonis
Helicobacter suis
Helicobacter trogontum
Helicobacter typholonicus

Helicobacter westmeadii

FONTE: DUNN et al., 1997, p 227.



2.1.2. Morfologia bacteriana

A bactéria H. pylori ¢ um bacilo gram-negativo, de forma curva ou
espiralar, no entanto quando cultivada em meio sélido adquire formato arredondado,
denominada forma cocoide. Sua extensdo varia de 0,5 a lpum em largura e 2,5 a Sum
de comprimento, possui de 4 a 6 flagelos unipolares embainhados (Figura 1), sendo que
cada um possui aproximadamente 30 um de comprimento ¢ 2,5 nm de espessura, que
garantem a bactéria grande motilidade (GOODWIN & ARMSTRONG, 1990).

A forma cocoide (Figura 2), apresenta uma membrana circular, que na
maioria das vezes possui superficie grossa e irregular, sendo observada no seu interior
poucas estruturas intracitoplasmaticas e granulos. Freqlientemente pode-se visualizar no
interior da forma cocoéide o bacilo em forma de “U” e os flagelos circundando o bacilo
(COLE et al., 1997; SAITO et al., 2003). Ambas (espiralada e cocdide) sdo encontradas
no estdmago e¢ duodeno, a conversdo morfologica da forma espiral para cocdide pode se
dar em uma diversidade de condi¢des ambientais, como incubagdo prolongada,
temperatura elevada, pH alcalino, aerobiose, tratamento com antibidticos, com
inibidores da bomba de protons e 6xido nitrico (CHAN et al, 1994; COLE et al., 1997,
HECZKO et al., 2000).

Culturas com formas cocoides sdo metabolicamente ativas, porém nao
podem ser repicadas, pois 0 microorganismo ja nao seria capaz de produzir coldnias no
novo meio (DUNN et al, 1997). Acredita-se que a forma cocdide seja uma forma de
resisténcia, capaz de suportar as condicdes adversas do meio ambiente, que esta
associada a transmissdo da bactéria, capaz de infectar agua e alimentos e que em boas
condi¢des ambientais, poderia retornar a forma espiralada (CAVE, 1997; COLE et al.,

1997; GOODMAN & CORREA, 1995; HULTEN et al., 1998).



O crescimento da bactéria H. pylori ocorre em uma atmosfera com
microaerofila (5% a 15% de oxigénio) com adicdo de gas carbonico e a uma
temperatura ideal de 37 graus centigrados (MARSHALL, 1994). Tem um longo tempo
de incubagdo, de 5 a 7 dias, e cresce em meios so6lidos (principalmente agar sangue e
chocolate). Crescimento em meio liquido é possivel quando em caldo de Brucela, e
suplementado com soro bovino fetal (GORMALLY et al., 1996; GOODWIN &

WORSLEY, 1993).

Figura 1- Desenho esquematico da morfologia da Helicobacter pylori
FONTE: www.helico.com.br
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Forma cocoide Sleiyls Forma Espiral

L

Figura 2- Microscopia eletronica de varredura de H. pylori em uma cultura de sete
dias, indicando a preseng¢a de formas bacilares e cocoides
FONTE: www.helico.com.br

2.1.3. Genoma bacteriano

A 1identificagdo e¢ a caracterizacdo da bactéria a nivel gendmico é de
suma importancia, principalmente quando se tenta elucidar a etiologia das doencas
associadas ao microorganismo. A Helicobacter pylori possui um genoma que varia de
1.6 a 1.73 Mb. Aproximadamente 40% das bactérias isoladas possuem plasmidios com
tamanho que varia de 1.5 a 23.2 Kb, mas ndo foram encontrados neles, genes que
codificam fatores de viruléncia (DUNN et al., 1997).

O primeiro genoma completo do H. pylori seqiienciado foi publicado em
1997 por Tomb e colaboradores (TOMB et al., 1997), que seqiienciaram a cepa 26695,
que foi isolada em 1997 de um paciente com gastrite no Reino Unido. No ano seguinte
foi seqilienciado nos Estados Unidos o genoma da cepa J99, a partir de um paciente com

ulcera duodenal (HANCOCK ef al., 1998). A comparagdo das duas cepas seqiienciadas
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apresentou grande similaridade. Sendo a maior parte do genoma e proteoma
conservados, somente 7% dos genes cepa especificos estdo localizados em uma regido
unica e variavel do genoma, denominada zona de plasticidade (ALM et al., 1999).

A analise de suas 1590 seqiiéncias indica, entre outras coisas, que o
microorganismo possui sistemas bem desenvolvidos para motilidade, homeostase do
ferro e para restricdo ¢ modificagdo do DNA, revelando muitas proteinas que podem
estar envolvidas na complexa interag@o parasita-hospedeiro, especialmente no tocante as
suas variacdes antigénicas e sua evolugdo adaptativa para sobrevivéncia no ambiente
acido hostil do estomago.

Vérios mecanismos podem contribuir para a diversidade genética do H.
pylori. Entre esses se destacam os rearranjos intragénicos que podem ocorrer na
bactéria: delegdes, duplicacdes, inversdes e translocagdes de parte do genoma. O DNA
da H. pylori possui grande niimero de seqiiéncias repetitivas, assim como de seqiiéncias
de inser¢do (ALM et al., 1999; BIORKHOL & SALAMA, 2003).

Outro mecanismo importante ¢ a transferéncia horizontal de genes. A
analise do contetido G+C de algumas seqiiéncias do genoma bacteriano sugere que
esses tenham sido adquiridos de outros Procariontes, Archea ou Eucariontes. Um total
de cinco regides do genoma tem diferencas significativas na percentagem de G+C
quando comparado ao resto do genoma, entre os quais se destaca a ilha de
patogenicidade Cag (GARCIA-VALLVE et al., 2002; SUERBAUM & ACTMAN,
1999).

A variagdo na localizacdo de varios genes no mapa genomico sugere que
ocorra um extensivo rearranjo no genoma da H. pylori. Neste, se encontra uma

diversidade significativa em muitas seqiiéncias génicas, incluindo as que codificam a
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urease, o flagelo, a proteina vacuolinizante (vac A) e a citotoxina associada ao gene A
(cag A), os quais sdo considerados importantes fatores de viruléncia desta bactéria. Os
estudos das variacdes alélicas da bactéria tém demonstrado a diversidade genética das
cepas da H. pylori, entretanto o significado bioldgico desta ampla diversidade ainda ndo
esta completamente esclarecida (DUNN et a./, 1997; COVACCI et al., 1999).

H. pylori ¢ uma espécie fenotipicamente homogénea, mas apresenta,

porém, uma diversidade gendmica tnica no mundo bacteriano.
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Figura 3- Representacdo do genoma da bactéria Helicobacter pylori
FONTE: TOMB et al, 1997.
2.1.4. Fatores de viruléncia
A bactéria ¢ altamente adaptada a mucosa gastrica do homem, devido a

sua capacidade de sintetizar proteinas e metabolicos necessarios para a colonizacao,

persisténcia na mucosa gastrica e ainda fatores que causam diversos danos patologicos a
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mucosa gastroduodenal (MARSHAL, 1994; MOBLEY, 1997; COVACCI et al., 1999;
TORRES et al., 2000). Estes fatores podem ser divididos em trés classes:
1- Fatores de Colonizagdo: que permitem ao patogeno estabelecer-se no Hospedeiro.
2- Fatores de Persisténcia: que permitem coloniza¢do prolongada e sobrevivéncia da
bacteria.
3- Fatores de Indugdo: que induzem a doenga, os quais causam efeitos patologicos
adversos na mucosa gastrica.
Entre os fatores de viruléncia destacam-se:
- Flagelos: A motilidade flagelar tem sido demonstrada como sendo essencial na
habilidade que a bactéria possui de mover-se no suco e muco gastrico, possibilitando o
alojamento na superficie da célula de revestimento permitindo assim penetragdo na
mucosa e, sobrevivéncia do organismo no estdmago humano (EATON et al., 1989).
= Urease: a capacidade de sobrevivéncia da H. pylori no meio acido de estomago ¢
possivel devido a potente enzima urease, a bactéria expressa altos niveis desta enzima
que hidrolisa a uréia (CO(NH>)2), fisiologicamente presente no suco gastrico, em
bicarbonato (HCO3") e amonia idnica (NH4"), elevando o pH da mucosa géstrica de 6,0
para 7,0 tornando-se basico, desta forma o microorganismo fica protegido, ao menos
temporariamente, dos efeitos deletérios do pH acido do estomago podendo ter acesso a
camada protetora de muco (BODE et al, 1989; MARSHALL et al, 1990;
MURAKAMI et al., 1990).

A amdnia, gerada em decorréncia da atividade ureasica do H. pylori,
pode produzir alteragdes morfolégicas e funcionais no epitélio gastrico, incluindo

aumento da difusdo retrograda de ions H+ na célula epitelial, aumento de aderéncia
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bacteriana e inativagdo do complemento contribuindo para o processo de inflamacao
(PARSONS et al.,1987).

= Proteinas de choque térmico: A bactéria H. pylori expressa proteinas de choque
térmico (Hsp) homodlogas as de humanos. Acredita-se que a expressdo de proteinas de
choque térmico como a HspA e HspB aumentem a atividade da urease ¢ influenciem na
habilidade da H. pylori tolerar as condigdes extremas do estomago (DUNN et al., 1997).
=2 Catalase e a Superéxido Dismutase: sio enzimas bacterianas envolvidas no
mecanismo de escape do microorganismo, associadas a resisténcia bacteriana, que
atuam na neutralizacdo da agdo oxidativa toxica de radicais livres, conferindo protecdo a
bactéria contra a atividade litica de macrofagos e neutrofilos polimorfonucleares,
impedindo uma resposta inflamatoria eficaz do hospedeiro (DUNN et al, 1997),
(HAZELL et al., 1991).

- Enzimas degradativas: A produgdo de proteases A e fosfolipases leva a degradacéo
das membranas das células epiteliais e do complexo lipidico-glicoprotéico da camada de
muco, aumentando a solubilidade do mesmo, acarretando danos a mucosa gastrica
(TORRES et al., 2000).

=2 Adesinas: A adesido da H. pylori a membrana celular da mucosa é realizada pelas
adesinas e este processo representa o passo final da associacdo do microorganismo com
a mucosa gastrica. As adesinas estdo intimamente implicadas na interagdo entre a
bactéria e receptores celulares da mucosa. Entre as adesinas da H. pylori, destacam-se a
hemaglutinina fibrilar e a fimbria. Muitos estudos tém indicado como receptores para
estas adesinas, antigenos de grupos sanguineos, destacando-se o antigeno H e Lewis b

(RIEGG et al., 1995).
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> Mecanismos de escape: O lipopolissacarideo (LPS) presente na parede celular
bacteriana possui baixa imunogenicidade, importante no processo de escape da bactéria
ao sistema imune do hospedeiro. Este mimetismo molecular ¢ um dos mais importantes
mecanismos de evasdo do sistema imunologico do hospedeiro. O LPS de muitas cepas
de H. pylori expressa antigenos de grupos sangiiineos Lewis (Le*, LeY, Le?, Leb), os
quais sdo similares com aqueles expressos pelas células epiteliais gastricas, o que pode
resultar em tolerancia imunoldgica contra antigenos do patégeno, e/ou em auto-
imunidade. O mimetismo camufla o agente e os antigenos bacterianos, permitindo a
bactéria sua sobrevivéncia e o escape aos mecanismos de reconhecimento do sistema
imune, contribuindo para a cronicidade da infec¢do (APPELMELK et al., 1997; DUNN
et al., 1997). O H. pylori ndo apenas expressaria antigenos Lewis, mas a relativa
proporcao desta expressdo corresponderia ao fendtipo Le do hospedeiro, sugerindo uma
adaptacdo do microorganismo ao hospedeiro (WIRTH et al., 1997).

= Ilha de patogenicidade cag: Cerca de 60% das linhagens de H. pylori possuem um
locus com 31 genes, responsaveis pela codificagdo de potentes fatores de viruléncia,
constituindo a ilha de patogenicidade cagA, cujo o principal marcador, da presenca
desta ilha, é o gene cagA que codifica uma citotoxina que atua como antigeno de
superficie imunodominante da Helicobacter pylori. A fungdo da citotoxina CagA ainda
ndo esta totalmente esclarecida, contudo, alguns trabalhos tem demonstrado que cepas
CagA positivas quando inoculadas em culturas de células gastricas, tais como AGS
(células de cancer gastrico), induzem modificagdes na morfologia destas, com
acentuado alongamento e aumento celular, com rearranjo no citoesqueleto e aumento da
motilidade, sendo essas alteracdes denominadas “fendtipo Beija-flor” (BLASER &

ATHERTON, 2004; EVANS Jr & EVANS, 2001).
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Individuos infectados por linhagens CagA desenvolvem anticorpos
circundantes para a proteina CagA que podem ser utilizados como marcadores de
diagnostico (SHMUELY et al, 2001). A presenca desta citoxina associada ao gene A
nas linhagens bacterianas possibilita a classificacdo das cepas como sendo do tipo I
(cagA +) e tipo II (cagA -), as primeiras induzem forte processo inflamatério, com
denso infiltrado de neutrofilos, que causam severos danos a mucosa gastrica
(TELFORD et al., 1994).

Estudos sorologicos tém demonstrado que pacientes com ulcera péptica e
tumor gastrico sdo mais freqiientemente infectados por cepas do tipo I (CENSINI ef al,,
1996). Nos pacientes colonizados por H. pylori, portadores de gastrite cronica, ulcera
péptica, cerca de 60% a 100% das linhagens eram cagA+, sugerindo que o gene cagA
pode ser considerado um marcador genotipico e fenotipico para linhagens virulentas
(COVACCI et al., 1999).
2Gene da Citotoxina Vacuolizante (vacA): Embora este gene esteja presente em todas
as linhagens de Helicobacter pylori, seu produto a citotoxina vacuolizante, sera
expressa em apenas 65% das cepas de H. pylori. O gene vacA apresenta dois tipos de
seqiiéncias sinalizadoras sl e s2 (e seus subtipos sla, slb e slc) e dois tipos de
seqiiéncias modeladoras m1 e m2. A combinagdo em mosaico das duas regides do gene
vacA € o que determina a producgdo da citotoxina e seu potencial patogénico. Todas as
possiveis combinagdes sdo encontradas, embora a s2m1 seja rara. Linhagens com alelos
vac sl sdo mais patogénicas e estdo associados com doengas ulcerosas e
adenocarcinoma gastrico, enquanto que o alelo s2 ndo exibe atividade vacuolizante e
raramente sdo observados nas patologias anteriormente citadas. Também as cepas ml

sdo mais virulentas que a m2, sendo que linhagens s2m2 ndo produzem citotoxina,
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slm2 produzem quantidade moderada e slm1 produzem grandes quantidades (TORRES
et al., 2000).

A citotoxina vacA ¢ responsavel pela erosdo das células epiteliais
gastricas, causando degeneracdo vacuolar nas células alvo, interferindo com a fusdo
intracelular da membrana. Recentemente foi demonstrado que esta toxina possui a
capacidade de separar as juncdes celulares (COVACCI et al, 1999). Estudos tém
demonstrado associacdo entre a diversidade deste gene e a viruléncia da bactéria, com
diferengas na intensidade da atividade citotoxica e da lesdo epitelial, devido ao maior ou
menor grau de infiltrado de neutréfilos na mucosa gastrica (SHIMOYAMA &

CRABTREE, 1998).

2.2. Resposta imunoldgica a bactéria H. pylori

O epitélio gastrico representa a primeira linha ativa de defesa contra a
bactéria. Alem de atuar como uma barreira, as células epiteliais secretam mediadores
inflamatorios que iniciam a resposta imune contra o patégeno. A resposta inicial do
hospedeiro a infec¢do por H. pylori em adultos € caracterizada por intenso infiltrado de
neutrofilos associado a periodos de acloridria (DUNN et al., 1997).

A infeccdo cronica ¢ caracterizada por um infiltrado de células
inflamatorias na lamina propria da mucosa gastrica, como o H. pylori é pouco invasivo,
este produz mediadores de resposta inflamatoria, tais como fator ativador plaquentario e
proteinas de superficie, que estdo envolvidos no recrutamento de neutrofilos e
leucdcitos mononucleares, como macrofagos e monocitos para o sitio de infecgdo, uma
vez que essa fase apresenta reducdo na producdo de acido, se torna benéfico para

bactéria facilitando o processo de colonizacdo gastrica (DUNN ef al.,1997).
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A ativacdo de células inflamatérias pode ser induzida tanto por fatores
bacterianos, incluindo o CagA e mediadores pré inflamatorios, tal como a Urease e LPS
que sdo capazes de induzir uma forte reagcdo imune e inflamatoria na mucosa gastrica, e
fatores do hospedeiro como o interferon, interleucina I, interleucina 6, interleucina 8,
fator de necrose tumoral (TNF) e radicais superoxidos (TORRES et a/.,2000).

O H. pylori é capaz de estimular indiretamente a ativacao de uma série de
citocinas responsaveis pelo processo inflamatério, principalmente envolvidas na
expressdo de IL-8, uma quimiocina que parece estar intimamente associada a
inflamacdo e lesdo da mucosa gastrica (DUNN et al, 1997), pois desempenha uma
funcdo fundamental na iniciagdo do processo inflamatorio local, o que contribui com
seqiielas mais severas associadas com infeccdo pela bactéria. Secretada por varios tipos
celulares, esta quimiocina ¢ um potente mediador inflamatorio, que age recrutando e
ativando neutrofilos que contribuem aumentando a lesdo tecidual, pois além de atuarem
na fagocitose e digestdo das bactérias, liberam também seus granulos e substincias
toxicas, como potentes enzimas intracelulares, que agem com um mecanismo
patogénico importante. A agdo neutrofilica ¢ persistente, porém ineficaz na eliminacao
do H. pylori devido a agdo de enzimas bacterianas, como a catalase e superdxido
dismutase, que protegem a bactéria (SHIMOYAMA & CRABTREE, 1998).

Além da IL-8, a linhagens CagA positivas induzem a secrecdo de outras
quimiocinas produzidas por macrofagos, neutrofilos, células assassinas (natural killer) e
células epiteliais em geral, como o fator de necrose tumoral o ( TNFa) e o Interferon y
(IFN v) que afetam a fisiologia gastrica, a interleucina 1B (IL ) e interleucina 6 (IL 6)

que auxiliam na destrui¢do da mucosa (TORRES et al., 2000).
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As células mononucleares e os neutrofilos em resposta a infeccdo pelo H.
pylori, liberam radicais livres de oxigénio, que juntamente com a redug@o nos niveis de
antioxidantes levam ao estresse oxidativo, causando lesdo oxidativa, importante na
modificacdo estrutural do DNA e desequilibrio do sistema de transducdo de sinais das
células epiteliais gastricas, considerado carcinogénico (GOLLNER et al.,1997).

Seguindo a fase de inflamagdo, a continua exposi¢do ao patogeno resulta
na ativagdo da resposta imune especifica (SHIMOYAMA & CRABTREE, 1998). Esta
resposta € predominante celular, onde ha o predominio de linfocito T auxiliar (LTa),
principalmente tipo LTa-1. Observou-se maior destaque de células LTa-1 devido ao
aumento de INF-y e FNT-a, secretados por estas células, em resposta a estimulagdo do
antigeno, na tentativa de proteger contra a infeccdo e reduzir os danos teciduais.
Entretanto, também foi observado que estas citocinas contribuem para aumentar a
inflamagdo na mucosa gastrica, principalmente o INF-y, que ativa e recruta mais
polimorfonucleares para a lamina propria da mucosa gastrica (Figura 7)

(SHIMOYAMA & CRABTREE, 1998; TELFORD et al., 1997).

- -

Figura 04- Fotografia mostrando a presenga de polimorfos nucleares em mucosa
gastrica infectada por Helicobacter pylori

P (polimorfos nucleares) e as Setas indicam presenga da bactéria.

FONTE: www.helico.com
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Com a persisténcia da infeccao pelo H. pylori, observou-se que, a expressao de
moléculas do tipo MHC-II estd aumentada nas células epiteliais da mucosa gastrica,
sugerindo que estas células podem estar envolvidas na apresentagdo de antigenos.
Notou-se ainda que neste tipo de infeccdo, a ativagdo do complemento ocorre tanto pela
via classica como pela alternativa, portanto este evento sugere o envolvimento do
complemento no processo de lesdo da mucosa (SHIMOYAMA & CRABTREE, 1998).

A reposta celular predominante ¢ do tipo Th1, uma vez que hd predominio
de linfocito T auxiliar (LTa), principalmente tipo LTa-1, evidenciados devido ao
aumento de INF-y e FNT-a.. A resposta gastrica Th1 ¢ mais freqiiente em pacientes com
ulceragdo gastrica, alguns estudos demonstraram uma reducdo significativa na
inflamacao gastrica em camundongos, depois da neutralizacdo do IFN-y, com supressdo
da resposta Th1, ressaltando a contribuicdo da resposta Th1 no aumento da inflamagdo e
aos danos ao tecido do hospedeiro (TORRES et al., 2000).

Fox e colaboradores tém demonstrado que pacientes infectados por
helmintos tendem a desenvolver resposta predominantemente do tipo Th2 e estes,
quando infectados por H. pylori, raramente desenvolvem patologias gastricas graves
(FOX et al., 2000).

Embora a resposta celular seja predominante na infecg¢do por H. pylori a
resposta humoral também ¢é observada, normalmente uma resposta humoral sistémica e
estavel, predominantemente do tipo IgG, no entanto na inflamagfo cronica observa-se a
presenga de anticorpos especificos também do tipo IgA contra o patégeno, ambos t€m
sido usados para diagnosticar a infeccdo por H. pylori no soro e saliva dos pacientes
Sendo que estes anticorpos diminuem somente apos a eliminagdo da infec¢do, um

evento que raramente ocorre espontaneamente (SHIMOYAMA & CRABTREE, 1998).
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Anticorpos especificos contra uma variedade de antigenos desta bactéria
podem ser encontrados no sangue. Porém, estes ndo conferem protecdo e nem evitam
uma nova infeccdo do hospedeiro por essa bactéria (FRIEDMAN & PETERSON,
1998).

A presenga de estruturas bacterianas capazes de mimetizar estruturas do
hospedeiro conferindo protecdo 4 ag¢do da resposta imune ¢ um ponto crucial nos
mecanismos de escape bacterianos. A bactéria pode induzir a produgdo de anticorpos que
reconhecem antigenos presentes na mucosa gastrica normal do proprio hospedeiro.
Estudos demonstraram que o LPS da bactéria contém antigenos Le* e LeY de grupos
sangiliineos. Estas evidéncias indicam uma provavel correlacdo entre o reconhecimento
destes antigenos pelo sistema imune do hospedeiro e a indugdo de gastrite pela bactéria.
A figura 8 mostra um esquema da infecc@o e mecanismos de resposta imunologica contra

H. pylori (TELFORD et al., 1997).
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Figura 5- Indugio de inflamagéo e lesdo da mucosa gastrica pela H.pylori
FONTE: Telford et al., 1997.

2.3.  Aspectos epidemiologicos da Helicobacter pylori

2.3.1. Transmissao

Embora mais da metade da populacdo mundial estejam contaminados
pelo H. pylori, os mecanismos de transmissdo dessa bactéria ndo estdo completamente
definidos (COVACCI et al, 1999; DUNN et al, 1997).

A quantidade infectante para se adquirir naturalmente a infec¢do por H.

pylori ainda é desconhecida. Marshall em 1985 na Australia, descreveu a infec¢do apos
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a ingestdo voluntaria de cultura pura contendo dez organismos. Morris e Nicholson em
1987 empregaram dose de 3x10° deste microorganismo, durante ingestdo voluntaria,
sendo hoje dita como dose minima relacionada a infec¢do em adultos, no entanto
observagdes feitas apos procedimento endoscopico sugerem que a dose de
microorganismos capaz de estabelecer a infec¢do ¢ muito menor.

A respeito do reservatorio ambiental da H. pylori, o homem ¢
praticamente o unico reservatorio animal bem definido, entretanto relatos recentes
defendem a possibilidade de que os gatos domésticos sejam hospedeiros naturais da
bactéria (FOX et al., 1995).

VAIRA et al.,, em 1988, relataram que funcionarios envolvidos no abate
de porcos t€ém um niimero maior de anticorpos para o H. pylori do que os que trabalham
em escritorios, e sugerem que os porcos poderiam ser fonte de infeccdo desta bactéria.
Em contraste, GOODWIN ef al/ (1988) acham que estes resultados podem ocorrer
devido a rea¢do cruzada entre H.pylori e Campylobacter jejuni, tais dados foram
confirmados pelo estudo de ROCHA et al., em 1992 cujos resultados ndo evidenciaram
diferenga significante na prevaléncia de H. pylori entre os abatedores (65,6%) e os
doadores de sangue (61,8%), como também entre os abatedores e as pessoas que ndo
tinham contato direto com os animais (65%). Além do mais, o H. pylori nao foi isolado
da mucosa gastrica dos 200 porcos estudados, nem foram detectados anticorpos anti-H.
pylori. Com estes dados, conclui-se que os porcos ndo sdo fonte de infec¢do deste
microorganismo.

O mecanismo exato da transmissao do H. pylori é desconhecido, o unico
fato universalmente aceito ¢ de que a bactéria s6 consegue alcangar a mucosa gastrica

pela boca, pois se trata de um microorganismo ndo invasivo sendo que o local de
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colonizagdo e estabelecimento bacteriano € o estomago (DUNN ez al., 1997), com base
neste fato, uma das maiores questdes a se esclarecer ¢ como a bactéria H. pylori passa
do estdbmago de uma pessoa para o de outra, as altas taxas de prevaléncia em individuos
que vivem em condi¢des de aglomeracdo humana sugerem que a transmissao pessoa-
pessoa seja uma importante via na transmissdo do agente (KODAIRA et al., 2002),
resultando em duas rotas basicas possiveis e aceitas nos meios de transmissdo, de que a
bactéria passaria do estdmago para a boca transitoriamente ou permanentemente,

sugerindo uma transmissao oral-oral, e/ou ¢ excretada nas fezes.

>Transmissdo por via oral-oral: A cavidade bucal tem sido proposta como
reservatorio da infecgdo e reinfeccdo pela H. pylori, pois a regurgitacdo do suco gastrico
pode contaminar a boca, predispondo a colonizagdo por essa bactéria por tempo nao
determinado. Na literatura varios estudos sugerem importante participacdo da via oral-
oral na transmissao.

Estudos realizados na Colombia, China e Gambia detectaram maior
freqiiéncia da infec¢do entre individuos que se alimentam no mesmo recipiente e que
utilizam as médos na alimentagio, favorecendo a transmissdo. Na Africa o ato da pré-
mastigacdo ¢ de soprar os alimentos, realizado pelas maes, representa um significativo
papel na transmissdao (KODAIRA et al., 2002).

Recentes relatos de isolamento da H. pylori em biofilme dental e saliva
proporcionam apoio indireto para transmissao oral-oral. O microorganismo no biofilme
dental ¢ muito freqiiente em criangas e em adultos saudaveis indianos (MOURA et al.,
2004) e ndo ¢ raro em pacientes com dispepsia nos paises desenvolvidos. Nguyen et al e

Mapstone et al (1993) na India, mostraram a presenca da H. pylori na placa dentaria em
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100% (40/40) dos voluntarios saudaveis através do CLO teste, esfregaco e cultura.
Desai et al., (1991), em Bombay, detectaram a bactéria, através do CLO teste no
biofilme dental, corpo gastrico e mucosa antral em 98%, 70 % e 67% respectivamente
dos 43 pacientes com dispepsia, 20% dos individuos possuiam H. pylori no biofilme
dental ¢ na mucosa gastrica, estes foram tratados com Terapia triplice (Bismuto,
Tinidazol e Amoxicilina ou Doxiciclina) administrada por 15 dias a 24 pacientes, o que
eliminou o microorganismo da mucosa gastrica de todos eles e em nenhum caso da
placa dentaria. Com estes dados, concluiram que o biofileme dental ¢ um reservatorio

importante e permanente da bactéria, ja que o mesmo nao responde a terapia sist€mica

(PYTKO-POLONCZYK et al., 1996).

= Transmissdo por via fecal-oral: O conceito de que a H. pylori é transmitido por via
fecal-oral ¢ aceito por muitos pesquisadores. Este tipo de transmissdo ¢ defendido pelos
relatos de Thomas et al., (1992) que isolaram o microorganismo em fezes diarréicas de
9 das 23 criangas gambianas infectadas, com idade média de 13,8 meses e por Kelly et
al (1994) que descreveram na Inglaterra o isolamento da bactéria nas fezes de 25
pacientes adultos dispépticos infectados. Apesar da constatagdo de que a H. pylori pode
ser eliminada nas fezes, ndo se conhece o mecanismo exato de transmissdo do agente
por essa via, embora se saiba que a nivel populacional, a disseminagdo de doencas
infecciosas pela dgua baseia-se em sua contaminacao por fezes.

Klein et al., (1991) relataram que a prevaléncia da infeccdao pela H.
pylori em 407 criancas peruanas saudaveis teve uma associacdo direta com a fonte de
suprimento de agua, independentemente da classe social. Isto indica que o suprimento

de agua pode ser a fonte de infeccdo da Helicobacter pylori, principalmente nos paises
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em desenvolvimento.

-2 Transmissdo iatrogénica: Este tipo de infeccdo pelo H. pylori tem sido
documentada, a alta prevaléncia da infec¢do entre os endoscopistas, particularmente
aqueles sem o habito de usar luvas, sugere que a infec¢do pela bactéria pode ser
transmitida por instrumentos contaminados com secre¢des gastricas, sobretudo quando
a lavagem do equipamento ¢ manual (em torno de 1 a 3% dos casos) (GRAHAM et
al.,1988a; LANGENBERG et al., 1990).

Este possivel meio de transmiss@o pode ser responsavel pela reinfecgdo
por ocasido de um novo exame, Coelho et a/ (1995) estudaram 228 pacientes em que a
bactéria foi erradicada, num periodo de 8 a 48 meses e observaram um indice de
reinfec¢do de 42,6% quando o método usado para o diagnostico baseou-se em
endoscopia e teste respiratorio, em contraste com 27,1% quando o teste respiratorio foi
usado isoladamente, reforgando a hipotese de que o endoscopio e as pingas podem ser
fonte de infeccdo.

Os primeiros estudos epidemiologicos a respeito da infecgdo por esta
bactéria comegaram a surgir na literatura em 1986, os estudos iniciais foram realizados
em adultos, mas evidéncias sugerem que essa infec¢do ¢ adquirida na infancia.

Admitindo-se que a infincia ¢ a fase em que se contrai a infeccdo e, a
menos que tratada pode permanecer por décadas e por toda a vida do individuo. Esses
dados sdo de grande relevancia, ja que evidéncias sugerem que o tempo de duracdo da
infeccdo esta diretamente relacionado ao desenvolvimento de patologias
gastrointerstinais (AL-MOAGEL et al., 1990).

A infec¢do por este microorganismo ¢ considerada como a segunda
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infecgdo bacteriana mais comum do mundo, perdendo somente para a infec¢do de carie
dentaria por Streptococcus mutans, provocando grande desconforto em milhares de
pessoas e leva a morte pelo menos 1 milhdo de individuos anualmente, dada a sua
abrangéncia, fatos que tem sido subestimados pelas autoridades de saude publica e por

especialistas em doencas infecciosas (TELFORD et al., 1997).

2.3.2. Prevaléncia

A infeccdo é considerada mundial e a prevaléncia da bactéria varia de
acordo com a area geografica, sendo significativamente maior em paises em
desenvolvimento do que em paises desenvolvidos, ocorrendo em cerca de 40% da
populacdo nos paises desenvolvidos e em 70% nos paises em desenvolvimento (CAVE

& HOFFMAN, 1996) (Figura 6).

Figura 6- Prevaléncia mundial da infec¢do por H. pylori
FONTE: http:// www.helico.com.br
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Quanto a distribuigdo geografica, observa-se que a infeccdo por H. pylori
¢ menos prevalente em paises desenvolvidos do que em desenvolvimento, provavelmente
devido ao baixo nivel socioeconomico, onde a transmissdo do microorganismo pode ser
facilitada pelas precarias condi¢des de higiene, aglomerados urbanos e por contato mais
intimo entre as crian¢as ¢ os adultos, aumentando o risco da contaminagdo infantil
(COVACCi et al.,1999) (DUNN et al., 1997) (KODAIRA et al., 2002) (Tabelas 3 ¢ 4).

Estudos realizados no Brasil demonstram que a prevaléncia varia
dependendo da regido, na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, observou-se que a
infec¢do ocorre precocemente com uma taxa de prevaléncia de 34,1%. Nos individuos
adultos, a prevaléncia observada foi entre 65 e 85% (OLIVEIRA et al, 1994). Na
cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, foi encontrada uma prevaléncia de 24,86%
em pacientes pediatricos do Hospital de Clinicas da cidade (SOUSA et al., 2001). Estas
prevaléncias, entretanto, sdo baixas quando comparadas a dados de outras cidades,
como a prevaléncia encontrada em criangas em Belém do Pard, em torno de 80%
(GUIMARAES, 1999, 2003) ja em adultos, no mesmo estado, verificou-se que
pacientes que apresentavam distirbios gastricos demonstraram uma prevaléncia entre
64% a 74% (SAGICA, 2000; AGUIAR, 2001) e de 82% em individuos com diagndstico
de tlcera gastrica (MARTINS, 2001).

A respeito do perfil da infeccdo, nos paises em desenvolvimento a
prevaléncia da infec¢do ¢ mais alta em todas as faixas etarias quando compara com os
paises desenvolvidos (KODAIRA et al., 2002).

A recorréncia da H. pylori também ¢ mais freqiiente em populagdes de
baixo nivel socio-econdmico e precarias condicdes de higiene e de habitagdo. Varios

relatos apresentam amplas variagdes nas taxas de reinfec¢do, mesmo apos erradicacdo
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bem sucedida pois embora intensa a resposta imunolégica gerada durante a infeccdo
por Helicobacter pylori ndo confere protecdo a infeccdes subseqiientes. A recorréncia
do H. pylori ¢ motivo de debate. Nao esta claro se a re-colonizagdo do organismo reflete
o reaparecimento da infecgdo original ndo totalmente eliminada (recrudescéncia) ou se
indica uma verdadeira reinfeccdo com a mesma cepa ou com outra diferente (BELL et
al., 1993).

Muitos estudos tém relatado taxas de recorréncia do H. pylori nos
primeiros 12 meses, principalmente aqueles em que os periodos de seguimento sdo
relativamente curtos e representam provavelmente uma pseudo-erradicacdo com
recrudescéncia da infec¢do original, que ¢ indetectavel em 4 semanas do término do
tratamento (BELL et al., 1993, PATCHETT et al., 1992; MARSHALL et al., 1988).

Em paises em desenvolvimento as taxas de re-infeccdo pos erradicacdo
sdo freqlientes (em aproximadamente 50% dos casos), atingindo 100% dos casos ao ano,
entretanto nos paises desenvolvidos esta taxa varia entre 0,6% a 4,7% ao ano

(KODAIRA et al., 2002).

2.3.3. Fatores de risco

Quanto aos fatores de risco que influenciam a prevaléncia e a
transmissdo de Helicobacter pylori, SIQUEIRA (2007), relatam que a presenca desta
bactéria esta associada a baixa condi¢do econdmica, maior densidade de moradia, baixo
nivel educacional, baixas condi¢gdes de saneamento basico e fatores dietéticos.

Fatores intrinsecos, como idade, sexo e etnia, fatores ambientais e
contextuais ligados ao nivel socioecondmico, sdo tidos como sendo de risco para a

aquisicdo da infecgdo pelo H. pylori. (TORRES et al., 2000; KODAIRA et al., 2002).
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A infec¢do bacteriana pode ser adquirida em qualquer faixa etaria, porém
estudos epidemiologicos indicam que a infancia, particularmente nos cinco primeiros
anos, constitui o periodo de idade de maior aquisi¢do da bactéria H. pylori, e que a taxa
de prevaléncia aumenta progressivamente com a idade. Quanto ao sexo, ambos sdao
infectados igualmente (TORRES et al.,, 2000).

Estudos epidemioldgicos demonstraram que a prevaléncia da infecgdo
difere significamente entre os subgrupos populacionais que habitam uma mesma area.
Grahan & Malaty (1991), realizaram estudos na &area metropolitana dos EUA,
envolvendo individuos assintomaticos de etnias negra, branca e hispanica, encontrando
menor prevaléncia do microorganismo em individuos de etnia branca e expressiva
relagdo inversa entre o baixo nivel socioecondmico na infincia e a presenca de infecgao.

Em populagdes pediatricas, varios estudos relatam menor prevaléncia da
infeccdo por H. pylori em caucasianos. Embora dados na literatura citem diferencas
estatisticamente significativas relacionadas a prevaléncia da infec¢do e etnias, mesmo
apos ajuste das variaveis com sexo, idade e condi¢des socioecondmicas, ndo se conhece
a razdo exata deste fenomeno, podendo estar associado a fatores socioeconomicos,
ambientais e¢/ou predisposicdo genética (KODAIRA et al., 2002).

Dentre os fatores ambientais relacionados aos adultos, que podem
influenciar e que estariam ligados a uma maior prevaléncia da infeccdo pelo H. pylori,
destaca-se o fumo, o consumo de alcool, a dieta e a exposicdo ocupacional que
influenciariam na aquisi¢do da infec¢do (BROWN, 2000).

Os estudos evidenciam que mas condigdes sanitarias, auséncia de
suprimento de agua e baixo nivel educacional do chefe de familia sdo outros fatores de

risco para a infec¢do. Através da agua contaminada, pessoas podem infectar-se, como
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foi demonstrado em um trabalho no Peru, no qual as criangas, cuja fonte de agua era
municipal, apresentaram uma prevaléncia de infec¢do em torno de 37% (KLEIN et al,
1991).

Com base nos fatores contextuais, os estudos consideram, por
unanimidade, que o maior fator preditivo para infeccdo por H. pylori é a condigdo
socioecondmica durante a infancia. A renda familiar, por razdes obvias, ¢ um excelente
indicador desta condi¢@o, estudos realizados nos EUA demonstraram que a infec¢ao
apresenta relacdo inversa a renda familiar (FIEDOREK et al, 1991), precarias
condicdes de saneamento também estdo associadas a maior taxa de aquisicdo da
infeccao (OLMOS et al., 2000).

Em relacdo a coabitacdo, fatores como o nuimero de habitantes por
comodo da casa e o tipo de unidade familiar, sdo ressaltados como variaveis associadas
a prevaléncia da infec¢do. Alguns estudos demonstraram concordancia de tipos
moleculares de cepas da bactéria entre os individuos da mesma familia indicando que a
transmissdo pode ocorrer entre estes membros. A presenca de infec¢do nos pais,
especialmente nas maes, ¢ um importante fator na prevaléncia da H. pylori em seus
filhos (DRUMM et al., 1990). Confirmando assim, o alto risco de infec¢do em pessoas
que vivem agrupadas em conglomerados humanos, familiares ou institucionais, tais
como asilos, creches, escolas e populagdes de militares em combate (BROWN, 2000,
COVACKCI et al., 1999; DUNN, et al., 1997, KODAIRA et al, 2002, MEGRAUD,
1995; WISLA-DERAMBURE et al., 2000).

O numero de habitantes por moradia/comodo, sobretudo na infancia, é
considerado importante fator para a aquisi¢io da doenga. E possivel que as criangas,

além de serem mais predispostas a adquirir a infeccdo por meio de seus habitos, tenham
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também a facilidade de transmiti-la, tanto para adultos como para outras criangas.

(OLIVEIRA et al., 1994 OLMOS et al., 2000).

2.4. Manifestacdes clinicas na infeccdo por H. pylori

2.4.1. Sintomatologia observadas na infeccio por H. pylori

A infec¢do por Helicobacter pylori ¢ uma infecgdo cronica, de longo
periodo assintomatico e potencialmente grave. Mais de 70% das pessoas infectadas tém
sintomas muito leves, mesmo na auséncia de tratamento. Embora existam controvérsias
entre alguns pesquisadores, em relagdo a sintomatologia observada, em alguns estudos
os sintomas relatados sdo: desconforto, dor epigéstrica, plenitude gastrica, nauseas ou
vomitos. Nos quadros ulcerosos associados a bactéria alguns pacientes apresentam azia,
dor na parte superior do abdomen, usualmente em jejum ou na alta madrugada,
dispepsia e sangramentos.

Embora esta relacao sintomatica & infeccao por H. pylori ndo esteja clara,
pois em individuos assintomaticos, mesmo sendo detectada a presenga do
microorganismo na mucosa gastrica esse quadro sintomatico ndo ¢ observado, alguns
testes foram validados para populagdes com sintomas especificos e seu desempenho sob
diferentes circunstancias ¢ imprevisivel; assim o clinico deve ser cauteloso ao atribuir os

sintomas do paciente a uma concomitancia com H. pylori (BOURKE et al.,1996).

2.4.2. Patologias associadas a infec¢ao por H. pylori
A infec¢do por H. pylori é considerada um dos maiores fatores na
patogénese de varias doencas gastrointestinais, tais como: gastrite cronica, gastrite

atrofica, Ulceras pépticas, carcinoma e linfoma gastrico (COVACCI et al., 1999;
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SUERBAUN & MICHETTI, 2002). Contudo, a maioria dos pacientes infectados
permanecem portadores assintomaticos por toda vida e somente 20% podem evoluir
para uma patologia gastroduodenal mais grave no decorrer da vida (AXON, 1997).

O estdomago ¢ um 6rgdo exocrino e enddcrino que digere os alimentos e
secreta horménios. E uma dilatacdo do tubo digestivo e tem como fungdes principais
continuar a digestdo dos carboidratos iniciados na boca, acrescentar um fluido 4cido aos
alimentos ingeridos e transforma-los, pela a¢do enzimatica e pela contracdo muscular,
numa massa viscosa, o quimo. O estdbmago armazena grandes quantidades de alimento,
até que possam ser acomodadas no duodeno; seu esvaziamento para o intestino delgado
¢ controlado para que o intestino delgado possa trabalhar numa velocidade adequada
para a digestao e absor¢do eficientes.

A superficie interna da mucosa gastrica encontra-se coberta por células
epiteliais colunares, secretoras de muco e fluidos alcalinos, que protegem o epitélio de
danos mecanicos ¢ do HCI. Também se observa a presen¢a de invaginagdes do epitélio
de revestimento para dentro da lamina prépria, formando depressdes microscopicas
chamadas de fossetas gastricas. A mucosa do estomago ¢ constituida essencialmente por
um grande numero de pequenas glandulas, que se abrem no fundo dessas fossetas. As
glandulas do estdmago localizam-se sempre na lamina propria, nunca passando da
muscular da mucosa para ocupar a submucosa (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

As fossetas tém sempre a mesma estrutura em todas as partes do
estobmago, mas as glandulas gastricas possuem diferencas histologicas entre elas e
baseado nessa diferenga o estomago ¢ dividido em trés regides: A regido cardia, as

regides corpo-fundo e a regido pilorica ou antral JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).
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Os conhecimentos sobre os mecanismos patogénicos envolvidos na
associacdo entre o H. pylori e a inflamacao gastrica ainda sdo incompletos. Sabe-se que
todos os individuos infectados pelo microorganismo desenvolveram gastrite aguda,
embora tanto adultos quanto criangas sejam inicialmente assintomaticos a infecgao,
podendo permanecer somente como portadores assintomaticos durante toda a vida. Este
fato esta relacionado, principalmente, a infecgdo por cepas ndo virulentas, ou Tipo II
(RAVEL, 1997).

A fase inicial da infeccdo pelo H. pylori é caracterizada pelo
desenvolvimento de uma gastrite aguda, com aumento transitorio da secrecdo acida e da
resposta inflamatoria, sendo precursora para o desenvolvimento de gastrite cronica
(figura 7) ativa com denso infiltrado celular na mucosa, que com o passar dos anos
tende a decrescer (GISBERT et al, 2000). Contudo, o quadro inflamatério persiste por
varios anos e causam sérios danos a mucosa gastrica, podendo evoluir para patologias
mais graves (BLASSER, 1990; SUERBAUN & MICHETTI, 2002).

A distribuicdo do quadro inflamatorio no estdmago estd diretamente
associada ao desenvolvimento das diferentes patologias gastricas, devido a inflamagao
alterar a funcdo de diversas células gastricas, principalmente das glandulas, tal como
células D, celulas G e parientais, alterando assim a homeostase do acido gastrico
(SUERBAUN & MICHETTI, 2002).

Contudo, quando a gastrite ocorre na regido do corpo gastrico, observa-se
uma diminuicdo na producdo do acido cloridrico, devido a inibicdo das células
enterocromatoficas, produtoras de histamina e das células parientais. Nestes casos ¢

comum a observacdo de destruicdo das glandulas gastricas (gastrite atrofica) e da
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diminui¢do da camada do muco, sendo este ambiente entdo favoravel ao

desenvolvimento de tlcera géstrica ou cancer gastrico.

Figura 7- Fotografia do processo de gastrite cronica na mucosa gastrica
FONTE:_www.hospvit.or.br

A associagdo entre a infec¢do por H. pylori com o desenvolvimento da
ulcera péptica ja esta bem esclarecida. A bactéria estd presente em 90% a 100% dos
pacientes com ulcera duodenal e em 70% a 90% nos com ulcera gastrica (GISBERT et
al., 2000; MARSHALL et al, 1994, MARTINS et al., 2002). A Ulcera péptica
gastroduodenal (Figura 8) ¢ a perda circunscrita de tecido que ocorre nas porgdes do
trato digestivo expostas & secre¢do cloridropéptica, ¢ uma doenca heterogénica, com
multiplos fatores envolvidos na sua génese e uma das doengas cronicas mais comuns em
adultos. Em pediatria, tem-se observado um aumento do numero de casos
diagnosticados em decorréncia da disponibilidade de técnicas endoscopicas seguras para
essa faixa etaria (CARVALHO 2000).

Embora associagdo entre ulcera péptica e H. pylori seja bem
estabelecida, acredita-se que a bactéria seja responsavel por diminuir as defesas da

mucosa gastrica, facilitando o processo ulcerativo (MARTINS ef al., 2002), criangas
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com ulceracdo e colonizadas pelo H. pylori apresentam maiores niveis séricos de
gastrina e de pepsinogénio I, assim como maiores niveis do conteudo da gastrina na
mucosa antral do que as ndo infectadas, estes niveis diminuem apos a erradicacdo do
patégeno (ODERDA et al., 1992). A infeccdo pela bactéria também apresenta niveis
elevados de acidez duodenal, predispondo 4 metaplasia gastrica no duodeno. A hipotese
¢ de que o H. pylori, antes restrito ao estomago, coloniza as areas de metaplasia gastrica
no duodeno, e, como resultado, ocorrerd a duodenite cronica que facilita a retrodifusdo

de ions hidrogénio e subsequentemente a formagdo de ulceragdo (CARVALHO, 2000).

Figura 8- O processo ulcerativo na mucosa duodenal e na mucosa géstrica associado a
bactéria H. pylori
FONTE: www.hospvit.or.br

O desenvolvimento de cancer gastrico raramente ocorre abaixo dos 40
anos, criangas nao desenvolvem cancer gastrico, mas a aquisicdo da H. pylori na
infancia pode levar a um aumento da prevaléncia da atrofia gastrica, que aumentaria o
risco de desenvolver posteriormente adenocarcinoma gastrico (TORRES et al.,2000).

Em 1994, a Agéncia Internacional de Estudos de Cancer, ligada a

Organiza¢do Mundial de Saude, designou a bactéria H. pylori como carcinégeno de
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classe 1. Essa decisdo foi baseada em estudos epidemiologicos que demonstraram uma
prevaléncia mais alta da infeccdo pelo H. pylori entre pacientes com cancer gastrico do
que nos controles (WILLINS et al, 1999). Mas assim como na tlcera péptica, nem todos
os individuos com cancer gastrico estdo infectados pelo H. pylori e nem todos os
individuos infectados desenvolvem cancer gastrico. Portanto, a etiologia do carcinoma
gastrico certamente e multifatorial e a infec¢do pelo H. pylori é apenas um dos varios
fatores que contribuem para o desenvolvimento (WILLINS ef a/, 1999).

O mecanismo exato pelo qual a infeccdo bacteriana pode estimular a
carcinogénese gastrica ndo e conhecido. O fato é que a bactéria altera as condigdes
fisicas e quimicas do muco gastrico, o que pode tornar a mucosa do estbmago menos
resistente aos carcindgenos ambientais e dietéticos. A infeccdo por H. pylori também
diminui a secreg¢do gastrica de acido ascorbico, cujos niveis reduzidos favorecem a
formag@o de N-nitroso carcinogénico.

A bactéria H. pylori também tem sido associada ao linfoma gastrico.
Embora o estdmago normal ndo tenha foliculos linfoides, esses elementos se
desenvolvem em resposta as infecgdes locais pelo H. pylori. Na realidade a maioria dos
linfomas géstricos primarios tem origem no tecido linféide associado as mucosas
(TLAM). Em pacientes com gastrite cronica ativa associada com H. pylori, foi
observada uma grande variedade de foliculos linféides na mucosa géstrica, levando a
hipdtese de que a indugdo da gastrite por H. pylori poderia ser o precursor do linfoma ao
longo do tempo de infeccao (WOTHERSPOON, 1993).

Em criancas, os linfomas (Figura 8) representam apenas 10% de todas as

malignitudes, e apenas 13% destes tumores ndo sdo originados no abddmen. Alguns



38

estudos relatam que em criancas portadoras de linfoma, apds a erradicacio da bactéria o

mesmo regrediu (TORRES ez al., 2000).

Figura 8- Fotografia de Linfoma géstrico na mucosa gastrica infantil
FONTE: www.hospvit.org.br

2.5. Meétodos de Diagnéstico para Helicobacter pylori

Diversos métodos t€m sido utilizados para diagnosticar a presenca de H.
pylori na mucosa gastrica. Estes atualmente sdo divididos em endoscopicos e ndo
endoscopicos, ou ainda invasivos € ndo invasivos, embora nenhum deles seja eficaz o

suficiente a ponto de ser aceito como o padrdo ouro (Tabela 3).


http://www.hospvit.org/
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Tabela 3- Testes de diagnostico utilizados para a deteccao da infecg@o por H. pylori

Testes Nao Invasivos Testes Invasivos
Biopsia Escovado gastrico
Teste Respiratorio Teste da Urease Citologia
Teste Soroldgico Histologia Cultura
PCR em Antigeno Fecal Imunohistoquimica
PCR
Cultura

FONTE: Suerbaun & Michetti,2002.

Os diagnosticos através de testes invasivos incluem cultura, histologia
teste rapido da urease e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), todos necessitam da
coleta de biopsia gastrica, obtida por endoscopia digestiva, um método invasivo, que
apresenta restrigdes em populacdes pediatricas. No entanto como criangas colonizadas
por H. pylori sdo assintomaticas, estes testes que empregam endoscopias nao sdo
indicados.

O uso de métodos ndo endoscopicos permitem a pesquisa da infec¢do por
H. pylori, destacando-se entre os testes ndo invasivos existentes, o teste de respiragdo de
uréia e o teste de pesquisa de antigenos bacterianos nas fezes e como invasivos os de
determinacdo soroldgica de anticorpos especificos para H. pylori, sendo estes os mais

empregados no diagndstico infantil desta infeccao.

> Teste Rapido da Uréase: Este teste baseia-se na forte actividade uredsica, principal

caracteristica bioquimica da bactéria. Ao colocar uma ou varias biopsias em contato
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com o meio contendo uréia e um indicador de pH, se a bactéria se encontrar presente na
biopsia, a uréase produzida vai hidrolizar a uréia do meio com formacdo de gas
carbonico e amonia, alterando o pH do meio. Esta amonia ao alcalinizar o meio conduz
a mudanga de cor, que indica a presenca da bactéria (TORRES et al, 2000). Para
diagnostico do H. pylori na pratica clinica, o teste da uréase ¢ barato, rapido e facil de
realizar, entretanto ndo fornece informagdes sobre a intensidade da inflamacao.

A sensibilidade varia de 89% a 98%, na maioria dos estudos com adultos,
em criangas de 44% a 96,6% e a especificidade oscilou entre 96,8% e 100%. Falso-
positivos podem ocorrer devido a presenca de outros organismos produtores de uréase,
do mesmo modo falso-negativos podem ocorrer quando o paciente esta sendo tratado
com inibidores de bomba de prétons como omeprazol,lanzoprazol ou pantoprazol (LIM

et al., 2004).

=>Histologia: Os exames histologicos sdo realizados apds a endoscopia, a partir de
biopsias gastricas de dois ou mais fragmentos da regido do corpo e antro gastrico, que
sdo corados por Giemsa.

Embora esse tipo de teste seja importante nao apenas no diagnostico do
patdégeno como na avaliagdo das mudangas histopatologicas, alguns autores justificam a
menor freqiiéncia de sua utilizacdo em relagdo a outros, pelo fato da H. pylori ndo se
distribuir uniformemente na mucosa, existindo regides infectadas ao lado de regides
sem a presenga do microorganismo, outro fator relevante e que em populagdes
pediatricas as mudancas ocasionadas pela infeccdo ndo sdo muito dramaticas e a
endoscopia ndo ¢ indicada nesta populagio (MEGRAUD, 1996). A sensibilidade do

método histologico varia de 86,4 a 95% e a especificidade de 96,4 a 99%.
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> Imunohistoquimica: Ao lado dos testes histologicos regulares, este método associa-
se a imunoquimicos e imunoflorescentes. Sendo baseado na detec¢do de antigeno por
um anticorpo (monoclonal ou policlonal) em conjunto com outros processos de
visualizagdo, com métodos de coloragdo. Por exigir o uso de microscopicos
fluorescentes, assim como anticorpos, o sistema se torna caro, sem contribuir para
maiores informagdes aos achados dos métodos comuns de histologia. Portanto ndo sdo
rotineiramente utilizados. Sendo aplicado principalmente em estudos de doengas
neoplasicas infecciosas (THOME et al., 2005).

Uma das vantagens, ¢ que a técnica pode ser particularmente util na
detecgdo das formas cocoides de H. pylori. Porém, até o momento, ndo ha evidéncias

que a deteccao destas formas tenha algum significado clinico.

> Teste com Escovado Gastrico: Caracteriza-se pelo modo como ¢ coletado o material
a partir de um escovado da mucosa gastrica para realizar o preparo de um esfregaco em
lamina. Estudos sugerem que a citologia do esfregago gastrico e uma técnica pouco
divulgada, com maior sensibilidade quando comparado aos métodos que fazem uso de
biopsia para identificar o H. pylori, pois envolve uma maior superficie gastrica, sendo
de facil execug¢do e com resultados em um menor tempo em comparagdo as técnicas

histologicas (OGATA et al., 2001).

> Cultura: ¢é teoricamente o método de referéncia para a detec¢do de H. pylori é o
unico que permite o estudo da susceptibilidade aos antibidticos, além de combinar

caracteristicas bioquimicas e morfologicas na identificagdo bacteriana (RICCI et al.,
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2007). Tecidos obtidos por biopsia gastrica sdo homogeneizados, as amostras sdo
semeadas em pelo menos um meio de cultura seletivo adequado e em seguida incubadas
a 37°C, numa atmosfera de microaerofilia, durante um periodo que pode ir até aos 14
dias, em fun¢@o da viabilidade da bactéria. Quando a cultura € positiva, a identificagdo é
feita de acordo com o aspecto morfolégico das coldnias ¢ com base em caracteristicas
bioquimicas e citomorfologicas por coloracdo Gram. Contudo a cultura ¢ um método
muito dificil de ser realizado e tém varias limitagdes.

Existem varios meios de cultura para H. pylori. Os mais conhecidos sdo
o agar sangue e agar chocolate. A cultura apresenta uma especificidade de 100% e
sensibilidade de 77-92%, e em geral, tem sido utilizado em associagdo com outro
método de diagndstico (BROWN & PEURA, 1993). A cultura bacteriana ¢ dificultada
devido ao H. pylori ser uma bactéria muito adaptada ao seu habitat e de crescimento
lento, sendo assim muito dificil cultiva-la in vitro. O crescimento pode ser afetado por
varios fatores como o numero de bidpsias, o meio, a duragdo e a temperatura do
transporte e o proprio método de cultivo. Sua detec¢do pode ser influenciada também
pelo uso prévio de alguns medicamentos, usados por pacientes em tratamentos de

dispepsia, como o omeprazol, bismuto ou benzocainas (DUNN et al., 1997).

> Teste Respiratério com uréia marcada: O teste respiratorio '*C-uréia, consiste na
coleta de amostras respiratorias pos-ingestao da solucdo de carbono-13-uréia, quando o
H. pylori estiver presente, havera quebra da uréia sendo identificado no teste apenas o
Carbono 13.

Atualmente os métodos respiratdrios sd@o considerados os de escolha,

apos o tratamento da infeccdo pela H. pylori, para verificar a erradicacdo da bactéria,
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pois detectam a atividade da urease de todo o estdmago e ndo requerem endoscopia.
Resultados falsos-negativos podem ocorrer em pacientes que sofreram cirurgia gastrica
e também devido ao rapido esvaziamento gastrico da uréia ingerida, ou ainda, logo apds
o paciente ter recebido antibidticos, sais de bismuto ou bloqueadores da bomba de
préotons. Falso-positivos também sdo possiveis, quando existirem outras bactérias
produtoras de urease no estdmago ou por atividade de urease de bactérias bucais.

A sensibilidade e especificidade dos testes respiratorios para detectar a
bactéria sdo maiores do que 95% em adultos. O teste respiratdrio com C-13 em criancas
pode ser utilizado devendo-se calcular a dose da uréia com C-13 marcado a ser
administrada e lembrar que o valor cutoff'e menor do que o dos adultos (cerca de 3,5%
no lugar dos 5% dos adultos), este teste com criangas foi validado em alguns estudos
(CADRANEL et al., 1998), e foi proposto que a acurdcia em criancas estd
correlacionada a densidade bacteriana gastrica. Devido a esses fatores o teste ndo esta

bem padronizado para o uso nestes pacientes, tento seu uso limitado em criangas.

2 Testes sorologicos: Os testes sorologicos juntamente com o teste respiratorio, sao os
métodos ndo-invasivos mais utilizados no diagnoéstico da infec¢do pela H. pylori. Os
testes sorologicos sdo importantes e muito utilizados em estudos epidemioldgicos
adultos e pediatricos na avaliacdo da taxa de prevaléncia da infeccdo pela bactéria
(ROCHA et al, 2001), principalmente no caso de individuos assintomaticos
identificando anticorpos especificos a infec¢do por esta bactéria no soro, na secrecdo
gastrica, urina, saliva e fezes (WILCOX et al., 1996).

Os testes sorologicos t€ém como principio identificar anticorpos

especificos, com diferentes metodologias empregadas entre elas a imunoflorescéncia
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indireta, hemaglutinacdo, fixagdo do complemento, Imunoblot e ELISA, sendo este
ultimo o mais utilizado por apresentar resultados satisfatorios quanto a sensibilidade e
especificidade da técnica.

Embora o H. pylori ndo seja uma bactéria invasiva, estimula ativamente
o sistema imunitario do hospedeiro pela liberagdo de lipopolissacarideos e de proteinas
imunogénicas. A colonizagdo da mucosa gastrica por H. pylori leva a uma resposta
imune, ¢ ao desenvolvimento de anticorpos da classe IgA, IgM e IgG . A determinagdo
das alteracdes séricas destes anticorpos constitui o método sorolégico (BROEN &
PEURA, 1993).

O teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme-linked immunosorbed assay) é
o método mais comumente utilizado para a determinag@o de anticorpos anti H. pylori no
soro. Com este teste e possivel detectar os anticorpos tipo IgG e IgA assim como obter
resultados quantitativos. Atualmente os melhores testes disponiveis no mercado para a
detecgdo dos anticorpos do tipo IgG apresentam uma sensibilidade e uma especificidade
de 90% e 95% respectivamente, sendo considerado um procedimento ideal para o
diagndstico em criangas e adolescentes, pois ndo se faz necessario submeter os
pacientes a endoscopia para que seja detectada a infec¢do (OLIVEIRA et al., 1994).

Entretanto, os métodos sorologicos ndo devem ser utilizados para
monitorar a erradica¢do bacteriana, visto que a sorologia nao reflete a infec¢do aguda, e
sim a exposicdo a bactéria. Os titulos dos anticorpos anti-H. pylori especificos
diminuem lentamente durante 6 a 12 meses apds a erradicacdo com antibidticos
(BRADEN et al,, 2000). A sorologia negativa correlaciona-se com a cura, porém testes
negativos sdo infreqiientes antes de 2 anos pos-terapia (HUSSON et al, 2000).

Portanto, a identificacdo de anticorpos ndo implica em infeccéo.
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Os testes sorologicos sdao de grande importincia nos estudos
epidemioldgicos, na avaliacdo da taxa de prevaléncia da infec¢do pelo H. pylori,
principalmente no caso de individuos assintomaticos (RAYMOND et al., 2000).

Os fatores que afetam a acurdcia do ELISA sdo a natureza da preparagao
do antigeno de H. pylori, a classe do anticorpo contra o antigeno no soro humano e o
cuttoff selecionado. Sendo este mais alto em adultos do que em criangas. Podem ocorrer
resultados falso-negativos com o método sorologico, uma vez que nao ha um unico
antigeno a qual todos os infectados reagem, ou porque existe enorme heterogeneidade
na resposta imune a infeccdo entre os individuos. Ocorrem falso-positivos, quando o
paciente tiver realizado tratamento de erradicagdo prévia, houver uma imunoglobulina
inespecifica ligada ao anticorpo, houver uma reagdo cruzada com outros anticorpos e
em casos de gastrite atrofica. Os niveis de anticorpos podem permanecer elevados por
anos, ap6és a erradicacdo ou resolugdo da infeccdo, assim, um teste positivo nao
necessariamente significa a existéncia da infeccdo, no momento de sua realizacdo
(PORTORREAL & KAWAKAMI, 2002).

Recentemente foi desenvolvido um novo método ndo invasivo, para o
diagnéstico da infeccdo por H. pylori, que baseia-se na detec¢do imunoenzimatica de
antigenos de H. pylori nas fezes. Alem do carater ndo invasivo, a facilidade e a rapidez
de execucdo constituem vantagens adicionais deste método. A sua precisdo e boa
mesmo em situacdes de avaliacdo pos-terapéutica (RICCI ez al., 2007).

Os testes baseados na deteccdo de antigenos bacterianos nas fezes estdo
sendo considerados ideais para o diagnodstico na infancia (ODERBA et al,, 2001), pois
sdo altamente sensiveis e especificos, em torno de 92 a 95%, possuindo a vantagem de

ser ndo-endoscopico, facil e rapido de operar, e mais econdmico que o teste respiratorio
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de uréia com carbono marcado (BRADEN et al., 2000; TORRES et al., 2000). O HpSA
¢ um teste imunoenzimatico ndo invasivo, de baixo custo, introduzido recentemente
para diagnostico da infeccdo por Helicobacter pylori, e demonstra alta acurdcia no
diagnodstico pré-tratamento e alta especificidade. O teste detecta antigenos anti
Helicobacter pylori nas fezes de pacientes infectados, foi desenvolvido no norte da
América e esta em estudo no Brasil visando sua utilizacdo no controle da erradicacdo
como uma alternativa ao exame de endoscopia digestiva.

Em estudo multicéntrico realizado na Italia, Oderda et a/ em 1992,
utilizaram a pesquisa de antigeno especifico do H. pylori nas fezes com o objetivo de
valida-lo para diagnostico em estudos epidemioldgicos de populagdes infantis. Os
resultados obtidos evidenciaram alta sensibilidade, 98,0%, como também elevada
especificidade e acuracia 99,0%, respectivamente, quando comparado com outros testes
invasivos, urease, histologia e cultura, e a um teste ndo invasivo, o teste respiratorio da
uréia marcada com C13. No Brasil, ZEITUNE et a/ em 2000, apresentaram resultados
preliminares de estudo para validacdo da pesquisa de antigenos fecais como método
diagnodstico numa populacdo pediatrica, concluindo que o teste nas fezes, utilizando
técnica de ELISA, ¢ adequado e confiavel para esta finalidade. Por conseguinte, este
teste apresenta as caracteristicas ideais que o habilitam como ferramenta preferida para

diagnostico da infeccdo por H. pylori, principalmente para estudos epidemiologicos.

=2 PCR: A reagdo em cadeia da polimerase ¢ um método usado para detec¢do de H.
pylori que apresenta altissima sensibilidade e especificidade, permitindo identificar uma

unica copia de DNA do microorganismo no material examinado, podendo ser feito
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diretamente da biopsia gastrica ou duodenal, do suco gastrico, da placa dentaria, da

saliva, da cultura e até mesmo das fezes.

2.6. A Biologia Molecular como ferramenta de diagndstico da

Infeccao por Helicobcater pylori

A utilizagdo de ferramentas de Biologia Molecular para fins de
diagnodstico permite uma identificagdo mais precisa e rapida, com custos reduzidos.

Dentre as ferramentas mais usadas esta a reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

2.6.1. Principios da Reacio em Cadeia da Polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase permite a identificacio de
microorganismos, a partir de seu material genético. Esta ferramenta tem como principio
a producdo em grande quantidade de copias de fragmentos de DNA, obtida a partir de
uma fita de DNA de sequencia conhecida. A polimerase ¢ a enzima que realiza a
multiplicacdo de uma fita molde. A complementariedade entre as bases nitrogenadas
constituintes dos acidos nucleicos e variagdes de temperatura permitem a produgdo in
vitro do processo que ocorre in vivo (apud GOSSEN et al., 2002).

A fim de que a amplificagdo ocorra, inicialmente o DNA ¢ aquecido e
desnaturado a uma temperatura que varia de 94 a 96°C. Os oligonucleotideos
iniciadores sdo posteriormente alinhados em suas seqiiéncias alvo a 30-60°C. A DNA
polimerase a partir de desoxirribonucleotideos trifosfato (dNTPs) adicionados ao
sistema, sintetizam o fragmento de DNA desejado. A repeti¢do destas etapas por 20 a 30
ciclos permite a amplificacdo de um segmento de DNA milhares de vezes (CLAYTON

etal., 1993).
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A PCR pode trabalhar tanto com o0 DNA cromossomal quanto plasmidial.
Aliadas a outras ferramentas moleculares, ¢ possivel tracar o perfil genético de um
organismo a partir de genes conhecidos e Unicos para uma espécie. O perfil pode ser ob
tido por enzimas de restricdo, os quais clivam o DNA em sitios especificos. A analise
em gel de eletroforese do material genético clivado permite a visualizagdo do padrao
obtido. E esse padrdo sera comparado com o banco de dados ja existentes ¢ em

constante atualizacdo.

2.6.2. Deteccio por PCR da H. pylori nas fezes

A Deteccdo do H. pylori utilizando a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) foi introduzida pela primeira vez no inicio de 1990, em amostras de biopsias
obtidas por endoscopia. Devido a sua sensibilidade, o PCR ¢ um dos métodos, de
escolha para avaliar a resposta ao tratamento, principalmente na erradicagdo bacteriana
(CLAYTON et al., 1992).

Ha evidéncias de que a H. pylori é excretada nas fezes de individuos
infectados. Dessa maneira o patogeno pode ser detectado nestas amostras pela técnica
de PCR, e raramente neste caso pela cultura, pois a presenga de um nimero macico de
diversos microorganismos nas fezes pode dificultar o crescimento da H. Pylori. A
presenga da bactéria nas fezes € compativel com a rota de transmissao fecal-oral, pois as
fezes com a presenca deste microorganismo podem vir a contaminar o suprimento de
agua que comumente sera utilizado por uma populagdo, principalmente em regides onde
existam precarias condi¢cdes de saneamento (MAPSTONE et al., 1993; OLIVEIRA et

al., 1994).
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As fezes contém varios materiais, assim como diversos microorganismos,
compostos inorganicos, sais biliares, polissacarideos, fibras vegetais ndo digeridas,
numerosas enzimas degradativas, muco e produtos insoliveis do trato gastrointestinal.
Dessa maneira a facilidade de acesso a estas amostra pode ser conveniente para a
deteccdo do H. pylori, principalmente em criangas, uma vez que constitui um método
ndo invasivo, como a endoscopia e/ou o teste da urease. Além disso, os pacientes podem
realizar a coleta de maneira privativa, em suas casas.

As taxas de sucesso na detec¢do pela PCR variam de 25% a 100%. Esta
variabilidade ¢é provavelmente, devido a degradagdo do H. pylori no trato
gastrointestinal e/ou a presenca de inibidores, tais como polissacarideos complexos,
além de um namero relativamente baixo de bactérias no coélon. O mecanismo pelo qual
a H. pylori viavel pode ser excretado nas fezes ndo ¢ bem compreendido. O fato ¢ de
que a sensibilidade bacteriana a bile, impede o transito viavel através do trato intestinal,
mesmo em associagdo com as fezes (MAPSTONE et al., 1993; FUKUDA et al., 2002).
A provavel explicacdo reside no fato de que durante o transito intestinal, o carreamento
biliar e o ambiente anaerobio, alterariam a morfologia espiral bacteriana para a forma
cocoide, o provavelmente conferiria resisténcia a bactéria. Pois estudos recentes
comprovam que em condi¢des anaerobias a forma cocodide ¢ a mais viavel (CAVE,
1997; COLE et al., 1997, GOODMAN E CORREA, 1995; HULTEN et al., 1998,
KABIR et al., 2001).

Ha diversos protocolos para detectar uma grande variedade de genes de
H. pylori, a selecdo de iniciadores a serem utilizados ¢ muito importante para a obtengdo
de bons resultados. Diferentes marcadores moleculares tém sido utilizados na

identificacdo da bactéria tais como os genes 16S rRNA, Urease 4, B e C,VacA e CagA.



50

A analise do gene 16S rRNA ¢ o mais comum método utilizado para o
estudo molecular da filogenia e a taxonomia de bactérias, incluindo espécies de
Helicobacter (GREISEN, 1992). Para a deteccdo bacteriana por PCR, primers género-
especificos sdo usados para amplificar um segmento de 400-pb do gene 16S rRNA de
espécies de Helicobacter, assim como sdo utilizados fragmentos maiores de 1200pb do
mesmo gene para identificar o antigeno espécie-especifico. Sendo que a sensibilidade da
PCR tradicional para identificar o gene 16S rRNA de Helicobacter é¢ em torno de 103
colonias /ul. (LI et al., 1996; HO et al., 1991).

Apesar da cultura de H. pylori continuar sendo o método de referéncia para o
diagnostico da infecg@o por este micoorganismo, a técnica apresenta inconvenientes que
podem ser ultrapassados pela utilizacdo da PCR, como o longo periodo para a obtencao
dos resultados e as condigdes estreitas de transporte da biopsia gastrica.

Do ponto de vista clinico-epidemiologico, a padronizacdo de um ensaio
copromolecular, que utilize amostras de facil coleta, transporte, armazenamento, assim
como sensivel, especifico e ndo-invasivo para diagnodstico da infec¢do por H. pylori, em
criangas, adolescentes e pacientes assintomaticos ¢ de suprema importancia para
amplificar o limitado entendimento das doengas relacionadas ao H. pylori. Atualmente o
grande desafio no diagnostico desta infeccdo e o desenvolvimento de métodos menos
invasivos, neste sentido a PCR das fezes constitui uma ferramenta crucial para esse
desenvolvimento.

2.7.  Os sistemas sangiiineos ABH e Lewis

2.7.1. A expressao dos grupos sangiiineos ABH e Lewis

Em 1900, Landsteiner descobriu os grupos sanguineos do sistema ABO ¢

classificou os seres humanos de acordo com os antigenos presentes nas membranas das



51

hemacias (A,B ou AB), posteriormente, constatou-se a presenca de anticorpos naturais
presentes nos individuos contra estes antigenos, revelando a existéncia de uma relagdo
inversa entre estes antigenos presentes nas hemacias e os anticorpos no soro do mesmo

individuo (Tabela 4).

Os antigenos ABH aparecem em todos os tecidos, assim como nos
eritrocitos e na maioria das pessoas sdo secretados sobre forma de glicoproteina soltivel
em agua em numerosos fluidos do corpo e sob a forma de glicolipideos soltiveis em
alcool nas hemacias. A capacidade de secretar estas substancias nos fluidos do corpo ¢
determinada pelo gene secretor Se e os individuos que os manifestam sdo considerados
secretores, sendo seus genotipos Se/Se ou Se/se, os individuos que ndo secretam estas
substancias nos fluidos do corpo sdo considerados ndo secretores e seu genotipo ¢ sese

(Tabela 5).

Tabela 4- Distribuicdo de antigenos e anticorpos nas hemacias e no soro dos grupos
sangiiineos do sistema ABO em humanos

Grupos Antigenos Anticorpos
Sangiiineos (hemaécias) (soro)
A A Anti-B
B B Anti-A
AB AeB Nenhum
O Nenhum Anti-A e Anti-B

FONTE: GUIMARAES J., 2012.

Tabela 5- Distribuicdo de antigenos ABH nos secretores e ndo secretores

Grupo : , ~
P Antigenos dos secretores Antigenos dos ndo secretores

sanguineo
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Hemacias Saliva Hemacias Saliva
@) H H H -
A A A A -
B B B B -
AB AeB A,BeH AeB -

FONTE: GUIMARAES J., 2012.

Os antigenos Lewis sdo definidos comumente de Le e Le ° ¢ ao
contrario de outros sistemas sanguineos o sistema Lewis t€m a principio uma explicacao
genética devido as interacdes com o sistema ABH e secretores. Os individuos cujas
hemacias sdo Le (atb-) secretam apenas o antigeno Le a, embora nunca secretam as
substancias ABH na saliva, individuos cujas hemacias sdo Le (a-b+) os secretam sempre
e individuos cujas hemacias sdo Le (a-b-) podem ser classificados como secretores ou
ndo secretores de substincia ABH, dependendo da presenca ou auséncia do gene Se . A
explicacdo € que as substincias Lewis ndo sdo primeiramente antigenos das hemacias,
mas antigenos das secrecdes do corpo e apenas sdo adsorvidos pelas hemacias a partir
do plasma, a presenca ou auséncia dos antigenos Le e Le ® no soro é regulada por um

par de genes alélicos, Le ¢ le, (Tabela 6) (ORIOL, 1994).

Tabela 6— Interagao dos gendtipos Lewis e secretor, no fenotipo Lewis
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Genétipo Genétipo secretor Fenoétipo da hemacia
Lewis
LeLe ou Lele SeSe ou Sese Le(a-b+)
Lele ou Lele Sese Le(atb-)
Lele SeSe, Sese ou sese Le(a-b-)

FONTE: GUIMARAES J., 2012.

2.7.2. A rota biossintética dos antigenos ABH e Lewis

Os antigenos dos grupos sanguineos ABH sdo oligossacarideos que
podem apresentar-se como estruturas simples ligadas a proteinas, sob a forma de
glicoproteinas ou de lipidios, sob a forma de glicolipideos sendo expressos na porcao
terminal das cadeias carboidraticas, formados pela adi¢do seqiiencial de unidades
monossacaridicas a cadeia precursora. O tipo de antigeno esta diretamente relacionado
com a estrutura bioquimica da cadeia, sendo observado em humanos 4 tipos de cadeias,
suas diferencas residem no dissacarideo terminal. Estas alteracdes na estrutura das
cadeias precursoras determinam as especificidades antigénicas que resultam da
constituicdo génica do individuo em relagdo aos loci polimorficos Sese, Hh, Lele e
ABO (HENRY et al., 1995; ORIOL et al.,.1986).

A via biossintética dos antigenos ABH e Lewis ocorrem de maneira
diferente nas hemacias e em células de outros tecidos, devido as diferencas de natureza
bioquimicas e genéticas. Nos individuos secretores, o gene secretor dominante (Se) ¢ a
forma ativa principalmente nos tecidos de origem endodermal, onde ele estimula a
producdo do antigeno H que distribui-se pelas mucosas, enquanto o gene recessivo (se)

¢ incapaz de fazé-lo.
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A sintese da substancia H, que ¢ o substrato do qual as substancias A ¢ B
sdo originadas pela acdo dos genes A e B, estd sob controle de pelo menos dois sistemas
genéticos polimorficos H/h e Se/se. Os genes Se e H dirigem a producdo de distintas o.-
fucosiltransferases, que trabalham em diferentes cadeias precursoras. Nestas cadeias
pela a¢do das enzimas produto dos genes Se e H, um monossacarideo de L-fucose ¢
transferido a galactose terminal, determinando a substancia precursora H a partir da qual
atuam enzimas codificadas pelos genes do 16cus ABO que encontra-se no brago longo
do cromossomo 9 e possui diversos alelos dos quais os mais importantes sdo: 4, B e O.

O gene O apresenta uma sequencia de nucleotideos quase idéntica ao do
gene A4, exceto pela simples delegdo da base guanina na posicdo 261, levando a sintese
de uma enzima inativa incapaz de modificar o antigeno H. Por isso ¢ considerado um
gene silencioso ou amorfo. No fendtipo O, os individuos possuem o gendtipo
homozigoto recessivo para o gene O, neste fendtipo encontra-se o antigeno H em
concentragdes maximas (HENRY et al., 1995).

O gene A4 produz uma oa-N-Acetil Galactosaminiltransferase, que
transporta o agucar N-Acetil Galactosamina para o antigeno H ja formado, originando o
antigeno A.

O gene B produz uma a-D-Galactosiltransferase que transporta uma D-
Galactose para o antigeno H, originando o antigeno B. Desta maneira os fenotipos
eritrocitarios sdo definidos pelo antigeno presente na membrana globular e pelo
anticorpo sérico natural correspondente ao antigeno ausente (SZULMAN, 1980).

Os eritrocitos ndo produzem os antigenos Lewis a e b, que sdo formados
a partir da ligagdo de uma fucose no carbono 4 da NAc-Glucosamina (Glc-Nac). A

substancia precursora predominante nos eritrocitos sdo cadeias do tipo 2, onde o
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carbono 4 ndo esta livre para ligar a L-fucose (Le?), dessa maneira as especificidades
Lewis a e b presentes nas hemacias sdo glicolipidios plasmaticos produzidos por outras
células e adsorvidas a membrana eritrocitaria (HENRY et al., 1995).

No epitélio salivar as células da mucosa produzem cadeias
oligossacaridicas predominantemente do tipo 1, estruturalmente compostas de Galp (1-
3)GIcNAc (Tabela 7). Na cadeia precursora do tipo 1 a enzima o(1/3-4)
fucosiltransferase produzida pelo gene ativo Lewis (Le), acopla uma L-fucose ao
carbono 4 da NAc glucosamina (GlcNAc) produzindo o antigeno Le  (ORIOL, 1994).

O gene secretor Se produz a enzima 2o-L-fucosiltransferase, que liga
outra L -fucose ao carbono 2 da B-Galactose, produzindo um antigeno Le¢ (H tipo 1). A
especificidade definida pelos anticorpos anti-Le® é um efeito de interagdo génica pela
presenga simultanea dos antigenos Le* ¢ H em individuos portadores dos genes Le e Se.
Os antigenos ABO ligam-se ao carbono 3 da B-Galactose pela acdo de duas enzimas
especificas, da mesma maneira que nas hemacias.

Os individuos do grupo O, por ndo expressarem os antigenos A ¢ B,
apresentam os antigenos Le® em maior concentragdo concordante com o fenotipo de
grupo O secretor e Lewis positivo.

Nas hemadcias do grupo fenotipico A e/ou B, o antigeno Le® estd presente
em menor quantidade que o esperado pelo genotipo salivar secretor € do grupo O. Isso
se deve ao fato de que nos individuos A e B, a substancia Le® é transformada em uma
substancia de especificidade ALe® ou BLe® onde a reatividade de Le® é bastante

diminuida (HENRY et al., 1995).



Tabela 7- Determinantes antigénicos resultado da agdo das glicosiltransferases sobre controle dos genes Se e Le
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Genotipo Fenotipo Estruturas Quimicas  Nome dos Antigenos
Saliva Eritrocito Propostas
Secretor Lewis Secretor Lewis Lewis % Tipo | Tipo 2
se/se Le/- - + a+b-c-d- 20 BGal—)B(%}cNAc—)R Le? X
oFuc
Se/- Le/- + + a-bt+c-d- 69 BGal—BGIcNAc—R Le® Y
T T
oFuc oaFuc
se/se le/le - - a-b-c+d- 1 PBGal->BGlcNAc—R Lec I
Se/- le/le + - a-b-c-d+ Led H

9 PBGal->BGIcNAc—R
T

oFuc

FONTE: GUIMARAES J., 2012.
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2.7.3. Associacdo entre a Helicobacter pylori e os antigenos ABH e
Lewis

A idéia de que alguns grupos sanguineos poderiam estar associados a
suscetibilidade ou & resisténcia a determinadas categorias de doencas foi ridicularizada
durante muito tempo, mas no momento numerosos estudos feitos em todo o mundo,
com resultados bastante consistentes, fazem com que seja impossivel duvidar que
determinadas associacdes sejam verdadeiras.

Os antigenos de grupos sangiiineos sdo expressos nas mucinas presentes
em células do epitélio e muco gastrico. Estes histoantigenos de estrutura glicosilada sdo
responsaveis pela expressdo de ligantes fundamentais na interacdo celular e de
determinantes antigénicos associados a patogenos (BOREN et al., 1994).

A relagdo entre os grupos sangiiineos e infec¢des pode ser entendida a
partir dos diferentes fenotipos de grupos sangiiineos. Na presenca de anticorpos naturais
anti-A e anti-B, a disseminag@o dos antigenos A ou B carreados por microbios €
impedida, enquanto que a auséncia ou diminui¢do destes anticorpos facilita a
propagacgao destes patogenos. Por outro lado, certos antigenos na superficie das células
podem ser um pré — requisito para a entrada de alguns microbios e a infec¢do do
organismo (SCHONITZER, 1997).

A primeira prova importante foi dada por Aird em 1953, que observou
um excesso de pessoas do grupo A entre os pacientes com cancer gastrico, observacao
que vem sendo confirmada em repetidos estudos. Uma associagdo ainda maior existe
entre a ulcera péptica e o grupo O. Estudos "in vitro" t€m mostrado que a ligagdo do H.
pylori com a mucosa gastrica tem sido mediada por antigenos de grupos sangiiineos,

especialmente os antigenos Lewis b ¢ H (ILVER et al, 1998). Observa-se que os
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fenotipos de grupos sanguineos O e L(a-b+) expressam uma grande quantidade de
antigenos fucosilados quando comparados com outros grupos, levando a acreditar que
esta diferenga seria um fator predisponente para a aquisi¢io da infecgdo (BOREN e al.,
1994; MATOS et al., 2002).

Os antigenos Lewis b (predominante no grupo secretor) e HI ou Lewis d
(predominante nos grupos sanguineos O), consistem de agucares com terminal fucose
(antigeno H) ou terminal com ramificacdes difucosiladas (Lewis b), ligados @ membrana
esfingolipidica ou protéica da célula, identificadas como estruturas quimicas
responsaveis pela ligacdo do H. pylori a mucosa gastrica (BOREN et al., 1994).

Esses achados vém sendo reforcados pela demonstracdo bioquimica da
ligacdo da adesina BabA do H. pylori com os antigenos de grupos sangiiineos Lewis b e
H1 do hospedeiro (ILVER et al., 1998).

Os individuos dos grupos sanguineos A e/ou B, possuem as
especificidades Lewis b e H substituidos por um terminal Gal Nac e/ou Gal o 1-3, como
residuo adicional de agucar, assim como, o fenotipo Lewis a (Le*) com ramificagdes
monofucosiladas isoladas, estariam livres a propriedades de ligagdo, sugerindo que a
disponibilidade de receptores para a bactéria, pode ser reduzida nos individuos do grupo
A e B, quando comparados com os do grupo sangiiineo O. Esses achados justificariam
as evidéncias epidemiologicas da elevada prevaléncia do grupo sanguineo O entre os
pacientes com ulcera gastrica, quando comparada com individuos sem ulcera, em um
mesmo grupo populacional (BOREN et al., 1994).

Estudos vém sendo realizados com objetivo de prever os rumos da
infeccdo por H. pylori, sua associagdo com doencas, envolvendo fatores como

condi¢cdes socioecondmicas, a transmissibilidade e provavel pré-disposi¢do a infecgdo.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
Determinar a prevaléncia da infeccdo por H. pylori e realizar o
levantamento de variaveis epidemioldgicas e de suscetibilidade relacionados a infecg¢do
bacteriana em comunidades ribeirinhas, e validar um ensaio copromolecular para

diagnostico da infecgao.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1- Determinar a soroprevaléncia da H. pylori, em amostras de populacdes ribeirinhas do
médio Solimoes.
2- Determinar a prevaléncia da infeccdo atual através da deteccdo de antigenos
bacterianos fecais.
3- Tragar o perfil epidemiologico da infeccdo por H. pylori em populagdes ribeirinhas
do médio Solimdes, com relagcdo ao nivel socioecondmico, caracteristicas e aspectos
clinicos ¢ condic¢des habitacionais e de saneamento.
4- Caracterizar os antigenos de grupos sanguinecos ABH e Lewis relacionando com a
sorologia positiva a infec¢ao por H. pylori.
5- Verificar a prevaléncia de enteroparasitoses na populagdo estudada e relaciona-la a
infeccdo por H. pylori.
7- Detectar molecularmente a infeccdo bacteriana em amostras de fezes, validando o
ensaio copromolecular para detec¢do da bactéria H. pylori, através da PCR, com base na

genotipagem dos genes rRNA 16S e Ag.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento do Estudo

O estudo realizado foi do tipo transversal, contemporaneo, analitico e
observacional, em uma amostra de individuos ribeirinhos de Coari, sendo que o fator
em estudo foi & infec¢do por Helicobacter pylori correlacionada com as variaveis tidas

como de risco para aquisi¢do da infecgao.

4.2. Regiao Estudada

4.2.1. O municipio de Coari

Coari ¢ um municipio brasileiro do estado do Amazonas, foi fundado em
1874, sendo a quarta cidade mais rica do norte brasileiro, a cidade esta localizada no
Rio Solimdes entre o lago do Mamia e o Lago de Coari, traz em sua heranga e memoria
a forca dos indios Catuxy, Jurimaus, Passes, Irijus, Jumas, Purus, Uaiupis, Uamanis e
Uaupes. Economicamente era conhecida pela producdo de banana, hoje se destaca pela
producdo de petréleo e gés natural, que ocorre em uma regido denominada de Urucu.
Outro fato importante é a construgdo do gasoduto que ligara sua provincia produtora ao
mercado consumidor localizado em Manaus/AM (IBGE, 2012).

O municipio apresenta como aspectos fisico-geograficos, localiza¢do 40
06°22” latitude sul e 63° 03°21” longitude Oeste de Greenwich, apresenta uma area
territorial de 57.277.90 km? est4 localizado (IBGE, 2012).

A populacio total ¢ de 67.055 habitantes, conforme contagem feita pelo
IBGE em 2007, o que a coloca na posi¢do de quinta maior cidade do Amazonas, com
67% de populacdo urbana e 33% rural, sendo 52, 07% de mulheres e 47, 93% de

homens, com densidade demografica de 2,69 habitantes por km? (IBGE, 2012).
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Figura 9- Mapa mostrando a localizacdo do Estado do Amazonas. Em destaque o
municipio de Coari
FONTE: Google Earth.

O municipio apresenta as seguintes taxas:

- Mortandade infantil até cinco anos de idade: 22,26 a cada mil criangas.
- Taxa de fecundidade: 6,74 filhos por mulher.

- Taxa de alfabetizagdo: 88,63%.

- Indice de desenvolvimento humano (IDH-M): 0,703.

- Indice de desenvolvimento humano renda: 0,846.

- Indice de longevidade: 0,776.

4.3. Tamanho calculado da amostra

4.3.1. Estudo Piloto

A estratégia utilizada, para o calculo do nimero de individuos ribeirinhos
a serem estudados, foi o estabelecimento através de um estudo piloto em uma amostra

aleatoria de conveniéncia realizado na comunidade rural do Itapeua, no municipio de
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Coari, tendo como premissa a prevaléncia da infec¢ao por H. pylori. Este desfecho foi
necessario, pois nao se t€ém dados representativos a cerca das comunidades ribeirinhas
do municipio de Coari, para realizacdo do calculo amostral. Dessa maneira o calculo do
tamanho da amostra foi estabelecido com base na estimativa da média populacional,

tomando a populacdo total do municipio de Coari.

4.3.2. Calculo da Amostra

O tamanho estimado da amostra foi calculado com base na estimativa da
prevaléncia da infec¢do por H. pylori, em uma comunidade rural e na estimativa da
média populacional (p), através da formula de calculo amostral do programa EPI-INFO
(referéncia pegar da tese de base metodologica), versdao 9.0 (1998), para uma estimativa

confiavel da média populacional, conforme demonstrado abaixo:

n= [Za/2*c]?
E
Onde:

n = numero de individuos da amostra.

Za/> = valor critico que corresponde ao grau de confianga desejado.

o = Desvio padrao populacional da variavel estudada.

E = Margem de erro ou ERRO MAXIMO DE ESTIMATIVA. Identifica
a diferenca maxima entre a média amostral (X) e a verdadeira média
populacional.

Assim, uma amostra significativa de pessoas a serem investigadas para o

grupo populacional estudado deveria ter no minimo 200 individuos.
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4.4. Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi submetido, julgado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal do Amazonas, conforme
Certificado de Apresentacio para Apreciagio FEtica (CAAE) sob niimero
0299011500010 (Anexo 1).

Previamente, os individuos adultos, ¢ os pais e/ou responsaveis pelos
individuos menores, que participaram do projeto, foram informados sobre a pesquisa, de
maneira acessivel. Apds o esclarecimento da importancia deste estudo, foi solicitada a
permissdo e consentimento, através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecimento (TCLE), conforme rege a Resolucdo 196/96, do Conselho Nacional de
Saude, sobre aspectos éticos envolvendo a pesquisa com seres humanos, autorizando
suas participacdes nesta pesquisa, possibilitando a coleta de material bioldgico para
analise (Anexo 2 e 3).

As amostras coletadas atualmente estdo sob os cuidados do Laboratorio
de Biologia Molecular de Agentes Infecciosos e Parasitarios do Instituto de Saude &
Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas. Todas as medidas necessarias
foram tomadas tanto para garantir o anonimato dos individuos participantes do projeto,

quanto a relagdo a preservagdao do material coletado e seu uso de maneira ética.

4.5. Populacoes estudadas

Em decorréncia da posicdo geografica das comunidades ribeirinhas do
médio Solimdes, e principalmente as vias de acesso nos periodos de seca, foram
selecionadas comunidades que se localizavam mais proximas a cidade de Coari e com

melhores vias de acesso, dessa maneira as populagdes ribeirinhas estudadas foram as
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residentes nas comunidades de Esperanca I e II, Saubinha, Santa Maria, Sdo José do
Sauba, Sao Francisco, Sdo Raimundo, Nossa Senhora do Livramento e Vila Lira.

O estudo compreendeu uma amostra de 200 individuos, dos quais foram
coletados sangue, saliva e fezes, além da aplicagdo de um questionario epidemiologico
empregado, com questdes dirigidas a sua identificagdo, obtendo dados sobre as
condi¢des socioeconOmicas, higi€nicas, sanitarias e sintomatologia apresentada (Anexo

4).

4.6- Amostras Controle
Para estabelecer parametros correlativos, um grupo controle de
individuos com patologias gastricas, provenientes do servico de Endoscopia do Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto da Universidade Federal do Pard, nos quais foi
detectada a presenca da bactéria H. pylori, através de sorologia e técnicas moleculares,
que utilizaram amostras de biopsias gastricas, foram utilizados como controle positivos
para a detecgdo soroldgica e molecular.
Na validagdo do ensaio copromolecular foi utilizada, como controle a ATCC
(American Type Culture Collection) 43504 de origem do INCQS (Instituto Nacional de

Controle de Qualidade em Saude).

4.7. Critérios de inclusio e exclusio no estudo

Foram incluidos no estudo pacientes

- De maior idade.

- Criangas acima de 1 ano, cujo responsavel concordou e autorizou sua
participagdo e coleta.

- Que apresentaram ou ndo sintomas de alteragdes gastrointestinais.
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- Que ndo estavam fazendo uso de antiinflamatorios nao-esterdides,
antagonistas, inibidores de bomba de protons ou drogas antimicrobianas, ha pelo menos
60 dias anteriores 4 obtengdo do material.

- Nao apresentavam deficiéncia de natureza mental.

- Assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento.

Foram excluidos do estudo

- Adultos e Criangas que apresentaram quadros clinicos graves que
impossibilitou a venopulsao.

- Aqueles que ndo se enquadravam em todas as exigéncias descritas

acima.

4.8. Obtencao das informacdes

O questionario epidemioldgico constou, em sua maioria, de respostas
abertas empregadas na codificacdo dos dados. As varidveis estudadas foram aquelas que
informaram a partir do questiondrio caracteristicas referentes aos responsaveis e as
criangas sobre sua guarda, fatores associados a infeccdo pela H. pylori e dados
socioeconomicos.
% Variaveis comuns aos individuos estudados

Foram variaveis relativas a identificacdo dos individuos, as condi¢des
habitacionais e socio-econdmicas da familia.

1. Idade: Foi considerada a idade verbal referida pelo responsavel, tanto dele como do

menor (es).

1. Ocupagao: Foi verificado o grau de profissionalizacao dos pacientes.
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1II. Escolaridade: o grau de instrugdo foi classificado de acordo com os graus de ensino
cursado. Analfabeto, se ndo freqiientou nem um periodo do sistema de ensino regular
brasileiro e que ndo saibam ler e nem escrever. /° grau incompleto ou completo
dependendo se tivessem concluido ou ndo o periodo de ensino médio. 2° grau
incompleto ou completo dependendo de terem ou ndo concluido do 2° grau. Curso
técnico, caso tenha feito um curso profissionalizante e universitdrio caso tenham neste o
curso completo ou pos-universitario.

1V. Renda familiar: Foi considerado um salario minimo de vigéncia atual no Brasil, no
valor de R$ 540,00. Assim foram observados o total nimero de salarios recebidos pelos
membros da familia mensalmente.

V. Disturbios gastricos: Foi verificado se algum dos participantes e/ou familiares
possuem algum tipo de disturbio gastrico ou outra sintomatologia de importancia no
estudo, a verificacdo foi realizada pelo médico e/ou enfermeiro do projeto.

VI Tratamento da agua consumida: Foi considerada de acordo com tipo de tratamento
realizado na agua para o consumo. Se filtrada, quando houvesse a presenca de um
aparelho que filtrasse a 4gua para o consumo. Se fervida, caso tenha sido colocada ao
menos por 10 minutos em ebuli¢do. Se coada, caso tenha sido utilizado um tecido para
coar a agua antes do consumo, mineral caso provenha da compra de garrafoes de agua
mineral e/ou sem tratamento caso nenhum dos procedimentos acima tenham sido
realizados.

VIII. Fonte de dgua: Foi considerada a procedéncia da agua. Encanada caso houvesse
encanamento publico geral, Po¢o caso a procedéncia ndo fosse via encanamento, Rio
caso o consumo fosse direto ou houvesse alguma estrutura que traga a agua do rio até a

casa, € outros quando ndo tenha sido classificada nas possibilidades anteriores.
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IX. Tipo de local para despejos de dejetos: Foi classificado de acordo com o tipo de
fossa. Se pertencente a rede geral de esgoto classificada de sanitdria, e negra caso fosse
um tipo de fossa rudimentar ou aberta.

X. Saneamento foi considerado adequado quando houve presenga de agua encanada,
rede de esgoto presente na rua e a residéncia estivesse ligada a ela e houvesse a
presenga de uma fossa sanitaria e inadequado na auséncia de pelo menos uma destas
variaveis.

XI. Exames Complementares: Foi um levantamento junto aos pacientes, para
verificarmos se estes realizaram algum tipo de exame de material Bioldgico, antes do
momento da pesquisa.

XII. Uso de antimicrobianos: os responsdveis serdo interrogados para saber se as
criangas usaram algum antimicrobiano nos ultimos 60 dias antes da coleta, que pudesse
interferir nos testes, ou ainda se realizaram ou estavam realizando algum tratamento

para a sintomatologia apresentada

4.9. Coleta e tratamento das amostras

As amostras de material bioldgico foram coletadas e armazenadas de
acordo com processos ja estabelecidos pelo Laboratério de Biologia Molecular de
Agentes Infecciosos e Parasitarios/ISB/UFAM, Laboratorio de
Imunogenetica/ICB/UFPA e de acordo com as normas de biosseguranca determinadas
pelo Ministério da Saude.

I. Saliva: a coleta de amostras de saliva ndo apresentaram caracteristicas
invasivas ou dolorosas para os pacientes, estes receberam chumacos de algoddo para

serem umedecidos com saliva. Logo apds o chumago de algoddo foi recolhido e
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acondicionado em frasco estéril, devidamente identificado. As amostras, apds a coleta,
foram imediatamente acondicionadas em recipiente sob refrigeracdo, e transportadas
para congelamento a -20°C no laboratorio. Antes do uso, as amostras foram
descongeladas e extraidas dos chumacos para posteriores testes.

Estas amostras foram utilizadas para verificacdo do estado secretor das substancias de
grupos sanguineos ABH, que s6 podem ser verificados nos fluidos corporais.

II. Sangue: foi coletado através de puncdo venosa periférica
aproximadamente 3 mL de sangue de paciente, utilizando-se material estéril descartavel,
de uso individual. O sangue foi armazenado imediatamente em um recipiente estéril,
devidamente identificado contendo heparina e/ou EDTA como anticoagulante. Estas
amostras foram acondicionadas em recipiente refrigerado para o transporte. O sangue
total, foi centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos e o soro foi separado e estocado a
- 20 °C, nao foram utilizados soros hemoliticos, lipémicos, ou ictéricos. As hemacias
foram mantidas a 4° para serem testadas e o restante das hemacias foram conservados
em solucdo de glicerol (glicerolizacdo de hemécias) e armazenado a - 20 °C.

III. Fezes: As amostras foram recolhidas pelos proprios individuos, o
responsavel pelo projeto explicou que a evacuacdo deveria ser feita em um recipiente
limpo e seco e que parte das fezes deveria ser transferida para tubos coletores universais
devidamente identificados, que foram cedidos pela equipe do projeto. Os recipientes
para coleta das fezes foram entregues nos respectivos domicilios. As amostras foram
acondicionadas em recipientes refrigerados para o transporte, e destinadas a testes
parasitologicos, e de deteccdo molecular da bactéria H. pylori. Para as técnicas de
detecgdo parasitaria as amostras foram testadas a fresco, sendo o restante congelado

para extragdo de DNA.
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4.10. Descricao das técnicas laboratoriais

4.10.1 Técnicas para identificacio de infeccao por H. pylori

4.10.1.1. Deteccao sorologica de anticorpos do tipo IgG anti-H. pylori
especificos

As amostras de plasma foram testadas para anticorpos sist€émicos do tipo

IgG anti-H. pylori especificos através de um ensaio imunoenzimatico, usando o Kit

RIDASCREEN Helicobacter 1gG (R-Biopharm AG, Alemanha). O teste tem carater

qualitativo, ou seja, classifica os individuos como positivos ou negativos de acordo com

as instrugcdes de uso recomendadas pelo fabricante. A especificidade e a sensibilidade,

de acordo com a informagdo do fabricante, atingem niveis de 98%. A técnica foi

executada como segue:

1-

Remover da embalagem a placa de Microtitulagdo/ELISA e os reagentes
do Kit e deixa-los em temperatura ambiente, no momento do uso.

Diluir a 1:10 o tampao de lavagem SERO WP com éagua destilada.

Diluir 1:50 a amostra do soro com o Tampao de amostra SEROPP.

Deixar o primeiro pogo da placa vazio.

Pipetar no segundo poco da placa 100ul do controle Padrdo IgG positivo
ou amostra, que vem no kit.

Pipetar no terceiro poco da placa 100ul do controle Padrao IgG negativo
ou amostra, que vem no kit.

Pipetar 100 pl das amostras nos pogos seguintes.

Cobrir a placa, incubar em cAmara imida a 37°C, durante trinta minutos.
Esvaziar a placa de microtitulacdo e depois lavar 4 vezes com 300 pl de

tampao de lavagem diluido.
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10- Adicionar 100 pl de conjugado SERO GHD em todas as cavidades da

placa, inclusive na primeira.

11- Cobrir a placa, incubar em cAmara imida a 37°C, durante 30 minutos.

12- Esvaziar a placa de microtitulagdo e depois lavar 4 vezes com 300 pl de

tampao de lavagem diluido.

13- Adicionar 100 pl de conjugado SEROSC em todas as cavidades da placa,

inclusive na primeira.

14- Cobrir a placa, incubar em cAmara tmida a 37°C, durante 30 minutos.

15- Adicionar 100 pl de reagente bloqueador SERO STOP em todas as

cavidades da placa, inclusive na primeira

16- Realizar a leitura com medicdo fotométrica a 450/620 nm.

A leitura da placa de microtitulacdo foi feita em leitor de ELISA,
THERMOPLATE, leitor de microplaca TP-Reader R5232. A analise do resultado foi
feita através da curva padrdo anexa do Kif, com fator de correcdo calculado a partir do
valor médio do controle padrao e seu valor prescrito, indicado na folha de dados anexa,

do Kit.

4.10.1.2. Deteccao de Antigenos Fecais para H. pylori

Em contraste com os ensaios sorologicos que sdo baseados na detecgdo
de anticorpos, e possivel permanéncia positiva por um longo periodo desde que a
infeccdo foi adquirida, o teste rapido de deteccdo de antigenos fecais de H. pylori indica
uma infeccdo ativa da bactéria. O teste ¢ um ensaio imunocromatografico de triagem
para a deteccdo de antigenos da bactéria nas fezes, utilizando de anticorpos policlonais

anti-H. pylori, que se ligam a bactéria caso esta esteja presente na amostra.
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As amostras fecais para deteccdo ativa da bactéria H. pylori, foram
testadas através de um ensaio imunoenzimatico, usando o Kit MKBIO H. pylori (MK
BIO GMBH, DIMA, Alemanha). O teste caracteriza-se como um método nao invasivo,
qualitativo, altamente sensivel e especifico, com niveis que atingem 96,9%. Os
individuos sdo classificados como positivos ou negativos de acordo com as instrugdes
de uso recomendadas pelo fabricante. Como segue:

1- Remover os cartdes da embalagem no momento de usar e identificar

(os cartdes devem ser mantidos na posi¢do horizontal durante o
ensaio).

2- Com o auxilio de um palito aplicador de madeira sera transferida uma
pequena por¢do da amostra homogeneizada ao tubo coletor com
diluente do kit padrao.

3- Agitar o tubo coletor para assegurar uma boa homogeneizagao.

4- Quebrar a extremidade do tubo para uma rapida remogao, utilizando
um pedago de papel toalha.

5- Segurar o tubo coletor verticalmente e despejar 2-3 gotas da solugéo
no pogo da amostra no cartdo do teste.

6- Esperar 10 minutos e realizar a leitura.

Os resultados foram interpretados como positivo e negativo, em fungdo

do aparecimento ou ndo de uma linha colorida na regido controle do teste.

4.11. Técnicas de identificacio de grupos sanguineos ABO e Lewis
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Nos eritrocitos, os fendtipos ABO e Lewis serdo identificados pelos
testes de Hemaglutinagdo e Dot-Blot-ELISA.

Na saliva, foi utilizado somente o teste Dot-blot-ELISA. Foram
empregados anticorpos monoclonais com as seguintes especificidades: anti-A, anti-B,

anti-Le? e anti-Le® ¢ anti-H (Fresenius Diagnostics).

4.11.1. Hemaglutinacao

E uma reagdio de aglutinagdo entre os antigenos que estio na superficie
das hemacias e anticorpos especificos, que agregam-se formando grumos de células
visiveis a olho nu. O teste foi feito misturando em tubos Griffith, um volume de 20uL
de suspensdao de hemdcias a 3%, com igual volume de cada solu¢do de anticorpos
especificos, com diluigdo 1:16, para cada antigeno a ser detectado, A, B, H, Le?, Leb. As
amostras foram incubadas por 45 minutos a temperatura ambiente, centrifugadas a

1000rpm por 5 segundos e lidos os resultados.

4.11.2. Dot-Blot-ELISA
No soro e/ou saliva, a caracterizagdo das referidas especificidades ABH e
Lewis foram feitas baseada na técnica de Dot-Blot-ELISA, modificada de Pflug et al,,
(1989), como segue:
1- Com uma micropipeta, um volume de SuL do material a ser testado,
foram aplicados em 5 pedacos de uma membrana de nitrocelulose,
com dimensdo aproximada de 4x7 cm, e deixou-se secar por 30

minutos a 37°C.
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2- As éareas livres da membrana de nitrocelulose foram bloqueadas com
um tampao bloqueador (0,01M Tris-HCI Salina, pH 7.4; 1% Triton X-
100; 3% BSA) por 45 minutos a temperatura ambiente e com agitag¢ao
mecanica.

3- Cada pedago da membrana de nitrocelulose foi incubada com tampao
bloqueador, usando como diluente de uma solugdo contendo o
anticorpo secundario (anti-IgM de rato) conjugado a enzima fosfatase
alcalina, na dilui¢do de 1/1000 mL, mais o anticorpo primario, um
monoclonal com especificidade e dilui¢do apropriada (anti-A 1/50
mL; anti-B 1/100 mL; anti-H 1/10 mL; anti-Le? 1/1000 mL e anti-Le®
1/2000 mL).

Observacdo: Esta incubagdo foi em uma placa de vidro coberta com uma pelicula
plastica durante 45 minutos em camara umida, a temperatura ambiente).

4- Os pedagos da membrana de nitrocelulose foram lavados 6 vezes,
sendo 4 lavagens com o tampao de lavagem Tris-Triton (0,01M
Tris-HCI1 Salina pH 7.4; 0,05% Triton X-100) e 2 vezes com o
tampao Tris Salina (0,01M Tris-HC] Salina pH 7.4) durante 5
minutos cada aplicando agitacdo mecanica para remover o anticorpo
excedente.

5- As membranas foram incubadas em um tampao substrato (25 mL
0,25M Glicina/NaOH pH 10.4; 500uL 0,1M MgClz; 500ul 0,1M
ZnCl;) mais 100pL da solugdo substrato (50 mg 5-bromo-4-cloro-3-
indolylphosphate dissolvido em 1mL de dimethylformamide) a 37°C

durante aproximadamente 15 minutos até a visualizagcdo de pontos
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azuis brilhantes no local da reagdo antigeno-anticorpo,
posteriormente as membranas serdo lavadas em agua corrente e secas

a temperatura ambiente para serem analisadas.

4.12. Deteccao Parasitaria de Helmintos e/ou Protozoarios

Nas amostras fecais foram realizados testes para detectar a presenga de
ovos de helmintos e cistos ou oocistos de protozoarios, o0 método utilizado foi a técnica
de sedimentacdo espontinea segundo LUTZ 1919, HOFFMANN, PONS E JANER

1934. Como segue:

1- Foram colocados cerca de 5g de fezes, coletadas de varias partes
do bolo fecal, em copo descartavel de 300 mL. Foi completado o

volume de 50 a 60 mL de agua destilada e misturou-se

vigorosamente.
2- Preparou- se uma suspensao juntando 100 mL de dgua destilada.
3- Essa suspensdo foi filtrada através de gaze dobrado 4 vezes,

recolhendo-a em calice de sedimenta¢do de capacidade de 250

mL.

4- Adicionou-se dgua destilada, até completar aproximadamente %
do volume do célice conico. Deixou- se a suspensdo em repouso

no periodo de 12 horas.
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5- O sobrenadante foi desprezado, e com auxilio de um canudo
plastico, foi coletada uma pequena por¢do do sedimento na

camada inferior, e depositado sobre uma lamina de vidro.

6- Com auxilio de uma pipeta Paster de 1 mL foi adicionada uma
gota de lugol, coberta com uma laminula e em seguida foi

analisado.

7- A anélise foi ao microscopio, para detectar a presenca de ovos,

larvas e cistos ou 0ocistos.

Observacao: De cada amostra foram confeccionadas 5 ldminas, para leitura

microscopica.

Considerou-se positivo o encontro de qualquer estrutura parasitaria,
independente da quantidade, que foram anotados nos mapas de trabalho previamente

preenchidos no inicio das atividades.

4.13. Deteccao Molecular de DNA bacteriano
Além da detec¢do de anticorpos e antigenos para H. pylori, também
foram aplicadas técnicas de biologia molecular, nas amostras fecais, para confirmar o

diagnostico da infecgdo, por deteccdo direta do DNA bacteriano.

4.13.1. Extracao de DNA bacteriano
O DNA bacteriano foi extraido utilizando o QIAamp DNA mini Kit
(QIAGEN, ALEMANHA), a técnica foi ajustada para extracdo de DNA de amostras

fecais. Como segue:
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1- Separar as amostras fecais e deixar a temperatura ambiente por 10
minutos

2- Pesar uma aliquota de 0,5 gramas, que devera ser acondicionada em
tubos Falcon.

3- Acrescentar ao tubo Falcon 1,5 mL de tampao PBS e Homogeneizar.

4- Agitar manualmente e depois rapidamente no Vortex, e em seguida
colocar por 15 minutos em agitador horizontal.

5- Centrifugar a 3.000 rpm durante 15 minutos.

6- Retirar 400 pL do sobrenadante, e repassar para um eppendorf
devidamente identificado. Adicionar 20 pL. de PROTEINASE K e 200
uL de Tampio ATL, misturar no vortex, e incubar a 56°C em banho
Maria durante 2 horas.

7- Centrifugar a 3.000 rpm durante 1 minuto.

8- Adicionar 200 pL. de tampdo de lise AL do kit, homogeneizar e

incubar em banho Maria a 70°C, durante 10 minutos.

9- Centrifugar a 8.000 rpm durante 1 minuto.

10- Adiciona 200 pL. de Etanol. Transferir toda a suspensdo para as
colunas de rotacdo do kit, devidamente identificadas.

11- Centrifuga a 8.000 rpm durante 1 minuto, e descarta o fluido inferior
do eppendorf.

12- Acrescenta 500 pL. de tampao de lavagem AWI, centrifugar por 1

minuto a 8.000 rpm, e descarta o fluido inferior do eppendorf.
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13- Acrescenta 500 pL de tampdo de lavagem AW?2, centrifuga por 3
minuto a 14.000 rpm, descarta o fluido inferior do eppendorf e repete
0 processo.

14- Adicionar 200 pL de tampdo AE do kit, e deixa a temperatura
ambiente por 15 minutos, centrifugar a 8.000 rpm por 1 minuto.

15- Descartar a coluna de rotagio, e estocar o DNA a -20°C.

4.13.2. Anailise e quantificacdo de DNA total

As amostras de DNA extraidas foram analisadas através de eletroforese
em gel de agarose a 1%, em tampdo TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 2 mM), e
corados com brometo de editio, com a finalidade de verificar a integridade e a qualidade
da amostra. A visualizagdo foi realizada em um transiluminador ultravioleta e registrada

fotograficamente. O DNA foi estocado a -20°C até sua utilizagdo.

4.13.3. Identificacio molecular da H. pylori

4.13.3.1. Condicdes da reacio em cadeia da polimerase (PCR)

Para detecgdao do DNA bacteriano, foi amplificado por PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) um segmento génico presente em todas as cepas de H. pylori.

Os pares de primers (oligodesoxinucleotideos iniciadores), que foram
usados para caracterizacdo da H. pylori estdo listados na tabela 8. O volume final das
misturas de PCR foi de 25 pL, contendo 10uM de cada primer, 1X PCR tampao, 1,0 mM
de MgCl, 10 mM de cada base nitrogenada, 0,3 unidades de enzima Taq DNA polimerase

platinum (Invitrogen, Brasil), 1uL de DNA e agua estéril.
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Para deteccdo do DNA da bactéria foram utilizados os primers RNAr16S
que amplificam um fragmento génico de 1200bp do género Helicobacter e os primers Pl e
P2, os quais amplificam um fragmento génico de 298 pb que codifica uma proteina
antigénica de 26kDa espécie especifica da H. pylori. Somente os pacientes que
amplificaram para o primers16S rRNA, foram tipificados para P1 e P2.

Para deteccdo das linhagens virulentas da H. pylori, também serdo
realizadas PCRs, para confirmar o diagnéstico da infeccdo por cepas tipo I, através da
deteccdo direta do gene cagA, os primers utilizados estdo descritos na tabela 08 e as
condicOes de PCR descritas na tabela 09.

As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador Eppendorf,
seguindo a programacdo descrita na tabela 09, e o produto desta amplificacdo foi
monitorado em eletroforese de gel de agarose a 1,5% (Amresco), corado com brometo
de etidio (10 pg/mL), sendo visualizados em um transiluminador ultravioleta e

registrados fotograficamente.

4.14. Analise Estatistica

Serdo empregados testes estatisticos adequados para detectar ou ndo as
diferengas entre as propor¢des amostrais entre o grupo objeto de estudo. O programa de
computador utilizado sera o BioEstat 3.0 (AYRES, 2007). A significancia estatistica sera

aceita ao nivel de 95%.
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Tabela 8- Lista de iniciadores utilizados na detec¢cdo molecular da H. pylori por PCR

Regido Designacio Sequéncia Tamanho do Referéncia
Amplificada do Primer amplicom (pb)
RNAr16S 16SF 5’-CTATGACGGGTATCCGGC-3° 700 Atherton et al., 1995.
16SR 5’-CTCACGACACGAGCTGAC-3’
Ag PIF 5’>-TGGCGTGTCTATTGACAGCGAGC-3’ 298 Chattopadhyay et al., 2004.
P2R 5’-CCTGCTGGGCATACTTCACCATG-3’

FONTE: GUIMARAES J., 2012.



Tabela 9- Tempos, temperatura e niimeros de ciclos das reagcdes de PCR para cada iniciador

Etapa Inicial 35 ciclos Etapa Final
Iniciador Desnaturacdo Desnaturacao Anelamento Extensao Extensao
Temp Tempo Temp Tempo Temp Tempo Temp Tempo Temp Tempo
°C min °C min °C min °C  min
16S rRNA 94 5 95 1 58 1 72 1 72 10
Ag 94 5 95 1 58 1 72 1 72 10

FONTE: GUIMARAES J., 2012.

80
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5. RESULTADOS

Esta pesquisa analisou individuos residentes em comunidades ribeirinhas
do municipio de Coari, tendo como ponto central a infecg@o pela bactéria H. pylori, que
foi detectada através de trés métodos de diagnodstico: A sorologia, o antigeno fecal e
PCR. A sorologia foi a técnica escolhida para relacionar com os ascpectos

epidemiologicos referentes ao estudo.

5.1. Analise sorologica e de antigeno fecal para infeccdo por H. pylori
pelos testes de ELISA
Entre os 200 individuos testados sorologicamente para determinar a
infeccdo por H. pylori, as frequéncias obtidas de positividade e negatividade foram de

83,5% (167/200) e 16,5% respectivamente, e estdo demonstrados na figura 10.

Prevaléncia da infeccio por H. pylori pelos métodos de
ELISA

180 — _ABZ
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100 +
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80 +
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) 33
40 +° -

Numero de individuos analisadas

Positivos Negativos

Infecgdo por H. pylori

Figura 10- Prevaléncia da infeccdo por H. pylori pelos métodos de ELISA
FONTE: GUIMARAES J., 2012.
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Os resultados detectados pelo teste de determinagdo de antigenos fecais
bacterianos estdo demostrados na figura 10, sendo observado um menor percentual de
infeccdo atual, quando comparado ao método sorologico, sendo observado um niimero
maior de individuos negativos para infec¢ao (73/200) do que os obtidos pela sorologia
(33/200).

As comparagdes da deteccdo pelos dois métodos de ELISA estdo
demonstradas na tabela 10. Observa-se que 70% (140/200) dos individuos analisados
demostraram concordéancia nos resultados dos testes aplicados, porém 30% do total da
amostra (60/200) apresentaram resultados discordantes, sendo a associagdo positiva para
sorologia e negativa para antigenos fecais bacterianos, a mais prevalente, com niimero
total de 50 em um universo total de 60 indiviudos, ndo sendo encontrada significancia

estatistica, GL= 1; X°= 0,002; (p)= 0,8679.

Tabela 10- Comparacdo de detec¢do da infeccdo por H. pylori através do método
ELISA Sorologico e Fecal

Testes Concordantes n N Y% *)
Sorologia Antigeno Fecal
+ + 117 140 70
_ - 23
Testes Discordantes n N % 0,8679
Sorologia Antigeno Fecal
+ - 50 60 30
- + 10
Total 200 200 100

n= subtotal; N= total *(p)=valor de para teste de X*
FONTE: GUIMARAES J., 2012.
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5.2. Analise epidemiologica relacionada a sorologia para H. pylori

5.2.1. Populagao estudada

Os resultados obtidos nas analises do universo populacional estudado
estdo representados na figura 11, e revela que a populacdo foi constituida de 200
individuos dos quais 110 (55%) eram criangas, na faixa etaria de 0 a 17 anos, ¢ 90
(45%) adultos na faixa etdria de 18 a 78 anos. A soropositividade para H. pylori foi
maior entre os adultos de que entre as criangas com percentuais de 93,3% (84/90) e
75,5% (83/110) respectivamente. A analise estatistica revelou diferengas significativas

para esta associagdo com GL=1; X?= 11.484; (p)= 0.0007.

Prevaléncia de infeccao por H. pylori na populacio
estudada

120 — 110

100 +

] M Criancas
80 -

W Adultos

60 +

40 + 27

0 += it r T T
Populagao Total Positivos Negativos

20 +

Numero de individuos da populagao estudada

Figura 11- Prevaléncia da infecgdo por H. pylori na populacdo estudada
FONTE: GUIMARAES J., 2012.

A tabela 11 demonstra de forma caracteristica ¢ bem determinada a

comparagdo da concordancia e discorddncia obtidas para aplicacdo dos métodos de
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ELISA na populagdo, cujas diferencas estatisticamente foram significativas (p=
0.0028), sendo observado um maior percentual de testes concordantes assim como
discordantes entre a populacdo infantil estudada, com percentuais de 52,7% (73/140) e
61,7% (37/60) respectivamente, sendo que houve predominio de discordancia na

associagdo sorologia positiva e antigeno fecal negativo.

Tabela 11- Comparagdo da concordancia e discordancia nos testes de ELISA na
populacdo geral analisada

Testes Concordantes N n n N %

Sorologia Antigeno Fecal = Adultos %n Criancas %  Total Amostra

+ + 63 45,0 54 38,5 117 58,5

- - 4 2,9 19 13,6 23 11,5
Total da Amostra 67 47,9 73 52,1 140 70
Testes Discordantes N n n N %

Sorologia Antigeno Fecal = Adultos %n Criancas %  Total = Amostra

+ - 21 35,0% 29 483 50 25,0

- + 2 3,3% 8 13,4 10 5,0
Total da Amostra 23 38.,3% 37 61,7 60 30
Total da Populacgio 90 45,0 110 55,0 200 100

GL=3; Teste-G (Williams) = 14.0643; (p) =0.0028
n= subtotal da populagdo geral; N= total da Amostra; %n= percentual do subtotal da
populagdo geral
FONTE: GUIMARAES J., 2012.

5.2.2. Sintomatologia observada

Considerando-se os 200 individuos analisados, quanto a sintomatologia,
69 foram classificados como sintomaticos, pois apresentavam pelo menos 03 sintomas

dispépticos, enquanto que 131 foram classificados como assintomaticos, pois ndo

apresentavam sintomas ou nao atingiram o numero limitante de sintomas. A associacao
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sintomatica com a soroprevaléncia da infeccdo por H. pylori estio demonstradas na
tabela 13, sendo observado que a infeccdo atinge frequéncias de positividade maiores
entre os individuos assintomaticos com percentual de 64,7% (107/167), porém nao

revelaram estatisticas significativas.

Tabela 12- Associagdo de quadros sintomaticos e assintomaticos com a infecgdo por H.

pylori
Individuos N %
Sintomaticos % Assintomaticos % Total Total
Sorologia
+ 60 35,9 107 64,1 167 100
- 9 27,3 24 62,7 33 100
Total 69 34,5 131 65,5 200 100

GL=1; X> = 0.914, (p) = 0.3392
N= total da AmostraN;
FONTE: GUIMARAES J., 2012.

Os principais sintomas clinicos mais comumente relatados pelos
individuos sintomaticos estdo representados na tabela 12, podendo ser caracterizado
como o local da dor e o tipo de alteragdo apresentada.

Baseados nas informagdes dos pacientes e exames fisicos primarios,
realizados pelo médico e/ou enfermeiro que participaram do projeto, a sintomatologia
mais frequentemente relatadas foram: Dor epigastrica 81,2% (52/64), dor abdominal

73,4% (47/64) e Pirose 62,5% (40/64), sendo observado que a infec¢do atingiu uma

porcentagem de 100% nos individuos que apresentavam dor gastrica centralizada.
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Tabela 13- Principais sintomas apresentados pela populagdo estudada associados a
soroprevaléncia de infec¢do por H. pylori

Sintomas NT % Hp + %

Anorexia 26 40,6 21 80,8
Apatica 22 34,4 20 91,0
Dor abdominal 47 73,4 41 87,2
Diarreia 38 59,4 34 89,5
Dor epigastrica 52 81,2 44 84,6
Dor géstrica 3 4,7 3 100
Nauseas/Vomito 39 61,0 34 87,2
Emagrecimento 39 61,0 36 92,3
Pirose 40 62,5 35 87,5
Plenitude gastrica 38 59,4 34 89,5
Tumoragdo palpavel 21 32,8 20 95,2

NT= namero total de individuos; Hp= H. pylori
FONTE: GUIMARAES J., 2012
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5.2.3. Variaveis epidemiologicas analisadas

A andlise referente aos fatores causais da infeccdo por H. pylori na
populacdo investigada estdo apresentadas na tabela 14, entre as variaveis estudadas e as
categorias expostas inclui-se: Sexo, idade, estrutura da moradia, numero de individuos
por comodo, canalizagdo da agua, tratamento da agua de consumo, esgoto sanitario e
renda familiar.

Quando comparados os sexos feminino ¢ masculino, foi observado que
houve um predominio de individuos do sexo feminino com 134/200 representantes.
Quando associada a infecgdo por H. pylori e a variavel sexo, diferencas significativas
ndo foram encontradas.

Em relagdo a idade constataram-se diferengas estatisticamente
significativas quando associadas com a infec¢d@o, sendo observado um maior percentual
de adultos infectados 93,3% (84/90). No entanto o numero de criangas na populagdo
geral, na faixa etaria de 0-17 anos, tenha apresentado um maior com 110/200
individuos.

A analise das condi¢des de moradia da populacdo ribeirinha evidenciou
que a maioria das casas sdo estruturadas em madeira 162/200; que a aglomeragdo
familiar com indicativo de mais que quatro individuos por comodo, foram observada em
136 dos 200 individuos e que 138/200 individuos ndo apresentam agua canalizada.
Porém diferencas significativas ndo foram encontradas para estas associagdes e a
infecc@o por H. pylori, embora tenha sido observando taxas elevadas de positividade a
infeccdo bacteriana para todas estas variaveis, com taxas de 84,6%, 84,5% e 80,4%,

respectivamente.
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Tabela 14- Analise das variaveis epidemioldgicas associadas a infec¢do por H. pylori
mediante o teste sorologico

Hp Hp

Positivo Negativo Estatistica
Variavel n %NT n %NT NT
Sexo
Masculino 49 74,2 17 25,8 66 X’=5.166
Feminino 118 88,1 16 11,9 134 ()= 0.0230
Total 167 83,5 33 16,5 200
Idade
0-17 83 75,4 27 24,6 110 X’=10.223
18-78 84 93,3 6 6,7 90 (r)=0.0014
Total 167 83,5 33 16,5 200
Estrutura da Moradia
Madeira 137 84,6 25 15,4 162 Teste G de
Tijolos 8 571 6 42,9 14 Williams=
Palha 14 87,5 2 12,5 16 7.8930
Taipa 8 100 - - 8 (p)= 0.0483
Total 167 83,5 33 16,5 200
Numero de individuos
por comodo da casa
1-3 52 81,2 12 18,8 64 X’=0.346
>4 115 84,5 21 15,5 136 (p)=0.7011
Total 167 83,5 33 16,5 200
Agua: Canalizacio
Interna
Sim 56 90,3 6 9,7 62 X’=3.036
Nio 111 80,4 27 19,6 138 (p)=0.1244
Total 167 83,5 33 16,5 200
Tratamento da agua
de consumo Teste G de
Sim 14 32,5 29 67,5 43 Williams=
Nao 153 97,4 4 2,6 157 0,3397
Total 167 83,5 33 16,5 200 (p)=0.7742
Esgoto sanitario:
Canalizado e fossa
séptica Teste G de
Sim 4 19,0 17 81,0 21 Williams=
Niao 163 91,0 16 9,0 179 48,4618
Total 167 83,5 33 16,5 200 @ =

<0.0001

Renda Familiar
< 1 salario minimo 132 81,7 25 18,3 157 X’=0.604
> 1 salario minimo 35 87,3 8 12,7 43 ()= 0.4371
Total 167 83,5 33 16,5 200

Hp= Helicobacter pylori
FONTE: GUIMARAES J., 2012
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Em relagdo ao tratamento da dgua de consumo, 97,4% da populacdo que
relatou ndo tratar a agua, demonstrou-se soropositiva a infeccdo por H. pylori, porém
ndo foram evidenciadas diferengas estatisticamente significativas, assim como para a
variavel socioecondmica renda familiar, embora tenha sido constatado que 78,5%
(157/200) tenham renda inferior ou igual a um salario minimo, e apresentem taxa de
infecgdo elevada.

Por outro lado quando da associagdo da presenca ou ndo de esgoto
sanitario e fossa séptica e a soropositividade a infecgdo, diferencas significativas foram
encontradas, e demonstram um predominio de individuos infectados que ndo possuem

esgoto sanitario, com percentual de 91% (163/179).

5.3. Analise dos antigenos de grupos sanguineos relacionados a

sorologia

A analisada da distribui¢do dos fendtipos dos grupos sanguineos ABO e
Lewis, assim como o estado secretor ABH na populacdo estudada relacionadas a
infeccdo esta apresentada na tabela 15. Verificou-se a prevaléncia do fendtipo A Le
(at+b+) e estado secretor de substancia ABH na populacdo estudada, assim como entre
os individuos soropositivos para a infeccao.

As frequéncias observadas na populagdo foram: 47,9 % de individuos do
grupo sanguineo A positivos para infec¢do, 74,2% de individuos do grupo sanguineo
Lewis (atb+) e 95,2% de individuos positivos para infec¢do secretores de substancias,
embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas na associacdo destes

fenotipos com a infecg@o bacteriana.
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Tabela 15- Prevaléncia dos grupos sanguinecos ABH e Lewis entre os individuos

estudados
Individuos
Fenétipos
Eritrocitarios Hp+ % Hp - % Total *p
ABO
(0] 26 15,6 12 36,4 38
A 80 479 9 27,3 89 X?=11.230
()= 0.0105
B 35 21,0 4 12,1 39
AB 26 15,5 8 24,2 34
Total 167 100 33 100 200
Lewis
Le (atb-) 3 1,8 3 9,0 6
Le (a-b+) 23 13,8 7 21,2 30 Teste G de
Williams= 5,7280
Le (atbt) 124 74,2 19 57,6 143 (p)=0.1530
Le (a-b-) 17 10,2 4 12,2 21
Total 167 100 33 100 200
Estado secretor
S 159 95,2 27 81,8 186 Teste G de
Williams= 5,5215
NS 8 4.8 6 18,2 14 ()= 0.0188
Total 167 100 33 100 200

Hp= Helicobacter pylori
FONTE: GUIMARAES J., 2012.
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5.4. Analise do enteropasitismo associados a infeccio por H. pylori

A prevaléncia de parasitismo associada a infeccdo bacteriana esta
demonstrada na tabela 16, e evidéncia um elevado percentual de individuos
enteroparasitados na populacdo geral analisada com porcentagem de 71,5 % (143/200),
assim como para o quadro associativo com a infec¢do por H. pylori, que apresentou uma
frequéncia de 71,25%, embora a associagdo estatistica para estas variaveis nao tenha
sido significativa.

Tabela 16- Associagdo entre a infeccdo por H. pylori e os quadros de enteroparasitismo
na populacdo analisada

Enteroparasitismo N %
Positivo % Negativo % Total Total
Sorologia
Positiva 119 71,25 48 28,75 167 100
Negativa 24 72,73 9 27,27 33 100
Total 143 71,5 57 28,5 200 100

GL=1; X>=0,029; (p)=0,9680
FONTE: GUIMARAES J., 2012.

O grau de parasitismo associado aos quadros de infecgdo bacteriana estdo
representados na figura 12, e demonstram que entre os quadros de enteroparasitismo
predominou o diagnéstico de poliparasitismo (parasitismo por diferentes espécies) com
um nimero de individuos total de 94/200, assim como entre os positivos para H. pylori

poliparasitados com niimero de 77/167 individuos.



92

Caranrsvalancia da infecedn nor nvlori acenciada
MUL “ll'l W TARAWEEWE4Y LE4R LARR \-’\r?“v Ilul £ 4 Il.' EVE § SRRV W LeE LReR
ao grau de parasitismo
10
<HP- 6
K]
2 17
T s .
= B Nio parasitados
Q | g
Q
:% i Monoparasitados
g 47 \ :
€ H Poliparasitados
“Hp+ 43
77
0 20 40 60 80 100
Numero de individuos parasitados

Figura 12- Soroprevaléncia da infec¢do por H. pylori associada ao grau de parasitismo
na populacdo estudada
FONTE: GUIMARAES J., 2012.

A prevaléncia das espécies encontradas na populagdo analisada
esta representada na figura 13, ¢ demonstra claramente que entre os helmintos, os mais
prevalentes foram: Ascaris [lumbricoides 38,5%, Trichiura trichiura 35% e
Ancilostomideos com 22,5%.

Entre os protozoarios as espécies que apresentaram maior percentual

foram Endolimax nana com 18,5% e Entamoeba coli com 17%.
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Figura 13- Prevaléncia de espécies enteroparasitarias encontradas na populagio
estudada
FONTE: GUIMARAES J., 2012.
5.5. Deteccao molecular da bactéria H. pylori nas amostras de fezes
Para estabelecer a amplificacdo dos fragmentos esperados, sem
inespecificidade, foi necessario realizar ajustes em varios parametros do protocolo
inicial para sua reproducdo, os principais ajustes realizados consistiram: Concentracao

de DNA, namero de ciclos do programa de amplificagdo e temperatura. As

modifica¢des e valores representados no quadro abaixo.
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Ciclagem Inicial » Temperatura de desnaturagdo inicial = 94° 5°

94° 1 minuto minutos
» Aumento da temperatura de 58°C para 63°C
» Aumento do MgCI2 para 3mM

63° 1 minuto 30 ciclos

72° 2 minutos » Diminuigio de 40 ciclo para 30.

» Ciclo de temperatura de extensdo final= 72° 7°

minutos

Ap0s estes ajustes os resultados da PCR com os iniciadores para o gene
RNAr16S e pIp2 mostraram resultado satisfatorio, amplificando e classificado o género

Helicobacter ssp e a espécie especifica presente nas amostras analisadas.

5.5.1. Deteccao de Helicobacter ssp pelo gene RNAr16S

No processo de ajuste e melhoramento da PCR, utlizando-se uma
dilui¢do de 1:4 de DNA gendmico extraido das amostras fecais. A caracterizagdo por
PCR para o gene RNAr 16S, que amplifica um fragmento de 700 pb, e que identifica o
Helicobacter género-especifico, estdo apresentados nas figura 14 e 15. Neste estudo
para a validacdo dos iniciadores utilizados no ensaio copromolecular, foi realizada a
PCR convencional e os resultados comparados as técnicas de ELISA.

O padrao de positividade pode ser observado nas figuras 14 e 15. Porém os
resultados obtidos para esta caracterizagdo ndo foram utilizados para diagnoéstico
especifico da infec¢do por H. pylori, uma vez que detecta o gé€nero e ndo a espécie. O

diagnostico espécie especifico foi realizado com base na deteccao do gene Ag.
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CN P 130 131 132 132 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145

Figura 14- Gel de agarose dos produtos amplificados do gene que codifica o RNAr
16S. Canaleta 1= Ledder padrao de peso molecular (100 pb, Promega); Canaleta CN=
controle negativo; Canaleta CP= controle negativo; Canaletas de Amostras 130,
131,132, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 142= pesitivas (banda de 700 pb); Canaletas de
Amostras 133, 140, 141, 143, 144, 145= negativas (banda de 700 pb);

FONTE: GUIMARAES J., 2012.

Figura 15- Gel de agarose dos produtos amplificados do gene que codifica 0 RNAr
16S. Canaleta C1= Ledder padrdo de peso molecular (100 pb, Promega); Canaletas de
Amostras 173, 174, 175, 176, 177,178, 179, 180, 181, 182 positivas (banda de 700 pb);
FONTE: GUIMARAES J., 2012.
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5.5.2- Detecgao de Helicobacter pylori pelo gene Ag

Com o proposito de estabelecer um diagnoéstico especifico e confiavel, a
determinacdo copromolecular para deteccdo espécie-especifica, foi realizada apds os
ajustes de PCR, através da amplificagdo de um fragmento de 298pb do gene Ag,
utilizando os iniciadores p/ e p2 que permitem identificar a H. pylori. Os resultados da
PCR podem ser vistos nas figuras 16 e 17.

Os resultados da PCR com os iniciadores p/ e p2 indicaram uma
prevaléncia molecular de infecgdo de 56,7% (113/200) na populacdo geral estudada,
tabela 17.

A comparagdo da prevaléncia da infec¢do por H. pylori, obtidas através
dos trés diferentes métodos de detecdo, estdo demostradas na tabela 17. Entre as
frequéncias demonstradas observa-se que a PCR foi o método com menor numero de
individuos positivos (113/200), embora apresente os maiores indices de sensibilidade
79% e especificidades 100%. Por outro lado o método de detecgdo de antigenos fecais

evidénciou o maior nimero de individuos negativos com taxas de 36,5% (73/200).

Tabela 17- Prevaléncia da infecg@o por Helicobacter pylori nos testes sorologico, fecal
e copromolecular p1p2

Individuo Estatistica
Positivo %  Negativo %  Ntotal *p Sensibilidade Especificidade
Teste
Sorologia 167 83,5 33 16,5 55,85% 63,23%
Antigeno Fecal 127 63,5 73 36,5 200 <0.0001 61,8% 72,4%
PCR 113 56,5 87 43,5 79,9% 100%

GL=2; X?=35.992;
FONTE: GUIMARAES J.; 2012
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Figura 16- Gel de agarose dos produtos amplificados do gene que codifica o Ag,
através dos primers pl e p2. Canaleta C1= ledder padrdo de peso molecular (100pb,
Promega); Canaletas de amostras 176, 200, 196, 150, 152, 153, 155, 169 negativas.
Canaletas de amostras 169, 150, 198, 199, 167, 168 positivas banda de 298 pb)
FONTE: GUIMARAES J., 2012.

Figura 17- Gel de agarose dos produtos amplificados do gene que codifica o Ag,
através dos primers pl e p2. Canaleta C1= ledder padrdo de peso molecular (100pb,
Promega); Canaletas de amostras 01, 03, 05, 12, 27, 32, 40, 54, 55, 58 positivas.
Canaletas de amostra 26 negativa (banda de 298 pb)

FONTE: GUIMARAES J., 2012.
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Para confirma¢ao dos resultados obtidos analisou-se a similaridade ¢ a
discrepancia entre as técnicas de detecgao, tabela 18, que demonstra os quadros de
concordancia e discordancia, observados entre os quatro testes para detec¢do da
infeccdo bacteriana. Entre os parametros expostos foi observado que 46,5% da
populacdo apresentaram concordancia para os quatro tipos de deteccdo, enquanto 63,5

% apresentaram discordancia entre os métodos.

Tabela 18- Comparag@o da concordancia e discordancia entre os testes de ELISA e
PCR

Testes Concordantes

Sorologia Antigeno Fecal PCR 16S PCR plp2 N %
Total Amostra
+ + + + 75 37,5
- - - - 18 9,0
Total da Amostra 93 46,5
Testes Discordantes
Sorologia Antigeno Fecal PCR 16S PCR plp2 N %
Total Amostra
+ + + - 15 7,5
+ + - + 23 11,5
+ + - - 9 4,5
+ - + + 8 4,0
+ + - 7 3,5
+ - - + 6 3,0
+ - - - 29 14,5
Total da Amostra 97 48,5
- + + + 5 2,5
- + + - 2 1,0
- + - + 1 0,5
- + - - 2 1,0
Total da Amostra 10 5,0
Total da Populacgio 200 100

FONTE: GUIMARAES J.; 2012
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6. DISCUSSAO

Muitos estudos epidemiologicos tém sido realizados com a finalidade de
verificar a prevaléncia da infeccdo por H. pylori em diferentes regides do pais, porém no
norte do Brasil, especificamente no estado do Amazonas, ndo temos relatos de
pesquisas a respeito da bactéria Helicobacter pylori. Dessa maneira, este estudo além de
pioneiro, pois se concentrou em populagdes ribeirinhas amazonicas, evidenciou uma
elevada taxa de infecgdo tanto nos testes de ELISA, quanto na analise copromolecular, e
sdo concomitantes com relatos literarios de estudos realizados no estado do Para com
médias de soroprevaléncia de 75% para a populacdo adulta e 80% para a populagdo
infantil, na faixa etaria de 01 a 12 anos (SAGICA, 2000; AGUIAR, 2000; MARTINS,
2001).

Os resultados pareados dos testes de ELISA revelaram que embora a
infeccdo tenha sido mais elevada entre os adultos, as diferecas significativas obtidas
para a associacgao da infecgdo e a faixa etaria, demonstra que as criangas na faixa etaria
de 1 a 17 anos, foram mais susceptiveis a infecgdo, e estdo de acordo com dados na
literatura que mostram que na infancia ocorre um rapido aumento das taxas de infecgao,
predominantemente nos dez primeiros anos de vida (GUIMARAES, 2003). Embora nio
se possa relacionar diretamente o risco aumentado de infec¢do nesta faixa etaria, uma
vez que a maioria dos individuos estudados eram criangas.

Os testes sorologicos, apesar de terem sido descritos logo apds a
descoberta da H. pylori, ainda se encontram em desenvolvimento. Neste estudo optou-
se pelo método ELISA devido a sua simplicidade de execucao e baixo custo. No entanto
os desempenhos dos testes de ELISA podem variar, fato claramente observado neste

estudo, uma vez que foram detecdatas discrepancias nos resultados comparativos entre
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os testes sorologicos e de antigeno fecal, em um total de 30% da amostra, sendo que a
maioria das discordancias foram observadas nas criangas, este achado pode em parte se
explicado, pelo fato destes pacientes possivelmente ainda ndo produziram anticorpos
contra a bactéria, suficientes para serem detectados sorologicamente.

Tem sido descrito que o teste ELISA nas fezes apresenta sensibilidade e
especificidade mais elevadas em comparag@o aos testes sorologicos (BRADEN, 2001;
KABIR, 2001; YANEZ, 2000), esta situagao foi claramente estabelecida nesta pesquisa,
uma vez que foram observados, um maior nimero de individuos negativos para a
infecc@o bacteriana. A possivel explicacdo para estes resultados concentra-se no fato,
dos testes de antigeno fecal, determinarem a infecgao ativa no individuo, enquanto que
o sorologico detecta anticorpos circulantes que podem ser oriundo de uma infec¢ao
prévia ndo atual.

Quanto a sintomatologia, atualmente existem muitas evidéncias de que o
H. pylori esta diretamente envolvido na patogénese de alteragdes gastricas (MORRIS &
NICHOLSON, 1987), uma vez que o estudo selecionou individuos que apresentam ou
ndo sintomas associados a distarbios dispépticos, os resultados obtidos para esta
associacdo ndo demonstramram uma correlagdo clinica direta; fato explicado pois
embora a infec¢do bacteriana seja considerada uma infec¢do cronica, ela apresenta um
longo periodo assintomatico e potencialmente grave.

A relagdo da prevaléncia da infeccdo associada aos indicadores socio-
econdmicos t€m sido descrita em varios estudos epidemiologicos (KODAIRA et al
2002; EVERHART, 2000; AL-MOAGE et al, 1990). Neste estudo também fica clara a
ssociacdo destes fatores contextuais, decorrentes do baixo padrao socioeconémico, com

a presenca da soropositividade. Neste sentido, as analises das variaveis epidemioldgicas
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que poderiam estar contribuindo para a infeccdo, demonstraram que em um ambiente
onde a higiene ¢ precaria e as condigdes de saneamento ndo sdo favoraveis, as taxas de
infecc@o sdo mais elevadas. Dessa maneira nos resultados obtidos para a associacdo da
infeccdo com estas variaveis reforcam este fato, pois as comunidades ribeirinhas
amazdnicas apresentam em maior expressividade estas caracteristicas ambientais e
socio-econdmicas.

A relacdo estatistica significativa encontrada na relacdo idade/infecgdo
bacteriana, foi similar a estudos que demonstrado que a aquisi¢do do patogeno ocorre
nos 10 primeiros anos de vida (TORRES et al., 2000; KODAIRA et al., 2002).

As diferencas significativas obtidas para a variavel esgoto sanitario
evidenciam que embora o mecanismo exato de transmissdo do H.pylori, ainda seja
desconhecido, estes resultados sugerem que nesta populacdo, a via fecal-oral seja a rota
de transmissdo mais viavel, pois estudos relatam que em populagdes com pouca infra-
estrutura, esta seja a possivel rota de transmissdo (CELLINI et al., 1999, THOMAS et
al., 1992). Nestas populagdes o depodsito de excretas € feito tanto em fossa aberta,
quanto em fossa asséptica, que possivelemente podem contaminar a agua ou pogos
perfurados em locais inadequados (SHAHAMAT et al, 1993), e uma vez que as
populagdes ribeirinhas sdo em sua maioria servidas por agua nao canlizada (138/200) e
consomem agua nao tratada (157/200), estes fatores podem, nesta populagao, contribuir
para um risco aumentado de infecgao.

Particularmente na infancia, um forte fator de aquisi¢do da doenca esta
relacionado com a alta densidade de habitantes na moradia e a interligacdo entre os que
convivem na mesma casa ¢ dividem o mesmo quarto facilita a transmissdo da bactéria

(GOODMAN et al.,, 1996; GRAHAM et al, 1991; MENDALL et al., 1992;
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MITCHELL et al., 1992; PEREZ-PEREZ et al., 1990) . Estes estudos também sugerem
que os membros da familia compartilham uma predisposi¢cdo genética a infecgcdo pela
bactéria e que os familiares sdo expostos a uma fonte comum de infeccdo, e que esta
transmissdo dentro de um grupo familiar ¢ facilitado entre os membros da familia por
causa do contato interpessoal intimo. Os dados encontrados no presente estudo,
mostram que as criangas cuja relacdo individuo/comodo seja superior a 4, apresentam
maior soroprevaléncia para a infecgdo, o que caracteriza principalmente a populagdo de
baixo nivel sécio econdmico onde o niumero de moradores é maior, convivendo em
espacos pequenos e assim estabelecendo-se conglomerados humanos favorecendo a
transmissdo pessoa-pessoa. Neste sentido, obviamente, foi encontrada relagdo entre a
renda familiar e a prevaléncia da bactéria, j4 que esta caracteristica ¢ um excelente
indicador de condigdo socio-economica (GRAHAM et al.,, 1991).

Entre os fatores genéticos de importincia para um risco maior de
infecgdo por H. pylori estdo os antigenos de grupos sanguineos ABH e Lewis (BOREN
et al., 1993; ILVER et al., 1998). A maioria das bactérias H. pylori permanecem livres
no meio gastrico. Contudo, uma parte desta populagdo ataca a mucosa gastrica e pode
esporadicamente inclusive entrar e sobreviver dentro das células epiteliais gastricas,
desempenhando uma func¢do vital na manutencdo da infecgdo (KIRSCHNER &
BLASER, 1995). Sendo que varios estudos tem consistentemente demonstrado que a H.
pylori utiliza adesinas do tipo lectinas, chamada Bab A, presentes na sua superficie, para
ligar-se aos receptores de grupos sanguineos na camada de muco e na superficie das
células epiteliais (LELWALA-GURUGE et al., 1993; WADSTROM et al., 1997).

Alkout et al. (1997) demonstraram que a fucose, determinante dos

antigenos H e Leb representa um importante receptor expresso na mucosa
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gastroduodenal aos quais adere o H. pylori e os fendtipos O e Le(a-b+) expressam uma
grande quantidade destes antigenos fucosilados em comparacdo com outros grupos,
logo a sua expressao elevada seria relevante na relagdoe entre este grupo sanguineo e a
infec¢do por H. pylori. Neste estudo, a distribui¢do dos fenodtipos Lewis e Estado
Secretor ABH ndo mostraram diferengas significativas entre os individuos analisados.
Contudo, foi detectada uma forte associag@o entre o grupo sanguineo Lewis ab/estado
secretor ¢ a infecgdo causada pelo H. pylori, o que é reforcada pelos dados obtidos de
outros estudos, como o de Lin et al. (1998) que constataram uma elevada frequéncia da
infeccdo entre os individuos com estes fendtipo, em pacientes acometidos com doencas
gastroduodenais, estas observacdes apoiam a hipotese de que as pessoas do tipo
sanguineo Lewis b possuem maior susceptibilidade a infeccdo por H. pylori, uma vez
que a bactéria utilizaria este marcador molecular como provavel sitio de adesdo a
mucosa gastrica (MATOS et al, 2002).

As enteroparasitoses humanas se revestem de importancia devido a sua ampla
distribuicdo e seus efeitos nutricionais e imunoldgicos sobre o hospedeiro. Por outro
lado, acredita-se que a infecg¢do pelo H. pylori possa ter um possivel efeito protetor
contra outros patogenos gastrointestinais, que produzem diarréia. Foi observado que o
H. pylori esta associado com a proliferacdo de células da mucosa gastrica que secretam
IgA e produz peptideos antibacterianos, para os quais ela propria ¢ resistente, mas que
pode matar outras bactérias que entram no estomago (PUTSEP et al., 1999).

Levando em conta tais consideragdes, este estudo examinou os efeito
concorrentes de enteroparasitoses e a infecgdo por H. pylori, visto que em populagdes
ribeirinhas a infeccdo por parasitas intestinais ¢ particularmente comum na infancia

(SANTOS et al, 2011). Foi observada que 71,25 dos individuos infectados pelo AH.
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pylori também apresentavam enteroparasitoses. A importancia de tal achado ¢ clara,
uma vez que precarias condigdes socioecondmicas em relacdo ao saneamento mostram
estar associados com especificos tipos de doencas nos paises em desenvolvimento. Se
estas diferengas refletem apenas a pobreza ou podem de alguma maneira ser
influenciadas pelo H. pylori ndo esta claro, pois diferencas significativas ndo foram
observadas na associagao.

A infeccdo pela H. pylori na populacdo estudada foi diagnosticada por
trés métodos diferentes: O Sorolégico, o Antigeno Fecal e PCR. Os resultados indicam
que a PCR detectou um menor percentual de soropositividade quando comparados aos
testes de ELISA. Este fato pode ser explicado em parte, pois a PCR utilizou DNA
genomico extraido das fezes, sendo utilizado da amostra total do bolo fecal, apenas 0,5
gramas da qual foi extraido o DNA, o que possivelmente pode ter diminuido as taxas de
densidade bacteriana na amostra. Contudo a taxa de 56,5% de positividade obtida
através do ensaio copromolecular, evidéncia que o método de extracdo padronizado e
utilizado e altamente eficiente na remocao de inibidores da PCR (MAPSTONE et al,
1993; OLIVEIRA et, al, 1994).

Outro fator que poderia explicar a menor detecg¢ao da infecgdo pela PCR,
¢ o fato da H. pylori ndo ser um patogeno intestinal, logo e esperado pequenas taxas de
densidade bacteriana nas amostras fecais, além do fato ¢ que através da PCR o DNA do
microorganismo pode ser detectado mesmo quando héa pouca quantidade de células, o
que nao necessariamente implica que ha vitalidade celular, dessa maneira o status da
infeccdo poderia influenciar a densidade microbiana encontrada nas fezes (KABIR,
2001). Vale ressaltar que, os testes empregados neste estudo e correlacionados com a

PCR de fezes, foram ha muito tempo padronizados e sdo utilizados na pratica clinica e
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laboratorial com grande freqiiéncia para tanto, por outro lado a PCR nas fezes e um teste
praticamente recente mas com grandes vantagens, ¢ uma nova técnica de diagnostico
que vem se dispondo a servico da identificagdo deste microorganismo.

Através da PCR efetuadas no estudo, 03 jogos de iniciadores foram
utilizados. As rea¢des com iniciadores p1/p2 sdo baseadas na sequancia de DNA de uma
proteina espécie-especifica presente em todas as cepas de Helicobacter pylori € que ndo
hibridizam com outras bactérias entéricas presentes, evidenciando a validagdo do ensaio
copromolecular utilizando estes iniciadores para uma rapida, sensivel e especifica
detecgdo deste patdogeno.

A possibilidade de se fazer a avaliagdo da presenca do microorganismo
por métodos moleculares permite também a investigagdo de segmentos de genes de
grande importancia na deteccdo da viruléncia bacteriana, uma vez que seu genoma ¢
conhecido. Além disso, a validacdo do ensaio compromolecular permitira o
desenvolvimento de novas aplicagdes de diagnostico moleculares em amostras fecais.
Uma vez que este microorganismo esta associado ao desenvolvimento de doengas
prevalentes em nossa populacdo, e de grande interesse se realizar um diagnostico
fidedigno, principalente em popula¢des que ndo dispdem de um sistema de satde
adequado, para que se possa definir esquemas de prevengdo, tratamento ¢ erradicagdo da

infeccao.
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7. CONCLUSOES

> A infecgdo pela bactéria H. pylori na populagdo ribeirinhas estudada
atingiu freqéncias elevadas em todos os métodos de diagnostico.

> Associagdo estatisticamente significativa obtida entre a presenca da
infeccdo e a faixa etaria, implica em aprofundar a abordagem para prevengdo desta
infec¢do nas criancas da regido.

» O levantamento dos sintomas clinicos presentes na populagdo
analisada demostrou uma relacdo direta com a presenga da H. pylori.

» Associagdo estatisticamente significativa entre a infecgdo e o sexo,
com prevaléncia de indivivuos do sexo femino.

» Influencia significativa entre a auséncia do esgoto sanitirio ¢ o
acometimento da infec¢do na amostra analisada.

» Elevada expressdo dos fendtipos A Leab e estado secretor de
substancias ABH, entre os individuos soropositivos a infec¢do, refor¢a a hipdtese de
que a ligagdo da bactéria ¢ mediada por estes antigenos destes grupos sanguineos.

» Indices de enteroparasitismo elevado entre as amostras soropositivas
para a infeccao bacteriana.

» A detec¢@o copromolecular demostrou ser uma ferramenta importante
na deteccdo da infeccao bacteriana, possibilitando nestas populagdes a aplicacdo de um
teste de elevada sensibilidade e especificidade, podendo ser aplicada na deteccdo

precoce do patdgeno.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA MULTIDISCIPLINAR DE POS GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA APLICADA A SAUDE.

TERMO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PROJETO: “ESTUDO SOROEPIDEMIOLOGICO DA BACTERIA Helicobacter pylori EM

POPULACOES RIBEIRINHAS AMAZONICAS E A VALIDACAO DE UM ENSAIO
COPROMOLECULAR PARA DETERMINACAO DA INFECCAO”.

Eu (NOME), Pai ( ) Mae ( ) ou
responsavel ( ) pelo menor (NOME) morador
da localidade , declaro ter recebido esclarecimentos sobre o
projeto aqui referido e concordo em participar/ou que o menor

participe do mesmo, doando sangue, saliva e fezes para

os estudos laboratoriais e fornecendo informagdes que constardo em uma ficha clinico — epidemiologica —
terapéutica, os quais s6 poderdo ser utilizados em relatérios e publicagdes cientificas. Declaro ainda ter
sido plenamente esclarecido sobre o conteudo do projeto acima citado e que aceito que o menor acima

citado participe, concordando com o presente termo:

Esta pesquisa tem como objetivo estudar em familias da nossa regido a presenga de
contaminag@o por um microbio (bactéria Helicobacter pylori) que é responsavel por ocasionar doengas no
estdmago, além de estudar uma possivel relagdo entre os tipos de grupos sangiiineos dos individuos com a
infec¢@o e desenvolver um método para diagnostico nas fezes. Nesta infecgdo, um diagnoéstico no inicio
da contaminagdo poderia diminuir o risco de evolugdo para uma doenca mais grave, no estdmago,
principalmente em relagdo as criangas na fase adulta. Para tanto, ¢ necessario que seja coletado dos
participantes do estudo amostras de sangue/ saliva e fezes da crianga, além do responsavel responder um
questionario para esclarecer melhor as informagdes sobre as condi¢des sdcio-econdmicas € 0s possiveis
meios de contaminagdo entre os participantes. Com essa finalidade prestamos os seguintes
esclarecimentos:

1- Serdo realizados exames de sangue e saliva para pesquisar o tipo de grupo sangiiineo. A presenca da
infecgdo pelo microbio sera feita no sangue e nas fezes, na qual também sera pesquisada a presenca de
vermes.

2- A pesquisa oferece risco minimo para quem participa, a coleta de sangue sera realizada por profissional
treinado, ¢ a coleta de saliva com o minimo de desconforto. Ndo havendo outra forma de coleta do
material.

3- Os exames realizados pela pesquisa serdo gratuitos, ndo necessitando nenhum custo por parte do

participante para sua realizagdo.
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4- Os resultados dos exames realizados pela pesquisa serdo usados como dados da pesquisa, omitindo-se
a identidade do participante.

5- O material coletado para pesquisa sera usado exclusivamente para este fim, assim como o questionario
respondido pelo responséavel, caso sobre material coletado, este serd descartado seguindo as normas de
seguranga.

6- Somente o pesquisador responsavel ficara sabendo da participacdo e se for necessario, autoridades de
saude poderdo ser informados para tomar medidas que beneficiem o participante da pesquisa ou outras
pessoas.

7- O trabalho mostrar4 apenas os resultados e nunca o nome ou outra informagao que identifique o menor.
Todas as informagdes sobre este estudo estardo sempre a minha disposicao.

8- Ninguém ¢ obrigado a participar da pesquisa, assim como podera se retirar dela no momento que
desejar, sem qualquer prejuizo pessoal.

Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido sobre o
conteudo do mesmo. Declaro ainda que por minha livre vontade, aceito que o menor participe da pesquisa
cooperando com a coleta de material para exame.

, de de

Assinatura do responsavel pelo paciente:

Responsavel pela pesquisa:

Polegar Direito
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA MULTIDISCIPLINAR DE POS GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA APLICADA A SAUDE.

TERMO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PROJETO: “ESTUDO SOROEPIDEMIQLOGICO DA BACTERIA Helicobacter pylori EM
POPULACOES RIBEIRINHAS AMAZONICAS E A VALIDACCAO DE UM ENSAIO
COPROMOLECULAR PARA DETERMINACAO DA INFECCAQ.”

Eu (NOME)

morador da localidade , declaro ter recebido esclarecimentos

sobre o projeto aqui referido e concordo em participar do mesmo, doando sangue, saliva e fezes para os
estudos laboratoriais e fornecendo informacdes que constardo em uma ficha clinico — epidemiologica —
terapéutica, os quais s6 poderdo ser utilizados em relatérios e publicagdes cientificas. Declaro ainda ter
sido plenamente esclarecido sobre o conteudo do projeto acima citado e que aceito participar,

concordando com o presente termo:

Esta pesquisa tem como objetivo estudar em familias da nossa regido a presenga de
contaminag@o por um microbio (bactéria Helicobacter pylori) que é responsavel por ocasionar doengas no
estdmago, além de estudar uma possivel relagao entre os tipos de grupos sangiiineos dos individuos com a
infecgdo e desenvolver um método para diagnostico nas fezes.

Nesta infec¢do, um diagndstico no inicio da contaminag@o poderia diminuir o risco de evolugao
para uma doenga mais grave, no estdmago. Para tanto, € necessario que seja coletado dos participantes do
estudo amostras de sangue, saliva e fezes, além de responder um questionario para esclarecer melhor as
informagdes sobre as condigdes socio-econdmicas e o0s possiveis meios de contaminag@o entre os
participantes." Com essa finalidade prestamos os seguintes esclarecimentos:

1- Serfo realizados exames de sangue e saliva para pesquisar o tipo de grupo sangiiineo. A presenca da
infecgdo pelo microbio sera feita no sangue e nas fezes, na qual também sera pesquisada a presenca de
vermes.

2- A pesquisa oferece risco minimo para quem participa, a coleta de sangue sera realizada por profissional
treinado, ¢ a coleta de saliva com o minimo de desconforto. Ndo havendo outra forma de coleta do
material.

3- Os exames realizados pela pesquisa serdo gratuitos, ndo necessitando nenhum custo por parte do
participante para sua realizago.

4- Os resultados dos exames realizados pela pesquisa serdo usados como dados da pesquisa, omitindo-se
a identidade do participante.

5- O material coletado para pesquisa sera usado exclusivamente para este fim, assim como o questionario

respondido, caso sobre material coletado, este sera descartado seguindo as normas de seguranga.
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6- Somente o pesquisador responsavel ficara sabendo da participacdo e se for necessario, autoridades de
saude poderdo ser informados para tomar medidas que beneficiem o participante da pesquisa ou outras
pessoas.

7- O trabalho mostrard apenas os resultados e nunca o meu nome ou outra informacao que me identifique.
Todas as informagdes sobre este estudo estardo sempre a minha disposicéo.

8- Ninguém ¢ obrigado a participar da pesquisa, assim como podera se retirar dela no momento que

desejar, sem qualquer prejuizo pessoal.

Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa, € que me sinto perfeitamente esclarecido sobre o
conteudo da mesma. Declaro ainda que por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando

com a coleta de material para exame.

, de de

Assinatura do paciente:

Responsavel pela pesquisa:

Polegar Direito
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ANEXO IV

UFAM
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

PROGRAMA MULTIDISCIPLINAR DE POS GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA APLICADA A SAUDE.

Projeto: “ESTUDO SOROEPIDEMIOLOGICO DA BACTERIA Helicobacter pylori EM
POPULACOES RIBEIRINHAS AMAZONICAS E A VALIDACAO DE UM ENSAIO
COPROMOLECULAR PARA DETERMINACAO DA INFECCAO”.

NUMERO DO REGISTRO DO PACIENTE:
I - IDENTIFICACAO:

Nome: Idade:
Sexo: () Masculino () Feminino  Cor: Naturalidade:

Peso: Altura: Escolaridade:

Residéncia atual: Tempo de residéncia:

II- QUEIXA PRINCIPAL:
III - SINTOMATOLOGIA (REFERIR HA QUANTO TEMPO):

SIM NAO
1- Apatica « ) « )
2- Dor epigastrica « ) « )
3 — Anorexia « ) « )
4 — Emagrecimento ) ()
5 - Nauseas/vomito « ) « )
6 — Diarréia « ) « )
7- Pirose « ) « )
8- Cdlicas abdominais ) « )
9- Plenitude gastric « ) C )
10- Tumoragao palpavel « ) « )
11- Outros sintomas
IV - DADOS FAMILIARES:
» RENDA MENSAL:
»PATOLOGIAS GASTROABDOMINAIS OBSERVADAS NA FAMILIA:
»CASOS CANCER: SIM( ) NAO( ) QUAL TIPO:
ALCOOL( ) FUMO( ) DROGAS( )
V- CONDICOES HABITACIONAIS E SANITARIAS
» Abastecimento de agua Encanada ( ) Pogo () Rio( ) Outros

¢ )
» Condi¢oes do Tratamento de 4gua  Filtrada () Fervida( )  Hipoclorito ( Nao
) Tratada
()
» Despejo dos Dejetos FossaNegra( ) Fossa Sanitaria ()
» Saneamento Otimo () Razoavel ( Péssimo ()
)
» Tipo de Moradia Alvenaria () Madeira ()
» N° de pessoas na casa Ne N° de irmaos
comodos

VI - EXAMES REALIZADOS (RESULTADOS DIGNOSTICOS DE NOTA):

VII- TRATAMENTOS REALIZADOS: (COM MAIS DE 60 DIAS)

Responsavel pela coleta:
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