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RESUMO Anita Paula Ortiz de
Godoy

A infeccdo causada pelo Helicobacter pylori na mucosa gastrica € considerada
uma das infec¢des croénicas bacterianas mais comuns em seres humanos, e esta
intimamente associada aulcera péptica, adenocarcinoma e linfoma gastrico, além
de ser, reconhecidamente, um agente carcinogénico tipo |I. Em 1997, foi
recomendado dois esquemas terapéuticos para a erradicacdo da bactéria: terapia
tripla com omeprazol, claritromicina e amoxicilina ou subcitrato de bismuto,
tetraciclina e furazolidona. As terapias nao apresentaram a eficiéncia desejada. A
principal razao deste fracasso das terapias para erradicacao do H. pylorideve-se a
resisténcia observada a alguns antimicrobianos. Algumas linhagens de H. pylori
podem ser intrinsecamente mais propensas ao tratamento com antibiéticos do que
outras. Os objetivos deste estudo foram: determinar os genétipos de vacA, iceA,
cagA e cagE do Helicobacter pylori e estabelecer uma relacdo entre as diferentes
manifestacdes clinicas; verificar a suscetibilidade do Helicobacter pylori frente aos
antimicrobianos amoxicilina, claritromicina, furazolidona, metronidazol e
tetraciclina e avaliar a possivel relacdo dos genes cagA, cagE, vacA, iceA do
Helicobacter pylori com a suscetibilidade da bactéria a esses antimicrobianos.
Foram cultivadas 155 linhagens de H. pylori, dentre elas 17 (11%) apresentaram
genoétipo multiplo sendo assim, excluidas de nossa andlise estatistica. Foi
observado uma relacéo entre o gendtipo vacA s1im1 e ulceragdes duodenais. A
presenga da linhagem menos virulenta vacA s2m2 foi relacionada com o
desenvolvimento de doencga do refluxo gastroesofégico, suportando a hipétise de
que linhagens mais virulentas podem conferir um tipo de protecado esofagica. A
resisténcia ao metronidazol foi observada em 75 pacientes (55%), a amoxicilina,
54 (38%), a claritromicina, 23 (16%), atetraciclina, 13 (9%) e afurazolidona, 19

Xix



(13%). Nao houve associacdo entre as diferentes manifestacdes clinicas dos
pacientes e a resisténcia da bactéria aos antimicrobianos. Nenhuma relagédo entre
os fatores de patogenicidade e a resisténcia bacteriana aos medicamentos usados

na terapia de erradicagao, foi detectada.
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1- DESCOBRIMENTO

Em 1983, WARREN e MARSHALL descreveram a associacao entre gastrite
e a presenca de uma bactéria espiralada no estdbmago de seres humanos, e
propuseram que este microrganismo poderia ser fundamental no desenvolvimento
de doencas gastricas (MARSHALL & WARREN, 1984; AXON & QUINNA, 1994).
Entretanto, esta ndo foi a primeira vez que uma bactéria espiralada foi observada
na mucosa gastrica. Em 1893, Bizzozero e colaboradores ja haviam relatado a
presenca de organismos espiralados no estdmago de caes. Trés anos depois,
Salomon também descreveu espiroquetas no estbmago de cades e gatos.
Posteriormente, estas observacbes foram confirmadas por outros autores, como
Balfour, que em 1906 detectou microrganismos espiralados em Ulceras gastricas e
duodenais de cdes e macacos. No mesmo ano, a presenga de microrganismos no
estbmago e no vémito de pacientes com cancer gastrico foi detectado por Krienitz.
Em 1924, Luck & Seth descreveram a atividade da enzima urease na cavidade
gastrica ligada a presenca do H.pylori. Alguns anos mais tarde (1954), postulou-se
que a presenca desta bactéria ndo passava de contaminacdo da mucosa,
ocorrendo um certo descaso com as pesquisas e publicacbes nesta area. A
redescoberta da bactéria foi tardia devido adificuldade e lentiddo no crescimento.
(LEE, 1993; AXON & QUINNA, 1994; McNULTY, 1999).

A bactéria H. pylori foi primeiramente chamada de Campylobacter like
organism, passando posteriormente a Campylobacter pyloridis. Mais tarde, por
uma correcdo gramatical, foi chamada de Campylobacter pylori. Apds varios
estudos taxonémicos seu nome foi atualizado para Helicobacter pylori devido &
suas caracterizagdes bioquimicas e genéticas que sado diferentes de outras
espécies do género Campylobacter. Neste novo género foram incluidos o
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Helicobacter felis e o Helicobacter mustelae, encontrados em gatos e furdes
respectivamente (HEATHEY, 1995).

2- MICROBIOLOGIA

O Helicobacter pylori € um bacilo espiral Gram negativo, de crescimento
lento, microaerofilico. Possui flagelos, o que lhe permite uma grande mobilidade.
Sua principal caracteristica bioquimica é a abundante produgédo da enzima urease.
Esta, tem papel crucial na fase inicial de colonizacéo do epitélio gastrointestinal, e
por isso, tornou-se um importante marcador da presengca do microrganismo
(PETERSON & GRAHAM, 1998).

2.1- MORFOLOGIA

O Helicobacter pylori é uma bactéria Gram negativa que pode ser
encontrada sob dois tipos de morfologia diferentes, a forma de bacilo espiral e a
cocoide. Em sua forma espiral, a bactéria possui 3-5um de comprimento e
aproximadamente 0,5um de didmetro. Esta morfologia é tida como a forma viavel
ou ativa do microrganismo. Existem controvérsias sobre sua viabilidade da forma
cocoide (NILIUS et al., 1993; MARAIS et al., 1999; REN et al., 1999).

A conversao e a reversao morfolégica da forma espiral para cocoéide da
bactéria pode ser importante para a sua fisiopatologia e meios de transmissao,
entretanto os estudos destes mecanismos ainda nao forneceram dados
conclusivos (NILIUS et al., 1993; CELLINI et al., 1994; SORBERG et al., 1996;
COLE et al.,, 1997; WORKU et al., 1999; TOMINAGA et al., 2001). Durante a

infeccdo, a maioria das bactérias presentes na mucosa gastrica permanecem
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espiraladas, no entanto as formas cocoéides também estao presentes no estbmago

humano, desse modo a relacdo entre morfologia e patogenicidade mantém-se
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controvertida (MARSHALL & WARREN, 1984; MARSHALL, 1983; CHAN et al.,
1994).

2.2- FATORES DE COLONIZACAO

A sobrevivéncia do Helicobacter pylori no ambiente gastrico pode ser
atribuida ao desenvolvimento de caracteristicas especializadas, sendo a mais
importante delas a capacidade de colonizar a superficie do epitélio gastrico abaixo
da camada do muco (McGOWAN et al., 1996). Os mecanismos de colonizag¢ao
desta bactéria, em geral, favorecem os trés passos primordiais: penetracao,
ajuste ao meio e aderéncia (BEACHEY, 1981).

Os fatores de penetracdo sdo aqueles que possibilitam a infeccdo da
bactéria no organismo. Sua forma espiralada e a presengca de cinco ou seis
flagelos unipolares permitem que o H. pylori se movimente rapidamente da luz do
estbmago, onde o pH é muito baixo, através do lago mucoso, para uma area onde
o pH esteja préximo do neutro, tornando as condicdes favoraveis para seu
crescimento. Seus flagelos sdo compostos por subunidades de flagelina e
cobertos por uma dupla camada de fosfolipideos, que tem como finalidade
protegé-los da acidez gastrica (EATON et al., 1989; KOSTRZYNSKA et al., 1991;
LEYING et al., 1992; SUERBAUM et al., 1993; MARAIS et al., 1999).

O Helicobacter pylori produz grande quantidade de urease, e esta é uma
enzima essencial para a sua colonizacdo, pois favorece o ajuste ao meio. O papel
desta enzima é hidrolizar a uréia da mucosa gastrica, transformando-a em diéxido
de carbono e ambnia, a qual tampona a acidez gastrica e otimiza o pH ao redor da
bactéria, permitindo o seu crescimento (McGOWAN et al., 1994). A transformacéao
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da uréia em amoénia também funciona como fonte de nitrogénio para a sintese de

proteinas, necessarias para a aderéncia bacteriana (EATON et al., 1995).
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Outra enzima que exerce papel importante na colonizacéo é a catalase, que
protege a bactéria contra os efeitos danosos dos metabdlitos de perdxido de
oxigénio produzidos pelos neutrofilos, permitindo assim a sobrevivéncia da
bactéria na superficie da mucosa gastrica inflamada (PAJARES, 1995;
McGOWAN et al., 1996).

3- EPIDEMIOLOGIA

A infeccao causada pelo Helicobacter pylori na mucosa gastrica tem sido
considerada como uma das mais frequentes infecgdes crénicas bacterianas em
seres humanos (GRAHAM, 2000). Ha estimativas de que a taxa da populacédo
mundial colonizada por este microrganismo seja superior a 50%, e a importancia
deste fato reside na intima associacédo da infecgcdo a genese da Ulcera péptica,
adenocarcinoma e linfoma gastrico, além de ser, reconhecidamente, um agente
carcinogénico tipo | (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994; AMERICAN DIGESTIVE HEALTH
FOUNDATION, 1997).

3.1- PREVALENCIA

A infeccdo por H. pylori ocorre mundialmente, havendo diferengas
significantivas na prevaléncia da infecgcdo quanto ao desenvolvimento regional. Em
geral, o numero de pessoas infectadas € superior em paises em desenvolvimento,
comparando-se com a prevaléncia nos paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos

e Austrdlia, por exemplo, a taxa de infeccao oscila entre 19 e 57%, ja em paises
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como China, Tailandia e india a prevaléncia pode chegar até 90% (HEATHEY,
1995; MITCHELL, 1999).

Estudos epidemiolégicos mostram que a freqiiéncia da infeccao pelo H.
pylori parece ser maior quanto mais elevada for a faixa etaria. Nos paises
desenvolvidos, a infecgéo é relativamente rara em criangas, e € adquirida em uma

INTRODUCAO
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taxa constante de, aproximadamente, 0,5-2,0% ao ano, alcan¢cando a prevaléncia
de 20-40% na populagédo adulta. Por outro lado, nos paises em desenvolvimento,
0 H. pylori é adquirido rapidamente durante a primeira infancia, como por exemplo
na China, onde a taxa de infeccao chega a 70% entre os adolescentes, e na
Nigéria, onde a alta prevaléncia mostra dados de 58% de criangas soropositivas
com um ano de idade chegando a 91% apds dez anos (THOMAS & PRETOLANI,
1994). Adicionalmente, MITCHELL (1999) apresentou resultados de estudos
epidemiologicos, mostrando que no mundo desenvolvido a taxa de infeccdo em
criancas com idade inferior a 10 anos varia de 0 a5% enquanto que em paises em

desenvolvimento essas taxas chegam a 60%.

Devido & dimensbes continentais e & desigualdades sécio-econémicas
existentes no Brasil, é fundamental que estudos epidemiol6gicos sejam realizados
em diferentes regides do pais (OLIVEIRA et al., 1994). Um trabalho realizado no
estado do Mato Grosso mostrou uma alta taxa de infecgédo pelo H. pylori entre
criancgas e adolescentes (77,5%), atingindo 84,7% na populacdo adulta (SOUTO et
al, 1998). Outro estudo realizado em Belo Horizonte apresentou taxa de
prevaléncia para esta bactéria de 34,1% em criangas e 81,7% em adultos
(OLIVEIRA et al., 1994; OLIVEIRA et al 1999).

Em paises desenvolvidos 0 aumento da relagdo prevaléncia da infeccao
com a idade esta relacionada ao efeito cohort, pois a maioria das pessoas foram

infectadas na infancia quando as condi¢cées sécio-econémicas e de saneamento

26



basico eram piores. As geragcdes mais jovens foram infectadas menos
frequentemente, devido a melhoria do saneamento basico (VAN der ENDE et al,,
1997). A incidéncia da infeccao por H. pylori nos paises desenvolvidos € menor
comparando-se a dos paises em desenvolvimento, o que confirma que a situacao
sécio-econ6mica é um fator determinante e importante, sugerindo a necessidade

de realizacdo de mais estudos epidemiolégicos (HEATHEY, 1995).
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3.2- TRANSMISSAO

Varias pesquisas sobre 0 modo de transmissdo do H. pylori estdao sendo
desenvolvidas, e pode-se dizer que esta é uma das areas mais estudada,

discutida e controvertida desse, recém descoberto, microrganismo.

As vias de infeccdo do Helicobacter pylori aceitas atualmente incluem a
fecal-oral e a oral-oral. Nao ha possibilidade de transmissao através do ato sexual
comum, e a infeccdo por insetos vetores é praticamente nula (DELTENRE &
KOSTER, 2000). ESLICK (2002), descreveu a possibilidade de o H. pylori ser
transmitido através das fezes durante a pratica sexual oral-anal, entretanto, outros
autores em um estudo anterior ndo chegaram a mesma concluséo (WEBB et al,,
1996).

3.2.1- TRANSMISSAO FECAL-ORAL

Em 1992, foi publicado o primeiro trabalho sobre o isolamento de H. pylori
em fezes humanas. Nesse estudo, THOMAS et al. (1992) descreveram o
isolamento de H. pylori em fezes de criangas e adultos infectados na Gambia.
Alguns anos mais tarde, KELLY et al. (1994) também isolaram esta bactéria em
fezes de individuos dispépticos (H. pylori — positivos). Entretanto, outros estudos
evidenciaram que o H. pylori ndo € bem adaptado apassagem do estbmago para
o duodeno, indicando que a bile possue um efeito letal para a bactéria, e por isso
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a sobrevivéncia do H. pylori ap6s esta transicao parece ser incomum (RAEDSCH,
1989; DYE, 1990; MITCHELL et al., 1992a).

MAPSTONE et al. (1993a) e NOTARNICOLA et al. (1996) descreveram
altas taxas de DNA do H. pylori em amostras de fezes de seres humanos
infectados (89,6% e 95,6%, respectivamente). Por outro lado, NAMAVAR et al.
(1995), observaram DNA bacteriano em apenas 7% das fezes analisadas. Embora
a deteccao do material genético do H. pylori nas fezes sugira a possibilidade de
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uma transmissao fecal-oral, a presenca de DNA da bactéria nas fezes nao
significa, necessariamente, que o H. pylori esteja viavel (MITCHELL 1999;
DELTENRE & KOSTER, 2000).

Caso o H. pylori seja transmitido via fecal-oral, a 4gua seria um provavel
meio de propagacao da bactéria. Em um estudo epidemiolégico sobre 0 modo de
transmissdo do H. pylori em criangas peruanas, KLEIN et al. (1991) propuseram
uma associacdo entre a prevaléncia do microrganismo e a agua potavel.
Adicionalmente, HOPKINS et al. (1993) sugeriram que a contaminacdo na
agricultura, pela utilizagdo de agua contaminada na irrigacao das lavouras, através
do consumo de frutas e vegetais ndo cozidos pudesse ser um possivel modo de
transmissdo do Helicobacter pylori (MITCHELL, 1999; DELTENRE & KOSTER,
2000).

3.2.2- TRANSMISSAO ORAL-ORAL

Existem indicios de que o Helicobacter pylori possa permanecer ou transitar
pela area bucal, na placa dentaria ou saliva. Além disso, sua preseng¢a no suco
gastrico faz com que a possibilidade de transmissao oral-oral deste microrganismo
seja estudado (MITCHELL, 1999; DELTENRE & KOSTER, 2000).
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Ha evidéncias de que o vOmito e o refluxo esofagico possam ser
considerados como um meio de propagacao do microrganismo, ja que VAROLI et
al. (1991), mostraram um numero superior a 58% de H. pylori presente no suco
gastrico de pacientes infectados (VAROLI et al.,, 1991; MITCHELL, 1999). Desse
modo, propde-se uma maior atencdo a possivel transmissao gastro-oral, que
ocorreria quando um individuo entrasse em contato com o vémito contaminado
(MITCHELL et al., 1992b; AXON, 1995).

INTRODUCAO

Isolamento
|

Em estudos de investigagdo da transmissdo do H. pylori, KRAJDEN et al.
(1989) e CELLINI et al. (1995) isolaram algumas bactérias de placa dentaria de
pacientes positivos ao microrganismo. Adicionalmente, DESAI et al. (1991) em um
estudo com pacientes dispépticos da india, obtiveram uma taxa de 98% de
presenca de H. pylori na placa dentéria. Entretanto, a identificacao da bactéria foi
feita através do teste da urease, que é inespecifico, aumentando a possibilidade
de falsos positivos por outras bactérias produtoras da enzima urease (MITCHELL,
1999).

Estes dados indicam que a transmissao oral-oral, ou ainda a gastro-oral
possam ser um dos principais meios de propagacao da bactéria.

4- ISOLAMENTO

Existem varias técnicas utilizadas para identificar o Helicobacter pylori, estas
podem ser divididas em nao invasivas ou nao endoscoépicas, que sao mais
convenientes para o paciente e incluem a sorologia e o teste respiratorio da uréia
ou do ®C ou 'C e invasivas ou endoscépicas, feitas por meio de uma

endoscopia digestiva alta (EDA), que freqlientemente envolve a retirada de
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fragmentos de bidpsias gastricas para o isolamento do H. pylori e o diagndstico
das doencas do tubo digestivo alto. Esta técnica € ideal para diagndstico e
planejamento do tratamento em pacientes com suspeita de infeccdo por esta
bactéria. Apdés a endoscopia, a identificacdo da bactéria é feita por meio de cultura
bacteriana, analise histopatologica do tecido e o teste rapido da urease, podendo
ser utilizados também testes moleculares como o PCR (do inglés: POLYMERASE
CHAIN REACTION) (COHEN, 1997; MAGALHAES, 2000; OHANA, 2000).
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4.1 — SOROLOGIA

O teste de sorologia identifica os anticorpos especificos [imunoglobulina G
(IgG)] originados como resposta imunolégica a infeccdo pelo H. pylori. Os
anticorpos sao encontradas em amostra de soro das pessoas infectadas.
Geralmenteeste teste é realizado através da técnica de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) ou latex-aglutinacdo. Resultados falso-negativos podem
ocorrer em criancas, idosos e em individuos imunodeprimidos, que n&o
desenvolvem reagdo imunoldgica contra a infeccado (ALEMOHAMMAD et al., 1993;
LUZZA et al., 1995; WESTON et al., 1995; ATHERTON et al., 1997). A sorologia
tem um papel limitado na confirmacao da erradicagdo do H. pylori, pois na maioria
dos pacientes sdo necessarios de 6 a 12 meses para que o titulo de IgG reduza a
50% ou valores inferiores aos observados antes do tratamento (PRASAD, 1995).

4.2- TESTE RESPIRATORIO DA UREIA
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O principio do teste € simples e consiste na administracao, pelo paciente, de
uma solugdo de uréia isotopicamente marcada com *C ou '*C. O ar expirado pelo
paciente é coletado para posterior analise. Caso o H. pylori esteja presente, a
enzima urease catalisard a hidrélise da uréia, sendo o diéxido de carbono
absorvido pela corrente sanglinea. A molécula com is6topo marcado sera
detectada no ar expirado. No entanto, podem ocorrer falso-positivos devido a
hidrélise da uréia por bactérias da cavidade oral, ou falso-negativos caso o exame
seja feito uma semana apds o uso de bismuto, antimicrobianos ou apds cirurgia
gastrica (BELL et al., 1987; GRAHAM et al., 1987; RAJU et al., 1994; HEATLEY,
1995; ATHERTON et al., 1997).

INTRODUCAO

Isolamento
|

4.3- TESTE RAPIDO DA UREASE

Este teste é baseado na principal caracteristica bioquimica da bactéria, a
producdo da enzima urease que hidroliza a uréia em gas carbénico e amodnia,
alterando o pH do meio (Figura 1). Esta reacao serd observada através de um
indicador de pH, que indicara a presencga da bactéria. Para o diagnéstico do H.
pylori na pratica clinica, o teste da urease é barato, rapido e facil de se realizar,
entretanto nao fornece informacées sobre a intensidade da inflamacéao
(MEGRAUD, 1997). Falso-positivos podem ocorrer devido apresenca de outros
organismos produtores de urease, do mesmo modo falso-negativos podem ocorrer
quando o paciente esta sendo tratado com inibidores de bomba de prétons como
omeprazol, lanzoprazol ou pantoprazol (GLUPCZYNSKI & HIRSCHL, 1994).

)
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FIGURA 1 : Teste rapido da urease: amarelo — urease negativo; rosa — urease positivo. Reagao de quebra da uréia.
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4.4- HISTOLOGIA

Embora a técnica histolégica nao esteja livre de falhas, a especificidade e a
sensibilidade desta séo altas, em torno de 95%. Além da deteccao da bactéria, a
andlise histopatologica permite avaliar o tipo e a intensidade da inflamacéo da
mucosa gastrica. As coloragdes mais utilizadas sdo a hematoxilina-eosina e a
Giemsa (HEATHEY, 1995; LAINE et al., 1997) (Figura 2). Ha uma limitacao na
utilizacdo desta técnica na pratica clinica, devido ao alto custo, a demora e a
necessidade de um histologista experiente (MEGRAUD, 1997).




FIGURA 2: Analise histolégica da bidpsia gastrica: a seta indica a presenga do H. pylori.
FONTE: LEE & MEGRAUD, 1996.

4.5- CULTURA BACTERIANA

O Helicobacter pylori € 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 véarios fatores como o0 numero de biépsias, 0 meio de cultura,
a duracdo e a temperatura do transporte e o préprio método de cultivo. Sua
deteccao pode ser influenciada também pelo uso prévio de alguns medicamentos,
usados por pacientes em tratamentos de dispepsia, como 0 omeprazol, alguns
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antimicrobianos, bismuto ou benzocainas. Além disso, é possivel que residuos de

glutaraldeido, presentes na pinca de coleta de bidpsia, afete a viabilidade do H.

pylori.

Para o desenvolvimento da cultura bacteriana (Figura 3), alguns cuidados
devem ser tomados quanto ao ambiente de crescimento do H. pylori, que deve ser
obrigatoriamente microaerofilico (5-6 % de Oz, 8-10% de CO,, 80-85% de Ny).
Este método permite o isolamento e a analise da susceptibilidade do H. pylori a
antimicrobianos (McNULTY et al., 1988; ELIZALDE et al.,, 1998; GOLD et al.,
1999).




FIGURA 3: Cultura do H. pylori.

4.6 PCR

A reacao de PCR (Polymerase Chain Reaction) é outro método usado para
a deteccdo do H. pylori. Este método apresenta altissima sensibilidade e
especificidade, podendo ser feito diretamente das bidpsias gastrica ou duodenal,
do suco gastrico, da placa dentaria, da saliva, da cultura e até mesmo das fezes
(WESTBLOM et al., 1993; CHONG et al., 1996; WESTBLOM, 1997; LU et al.,
1999). Os genes rRNA 16S, ureA e o ureC tém sido utilizados na identificacao da
bactéria. Além disso, por sua alta sensibilidade, a PCR &€ muito utilizado em
estudos epidemioldgicos ligados aidentificacdo de reservatérios ambientais, e em

INTRODUCAO
Diversidade genética

trabalhos de determinagcdo do modo de transmissao desta bactéria (WESTBLOM,
1997). As desvantagens deste método sédo o alto custo da técnica e a falta de
informagéao sobre a viabilidade da bactéria estudada.

5- DIVERSIDADE GENETICA

A presenca do Helicobacter pylori esta associado com diversas doencgas
com diferentes graus de severidade, tais como gastrite crénica, Ulcera péptica,
linfoma MALT (Mucosa Associated Limphoid Tissue) e o carcinoma gastrico distal.
A diversidade sintomatica pode estar ligada aidade e a fatores genéticos do

hospedeiro, juntamente com fatores ambientais, tais como a dieta inadequada e a
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administracdo continua de alguns medicamentos como os antinflamatérios nédo
esteroidais. Esta variacdo sintomatica pode também estar ligada a propriedades
especificas da bactéria, pois numerosos estudos tém mostrado que o grau de
diversidade entre as cepas de Helicobacter pylori parece ser superior ao
registrado em outras espécies bacterianas (AXON, 1990; GO et al, 1996;
MOBLEY, 1997; VAN DOORN et al., 1997; MARAIS et al., 1999).

Muitos mecanismos diferentes podem contribuir para esta diversidade
gendmica. A obtencado de fragmento de DNA exdgeno faz com que aumente a
diversidade entre linhagens. Isso ocorreu com a ilha de patogenicidade cag (cag
PAI), presente em muitas cepas de H. pylori (ATHERTON et al., 1995;
MARSHALL et al., 1998; VAN DOORN et al., 2000). Dentre outros mecanismos
que contribuem para a diversidade genética, destacam-se as mutagdes pontuais
que estdo associadas com a diversidade de alguns genes (ureC e iceA, por
exemplo), e com a aquisigdo de resisténcia a alguns antimicrobianos
(COURCOUKX et al., 1990; KANSAU et al., 1996; PEEK et al., 1996; VAN DOORN
et al., 2000).
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O primeiro genoma completo da bactéria foi publicada em 1997 por TOMB
et al., que com sua equipe sequenciaram o cromossomo da cepa 26695, que foi
isolada de um paciente com gastrite em 1987 no Reino Unido. No ano seguinte,
HANCOCK et al. (1998) finalizaram o sequenciamento do genoma da linhagem
J99, isolada nos Estados Unidos de um paciente com Uulcera duodenal. O
cromossomo circular da J99 tem 1.643.831 pb, sendo 24.036 pb menor que o da
26695 (TOMB et al., 1997, HANCOCK et al., 1998, ALM et al., 1999; ALM &
TRUST, 1999).

VAN der ENDE et al. (1996) sugeriram que o Helicobacter pylori esta em
evolugao continua, resultando assim em linhagens altamente diversificadas.

Porém, BLASER & BERG (2001) afirmaram que o H. pylori € uma bactéria muito
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heterogénea, entretanto muito dessa diversidade ndo afeta o seu

desenvolvimento.

Alguns estudos que comparam as sequéncias génicas do H. pylori
concluiram que a organizacao do genoma, a ordem dos genes € o proteoma das
duas cepas sequenciadas sdo muito similares. Esta alta estimativa de
variabilidade genética tem ocorrido provavelmente devido ao uso de técnicas de
baixa resolucdo como pulsed field gel electrophoresis e RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism). Esses estudos comparativos mostram também
que 20% dos genes sao especificos do Helicobacter pylori, sendo que cerca de
7% sao exclusivos de cada linhagem, com quase metade desses genes
compactados em uma Unica e variavel regidao (ALM et al., 1999; ALM & TRUST,
1999; DOIG et al.,1999; SALAMA et al., 2000).

5.1 - PATOGENICIDADE E VIRULENCIA

Além dos fatores de colonizacdo, o Helicobacter pylori, tal como outras
bactérias patogénicas, causa danos aos tecidos através da liberacdo de toxinas.
Na década passada, foram identificados alguns genes do H. pylori relacionados
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ao desenvolvimento de doencas gastricas (BLASER et al., 1995; XIANG, 1995;
BLASER & CRABTREE, 1996).

Foi descrita uma citotoxina com capacidade de produzir vacuolos (VacA).
Esta proteina é codificada pelo gene vacA, que é encontrado em todas as
linhagens de H. pylori. Aproximadamente 50% destas cepas produzem a citotoxina
ativa, que € capaz de induzir a vacuolizacdo em células eucariontes (COVER &
BLASER, 1992; COVER et al., 1994; ATHERTON et al., 1995).

Outra proteina associada & manifestacdes clinicas é o antigeno de
superficie codificado pelo gene cagA. Este gene ndo esta presente em todas as
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linhagens de H. pylori, e € considerado um marcador para presenca da ilha de
patogenicidade (cagPAl) (VAN DOORN et al., 1998). As cepas de H. pylori cagA
positivo (cagA+) parecem ser mais prevalentes em pacientes com Ulceras
pépticas, quando comparado a pacientes com gastrite. Recentemente, alguns
genes também estao sendo relacionados aulceragdes, como é o caso do cagE,
também presente na cag PAl e o iceA (ATHERTON et al., 1995; LUPETTI et al.,
1996; VAN DOORN et al., 1998; FALLONE et al., 2000; VAN DOORN et al.,
2000).

5.1.1- vacA

A citotoxina vacuolizante (VacA), codificada pelo gene vacA, é um
importante fator de viruléncia do H. pylori por induzir a vacuolizagao citoplasmatica
em células eucariontes (COVER & BLASER, 1992; COVER et al., 1994;
ATHERTON et al., 1995; COVER, 1996, de BERNARD, 1997; MONTECUCCO et
al., 1999).

Todas as cepas desta bactéria contém seqiéncias que hibridam com
sondas de vacA, e claramente todas estas bactérias secretam o produto VacA. No
entanto, foi observada uma consideravel variagdo interlinhagens na atividade
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vacuolizante da toxina (COVER et al., 1994; ATHERTON et al., 1995; FORSYTH
et al., 1998). A heterogeneidade dos alelos vacA pode ser um fator determinante
nas variagbes das doengas entre os pacientes infectados por H. pylori (RUDI et
al., 1998; ATHERTON et al., 1999; GERHARD et al., 1999; VAN DOORN et al.,
1999).

Existem duas regides variaveis no gene vacA. Uma regido de
aproximadamente 50pb, denominada s, localizada na regidao 5 terminal, que

codifica o peptideo sinal (Figura 4). Nesta regiao podem ser identificados os
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subtipos s1 e s2. Além disso, o0 alelo s1 pode ser distinguido nos subtipos s1a,
s1b, s1c (ATHERTON et al., 1995; VAN DOORN et al., 1998).

Outra regido que apresenta uma grande heterogeneidade, chamada de m,
com aproximadamente 700pb, esta localizada na regidao mediana do gene, como
mostra a Figura 4 (ATHERTON et al., 1995). Esta apresenta os subtipos m1 e m2,
podendo este ultimo ser identificado como m2a e m2b (ATHERTON et al., 1995;
VAN DOORN et al., 1998).

A combinagdo em mosaico desses tipos alélicos distintos (s € m) determina
a producéao e a especificidade da atividade da citotoxina e estad associada com a
patogenicidade bacteriana (ATHERTON et al., 1995; GUNN et al., 1998; VAN
DOORN et al., 1998). Todas as linhagens possuem um dos tipos de seqiéncia
sinal e um dos dois tipos da regido mediana, assim sendo podemos ter s1m1,
s1m2, s2m2 e o menos comum s2mi1 (ATHERTON et al., 1997; MORALES-
ESPINOSA et al., 1999; MARTINEZ et al., 2001). Andlises bioquimicas revelaram
que todas variantes alélicas vacA produzem uma citotoxina vacuolizante. Esta
proteina € autosecretada, similarmente ao sistema de secrecao tipo V. Porém as
proteinas vacA s2 ndo sdo eliminadas eficientemente, perdendo assim as
propriedades toxicas induzindo assim ao desenvolvimento de doengas gastricas
leves como as gastrites (REAYRAT, et al., 1999; GERHARD, et al., 2002).
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Alguns estudos tém demostrado a associacao entre a infec¢do gastrica, por

H. pylori contendo o alelo s1 e um maior risco de desenvolver doencga ulcerosa

péptica, do que os infectados com cepas s2 (RUDI et al., 1998; ATHERTON et al.,
1999; GERHARD, 1999; VAN DOORN et al., 1999). Esta associacao parece ser
menos aparente em muitos paises asiaticos, quando comparado com 0s europeus
e os americanos (ITO et al., 1998; PAN et al., 1998).
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O gene vacA codifica a citotoxina vacuolizante com aproximadamente
140KDa de massa (Figura 4). O amino terminal na seqiéncia sinal e o fragmento
carboxi-terminal sdo proteoliticamente retidos durante o processo de secrecédo do
VacA, a toxina matura é exportada para o espago extracelular possuindo
aproximadamente 88 KDa, com aproximadamente 821 aminoacidos (COVER &
BLASER, 1992; COVER et al., 1994; PHADNIS et al., 1994; SCHIMITT & HAAS,
1994; TELFORD et al.,, 1994; COVER et al., 1997; MOLINARI, 1998; YAHIRO et
al., 1999; NGUYEN et al., 2001).

Regido s1 ou s2 Regido m1 ou m2

Iﬁ |£ Gene vacA
_ L |

5' 3V

NHZ_Q_H_HH_COOH Citotoxina VacA

T Baskpa Bsakpa B sokpa
Peptideo sinal

FIGURA 4 : Esquema do gene vacA, evidenciando as regides que codificam o peptideo sinal (s) e a mediana (m). Mostra
também o produto primario traduzido do gene.

Desse modo, o VacA é secretado no espaco extracelular e também é retido
parcialmente na superficie celular bacteriana. Em pH neutro, VacA agrupa-se em
um grande complexo oligomérico, soluvel em agua, composto predominantemente
por 12 ou 14 mondémeros idénticos (LUPETTI et al., 1996; COVER et al., 1997).
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Quando exposto a pH acido ou alcalino, este complexo desassocia-se em
mondmeros e estes estdo associados a um aumento da citotoxidade do VacA (de
BERNARD et al., 1995; COVER et al., 1997; MOLINARI et al., 1998; YAHIRO et
al., 1999; Mc CLAIN et al., 2000). Dentre os efeitos celulares induzidos pelo VacA
incluem a vacuolizacao, alteragdo da fungao endolisossémica, formacao de poros
na membrana pladsmatica, apoptose e permeabilizacdo da camada epitelial. VacA

atinge alguns diferentes alvos celulares, incluindo as vesiculas endociticas, as
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mitocéndrias, o citoesqueleto e as jung¢des das células epiteliais (PAPINI et al.,
2001).

5.1.2 - cagA e cagE

O antigeno de superficie CagA € um possivel fator de viruléncia do H. pylori
e é codificado pelo gene cagA. A producdo desta proteina estd associada com
avangos das doencas gastrointestinais (TUMURU et al, 1993; COVER &
BLASER, 1995). O gene cagA é convencionalmente usado como um marcador da
ilha de patogenicidade cag PAI, contida nas linhagens mais virulentas. Alguns
estudos sugerem que nao se use apenas o0 gene cagA como marcador da
presenca da PAI, pois esta pode ndo estar integra. Linhagens obtidas de
pacientes dispépticos podem possuir a maioria dos genes da PAI, incluindo a
regido promotora do gene cagA, mesmo que ele esteja ausente, sugerindo assim
que outros genes, como o cagE, devam ser usados como marcador da presenca
da ilha de patogenicidade (MAEDA et al., 1998; IKENOVE et al., 2001; OWEN et
al., 2001).

Linhagens cagA+ sao conhecidas por induzir a secrecdo de IL-8
(interleucina 8) pelas células epiteliais, um importante mediador da migracao de
neutréfilos durante o processo inflamatério (CRABTREE et al., 1994; CRABTREE
et al., 1995). Entretanto, recentes estudos tém indicado que nao apenas o cagA,
como outros genes contidos na ilha, sdo responsaveis pela indugéo de IL-8. A
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inativacdo do cagE também pode causar uma reducdo na habilidade do H. pylori
em induzir a producao IL-8 (SHARMA et al., 1995; CENSINI et al., 1996;
AKOPYANTS et al., 1998; MAEDA et al., 1998; OGURA et al., 1998)

51.3 —iceA
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Recentemente, PEEK et al. (1998) descreveram um novo gene do
Helicobacter pylori, denominado iceA (Induced by Contact with Epithelium).
Estudos iniciais mostraram que haviam duas variantes para este gene, os alelos
iceA1 e iceA2 (Figura 5).

A expressao do iceA1 é regulada através do contato da bactéria com
células epiteliais (PEEK et al., 1998; van DOORN et al., 1998). O produto génico
de iceA1 é uma provavel endonuclease de restricdo, que apresenta uma
homologia de aproximadamente 60% com os nucleotideos do gene nlalllR da
Neisseria lactamica, codificador da endonuclease de restricdo Nlalll que
reconhece a sequéncia CATG (MORGAN et al., 1996). O gene hpylM, que sucede
o0 iceA, codifica uma adenina metiltransferase que também reconhece a sequéncia
CATG. Consequentemente, o arranjo génico de iceA-hpylM assemelha-se a um
tipico sistema modificado, codificante de endonuclease de restricdo tipo |l,
encontrado em muitas outras espécies bacterianas (WILSON, 1991; XU et al.,
1997). A relag&o do produto génico iceA1 com a infeccdo humana ainda ndo esta
muito claro (VAN DOORN et al., 1998; ITO et al., 2000). Foi sugerido que este
alelo estaria associado a ulceracdes duodenais (PEEK et al., 1998; van DOORN et
al., 1998). Esta informagdo mantém-se controversa, pois alguns estudos n&o
confirmam a associacao de iceA1 com qualquer tipo de doenca (KIDD et al., 1999;
YAMAOKA et al., 1999; ITO et al., 2000). A presenca do alelo iceA1 foi também
relacionada a um aumento na inducéo de IL-8 e com a intensidade de infiltracéo
neutrofilica (PEEK et al., 1998; NISHIYA et al., 2000).
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Em contaste com o iceA1, o tipo alélico iceA2 ndo apresenta homologia
com proteinas conhecidas, e sua estrutura revela padrées de repeticdes de
cassetes. A sua forma mais comum codifica uma proteina de 59aa (aminoacidos),

a qual possui dois dominios conservados nas extremidades (14aa e 10aa) e
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outros trés dominios internos com 13, 16 e 6aa. Andlise das sequéncias de varias
linhagens de H. pylori iceA2 mostram que este cassete interno, composto por
35aa, pode estar ausente ou se repetir em até trés vezes, resultando assim em
proteinas compostas por 24, 59, 94 ou 129aa como mostra a Figura 5
(FIGUEIREDO et al., 2000). O gene iceA2 apresenta aproximadamente 40% de
homologia com os nucleotideos do iceA1, mas sua estrutura génica é totalmente
diferente (PEEK et al., 1998; VAN DOORN et al., 1998).

cysE IceA 1 hpylM

cysE IceA 2 hpylM
[ ] I L]
14 13 16 6 10
L |

50aa

Tamanho n°cassetes

(aa) (35aa) iceA2
24 ol
14 10
59 1 H
14 13 16 6 10
94 2 M
14 13 16 6 13 16 6 10
129 3 M
14 13 16 6 13 16 6 13 16 6 10

FIGURA 5: Representacao esquematica do gene iceA que se encontra entre os genes cyskE e hpylM. Comparagao entre os
alelos iceA1 e iceA2; e os subtipos de iceA2. Adaptado PEEK et al., 2000.
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O tratamento da infeccédo do H. pyloritem sido objeto de um grande numero
de estudos. Os esquemas terapéuticos mais comumente empregados para a
terapia de erradicacdo consistem na combinacdo de dois antimicrobianos
(usualmente metronidazol, claritromicina, amoxicilina, tetraciclina ou furazolidona),
juntamente com um inibidor de bomba de prétons (omeprazol, lanzoprazol ou
pantoprazol), um antagonista de receptor de H (ranitidinha, cimetidina) ou
componentes de bismuto (BUCKLEY et al., 1996; GRAHAM et al., 1996; The Irish
Hp Study Group, 1996). Entretanto, a faléncia terapéutica aos regimes propostos
ocorre em aproximadamente 10-20% dos pacientes (LAHEIJ et al., 1999;
WILLIAMS et al., 2000). Dentre os fatores incluidos como causas da ineficiéncia
terapéutica, o mais importante € a resisténcia das bactérias aos antimicrobianos.
Além disso, destacam-se também a penetragcdo nao efetiva dos antibibticos
através da mucosa gastrica e a inativacdo da droga no pH baixo do estémago
(LABENZ et al, 1994; VAN der HULST, 1996; ALARCON et al, 1999; VAN
DOORN et al., 2000).

6.1 — ESQUEMAS TERAPEUTICOS

Em 1992 foi proposto pelo comité organizador da Primeira Semana
Européia de Gastroenterologia em Atenas, a utilizacdo de trés esquemas
terapéuticos para a erradicacdo do H. pylori: terapia tripla com bismuto,
metronidazol e tetraciclina; ou bismuto, metronidazol e amoxicilina e terapia dupla

com omeprazol e amoxicilina (LEE, 1993).

Nos Estados Unidos, os esquemas aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration) incluem também terapias triplas com subsalicilato de bismuto,
metronidazol e tetraciclina; lansoprazol, amoxicilina e claritromicina e omeprazol,
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amoxicilina e claritromicina (Evaluating clinical studies of antimicrobials in the

Division of Anti-Infective Drug Products: Indication 25 Helicobacter pylori).

Estes esquemas ndo se mostraram eficientes em varias regiées do mundo,
assim como no nosso pais, devido principalmente aos altos indices de resisténcia
do H. pylori ao metronidazol. Durante o 1° Encontro do Nucleo Brasileiro para o
Estudo do Helicobacter pylori, em 1997, foi recomendado a classe médica
brasileira, dois esquemas terapéuticos iniciais para a erradicacao da bactéria:
terapia tripla com omeprazol, claritromicina e amoxicilina e uma opgdo mais
econbémica com subcitrato de bismuto, tetraciclina e furazolidona. Além disso, o
Nucleo sugeriu 3 esquemas para retratamento, utilizando inibidor de bomba
protbnica, sal de bismuto e antibidticos com amoxicilina, claritromicina,
azitromicina, tetraciclina e quimioterapicos como metronidazol, tinidazol em
combinacdes variadas (CARVALHAES et al., 1997).

6.2- RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

A principal razdo do fracasso de terapias utilizadas para erradicacao do H.
pylori deve-se & resisténcia a alguns antimicrobianos utilizados (MEGRAUD,
1997). Pela heterogeneidade da bactéria, é recomendado analisar a diversidade
genotipica e a resisténcia do H. pylori aos antimicrobianos propostos no esquema
terapeutico. Sendo assim é de fundamental importdncia a analise da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM ou MIC) das linhagens frente aos

antimicrobianos usados no tratamento.

Quando linhagens brasileiras de H. pylori foram analisadas em relacéo a
resisténcia primaria a estes antimicrobianos, verificaram-se graus de resisténcia
diferentes em comparacdo com dados obtidos em outras populacbes. A
resisténcia ao metronidazol foi verificada em 42% das linhagens, para amoxicilina
em 29%, para claritromicina e tetraciclina 7% e para furazolidona 4%
(MENDONCGA et al., 2000).
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Em outro estudo, foi observado que a resisténcia do H. pylori a estes
antimicrobianos poderia reduzir a eficiéncia do tratamento para erradicacao para
50% (ECCLISSATO et al., 2002). As diferencas nas linhagens brasileiras em
comparagcao com outros paises, reforcam a importancia dos estudos especificos

de H. pylori provenientes dessa populacao.

A resisténcia a uma certa classe de antimicrobianos pode envolver
diferentes mecanismos e pode ocorrer com todas as linhagens de uma
determinada espécie bacteriana. Em nivel bioquimico existem quatro mecanismos
principais de resisténcia a agentes antimicrobianos: impedimento da penetracao
do antimicrobiano, alteragcdo molecular do alvo, efluxo ativo da droga ou inativacao
do composto antimicrobiano (MEGRAUD, 1997).

6.3- RESISTENCIA E PATOGENICIDADE

O sucesso da erradicacao do Helicobacter pylori ndo depende apenas da
susceptibilidade da linhagem ao antimicrobiano utilizado na terapia, mas este é um
dos principais fatores, tendo assim maiores taxas de cura em pacientes infectados
com linhagens sensiveis ao antimicrobiano (LOPES-BREA et al., 1999). Alguns
estudos tém sugerido que a taxa de erradicacdo do H. pylori é menor em
pacientes com gastrite, comparando-se a pacientes com Ulcera péptica. Desse
modo, os fatores de viruléncia poderiam influenciar na faléncia terapéutica (VAN
der HULST, 1997; VAN DOORN et al., 2000; BROUTET et al., 2001; RUDI et al.,
2002).

Foi observado que pacientes infectados com bactérias cagA+ responderiam
melhor ao tratamento para a erradicacdo. Isto pode ser atribuido ao fato de estas
linhagens provocarem uma maior degradacdo de muco e da camada epitelial,

permitindo assim, maior penetracdo dos antimicrobianos contidos na luz do
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estbmago. As cepas cagA+ induzem a secrecdo de IL-8, aumentando a resposta
inflamatéria local, alterando a vascularizacdo, podendo favorecer uma melhor
difusdo das drogas utilizadas (SPILLER et al., 1999; VAN DOORN et al., 2000
BROUTET et al., 2001; SARUGC et al., 2001; RUDI et al., 2002).

Outra possivel explicacdo ao fato de as bactérias cagA+ apresentarem uma
maior taxa de erradicacdo é que estas cepas podem colonizar com maior
densidade, e possuem um crescimento mais rapido, comparando-se & linhagens
cagA-, tornando-se mais susceptiveis aos antimicrobianos ativos durante a divisdo
celular, como a amoxicilina (VAN der HULST et al.,, 1997; VAN DOORN et al.,
2000; BROUTET et al., 2001; RUDI et al., 2002). Algumas linhagens de H. pylori
podem ser intrinsecamente mais propensas ao tratamento com esquemas
terapéuticos do que outras. A ligacado entre o gendétipo cagA e a resisténcia aos
antimicrobianos metronidazol e claritromicina foi observada em um estudo
realizado com criancas espanholas (LOPEZ-BREA et al, 1999). No entanto, a
informag&o n&o foi confirmada em outros estudos realizados no Reino Unido e na
Esténia (OWEN et al., 1999; LOIVUKENE et al., 2000; RUDI et al., 2002).
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OBJETIVOS Anita Paula Ortiz de

Godoy
|

v Investigar a associacado entre os diferentes gendtipos de vacA, iceA, cagA e
cagE de amostras de Helicobacter pylori e doencas associadas ainfecgéo;

v Verificar a suscetibilidade do Helicobacter pylori frente aos antimicrobianos
amoxicilina,  claritromicina, furazolidona, metronidazol e tetraciclina,

freqientemente usados na terapia de erradicagdo da bactéria;

v Avaliar a possivel associacdo entre os genes vacA, iceA cagA e cagE do
Helicobacter pylori com a suscetibilidade da bactéria aos antimicrobianos

amoxicilina, claritromicina, furazolidona, metronidazol e tetraciclina;

¥ Determinar a possivel associacdo entre as doencas associadas a infeccao
(gastrite enantematosa; gastrite erosiva; esofagite; Ulcera gastrica; Ulcera
duodenal) em pacientes Helicobacter pylori positivos com a resisténcia aos

antimicrobianos comumente usados na terapia de erradicagao.
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MATERIAL E METODOS
Casuistica

1- CASUISTICA

As amostras de Helicobacter pylori foram obtidas do banco de linhagens da
Unidade Integrada de Farmacologia e Gastroenterologia (UNIFAG) da
Universidade Sao Francisco de Braganca Paulista-SP. Foram incluidos neste
estudo amostras provindas de pacientes com diferentes laudos endoscopicos:
gastrite enantematosa (G), gastrite erosiva (GE), doenca do refluxo
gastricoesofagico (GERD), ulcera gastrica (UG) e ulcera duodenal (UD) como
mostra a Tabela |. Este trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica
Médica (Anexo 1). Dentre as amostras, (n=155), 86 eram de pacientes do sexo
masculino e 69 do feminino, com idades variando entre 20 e 87 anos (X= 43.6 e
dp= 14.9).

TABELA I: Nimero de pacientes relacionado & doengas.

G GE GERD UG ub Total

n° pacientes 35 19 21 26 54 155

2- METODOS

2.1- CULTIVO EM MEIO SOLIDO

As linhagens estocadas foram reativadas por in6culo em placas de Petri
com meio seletivo contendo BHI agar, 10% de sangue de carneiro, 10mg/I



vancomicina, 20mg/| acido nalidixico, 10mg/I anfotericina B, 40mg/l TTC (Cloreto
de Trifenil Tetrazolium) (QUEIROZ et al., 1987; MENDONGCA et al., 2000). As

MATERIAL E METODOS Metodos

placas foram incubadas a 37°C em condigdes de microaerofilia (5-6% O, 8-10%
COg, 80-85% N>), com 95% de umidade relativa.

2.2- IDENTIFICAGAO DE LINHAGENS DE H. PYLORI

A morfologia das coldnias, obtidas em cultura, foi observada ao microscépio
Optico apds coloracdo de Gram, e as amostras que apresentaram morfologia
caracteristica de H. pylori foram confirmadas pela producéo de urease, catalase e
oxidase.

Para o teste de urease, foi feito um in6culo em 3ml de meio de uréia (uréia
2%, vermelho fenol 0,05%, azida sédica 0,002%, Probac-SP), incubado-o a37°C.
Na presenca de urease, com a degradacao da uréia, o pH do meio é elevado e
verificado através do indicador vermelho fenol.

A atividade da catalase foi analisada através da degradacao de H>O» 3%, em
H.0 e Oy, quando em contato com o H. pylori. Foi realizado também o teste de
producdo de oxidase usando dihidroclorito de etrametil-p-fenilediamina 1% (Difco)

como substrato da enzima.

A identificagdo da bactéria também foi feita através da amplificacao por PCR
dos genes r16s e ureC utilizando-se primers especificos para cada um dos genes
(Tabelalll).

2.3- TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

A suscetibilidade das amostras aos antimicrobianos foi avaliada pelo teste
de diluicao em agar. O método consiste na preparacao de placas com meio
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adequado [Muller Hinton (Merk) e 10% de sangue de carneiro], acrescidas de
agentes antimicrobianos [claritromicina, amoxicilina, furazolidona, metronidazol ou

tetraciclina (Sigma)] em diluicées sucessivas de 64ug/ml a 0,125ug/ml, possuindo

MATERIAL E METODOS Metodos

cada placa a metade da concentracdo da placa anterior. As amostras foram
inoculadas com a densidade corrigida para aproximadamente 1,5 x 10® unidades
formadoras de col6nias (CFU) / ml através da comparagdo com padréao da escala
de McFarland. Cerca de 1ul desta suspenséo foi entdo inoculado nas placas
através de um dispositivo replicador, e estas foram incubadas a 37°C em
atmosfera de microaerofilia durante trés dias. Foram consideradas resistentes as
linhagens que apresentaram crescimento em placas com concentragoes
superiores ao break point descrito na literatura, sendo para claritromicina,
furazolidona e tetraciclina, >2ug/ml e para amoxicilina e metronidazol, >8ug/ml
(MENDONGA et al., 2000). Esta técnica permite analisar aproximadamente 40

linhagens simultaneamente.

As linhagens de Helicobacter pylori foram divididas de acordo com o
resultado do teste de diluicio em agar em grupos resistentes a amoxicilina,
claritromicina, furazolidona, metronidazol ou tetraciclina ou susceptiveis para

todos.
2.4- EXTRAGCAO DE DNA

Apos dois dias de crescimento bacteriano, as colbénias foram coletadas e
ressuspendidas em 500ul de TE 1X (Tris-HCI 10mM pH 8,0 ; EDTA 1mM pH 8,0).
A suspenséo foi transferida para um tubo de microcentrifuga de 2ml e centrifugada
a 10.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi

resuspendido em 1ml de DNAzo/™

Reagent (Gibco) por 30-60 segundos.
Posteriormente acrescentou-se 500ul de etanol absoluto e misturou-se

gentilmente por inversao durante 1-83 minutos até a visualizagdo do DNA. Caso
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isso nao tenha ocorrido, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm durante 3

minutos a 4°C para precipitacdo do DNA. O sobrenadante foi descartado e o

MATERIAL E METODOS Metodos

recipitado lavado com etanol 95%. O material genético foi dissolvido em 200ul de
hidréxido de sédio 8mM.

O DNA extraido foi analisado através de eletroforese em gel de agarose
0,8%. Aliquotas desse material foram misturadas auma solucao contendo azul de
bromofenol 0,25%, glicerol 40% e aplicadas no gel. A corrida eletroforética foi
realizada com tampao TBE 1X (Tris 89mM; Ac bérico 89mM; EDTA 2mM pH 8,0) e
submetida a uma diferenca de potencial de 80 V a 100 V, de acordo com o
tamanho do gel (5 V/cm). Apds o tempo adequado, o gel foi corado em solugéo de
brometo de etidio (5 ug/ml) por 20 min temperatura ambiente e visualizado em
transiluminador de luz ultravioleta de onda curta. Para o registro definitivo dos

resultados a imagem foi digitalizada por uma camera Kodak DC40.
2.5- AMPLIFICAGAO POR PCR

Os genes r16s, ureC, vacA (s1, s2 e m1, m2), cagA ,cagE e iceA (Ale A2) do
Helicobacter pylori foram amplificados por meio de reacdo de PCR (SAIKI et
al.,1989) com 50ul de volume final contendo 2,5ul de DNA gendmico, 20pmol de
cada primer, 200uM de cada dNTP, 1,5% de MgCl,, 2,5 unidades de enzima Taq
DNA Polimerase e tampao de reagdo para a enzima. Os ciclos e primers
especificos para cada um dos genes acham-se descritos na Tabela Il e Ill.

TABELA Il — Tempos, temperaturas € numeros de ciclos das reacdes de PCR para cada primer.

Primers | Etapa Inicial 35 Ciclos Etapa Final
Desnaturacao | Desnaturacao | Anelamento Extensao Extensao
Tempo| Temp | Tempo | Temp | Tempo | Temp | Tempo | Temp | Tempo | Temp
(min) (°C) (min) (°C) (min) (°C) (min) (°C) (min) (°C)
ureC e r16s 55
vacA m 52
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vacA s
iceA 1e2
cagA

cagE

50

47

65

50

72

MATERIAL E METODOS Metodos
TABELA llI: Oligonucleotideos utilizados e tamanho esperado para o produto de PCR.
Genes e variantes  Primer Seqiiéncia (5'—3) Prod. PCR Referéncia
alélicas (pb)
r1és Hp1-F CTGGAGAGACTAAGCCCTCC HO et al.,
r16s Hp2-R ATTACTGACGCTGATTGTGC 1o 1991
ureC UC1-F AAAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT BICKLEY et
ureC UC2-R AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC 204 al., 1993
cagA D008-F ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA COVACCI et
cagA R008-R TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT ad al., 1993
vacA m1 VA3-F GGTCAAAATGCGGTCATGG
vacA m1 VA3-R CCATTGGTACCTGTAGAAAC =0
vacA m2 VA4-F GGAGCCCCAGGAAACATTG TUMMURU
vacA m2 VA4-R CATAACTAGCGCCTTGCAC . etal., 1993
vacAs1/s2  VA1-F ATGGAAATACAACAAACACAC
259/286
vacAsi/s2  VA1-R CTGCTTGAATGCGCCAAAC
iceA1 iceA1-F GTGTTTTTAACCAAAGTATC
iceAl iceA1-R  CTATAGCCASTCTCTTTGCA =4 ATHERTON
iceA2 iceA2-F  GTTGGGTATATCACAATTTAT 124 0u229  etal,1995
iceA2 iceA2-R  TTGCCCTATTTTCTAGTAGGT ou 334

2.6- ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS
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A possivel associagdo entre os genes vacA, iceA, cagA e cagE do
Helicobacter pylori com as diferentes doencas associadas ainfecgéo foi analisada
por meio do teste Qui-quadrado (x?) com correcdo de Yates e Teste Exato de
Fisher. Estes testes também foram usados para associar a resisténcia da bactéria

aos antimicrobianos amoxicilina, claritromicina, furazolidona, metronidazol e

MATERIAL E METODOS Metodos
.|

tetraciclina com os fatores de viruléncia e com as doencas. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos para p < 0,05. Em todos os casos foi
usado o programa BIOESTAT (AYRES et al., 1998).
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IV - RESULTADOS

RESULTADOS Fatores de

viruléncia
|

1. FATORES DE VIRULENCIA

Os fatores de patogenicidade das linhagens de H. pylori isolados de pacientes
da regido de Braganca Paulista — SP foram determinados através da técnica de
PCR. Os genes associados a viruléncia estudados foram vacA, iceA, cagA e cagE.

Através dos resultados obtidos para os tipos alélicos dos genes vacA e iceA foi
detectada a presenca de 17 (11%) amostras contendo mais de um tipo alélico
para estes genes, sendo assim consideradas como amostras de pacientes com
infeccdes multiplas. Estas amostras ndo foram utilizadas nas analises estatisticas

do nosso trabalho, restando assim 138 cepas para o estudo.

Para o gene vacA obtivemos taxas de 62% e 38% para os subtipos s1 e s2,
respectivamente. Cerca de 30% das linhagens foram identificadas como m1 e
70% m2. Para a associacdo em mosaico dos tipos s e m, obtivemos taxas de
30%, 32% e 38% para os genoétipos s1m1, sTm2 e s2m2 respectivamente. Nao foi
detectada a presenca de cepas com o genétipo s2m1.

Para o gene iceA, 17% das linhagens cotinham o subtipo A1 e 74% o subtipo
A2, sendo que este gene nao foi detectado em 11% das amostras.

Em relacdo ailha de patogenicidade, em 65% (89) das linhagens foi detectada
a presenca do gene cagA, e em 84% (116) o cagE. Entretanto, apenas o gene
cagA foi observado em 5% (7) das 138 cepas, ja para o cagE, 24% (34) das
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amostras apresentaram apenas este gene. Em apenas 15 cepas (11%), ambos os

genes (cagA e cagE) estiveram ausentes.

1.1- ASSOCIAGAO ENTRE FATORES DE VIRULENCIA COM AS DOENCAS

Comparando-se as diferentes doencas (gastrite enantematosa; gastrite

erosiva; esofagite; Ulcera gastrica; ulcera duodenal) com os gendtipos de vacA

RESULTADOS Fatores de
viruléncia

S
através do teste Qui-quadrado (x?) observamos uma associacdo significativa entre
tlcera duodenal (UD) com o mosaico sim1 (x? =2,94 p=0,02), devido um excesso
do alelo s1(x* =16,2 p=0,0001) e de m1 (x® =5,35 p=0,02). Por outro lado, devido
a um excesso no alelo s2 (x® =14,02 p=0,0002), uma associacao entre a doenca
do refluxo gastroesofagico (GERD) com o genétipo s2m2 (x* =14,02 p=0,0002) foi
detectada. Entretanto quando as demais doencas foram estudadas ndo se
detectou relacao entre os gendtipos de vacA (Gréfico | e Tabela V).

Quando comparado os gendtipos de iceA com as diferentes afeccdes
estudadas, nao foi observada associagao significativa (Grafico Il e Tabela 1V). Em
relacdo a presenca dos genes cagA e cagE, novamente ndo observamos
associacao desses genes com as doencas (Grafico Ill e Tabela 1V).

Tabela IV — Genotipagem do vacA, iceA , cagA and cagE de pacientes com diferentes doencas.
ENFERMIDADES

Ulceras pépticas
Genétipo G n (%) UG n (%) UD n (%) GE n (%) GERD n (%) Total n (%)
VacA
S1 13 (45) 15 (62,5) 42 (85) 12 (70) 4 (21) 86 (62)
S2 16 (55) 9 (37,5) 7 (15) 5 (30) 15 (79)** 52 (38)
m1 6 (20) 6 (25) 21 (43) 5 (30) 3(16) 41 (30)
m2 23 (80) 18 (75) 28 (57) 12 (70) 16 (84) 97 (70)
Sim1 6 (20) 6 (25) 21 (43) 5 (30) 3(16) 41 (30)
S1m2 7 (25) 9 (37,5) 21 (43) 7 (40) 1 (4) 45 (32)
S2m2 16 (55) 9 (37,5) 7 (14) 5 (30) 15 (80)** 52 (38)
IceA
iceA1 5(17) 3(12) 9 (19) 1 (6) 3(16) 21 (15)
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iceA2 19 (66) 20 (83) 35 (71) 13 (76) 15 (80) 102 (74)

iceA - 5(17) 1 (5) 5(10) 3(18) 1(4) 15 (11)
CagA

CagA + 15 (52) 18 (75) 37 (75) 10 (59) 9 (48) 89 (65)

cagA - 14 (48) 6 (25) 12 (25) 7 (41) 10 (52) 49 (45)
CagE

CagE + 24 (83) 19 (79) 41 (83) 15 (88) 17 (90) 116 (84)

cagE - 5(17) 5 (21) 8 (17) 2(12) 2 (10) 22 (16)

ﬁ
*s1m1 x UD (x° =2 94 p=0,02) devido a um excesso de s1(x” =16,2 p=0,0001) e de m1 (y* =5,35 f =0,02).
** s2m2 x GERD (x® =14,02 p=0,0002) devido ao excesso observado ao s2 dentro deste grupo (x°= 14,02

p=0,0002).

RESULTADOS Fatores de
viruléncia

FATORES DE VIRULENCIA ASSOCIADOS COM AS DOENGAS

%
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Grafico | - Associacéo entre os subtipos vacA (m1s1, m2s1, m2s2) com as doengas
Grafico Il - Associagdo entre os gendtipos iceA (A1, A2, auséncia) com as doengas
Grafico lll - Associagéo entre a presenga dos genes cagA e cagE com as doengas

*sim1 x UD - 2 =2,94, p=0,02
**M2S2 x GERD - 2 = 14.02, p= 0.0002

RESULTADOS Susceptibilidade aos

antimicrobianos
|

2. SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Através do teste de diluicdo em &gar, foi avaliada a susceptibilidade de
amostras do H. pylori frente aos antimicrobianos usados na terapia de
erradicagdo. Das 138 linhagens estudadas, foi detectada resisténcia ao
metronidazol em 75 amostras estudadas (55%), a amoxicilina em 54 (38%), a
claritromicina em 23 (16%), a tetraciclina em 13 (9%), e a furazolidona em 19
(13%), como mostra o Grafico IV.
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Grafico IV — Resisténcia (%) do Helicobacter pylori aos antimicrobianos Amoxicilina (Ac), Claritromicina (Cl), Furazolidona
(Fu), Metronidazol (Mz) e Tetraciclina (Tc).
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3. ASSOCIACAO ENTRE DOENCAS E A RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Foi analisada a possivel associacdo entre os diferentes doencas
associadas a infeccdo pelo H. pylori, com a resisténcia da bactéria frente aos
antimicrobianos estudados. Nao foi detectada associacao significativa entre as
afeccbes distintas e a resisténcia aos antimicrobianos usados nesta andlise
(Tabela V e Grafico V).

TABELA V : Relagdo entre as resisténcias aos antimicrobianos e as diferentes doengas causadas
pelo H. pylori.

Amoxicilina Claritromicina Furazolidona Metronidazol Tetraciclina

Doenca R S R S R S R S R S
° (%) n°(%) n° (%) n° (%) n° (%) N° (%) N° (%) n° (%) n° (%) n° (%)

UG 11(46) 13(54) 5(21) 19(79) 2(8) 22(92) 17(71) 7(29) 0(0) 24(100)

uD 18(36) 31(64) 11(22) 38(73) 6(12) 43(88) 25(51) 24(49) 3(6) 46(94)

G 13(45) 16(55) 5(18) 24(82) 6(21) 23(79) 13(45) 16(55) 7(24) 22(76)

GE 8(47) 9(53) 2(11) 15(89) 3(17) 14(83) 8(47) 9(53) 1(6) 16(94)

GERD 4(21) 15(79) 0(0) 19(100) 2(10) 17(90) 12(63) 7(37) 2(10) 17(90)
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R - resistente; S - sensivel

RESULTADOS Doencgas X

resisténcia
|

RESISTENCIA ASSOCIADA A DOENCA

%

0 G B GE HGERD O UG IUDI

Grafico V: Resisténcia aos antimicrobianos, associada com as diferentes manifestagdes clinicas.

4. ASSOCIACAO ENTRE GENES DE VIRULENCIA E A RESISTENCIA

Também foi analisada a relacédo entre os diferentes fatores de viruléncia do
H. pylori com a resisténcia da bactéria frente aos antimicrobianos estudados. Nao



foi observada associagao significativa entre os gendétipos de vacA (s1m1, s1m2,
s2m2) com a resisténcia do Helicobacter pylori aos antimicrobianos amoxicilina
(Ac), claritromicina (Cl), furazolidona (Fu), metronidazol (Mz) e tetraciclina (Tc)
(Grafico VI e Tabela VI).
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TABELA VI - Associagao dos gendtipos vacA m1/m2 e s1/s2 com a resisténcia a antimicrobianos.

Amoxicilina Claritromicina Furazolidona Metronidazol Tetraciclina

R s R s R s R s R s
° (%) n° (%) n° (%) n° (%) n° (%) N° (%) n° (%) n° (%) n° (%) n° (%)

vacA m1 14(26) 27(32) 7(30) 34(30) 5(26) 36(30) 20(27) 21(34) 1(8) 40(32)
vacA m2 40(74) 57(68) 16(70) 81(70) 14(74) 83(70) 55(73) 42(66) 12(92) 85(68)
vacA s1 36(66) 50(60) 17(74) 69(60) 12(63) 74(62) 49(65) 37(59) 7(54) 79(63)
vacA s2 18(34) 34(40) 6(26) 46(40) 7(37) 45(38) 26(35) 26(41) 6(46)  46(37)
vacA mis1 14(26) 27(32) 7(30) 34(30) 5(26) 36(30) 20(27) 21(33) 1(8) 40(32)
vacA m2s1 22(40) 23(27) 10(44) 35(30) 7(37) 38(32) 29(38) 16(25) 6(46) 39(31)
vacA m2s2 18(34) 34(41) 6(26) 46(40) 7(37) 45(38) 26(35) 26(42) 6(46) 46(37)
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Grafico VI - Associagdo dos gendtipos vacA m1/m2 e s1/s2 com a resisténcia a antimicrobianos.

Nao foi observada associacdo entre os genotipos iceA (A1, A2, auséncia)
com a resisténcia do Helicobacter pylori aos antimicrobianos amoxicilina,
claritromicina, furazolidona, metronidazol e tetraciclina (Grafico VIl e Tabela V).
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TABELA VIl - Associacdo dos gendtipos iceA com a resisténcia aos antimicrobianos.

Amoxicilina Claritromicina  Furazolidona Metronidazol Tetraciclina
R S R S R S R S R S

n° (%) n° (%) n° (%) n° (%) n° (%) n° (%) n° (%) n° (%) n° (%) n° (%)
iceA1 7(13)  14(17) 4(17) 17(15) 4(21) 17(14) 12(16) 9(14) 1(8) 20(16)
iceA2 42(78) 59(70) 18(78) 83(72) 12(63) 89(75) 57(76) 44(70) 8(61) 94(75)
iceA - 5(9) 11(13)  1(5) 15(13) 3(16)  13(11) 6(8) 10(16)  4(31)  11(9)
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Grafico VII - Associagéo entre os subtipos iceA (A1, A2 e auséncia) com a resisténcia.



Analisando a associacao entre os diferentes gendétipos cagA e cagE com a
resisténcia, foi observada uma associacao significativa somente entre a auséncia
de cagA com a resisténcia do Helicobacter pylori a tetraciclina (x2= 10,75;
p=0,0029). Em relagdo aos outros antimicrobianos néo foi detectado associagéo
entre a presenca ou auséncia dos genes cagA e cagk com a resisténcia (Grafico
VIl e Tabela VIII).
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TABELA VIII — Associacao dos gendtipos cagA e cagE com a resisténcia aos antimicrobianos.

Amoxicilina Claritromicina Furazolidona Metronidazol Tetraciclina
R S R S R S R S R S
n° (%) n° (%) n° (%) n°(%) n° (%) n° (%) N° n° (%) n° (%) n° (%)

(%)

cagA + 35(64) 54(64) 14(60) 75(65) 11(58) 78(65) 48(64) 41(65) 3(23) 86(69)

cagA - 19(35) 30(36) 9(40) 40(35) 8(42) 41(35) 27(36) 22(35) 10(77) 39(31)
cagE + 45(83) 71(84) 17(74) 99(86) 14(74) 102(86) 60(80) 56(89) 9(69)  107(86)
cagE - 9(17) 13(16) 6(26) 16(14) 5(26) 17(14) 15(20) 7(11)  4(31) 18(14)

*** cagA -x resisténcia a tetraciclina - x2 = 10,75; p= 0.0029
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Grafico VIII - Associagao entre os genétipos cagA e cagE e a resisténcia.
*** cagA -X resisténcia a tetraciclina - x2 = 10,75; p= 0,0029
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1. FATORES DE VIRULENCIA RELACIONADOS COM AS DOENCAS

O Helicobacter pylori coloniza a mucosa gastrica humana, induzindo uma
gastrite que pode evoluir para doengas graves como Ulcera péptica gastrica e
duodenal e linfoma MALT do estdmago. Entretanto, nem todos os individuos
infectados desenvolvem alguma doencga. Alguns fatores de viruléncia tém sido
associadas com diferentes doencas. No presente estudo, foi avaliado os genétipos
do H. pylori isolados de pacientes da regidao de Braganca Paulista, SP (Brasil),
para 0s possiveis genes de viruléncia vacA, iceA, cagA e cagE. Foi feita também,
uma tentativa de associacao entre & diferentes doencas e a presenca destes

genes.

Das 155 amostras estudadas, 17 (11%) apresentaram gendétipos multiplos,
indiciando a uma infeccdo mdultiplas dos pacientes estando de acordo com indice
descritos em outro trabalho realizado no Brasil (ASHOUR et al., 2002). O que nos
permitiu esta analise foi a presenca de mais de uma variante alélica vacA e iceA.
As infecgbes multiplas foi descrita previamente, apresentando diferentes taxas em
sua prevaléncia, sendo encontrada em proporcdes menores que 10% em locais
como Hong Kong, Estonia, EUA, ltalia e Francga, e variacdbes de até 25% na

Holanda, Coréia, Colémbia, Brasil e Japao, atingindo altas taxas em Portugal e
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México (MORALES-ESPINOSA et al., 1999; VAN DOORN et al., 1999; YAMAOKA
et al., 1999; GUSMAO et al., 2000; ARENTS et al., 2001; FIGUEIREDO et al.,
2001; WONG et al., 2001; ANDRESON et al., 2002). Esta variagao entre as taxas
de infecgdes multiplas pode ser explicada devido a grande diversidade da

prevaléncia mundial da bactéria.

Os genotipos vacA tém sido considerados marcadores de patogenicidade
do Helicobacter pylori, devido a producédo de citotoxina vacuolizante, causando
danos epiteliais in vivo e além disso associados aulcera péptica (ATHERTON et
al., 1997; VAN DOORN et al., 1998).

DISCUSSAO Fatores de viruléncia X
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Nossos resultados mostraram uma prevaléncia alta do alelo s1 em
pacientes com ulcera duodenal, estando de acordo com o descrito por outros
autores (ATHERTON et al., 1995; RUDI et al., 1998; VAN DOORN et al., 1998;
YAMAOKA et al., 1999; FALLONE et al., 2000; ARENTS et al., 2001; ASHOUR et
al., 2002). Alguns estudos propuseram que estas linhagens secretam uma maior
quantidade de citotoxinas ativas, quando comparadas & cepas s2. Sendo assim,
as linhagens vacA s1 sdo supostamente mais virulentas, podendo contribuir para o
desenvolvimento de doenca péptica ulcerosa (ATHERTON et al, 1995;
ATHERTON et al., 1997).

A sequéncia de nucleotideos da regidao mediana do gene vacA costuma ser
correlacionada com os niveis de citotoxina produzidos, assim o vacA m1 parece
ser mais freqlente em pacientes com lesdes do epitélio gastrico (ATHERTON et
al., 1997). Sabe-se que as proteinas codificadas por vacA m1 e vacA m2 podem
reagir com diferentes receptores das células epiteliais gastricas humanas,
resultando em uma resposta fisioldégica particular (PAGLIACCIA et al., 1998).
Nossos dados sugerem que o gendtipo m1 esteja associado ao desenvolvimento
de Ulceras duodenais, como ja descrito anteriormente (ARENTS et al., 2001;
FIGUEIREDO et al., 2001).
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A associagao entre o genoétipo vacA sim1 e o desenvolvimento de Ulcera
péptica apresenta controvérsias na literatura (ATHERTON et al., 1995; RUDI et al.,
1998; VAN DOORN et al., 1998; YAMAOKA et al., 1999; FALLONE et al., 2000;
RYAN et al., 2000; ZHENG et al., 2000; ARENTS et al., 2001). Neste trabalho,
pudemos detectar uma associacao significativa entre os mosaicos vacA simi e a
presenga de UD em concordancia com outro trabalho realizado no Brasil e outros
paises (ATHERTON et al., 1995; RUDI et al.,, 1998; VAN DOORN et al., 1998;
YAMAOKA et al., 1999; FALLONE et al., 2000 ARENTS et al., 2001; ASHOUR et
al., 2002). Estes dados sdo condizentes com alguns trabalhos realizados que
propuseram que a citotoxina VacA s1m1 tem maior atividade vacuolizante in vitro,

DISCUSSAO Fatores de viruléncia X
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causando assim maiores lesées no epitélio gastrico (COVER et al, 1993;
ATHERTON et al., 1995).

O alelo iceA1 tem sido associado com ulcera péptica (PEEK et al., 1998;
VAN DOORN et al., 1998), provavelmente devido a uma indu¢cdo aumentada na
resposta inflamatéria da mucosa do hospedeiro (PEEK et al., 2000). Por outro
lado, varios estudos epidemioldgicos falharam ao tentar associar esse alelo com
tlcera péptica na india, Coréia, Colémbia, EUA, Japdo, Singapura, Africa do Sul,
Portugal e Brasil (YAMAOKA et al.,, 1999; ITO et al., 2000; MUKHOPADHYAY et
al., 2000; KIDD et al, 2000 ZHENG et al, 2000; ASHOUR et al., 2001;
FIGUEIREDO et al., 2001; KIDD et al., 2001; KIM et al., 2001). No presente estudo
também néao foi possivel associar os genoétipos iceA como as doengas estudadas.
Isto sugere que este gene ndo pode ser usado como um marcador para predizer
as doencas causadas em pacientes infectados pelo H. pylori. Além disso,
diferentemente do que foi observado em estudos realizados na Holanda, Japao e
Coréia (VAN DOORN et al., 1998; YAMAOKA et al., 1999; ASHOUR et al., 2001;
KIM et al., 2001), o alelo mais freqlientemente visto em nossa populacéo foi o
iceA2.
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Nossos resultados indicam que o gene cagA nao deveria ser 0 Unico
marcador utilizado para detectar a presenca da cag PAI, pois em 25% dos casos
os resultados obtidos por PCR indicaram que este gene estava ausente. No
entanto, ao analisarmos a freqiiéncia do gene cagE, outro marcador para a ilha de
patogenicidade, verificamos que em 5% das linhagens este ndo foi detectado.
OWEN et al. (2001) sugeriram que quando esses dois marcadores estiverem
ausentes, muito provavelmente a cag PAIl também estaria. Neste trabalho, em
11% das linhagens a ilha de patogenicidade parece estar ausente.

A ligacao entre os genes cagA e cagk com as doencas mostram diferencas
entre as regides geograficas (COVER et al., 1990; TUMMURU et al., 1993; PEEK
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et al., 1995; PARSONNET et al., 1997; VAN DOORN et al., 1998; ARENTS et al.,
2001; MIEHLKE et al.,, 2001). Nao foi detectada relacao significativa entre os
genes cagA e cagE e os diferentes grupos clinicos. Isto sugere que este gene
também nao deve ser usado como marcador para predizer as doencas causadas

nos pacientes pela infeccao do H. pylori.

Postula-se que pacientes infectados por linhagens mais virulentas (cagA+,
vacAs1) poderiam desenvolver uma "protecao" contra GERD (PEEK et al., 1995;
VICARI et al., 1998; FALLONE et al., 2000; LOFFELD et al., 2000; ARENTS et al.,
2001; QUEIROZ et al.,2002a). Hip6teses tém sido exploradas na tentativa de
explicar este fendmeno. As lesbes causadas no corpo gastrico resultam em uma
diminuicdo de secrecao acida no estdmago, podendo prevenir o desenvolvimento
de GERD (VICARI et al, 1998; SCHWIZER et al., 2001). Linhagens cagA+
colonizam mais densamente a mucosa gastrica, assim a quantidade de aménia
produzida é maior, comparando-se com pacientes infectados com cepas cagA-.
Esta aménia servird como um poderoso agente neutralizante, elevando assim o
pH intragastrico, nao permitindo o desenvolvimento de GERD (FELDMAN et al.,
1996; LABENZ & MALFERTHEINER, 1997; VICARI et al, 1998; QUEIROZ et
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al.,2002a). Em nosso trabalho, detectamos uma relacdo entre a presenca de
linhagens menos virulentas com esta doenca ao compararmos o genotipo s2m2
do gene vacA da bactéria com o desenvolvimento de GERD, assim como
observado por outros autores (FELDMAN et al, 1996; LABENZ &
MALFERTHEINER, 1997; VICARI et al., 1998).

Nossos resultados reforcam a importancia do gene vacA como um
marcador de viruléncia do H. pylori. Por outro lado, os dados referentes aos genes
cagA, cagE e iceA parecem nado influenciar no desenvolvimento de doenca

gastrica.
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2. SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Foi analisada a resisténcia primaria do H. pylori aos antimicrobianos
amoxicilina, claritromicina, furazolidona, metronidazol e tetraciclina, utilizados no
tratamento da infeccdo. Esta andlise é de grande importancia devido aos altos
indices de faléncia terapéutica obtidos nas diversas terapias utilizadas. A
resisténcia tem variado em cada pais e apresenta uma correlacdo com o contato
prévio da populagdo com o antimicrobiano utilizado para tratamento de outra
infeccdo. A andlise da resisténcia desta populacdo deve facilitar a escolha da
terapia mais adequada para a erradicacdo deste patégeno, sendo assim um
estudo de fundamental importancia na previsdo do sucesso do tratamento

terapéutico, através da analise do CIM.

Até recentemente, resisténcia a amoxicilina era considerada ausente ou
muito rara (MEGRAUD, 1998; VAN ZWET et al., 1998). DORE e colaboradores
(2000) descreveram uma taxa de resisténcia a amoxicilina de 31% em pacientes
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H. pylori positivos no sul da Itdlia. No Brasil foram detectados indices de
resisténcia equivalentes (29%) (MENDONCA et al, 2000), sendo que no presente
estudo, foi observado uma taxa de 38% de resisténcia.

Em relacdo aclaritromicina, foi detectado que 16% de nossas linhagens sao
resistentes a este antibidtico. Resultados similares foram obtidos em estudos
anteriores realizados no Brasil assim como na Coréia, Bulgaria e Nigéria (ANI et
al., 1999; BOYANOVA et al., 1999; KIM et al., 2001; MAGALHAES et al., 2002).
Por outro lado, os resultados foram inferiores aos observados em pacientes
peruanos (VASQUEZ et al., 1996) e superiores aos observados em estudos
realizados na Irlanda, Alemanha, Japao, Espanha, Portugal, Canada e Noruega
(XIAl et al., 1996; SIEHOFF et al., 1997; GOTOH et al., 1997; LOO et al., 1997;
BARTOLOME et al., 1998; ROSARIO et al., 1998; DEBETS- OSSEMKOPP et al.,
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1999). A resisténcia aclaritromicina tem uma séria implicacao clinica pois leva a
perda completa de qualquer efeito anti- H. pylori, levando ao uso de outros
esquemas terapéuticos (HUANG & HUNT , 1993; GRAHAM et al., 1996; HOUBEN
et al., 1999; DORE et al., 2000).

A furazolidona tem sido usada recentemente em substituicdo ao
metronidazol devido aalta resisténcia ao mesmo (MAGALHAES et al., 1998; LIU
et al.,, 1999; XIAO et al, 1999). Em nosso estudo, observamos uma taxa de
resisténcia a furazolidona de 13% . Um numero superior ao detectado na Coréia,
onde foram descritas 1,5% (10/652) de linhagens de H. pylori resistentes a este
antimicrobiano (KIM et al., 2001).

As taxas de resisténcia ao metronidazol variam de 10% a 80% nas
diferentes regides geograficas. No presente estudo encontramos uma taxa de
resisténcia a este antimicrobiano de 55% estando de acordo com o encontrado em
outro estudo realizado no Brasil (MAGALHAES et al., 2002). Este indice de
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resisténcia pode ser explicado pelo seu uso no combate ainfec¢des parasitarias e
genitais, assim o aumento ou o abuso do consumo desta droga, barata, pode
contribuir selecionar as linhagens do Helicobacter pylori resistentes ao
metronidazol (KIM et al., 2001).

A resisténcia primaria atetraciclina é considerada rara, chegando a 0% em
varios trabalhos realizados em paises desenvolvidos como Alemanha e Holanda
(DEBETS-OSSENKOPP et al., 1999; WOLLE et al., 2002). Em outros estudos, a
taxa de resisténcia ndo chega a 5%, como é o caso do Reino Unido, Bulgaria,
Libano, Espanha, Arabia Saudita e paises do leste Europeu (BOYANOVA et al.,
2002; CUCHI et al., 2002; ELTAHAWY, 2002; PARSONS et al., 2001; SHARARA
et al., 2002). Em nosso trabalho obtivemos uma taxa de 9% de resisténcia a
tetraciclina, o que esta de acordo com dados previamente obtidos em estudos
realizados no Brasil e na Nigéria (ANI et al., 1999; MENDONCGCA et al., 2000). A
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resisténcia primaria a este antibidético na Coréia e Japdo apresentam taxas
equivalentes & encontradas neste trabalho (KWON et al., 2000; KIM et al., 2001).

Apesar de nao haver informagdo sobre o uso de drogas antimicrobianas
pela populagéo brasileira, nossos resultados em relacao aresisténcia do H. pylori
a amoxicilina, claritronicina, furazolidona, metronidazol e tetraciclina podem ser
parcialmente explicados pelo fato desses antimicrobianos serem largamente
utilizados para infecdes parasitarias do trato gastrointestinal em infec¢ées do trato
respiratorio, levando entdo a um aumento na selecdo das linhagens de H. pylori
resistentes a estas drogas. Nossos resultados sustentam a necessidade da
realizacao de culturas e de testes de suscetibilidade para definicdo de padrdes de
resisténcia do H. pylori antes do uso generalizado de antimicrobianos para o

tratamento de erradicagao.
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3. ASSOCIACAO DAS DOENCAS E FATORES DE VIRULENCIA COM A
RESISTENCIA

Alguns estudos tém sugerido que a taxa de erradicacdo do H. pylori é
menor em pacientes com gastrite comparando-se a pacientes com ulcera péptica.
Assim, tanto as manifestacdes clinicas quanto os fatores de viruléncia poderiam
influenciar na faléncia terapéutica (VAN der HULST, 1997; VAN DOORN et al.,
2000; BROUTET et al., 2001; RUDI et al., 2002). Neste estudo foi comparada a
resisténcia do H. pylori com os diferentes grupos de doencas, e também com os
fatores de viruléncia pois, algumas linhagens dessa bactéria podem ser

intrinsecamente mais propensas ao tratamento com antibiéticos do que outras.

Ao verificar uma possivel associagdo da resisténcia das linhagens com as
doencas dos pacientes, ndo encontramos associacao significativa. Assim, como
descrito por QUEIROZ et al., (2002b), BOYANOVA et al., (2000) e LOIVUKENE et

al., (2000), ndo detectamos diferengas na susceptibilidade aos antimicrobianos
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amoxicilina, claritromicina, furazolidona, metronidazol e tetraciclina nas linhagens

de H. pyloriisoladas de pacientes com Uceras, esofagite ou apenas gastrite.

Em relacdo aos fatores de viruléncia (vacA, iceA, cagA e cagE) foi
observada apenas uma associacdo entre o genétipo cagA- e a resisténcia da
bactéria a tetraciclina. Este dado pode ter sido obtido devido ao fato de que o
nuamero de linhagens resistentes atetraciclina foi muito baixo, assim as analises
estatisticas podem ter sido prejudicadas ou enganosas em afirmar uma possivel
associacao. A ligacao entre o gendtipo cagA e a resisténcia aos antimicrobianos
metronidazol e claritromicina foi observada em apenas um estudo realizado com
pacientes espanhois (DAMASO et al., 1999). Estes dados nao foram observados
em outros estudos realizados no Reino Unido, na Estonia e em nosso trabalho, ou
seja, os diferentes marcadores de viruléncia como o0s subtipos vacA e iceA e a
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presenca dos genes cagA e cagE nao foram correlacionados com a resisténcia
das linhagens aos antimicrobianos (LOPEZ-BREA et al., 1999; OWENR et al,,
1999; LOIVUKENE et al., 2000; RUDI et al., 2002).

Ha indicios de que a taxa de erradicacéo do H. pylori possa ser influenciada
por fatores de viruléncia, e ser menor em pacientes com gastrite comparando-se a
pacientes com ulcera péptica (VAN der HULST, 1997; VAN DOORN, et al. 2000;
BROUTET et al., 2001; QUEIROZ et al., 2002; RUDI et al., 2002). Desse modo, a
erradicagdo do H. pylori ndo dependeria apenas da susceptibilidade da bactéria
aos antimicrobianos, mas também da penetragao inefetiva dos antibiéticos através
da mucosa gastrica e inativagdo da droga pelo pH baixo do estémago (LABENZ,
et al. 1994; VAN der HULST, 1996; ALARCON, et al. 1999; VAN DOORN, et al.
2000). Sendo assim, os fatores de viruléncia poderiam estar associados ao
sucesso terapéutico, sem ter qualquer tipo de associagdo com a resisténcia aos

antimicrobianos.
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VI- CONCLUSAO 7/

CONCLUSAO Anita Paula Ortiz
de Godoy

v Alelos vacA s1m1 do H. pylori foram mais frequentemente observados em
pacientes com Ulceras duodenais 0 que parece conferir um risco aumentado

para o desenvolvimento desta doenga;

¥ Ha uma maior tendéncia no desenvolvimento de refluxo gastroesofagico em
pacientes infectados com H. pylori vacA s2m2, embasando a hipétise de que
gendtipos mais virulentos confeririam uma “protecdo” no desenvolvimento

dessa doenca;

¥ N&o se observou qualquer associagao entre os gendtipos iceA, cagA e cagE e

o desenvolvimento de doencas;



¥ O numero de pacientes colonizados por mais de uma cepa bacteriana
encontrados em nossa populacdao assemelha-se com varias regides do

mundo;

v Verificou-se um alto indice de resisténcia in vitro aos antibiéticos metronidazol e
amoxicilina, o que confirma a necessidade de se estudar a susceptibilidade do
H. pylori aos antimicrobianos para se evitar um alto indice de faléncia

terapéutica;

¥ Nao houve associacdo entre as diferentes doencas dos pacientes e a

resisténcia da bactéria aos antimicrobianos;

¥ Nenhuma relagéo entre os fatores de patogenicidade e a resisténcia bacteriana

aos medicamentos usados na terapia de erradicacao foi detectada.
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SUMMARY Anita Paula Ortiz de
Godoy

More than 50% of the world’s population is supposedly infected by Helicobacter
pylori, the most common chronic bacterial infection in humans. There is still no
ideal therapy for curing H. pyloriinfection and, when treatment fails, the underlying
reasons frequently remain unclear, although antibiotic resistance is generally
considered to be the primary factor. In this study, we evaluated the prevalence of
primary resistance of H. pylori isolates in Brazil to metronidazole, clarithromycin,
amoxicillin, tetracycline, and furazolidone. Furthermore, this study aimed to
determine vacA, iceA, cagA and cagE genotypes of strains isolated from Brazilian

patients and to correlated then with clinical data; to evaluate the possible



association between these four virulence markers and antibiotic resistance. H.
pylori was cultured in 155 H. pylori-positive patients. The MICs for metronidazole,
clarithromycin, amoxicillin, tetracycline, and furazolidone were determined by agar
dilution method. Genomic DNA was extracted, and allelic variants of vacA, iceA,
cagA and cagE were identified by the polymerase chain reaction. More than one H.
pylori strain was detected in 17 (11%) patients, and these were excluded from
subsequent statistical analysis. There was a strong association between the
genotype vacA s1m1 and peptic ulcer disease. The presence of the less virulent
strain vacA s2 was related to gastroesophageal reflux disease, supporting the
hypothesis that virulent strains may protect against the development of
gastroesophageal reflux disease. Resistance to metronidazole was detected in 75
patients (55%), to amoxicillin in 54 individuals (38%), to clarithromycin in 23
patients (16%), to tetracycline in 13 patients (9%), and to furazolidone in 19
individuals (13%). No significant correlation between pathogenicity and resistance
or susceptibility was detected when the MIC values for metronidazole, amoxicillin,
clarithromycin, tetracycline, and furazolidone were compared with different vacA,
iceA, cagA and cagE genotypes. It seems that these different virulence markers

and the resistance to these antibiotics are not interrelated.
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