Artigo Original | Helicobacter pylori e dispepsia
J Jornal Portugués de

Gastrenterologia

Helicobacter pylorinuma populacao
dispéptica no Algarve: prevaléncia e
caracterizacao genetica

Helicobacter pylori prevalence and genetic characterization
in a group of dyspeptic patients from Algarve

Hermano Santos?, Horacio Guerreiro?, Diamantino Sousa?, José Estevens?®, Ana Prurito Goncalves', Ana
Paula Carvalho’, Cristina Inacio?, Maria Leonor Faleiro’, Lidia Dionisio'

RESUMO | INTRODUCAOQ: Dado o papel nuclear do Helicobacter pylori (Hp) na etiopatogenia das doencas gastroduo-
denais, é fundamental conhecer a sua prevaléncia e as suas caracteristicas em cada regido. OBJECTIVOS: determinar,
numa populacdo dispéptica no Algarve, a prevaléncia da infec¢ao por Hp, fazer a sua caracterizagdo genética e corre-
lacionar ambas com os diagnésticos endoscépicos. METODOS: Seleccionamos, aleatoriamente, 205 doentes dispépticos
submetidos a endoscopia digestiva alta. Para detec¢ao de Hp utilizdmos teste rapido da urease, exame cultural e exame
histolégico, admitindo-se infec¢do quando pelo menos dois testes foram positivos. Usamos a técnica de PCR para carac-
terizar os genes cagA, vacA, oipA e babA em 22 das estirpes isoladas. Estatistica: testes y2 e exacto de Fisher; IC - 95%.
RESULTADQS: prevaléncia 44,9% (superior no sexo masculino e entre os 30 e os 59 anos); genes cagA + em 90,9%, oipA
funcional em 78,9%, babA + em 50% e genétipo slm1 em 31,8% das estirpes. Associacdo da infecgdo apenas com tlcera
duodenal. CONCLUSOES: 1) Prevaléncia da infeccdo de 44,9%, decrescente ap6s os 60 anos. 2) Associagdo da infecgdo
apenas com ulcera duodenal. 3) Estirpes cagA + e oipA ON em proporcado superior a esperada num pais ocidental. GE-]
Port Gastrenterol 2010;17:102-107.

ABSTRACT | INTRODUCTION: The role of Helicobacter pylori (Hp) in the ethiology of several gastroduodenal diseases is well
established; it is thus important to know its prevalence and characteristics in different geographical zones. AIMS: to evaluate the
prevalence of Hp infection in a dyspeptic population, to identify its genetic characteristics and correlate them with endoscopic fin-
dings. METHODS: 205 dyspeptic patients submitted to endoscopy were included. Helicobacter pylori presence was evaluated by
rapid urease test as well as bacteriology tests and histopathology; infection was admitted when at least two tests were positive. We
used PCR to characterize the genes cagA, vacA, oipA and babA in 22 of the isolated strains. Statistical: y2 and exact Fisher’s tests;
CI - 95%. RESULTS: prevalence: 44,9% (higher between 30 and 59 years old); genes cagA + in 90,9%, oipA functional in 78,9%,
babA + in 50% and genotype s1m1 in 31,8% of the strains. Infection was only associated with duodenal ulcer. CONCLUSIONS: 1)
Prevalence of the infection: 44,9 %, decreasing after 60 years of age. 2) Association of the infection only with duodenal ulcer. 3) rate
of cag A + and oipA ON strains higher than expected in a western country. GE-] Port Gastrenterol 2010;17:102-107.
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INTRODUCAO

Ainfeccao por Hp é reconhecida como uma das infec¢des
crénicas mais comuns estimando-se que cerca de metade
da populacio mundial esteja infectada?. E conhecido
também que a sua prevaléncia varia consideravelmente
com diversos factores sendo, geralmente, superior em
meios sécio-econémicos desfavorecidos** em que sdo
comuns habitagdes com grandes aglomerados familiares
e deficientes condi¢des higieno-sanitarias - ambientes
reconhecidos como propiciadores da transmissdo da
bactéria®>. Dessa forma, o espectro de prevaléncias da
infeccdo por Hp é muito amplo variando com o grau de
desenvolvimento das regides - a maioria dos paises em
desenvolvimento apresentam taxas superiores a 80% em
contraste com os 20 a 40% dos paises desenvolvidos®. Entre
estes, Portugal é uma notavel excepcdo apontando-se uma
prevaléncia proxima dos 80% apesar da 26 posi¢do no
ranking de desenvolvimento das Na¢des Unidas®.

Embora, na maioria dos casos, a infeccdo seja
assintomatica, a sua associacdo etiolégica com a gastrite
cronica, a tlcera péptica, o cancro gastrico e o linfoma
MALT é universalmente aceite”!’. Contudo, a maioria
dos doentes dispépticos ndo tem evidéncia de doenca
estrutural que claramente explique os sintomas’. Tem-se
procurado implicar o Hp nestes doentes com resultados
controversos. A sua prevaléncia na dispepsia nao ulcerosa
é sobreponivel a da populagdo geral®®. Por outro lado,
admite-se que a erradicacdo do Hp nestes doentes pode
reduzir a incidéncia de dlcera péptica'?, mas o seu efeito
nos sintomas dispépticos é duvidoso™.

Desde as observagdes iniciais de Warren e Marshall,
que a bactéria tem sido exaustivamente estudada, tendo
sido ja identificados varios mecanismos de viruléncia.
Entre eles, os mais largamente estudados sdo a proteina
imunodominante Cag A e a citotoxina vacuolizante Vac
A. Relativamente & primeira, codificada pelo gene cag A, é
produzida por cerca de 60% das estirpes ocidentais'® e mais
de 90% das asiéticas'® e representa um factor de risco para
o desenvolvimento de gastrite atréfica, neoplasia géstrica e
tlcera péptica'”’. A citotoxina Vac A, produzida por cerca
de 50% das estirpes, induz a formacgdo de vactolos em
células eucariéticas. O gene vac A esta presente em todas as
estirpes, mas apresenta variacdes nas regides sinal (tipos s1
ou s2), regido média (tipos m1 ou m2) e intermédia (i1 oui2).
A combinacgdo slml confere elevada actividade citotoxica,
sIm2intermédia e s2m2 baixa actividade®. A proteina BabA,
codificada pelo gene babA2, estd igualmente implicada na
patogenicidade da bactéria, ao permitir a sua adesdo ao
epitélio, e a sua presenga associa-se ao desenvolvimento de
adenocarcinoma, tlcera péptica e gastrite??. O gene oip
A, presente em menos de metade das estirpes ocidentais,
associa-se igualmente a maior inflamagao da mucosa®.

publicidadef@serrapinto.com
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Assim, pela importidncia etiolégica do Hp e pela
variabilidade da sua prevaléncia e da sua viruléncia,
torna-se importante conhecer a realidade local. Neste
estudo, estuddmos a prevaléncia da infeccao por Hp
numa populacdo de doentes dispépticos no Algarve
submetidos a endoscopia digestiva alta, procuramos
estabelecer a eficiéncia global dos testes de diagnodstico
utilizados e caracterizar geneticamente as estirpes isoladas.
Finalmente, tentdmos correlacionar a infeccao por Hp, e as
suas caracteristicas genéticas (genes cag A, vac A, oip A e
babA?2), com os achados endoscépicos.

MATERIAL E METODOS
Seleccionamos, de aleatorio, 205 doentes
submetidos a endoscopia digestiva alta entre Janeiro de
2002 e Setembro de 2005, por queixas dispépticas. Todos
deram o seu consentimento informado. Foram excluidos
os doentes que realizaram terapéutica com antibiético ou
anti-ulceroso no ano antecedente. A todos foi efectuado
um inquérito epidemiolégico, registados os achados
endoscopicos, realizado teste rapido da urease e colhidas
3 biépsias do antro e 3 do corpo gastrico para exames
histolégico, cultural e molecular de Hp. As bi6psias para
exame histolégico foram colocadas em formol; as bidpsias
para exame molecular congeladas a seco e as biépsias para
exame cultural foram colocadas em lactato de Ringer.

Para pesquisa da presenca de Hp, usdamos 3 métodos -
teste rapido da urease, exame cultural e histopatolégico -
admitindo-se infec¢do na presenca de pelo menos 2 testes
positivos.

modo

Exame cultural

As bidpsias foram manuseadas assepticamente, tendo
sido trituradas num pequeno volume de Caldo Mueller-
Hinton (OXOID). O homogeneizado foi inoculado, segundo
os procedimentos descritos pelo «National Committee for
Clinical Laboratory Standards» (NCLLS), em meio selectivo
(Columbia Agar; OXOID) suplementado com 10 % de sangue
desfibrinado de cavalo (OXOID) e suplemento selectivo para
Hp (SR 147; OXOID) e meio nao selectivo (Columbia Agar;
OXOID) suplementado com 10 % de sangue desfribinado
de cavalo (OXOID). As placas foram incubadas a 36 + 1°C,
em condi¢des de microaerofilia (Géas Generating Kits for
Campilobacter; OXOID) com cerca de 6 % de oxigénio, 10 %
de diéxido de carbono e uma humidade relativa superior
a 98%, durante 3 a 4 dias. A partir do 3° dia, faz-se uma
observacao didria até 5 a 7 dias. No entanto, as placas
foram mantidas a 36 + 1°C em atmosfera de microaerofilia
durante 12 dias antes de considerar a cultura negativa. A
identificagdo foi feita através de observagdo da morfologia
tipica das colonias (colénias pequenas, brilhantes, convexas
e de bordos regulares; ndao hemoliticas), citomorfologia
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Fig. 1. Distribuicao da prevaléncia da infeccao por Hp por grupo
etario.

caracteristica com coloragdo de Gram (células Gram-,
espiraladas ou encurvadas, com formas em U ou I), reaccao
positiva nos testes bioquimicos de urease (caldo ureia, com
Suplemento SRO 20 K Oxoid).

Exame histolégico

A pesquisa especifica da presenca de Hp foi realizada por
3 anatomopatologistas em amostras fixadas e coradas com
hematoxilina-eosina.

Teste rapido da Urease

Foi testada a actividade da urease em 2 amostras do antro
e 2 do corpo gastrico usando o CLOtest® (Kimberly-Clark/
Ballard Medical Products, USA) de acordo com as instrucoes
do fabricante. Resumidamente, as amostras sdo colocadas
num meio contendo ureia e um indicador de pH. A hidrélise
da ureia em aménia e CO, na presenca da urease altera o
pH do meio com alteracdo da cor do indicador. A alteracao
da cor nas primeiras 24 horas foi interpretada como teste
positivo.

Caracterizagdo genotipica de factores de viruléncia de
Hp

Em 22 das estirpes isoladas, realizdmos a caracterizagao
genotipica dos factores de viruléncia cag A, vac A, oip
A e bab A. Para isso, foi efectuada a extraccdo de DNA
cromossomal das estirpes isoladas a partir de bidpsia
gastrica, e pesquisada a presenca do gene cag A e bab A2
e foram caracterizadas as regides média e sinal do gene
vac A pela técnica de PCR (Polymerase chain reaction) com
iniciadores especificos. A regido sinal foi amplificada,
utilizando iniciadores especificos. Os fragmentos do gene
oip A foram purificados e sequenciados num sequenciador
automatico 3100 Genetic Analyser (Abi-Prism).
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Analise estatistica

A anadlise estatistica foi feita com recurso ao programa
SPSS versdo 15. Foram utilizados o teste x-quadrado e
o teste exacto de Fisher para comparacdo de variaveis
categodricas. Considerou-se estatisticamente significativo
um p < 0,05.

RESULTADOS

Determindmos a presenca de Hp em 205 doentes - 110
homens e 95 mulheres com idade média de 65,9 + 16,9 anos
(11 a 89). A prevaléncia da infeccao foi 44,9% (92 doentes
infectados), sendo superior no sexo masculino (49,1% vs
40%) sem, contudo, atingir significado estatistico (p=0,192)
- Quadro I. A idade associou-se de forma estatisticamente
significativa a infeccao por Hp, com prevaléncias superiores
nos escaldes etarios entre os 30 e os 60 anos (p=0,044) -
Quadro 1 e Fig. 1.

Relativamente aos testes diagnoésticos usados, a cultura,
com acuidade global de 99%, mostrou-se superior ao teste
rapido da urease e ao exame histolégico, cujas acuidades
globais foram de 93,7% e 68,8% respectivamente - Quadro
2.

Os achados endoscépicos estdo descritos no Quadro 3. A
infecgdo por Hp associou-se, como esperado, a presenca de
tlcera duodenal (p=0,039), ndo se evidenciando associagado
com nenhuma das outras patologias. As endoscopias
normais foram mais frequentes em doentes ndo infectados
(p=0,002).

Caracterizdmos, com recurso a técnica PCR, os genes
cag A, vac A, bab A2 e oip A de 22 das estirpes isoladas. O
gene cag A foi detectado em 20 das 22 das estirpes, 90,9%;
relativamente ao gene vac A, 45,5% (10/22) das estirpes
possuia o genétipo s2/m2,22,7% (5/22) o gendtiposl/m2e
31,8% (7/22) 0 s1/ml. O gene oip A encontrou-se funcional
(ON) em 78,9% (15/19) das estirpes e o gene bab A2 foi
detectado em 50% das 22 estirpes isoladas - Quadro 4.

Nado se conseguiu estabelecer associagdo entre os
varios perfis genéticos com qualquer das patologias
diagnosticadas.

DISCUSSAO

O valor calculado da prevaléncia da infeccdo por Hp -
44,9% - foi consideravelmente inferior ao estimado para
a populacdo geral portuguesa e proximo do de varios
paises desenvolvidos da Europa Ocidental. Contudo,
tendo em conta que se trata duma populacao dispéptica
e que a prevaléncia desta infeccdo em doentes dispépticos
é superior a da populagdo geral, com um “odds ratio” de
2,3%, o valor encontrado de 44,9% assume um valor relativo
ainda mais baixo no contexto portugués. Neste sentido,
poderemos dizer que estamos dentro dos valores habituais
descritos para a Europa ocidental.



Quadro 1. Distribuicao e prevaléncia da infeccdo por Hp por sexo e grupo etario.
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Sexo N % Hp +(N) Hp - (N) Prevaléncia Hp P
Sexo Masc. 110 53,7 54 56 49,1%
0,192
Sexo Fem. 95 46,3 38 57 40%
Idade
<29 17 8,3 6 11 35,3%
30-39 25 12,2 13 12 52,0%
40 - 49 27 13,2 16 11 59,3%
50 - 59 44 21,5 25 19 56,8% 0,064
60 - 69 38 18,5 15 23 39,5%
70 -79 40 19,5 14 26 35,0%
>80 14 6,8 11 21,4%

Ao olhar para a figura 1, torna-se evidente a redugdo
progressiva da prevaléncia acima dos 60 anos. Outros
trabalhos mostraram declinios da prevaléncia nestes grupos
etarios, apontando taxas de soroconversdo que podem
atingir os 7% anuais®?. Este fendmeno pode ser devido a
proépria histéria natural da infeccdo por Hp, condicionada
pelo surgimento da gastrite atréfica e consequente perda
do nicho ecolégico da bactéria® ou mesmo ocasionada
por condicdes sécio-econémicas particulares envolvendo
a infancia desses grupos etdrios”. Contudo, na nossa
populacao, registimos apenas 10 casos de gastrite atrofica
e sem associacdo com a idade e, além disso, ndo ha
conhecimento, no Algarve, de circunstancias especificas
que tivessem dificultado a infec¢do por Hp no periodo que
pode corresponder a infdncia do grupo etdrio estudado.
Nao dispomos de explicacdo evidente para esta observagao,
que merece ser aprofundada no aspecto epidemiolégico e
demogréfico. Ja as taxas inferiores abaixo dos 30 anos nos
parecem explicaveis pela melhor condi¢ao sécio-econémica

Quadro 2. Métodos de diagnéstico da infeccao por Hp utilizados.

a que se assistiu em Portugal nas tltimas 2 - 3 décadas.

Relativamente aos meios de diagnéstico utilizados, a
cultura, considerado por muitos autores, o “gold standard”
no diagnoéstico desta infecgdo, mostrou a melhor acuidade
global classificando correctamente 99% dos doentes.
Por sua vez, os resultados do exame histolégico foram
francamente desapontadores com sensibilidade de apenas
48%. O facto de ser muito operador-dependente, quer na
colheita, quer na analise das amostras, de ter sido realizado
por anatomopatologistas distintos tendo apenas sido usada
uma coloragdo, pode justificar, em parte, estes resultados.
Ja o teste rapido da urease, com resultados de acordo com
os habitualmente descritos, confirmou-se como um método
eficaz, rdpido e econémico.

Estima-se que cerca de 80% dos doentes com tlcera
duodenal e mais de 60% daqueles com tlcera gastrica
estdo infectados com Hp*. Na nossa populagdo, no caso
da tlcera duodenal, essa percentagem foi inferior - 67% -
mas manteve-se a associacdo com significado estatistico.

Teste Sensibilidade Especificidade VPP VPN Eficiéncia global
Cultura 98 100 100 98,3 99

T Urease 98 90 89,3 98 93,7
Histologia 48 83 70,3 65,2 68,8
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Quadro 3. Distribuicao dos diagndsticos endoscdpicos e correlacao com infeccdo por Hp.

Diagnéstico endoscopico N Hp +(N) Hp - (N) P
Esofagite péptica 16 7 9 0,81
Gastrite erosiva 37 20 17 0,250
Ulcera gastrica 8 5 3 0,326
Duodenite erosiva 10 6 4 0,347
Ulcera duodenal 36 24 12 0,039
Outros 13 7 6

Normal 85 23 62 0,002

No caso da tlcera géstrica e da duodenite erosiva, apesar
de ambas mais frequentes nos doentes infectados, julgamos
que a auséncia de associacao significativa se ficou a dever a
insuficiéncia dos ntimeros de ambas as patologias. Todavia,
a associacdo mais estreita verificou-se entre as endoscopias
normais e a ndo infeccdo o que, de forma indirecta, atesta
igualmente o papel etiopatogénico da bactéria.
Relativamente aos factores de viruléncia, pelo reduzido

Quadro 4. Caracterizacao genética das estirpes isoladas.

numero das estirpes caracterizadas, ndo foi possivel estabelecer
associagdo com as patologias encontradas. Todavia, é notéria a
presenca marcada de genétipos ditos virulentos. Relativamente
as estirpes comuns nos paises ocidentais, constatimos, na nossa
amostra, significativamente maior presenca do gene cagA
(90,9%) e estado ON do gene oipA (78,9%); além disso, quase
dois tergos - 63,6% - das estirpes reuniram pelo menos 3 dos
quatro genotipos reconhecidamente mais virulentos®. A fazer

Estirpe Diagnéstico cagA vacA babA2 oipA
1 Normal + s1/m2 + ON
2 Ulcera duodenal + s2/m2 = ON
3 Ulcera duodenal + s1/m2 + ON
4 Gastrite erosiva + s1/m1 + ON
5 Duodenite erosiva + s2/m2 - OFF
6 Gastrite erosiva + s1/m1 - ON
7 Ulcera duodenal + s1/m2 = ON
8 Ulcera duodenal + s2/m2 = OFF
9 Ulcera duodenal + s2/m2 + ON
10 Neoplasia gastrica + s1/m2 - OFF
11 Normal + s1/m1 + ON
12 Ulcera duodenal + s2/m2 + ON
13 Ulcera duodenal + s2/m2 = ON
14 Ulcera duodenal + s1/m1 = ON
15 Gastrite erosiva + s1/m1 +
16 Duodenite erosiva + s2/m2 + OFF
17 Ulcera gastrica + s1/m2 + ON
18 Ulcera gastrica + s1/m1 + ON
19 Normal + s1/m1 + ON
20 Ulcera duodenal = s2/m2 = ON
21 Ulcera duodenal + s2/m2 =
22 Gastrite erosiva + s2/m2 -
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fé na nossa pequena amostra, cremos que as estirpes da nossa
regido tém elevado potencial patogénico, mas sera necessério
reunir um maior nimero de doentes e avaliar também
individuos assintomaticos para melhor esclarecer estes dados.
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