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RESUMO

O Helicobacter pylori é o responsavel por umas das infecgdes crbnicas mais
frequentes em todo o mundo. Esse microrganismo esta associado a varios disturbios
gastricos, como a gastrite, a Ulcera péptica, o cancer gastrico e o linfoma gastrico
tipo MALT. A infecgdo € adquirida predominantemente na infancia e as taxas de
prevaléncias sdo mais elevadas em criancas de paises em desenvolvimento. A
infeccdo pode ser diagnosticada por varios métodos invasivos (cultura, histologia,
teste da urease pré-formada e PCR) e nao-invasivos (teste respiratério com uréia
marcada, detecgdo de antigenos em amostras de fezes e pesquisa de anticorpos
anti-H. pylori). Foi objetivo desse trabalho, realizar uma revisdo da literatura com o
intuito de avaliar o desempenho dos diferentes métodos de diagndstico para essa
infeccdo. O presente estudo adotou como estratégia metodoldégica a reviséo
integrativa da literatura nacional e internacional sobre os "Métodos de diagnésticos
para a infec¢cdo do Helicobacter pylori em criancas”. Foram avaliados 70 artigos e 1
capitulo de livro, sendo encontrados diferencas nos valores de sensibilidade e
especificidade para cada teste empregado em criancas. Com esse estudo, foi
possivel concluir que nenhum método apresenta 100% de sensibilidade e
especificidade para o diagndstico da infec¢do causada pelo H. pylori, portanto, €

recomendado pelo menos dois métodos para diagnosticar essa infeccao.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, métodos de diagndstico, criangas.



ABSTRACT

Helicobacter pylori is responsible for one of the most common chronic
infections world wide. This bacterium is associated with several gastric disorders
such as gastritis, peptic ulcer, gastric cancer and gastric MALT lymphoma. The
infection is acquired predominantly in childhood and prevalence rates are higher
among children in developing countries. The infection can be diagnosed by several
invasive methods (culture, histology, urease test and PCR preformed) and
noninvasive (urea breath test, antigen detection in stool samples and detection of
anti-H. Pylori). 1t was aim of this study was to perform a literature review in order to
evaluate the performance of different diagnostic methods for this infection. This study
adopted as a methodological strategy integrative review of the national and
international literature on the Diagnostic methods for Helicobacter pylori infection in
children. We evaluated 70 articles and one book chapter, and found differences in
sensitivity and specificity for each test used in children in this study, we concluded
that no method has 100% sensitivity and specificity for the diagnosis of infection
caused by H. pylori is therefore recommended at least two methods to diagnose this

infection.

Key-words: Helicobacter pylori, diagnosis, children.



LISTA DE ABREVIATURAS

3G — Carbono 13

14C— Carbono 14

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay
H. pylori — Helicobacter pylori

IgA — imunoglobulina A

lgG — imunoglobulina G

IgM — imunoglobulina M

Malt — mucosa-associated lymphoid tissue
PBE — pratica baseada em evidéncias

PCR — polymerase chain reaction
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O Helicobacter pylori é responsavel por uma das infecgdes cronicas mais
frequentes em todo o0 mundo. Essa bactéria é o principal agente de gastrite em seres
humano e € um fator essencial na patogénese da Ulcera péptica. Além disso, tem
papel fundamental na cadeia de eventos que culminam com o desenvolvimento de
cancer gastrico e linfoma gastrico tipo MALT (tecido linféide associado a mucosa)
(FORMAN et al, 1991; PARSONET et al, 1991; MARSHALL, 1994; COVER &
BLASER, 1995; WOTHERSPOON & PATH, 1998; HIGASHI et al., 2002; FRANCO et
al., 2008; ISRAEL et al., 2001; LADEIRA; SALVADORI; RODRIGUES, 20083;
KONTUREK et al., 2006).

Estudos epidemiolégicos relatam que a prevaléncia global da infec¢ao pelo H.
pylori € de aproximadamente 50%. Nos paises em desenvolvimento a maioria da
populacao encontra-se infectada, cerca de 60% a 90%, ao contrario dos paises
desenvolvidos, onde a infecgao atinge 25% a 50% da populacdo. (BLASER, 1993;
CUNHA et al, 2003; HAMILTON-MILLER, 2003; RODRIGUES et al, 2005?%
NARDONE; ROCCO; THEINER, 2004). No Brasil, a prevaléncia gira em torno de
60% nos estados do sul e sudeste atingindo quase 100% em algumas areas, como o
norte de Minas Gerais e regides norte e nordeste do pais (OLIVEIRA et al., 1999;
CUNHA et al., 2003; RODRIGUES et al., 2005b).

A aquisicao da infecgao pelo H. pylori ocorre predominantemente na infancia,
na idade pré-escolar, por via oral-oral ou fecal-oral (LEE, 1994; ROCHA et al., 20083;
QUEIROZ & LUZZA., 2006), e esta associada a fatores como baixo nivel
socioeconémico, maior aglomeracado familiar, condicbes de higiene precarias e
auséncia ou deficiéncia de sanemento basico (MALATY & GRAHAM, 1994;
GOODMAN et al., 1996; SARKER et al., 1997; QUEIROZ & LUZZA., 2006; FIALHO
et al., 2007; BRAGA et al., 2007). Deve-se ressaltar, ainda, o papel da mae ou
irmaos infectados na transmissao da infeccao pelo H. Pylori, especialmente nos
paises em desenvolvimento onde, aproximadamente 50% das criangcas de 10 anos
de idade encontram-se infectadas (ROCHA et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004;
KONNO et al., 2005; WEYERMANN et al., 2009).



Quando nao tratada, a infecgao pelo H. pylori pode permanecer para o resto
da vida dos individuos, ja que os casos de cura espontanea sao raros (ILVER et al.,
1998).

A maioria dos individuos infectados pelo H. pylori ndo irdo desenvolver
nenhuma doenga grave decorrente da infeccao, entretanto, cerca de 15% a 20% dos
individuos H. pylori-positivos irdo desenvolver Ulcera péptica duodenal ou cancer
gastrico/linfoma gastrico. Provavelmente, fatores ligados ao ambiente, ao hospedeiro
e ao microrganismo determinam o surgimento das diversas doencas (PARSONNET
et al., 1991; DUNN et al., 1997; WOTHERSPOON & PATH, 1998; ILVER et al.,
1998; PARKIN et al., 2005). Embora menos freqliente que em adultos, a Ulcera
duodenal também pode acometer criancas, sendo causa de dor abdominal
recorrente, sangramento do trato gastrointestinal e anemia nessa faixa etaria
(THOMAS et al., 1992; CHOE et al., 2000; SHERMAN et al., 2009).

Varios métodos diagnédsticos tém sido desenvolvidos para detectar a infeccéao
causada pelo H. pylori, incluindo técnicas invasivas (cultura, histologia, teste da
urease e PCR) e nao-invasivas (teste respiratério com uréia marcada, deteccao de
antigenos de H. pyloriem amostras de fezes e pesquisa de anticorpos anti-H. pylori).
No entanto, nenhum método pode ser considerado como padrdao ouro para o
diagnéstico do H. pylori, pois nenhum deles apresenta 100% de sensibilidade,
apenas a cultura apresenta 100% de especificidade (OGATA et al., 2001; LEAL et
al., 2008; KINDERMANN & LOPES, 2009; SYKORA & ROWLAND, 2011).

As criancas, de uma forma geral, apresentam sinais e sintomais muito
inespecificos, tais como diarréia, vémitos e dores abdominais que podem ser
confundidos com varias infecgbes associadas a microrganismos diversos. Além
disso, criancas tém uma carga bacteriana menor e resposta imunolégica menos
exuberante que adultos, fatores que tem sido responsabilizados pelas diferencas
observadas na acuracia dos testes diagnésticos nessa populacao (LEAL et al., 2008;
ROCHA et al., 2009).
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2. OBJETIVO

Considerando a importancia do diagnéstico da infec¢cdo pelo H. pylori na
infancia, as vantagens e desvantagens de cada teste, as variagées de sensibilidade
e especificidade e as dificuldades de definir um diagnéstico confiavel nessa faixa
etaria, foi objetivo desse trabalho realizar uma revisdo da literatura com o intuito de
avaliar o desempenho dos diferentes métodos de diagndstico para essa infecgao.
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3. REFERENCIAL TEORICO-METODOLOGICO

O referencial tedrico-metodoldgico deste estudo encontra-se fundamentado
na Pratica Baseada em Evidéncias (PBE). Galvao et al. (2003) definem a PBE como
uma abordagem que utiliza a definicdo de um problema, a busca e a analise critica
das evidéncias disponiveis combinadas a aplicagdo de evidéncias na pratica e
avaliagao dos resultados obtidos.

Para Simon' (1999, citado por GALVAO; SAWADA, ROSSI, 2002, p.2), [...] “a
pratica baseada em evidéncias ndao conta com a intuicdo, observacdes nao
sistematizadas ou principios patolégicos”. Ela enfatiza o uso de pesquisas para guiar
a tomada de decisao clinica e o aprendizado de novas habilidades. Assim, a pratica
baseada em evidéncias combina a pesquisa com a experiéncia clinica e as

preferéncias do paciente para realizar uma decisdo de um problema especifico.

Quando se fala em evidéncias, refere-se a efetividade,
eficiéncia, eficacia e seguranca. A efetividade diz respeito ao
tratamento que funciona em condi¢des do mundo real. A
eficiéncia diz respeito ao tratamento barato e acessivel para
que os pacientes possam dele usufruir. A eficacia quando o
tratamento funciona em condigbes de mundo ideal. E, por
ultimo, a seguranga significa que uma intervencdo possui
caracteristicas confidveis que tornam improvavel a ocorréncia
de algum efeito indesejavel para o paciente. Portanto, um
estudo com boa validade interna deverad apresentar os
componentes descritos acima (EL DIB, 2007, p.1).

E uma abordagem que possibilita a melhoria da qualidade da assisténcia
prestada ao paciente e incentiva o profissional de saude buscar conhecimento
cientifico por meio do desenvolvimento de pesquisas ou aplicagdo na sua pratica
dos resultados encontrados na literatura (URSI; GALVAO, 2008).

De acordo com Closs? (1999, citado por URSI; GALVAO, 2006, p.125), esta
modalidade tem sido intensamente discutida nas ultimas duas décadas, na busca da
delimitacdo de suas potencialidades e limitacdes.

A prética baseada em evidéncia gerou a necessidade de realizar revisdes
com rigor cientifico exigido para um estudo primario, dentre elas, as revisGes de
literatura denominadas integrativa, sistematica, sistematica com metanalise e
metasintese (WHITTEMORE, 2005).
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3.1. Métodos e Etapas

Este estudo adotou como estratégia metodoldgica a revisao integrativa da
literatura nacional e internacional sobre os "Métodos de diagnédsticos para a infecgéao
do Helicobacter pyloriem criancas”.

De acordo com Broome? (citado por Whittemore; Knafl 2005, p.1) a reviséo
integrativa € um método de revisdo especifica que resume a literatura tedrica e
empirica, que permite a inclusdo de diversas metodologias (experimentais e ndo
experimentais).

Segundo Whittemore; Knafl (2005) e Beyea; Nichll (1998), a revisado
integrativa da literatura envolve as seguintes etapas:

Identificacdo do problema de estudo: € a fase de reconhecimento do tema e

da pergunta que devera ser respondida pelo estudo.

e Levantamento da literatura: o levantamento bibliografico se faz por
meio da localizacdo e obtencdo de documentos para avaliar a
disponibilidade de material que subsidiara o tema do trabalho de
pesquisa. Este levantamento é realizado junto as bibliotecas ou
servicos de informagbes existentes. As bases de dados
computadorizados séo eficientes e efetivas, porém existem limitacdes
quando nao é utilizada uma terminologia adequada;

e Avaliagdo critica dos estudos: compreende uma ferramenta
indispensavel para identificar e selecionar aquilo que ¢é vaélido,
importante e aplicavel. Os valores da qualidade sdo subseqiientemente
incorporados dentro do estagio de andlise dos dados. Porém, nao
existe um padrao de categoria excelente para as analises qualitativas;

e Analise dos dados: uma interpretacdo completa e nao tendenciosa das
fontes primarias, ao lado da sintese inovadora das evidéncias, sao
objetivos do estagio de andlise dos dados;

e Redacao da revisdo: a redagdo da pesquisa bibliografica varia de
acordo com o tipo de trabalho cientifico que se deseja apresentar. No
caso das revisdes integrativas, os dados podem ser registrados em

tabelas ou na forma diagramatica. Os detalhes explicitos a partir das
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fontes primarias e as evidéncias para suportar as conclusoes
necessitam de serem apresentadas para demonstrar uma cadeia l6gica
de evidéncias, permitindo ao leitor da revisdo, determinar que as

conclusdes das revisdes nao excedam as evidéncias.

3.2. Levantamentos dos Dados

3.2.1. Populacao e Amostra

Foi considerada populagédo de estudo toda a literatura relacionada ao tema do
estudo indexada nos bancos de dados PUBMED, SCIELO e capitulos de livros.
Para o levantamento dos artigos foi realizada uma busca nos bancos de

dados por meio da utilizacdo dos "descritores de assunto" (DeCs): “Diagnosis”;

) 113

“Helicobacter pylori”; “culture”; “histology”; “urease test preformed”; “PCR”; “urea

LI

breath test”; “antibody of anti-H. pylori’; “detection of antigen stool”.

A busca para a composicdo da populacdo deste estudo foi iniciada pelo

PUBMED. No campo de busca, os descritores usados foram: "Helicobacter pylori

culture" "children”, sendo encontrados 135 artigos. "Helicobacter pylori

diagnosis

diagnosis" " histology" "children", encontrando-se 134 artigos. "Helicobacter pylori

diagnosis urease test preformed " "children", sendo encontrados 4 artigos.

Helicobacter pylori" " diagnosis" " PCR" "children", sendo encontrados 42 artigos.

Helicobacter pylori" " diagnosis" " urea breath test " "children", sendo encontrados

192 artigos. "Helicobacter pylori" " diagnosis" " antibody anti-H. pylori" "children",
sendo encontrado 47 atigos. Helicobacter pylori" " diagnosis" " detection of antigen
stool " "children", sendo encontrados 52 artigos.

Na base de dados do SCIELO, a busca foi realizada por meio do formulario
béasico, utilizando o termo diagnosis in Helicobacter pylori como palavra chave,
encontrando-se 96 artigos.

O livro selecionado foi: Medicina Laboratorial para o Clinico, sendo utilizado

apenas um capitulo.
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A selegédo da amostra foi realizada a partir da leitura dos resumos nas bases
de dados, sendo selecionada apenas a literatura que atendia aos critérios de
inclusao definidos neste estudo.

Apoés a selegao da literatura por meio da leitura dos resumos, foram obtidos
os estudos na integra e realizada a leitura critica dos trabalhos selecionados, tendo
como referéncia os critérios de inclusao definidos neste estudo.

Diante do exposto, a amostra ficou constituida com 70 artigos e 1 capitulo de

livro.

3.2.2. Critérios de Inclusao da Amostra

Foram considerados como critérios de inclusdo da amostra:

e Apenas as publicacdes que responderam a questao do estudo;
e Periodo de publicagdo: 1982 a 2011;

e Idioma: inglés, portugués e espanhol;

e Tipo de publicacao: artigos e capitulos de livro;

e Delineamentos: todos os tipos de delineamentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Métodos de Diagnédstico da Infeccao pelo H. pylori

Existem varios métodos para diagnosticar a infeccdo pelo H. pylori. Alguns
como, métodos microbiolégicos, histopatolégicos, teste da urease pré-formada e
técnicas de biologia molecular sdo considerados metodologias invasivas, pois sdo
necessarios fragmentos da mucosa gastrica que sdo obtidos por
esofagogastroduodenoscopia. Outras técnicas, como a pesquisa de anticorpos anti-
H. pylori em amostras de soro, urina e saliva, pesquisa de antigenos de H. pylori nas
fezes e teste respiratério com uréia marcada com carbono-13 (13C) e carbono-14
(14C) sao consideradas nao-invasivas ou indiretas, ou seja, ndo requerem
fragmentos da mucosa gastrica.

Embora a maioria dos métodos atualmente utilizados apresente sensibilidade
e especificidade elevadas em adultos, tem sido recomendado o emprego de, pelo
menos, dois métodos diferentes para se fazer o diagnostico preciso da infecgcéao
(FAUCHERE, 1996; MEGRAUD, 1996).

4.1.1. Cultura

A cultura do H. pylori é feita a partir de fragmentos de mucosa gastrica e
consiste no método mais especifico para o isolamento e diagnoéstico da bactéria,
pois permite a caracterizacao morfoldgica do agente infeccioso, além de ser possivel
avaliar a susceptibilidade a antimicrobianos, melhorando a conduta terapéutica
(THIJS et al., 1996; VINETTE et al., 2004; FERREIRA et al., 2001; BITTENCOURT
et al., 2006; BOYANOVA et al., 2007).

A cultura bacteriana tem especificidade elevada, com resultados de 100%,
porém apresenta variacao na sensibilidade, sendo encontrados valores de 77,0% a
100% para o diagnéstico em criangcas (GLASSMAN, 1992; WESTBLOM et al., 1992;
YANES et al., 2000; OGATA et al., 2001). As diferengas na sensibilidade podem
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estar relacionadas com diversos fatores tais como, o nimero de fragmentos, o
tempo e a temperatura de transporte/armazenamento das amostras, o tipo de meio
de cultura usado, o periodo de incubagéao e a forma de inocular o material na placa
(MEGRAUD, 1996).

O uso de dois ou mais fragmentos de biopsia de regides diferentes (antro e
corpo) apresentam resultados mais confiaveis (ANDERSEN & WADSTROM, 2001).
Andersen & Wadstrom (2001) também observaram maior Vviabilidade do
microrganismo quando os fragmentos de biopsia eram transportados em
temperaturas adequadas de 4°C com periodo de processamento inferior a 2 horas
do que os fragmentos que foram transportados em temperatura ambiente por mais
de 4 horas. As taxas de recuperacao da bactéria podem ser 15% menores quando o
transporte e o processamento dos fragmentos sao feitos de forma inadequada.

Para garantir uma maior positividade da cultura, é recomendado
homogeneizar as amostras antes de serem plaqueadas no meio de cultura
(MEGRAUD, 1996).

Por se tratar de uma bactéria fastidiosa, o0 meio de cultura deve ser seletivo e
suplementando com sangue de carneiro, que é fundamental para o crescimento do
H. pylori. Deve conter, também, antibiéticos e antifingicos para evitar o crescimento
de bactérias e fungos que possam inibir o crescimento do H. pylori. A presenca do
indicador cloreto de trifeniltetrazdlio torna as colénias de H. pylori douradas,
diferenciando-as, assim de colénias de microrganismos contaminantes que possam
ter crescido no meio de cultura (QUEIROZ; MENDES; ROCHA, 1987).

As placas devem ser incubadas em temperatura de 37°C e em condi¢des de
microaerofilia, ou seja, ambiente com 10% de CO,, 5% de O,, 80-85% de N> e 95 a
100 % de agua. A incubacdo deve ser feita por um periodo de 3 a 7 dias
(TOMPKINS, 1992; GLUPCZYNSKI, 1994; SAMUELS et al., 2000; SIQUEIRA et al.,
2007; BRUDEN, et al., 2011). Placas que sao abertas e analisadas antes do periodo
minimo de incubagédo podem gerar resultados falso-negativos.

Outros fatores que podem diminuir a sensibilidade do teste sao: distribuicao
irregular do microrganismo na mucosa gastrica; uso prévio de alguns medicamentos,
como omeprazol, alguns antimicrobianos, bismuto ou benzocainas e contaminacao
da pinca usada na endoscopia com glutaraldeido ou com outra bactéria presente na
mucosa gastrica (BROW & PEURA, 1993; BUJANOVER; REIF; YAHAV, 1996;
SIQUEIRA et al., 2007; ARISMENDI-MORILLO, et al. 2011).
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Como a cultura apresenta 100% de especificidade, alguns autores a
consideram “padrao-ouro” no diagndstico da infecgao pelo H. pylori (GUARNER et
al., 2010)

4.1.2. Pesquisa de H. pylori em Cortes Histologicos

Os cortes histolégicos feitos a partir de fragmentos de tecidos gastricos
obtidos de biépsias podem ser re-examidados permanentemente utilizando, por
exemplo, a coloragdo de Wharthin-Starry que é um corante a base de prata. Essa
técnica é considerada preferencial para a identificacdo do H. pylori, mas devido a
complexidade de execucao nao é aplicada na rotina diagnostica (BROW & PEURA,
1993; BUJANOVER; REIF; YAHAV 1996; MULLER et al., 2007). Outras técnicas de
coloracdo podem ser empregadas, como: laranja de acridina (corante fluorescente)
(WALTERS; BUDIN; PAULL, 1986; BROW & PEURA, 1993), Gram (TROWELL et
al., 1987), carbolfucsina, uma técnica simples, barata e facil de ser aplicada na rotina
(ROCHA et al.,, 1989) e Giemsa (BROW & PEURA, 1993; BUJANOVER; REIF;
YAHAV 1996; GLUPCZYNSKI, 1994). A coloragdo de hematoxilina e eosina também
pode ser usada para detectar o microrganismo, mas os resultados nem sempre sédo
satisfatorios, pois as células se coram fracamente por esses corantes
(GLUPCZYNSKI, 1994; MULLER et al., 2007).

A pesquisa do H. pylori em cortes histologicos deve ser feita por um médico
patologista e a sensibilidade e a especificidade desse teste variam de acordo com a
experiéncia do profissional, a qualidade da biépsia, a densidade bacteriana presente
na amostra coletada e o tipo de corante usado (MEGRAUD, 1996; CUSTODIO et al.,
2005; ARISMENDI-MORILLO, et al., 2011).

O numero de fragmentos analisados tem relacao direta com a deteccao da
bactéria, como relatado por Arismendi-Morillo et al., (2011). O uso de mais de dois
fragmentos de bidpsias gastricas de diferentes regides da mucosa aumenta
significativamente a sensibilidade do teste.

Resultados falso-negativos e positivos tém sido relatados. Os falso-negativos
devem-se, principalmente, a distribuicdo desigual da bactéria na mucosa géstrica
(OGATA et al., 2001; SIQUEIRA et al. 2007). Os resultados falso-positivos podem
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ser observados devido a contaminagdo por outros microrganismos, como por
exemplo, o Helicobacter heilmanni, também presente nessa regiao (BOYANOVA et
al, 2007). Nesse caso, a experiéncia do patologista € importante para diferenciar os
dois microrganismos.

Ogata et al (2001) estudando cortes histolégicos corados com hematoxilina e
eosina e Giemsa, de criancas brasileiras, demonstraram que o teste € preciso para o
diagnéstico da infeccao pelo H. pylori, sendo encontrados valores de sensibilidade
de 93% e especificidade de 100%.

A histologia apresenta algumas vantagens, por ser uma técnica rapida, pouco
onerosa, que oferece registro visual permanente e que, além disso, é capaz de
detectar, simultaneamente, as lesbées da mucosa associadas a essa infeccao
(GUARNER et al., 2010).

4.1.3. Teste da Urease Pré-Formada

O estbmago dos seres humanos é um ambiente rico em acido cloridrico e
ainda sim o H. pylori consegue coloniza-lo. Isso acontece devido a capacidade do
microrganismo de produzir a urease, uma enzima capaz de diminuir a acidez desse
ambiente hostil e, portanto, tornar possivel a sobrevivéncia da bactéria (McNULTY et
al., 1987; FERREIRA et al.; 2001; SCHOEP et al., 2010).

Essa caracteristica do H. pylori é a base do teste da urease pré formada. Para
a realizacao do exame, fragmentos de mucosa gastrica sdo introduzidos em um
meio contendo uréia e um indicador de pH, como por exemplo, o vermelho de fenol
e sdo incubados a 37°C (CAETANO et al. 2008). A urease produzida previamente
pelo H. pylori hidrolisa a uréia presente no meio e a transforma em amoénia. Esse
processo altera o pH do meio, que muda da cor ambar para o réseo, em até 24
horas, indicando resultado positivo (FERREIRA et al., 2001). O uso de testes
rapidos, permite a reducao do tempo de observacao para 6 horas e até mesmo para
1 hora (JUNIOR et al., 2004; FERREIRA et al., 2001; CAETANO et al., 2008).

O teste da urease pré-formada é de facil execucdo, podendo ser feito no
momento da endoscopia, apresenta baixo custo e menor tempo para a liberacdo do
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resultado quando comparado a outros métodos de diagnédstico como a cultura e a
microscopia (FERREIRA et al., 2001; CAETANO et al., 2008).

Varios autores tém relatado bons resultados de sensibilidade e especificidade
do teste da uréase pré-formada para o diagnostico da infeccdo em criancgas.
Glassman (1992), estudando criangas americanas, encontrou sensibilidade de 91%
e especificidade de 100%. Também Cirak; Akydn; Mégraud, (2007) observaram em
criangas japonesas, sensibilidade de 96% e especificidade de 90%. Ainda Ogata et
al., (2001), avaliando criangas brasileiras, observaram sensibilidade de 100% e a
especificidade de 84,2%. Alguns fatores podem interferir na sensibilidade do teste,
como por exemplo, 0 niumero de bactérias presentes na mucosa géastrica (ZAITOUN,
1993; CAETANO et al., 2008; BOYANOVA et al., 2007 ARISMENDI-MORILLO, et
al., 2011) e o uso de medicamentos, tais como os inibidores de bombas de prétons e
0s antagonistas dos receptores de H, Para aumentar a sensibilidade do teste, é
recomendado a analise de mais de um fragmento de mucosa e suspensdo da
medicacao antes da realizacdo da endoscopia (MEGRAUD, 1996; FERREIRA et al.,
2001; OZTURK et al. 2003; GUARNER et al., 2010).

O tempo empregado para fazer a leitura do teste é fundamental para gerar
resultados confiaveis. A leitura deve ser feita em até 24 horas apds a colheita do
material, pois apds esse periodo pode haver o crescimento de bactérias produtoras
de urease que podem estar presentes na cavidade oral ou contaminando a pinca
utilizada na biopsia (MEGRAUD, 1996; LEODOLTER; WOLLE; MALFERTHERINER,
2001). Além disso, a presencga de tragos de sangue no fragmento da biopsia pode
ser erroneamente interpretado como uma mudanca de cor no meio (MEGRAUD,
1996).

Alguns autores, comparando os métodos invasivos de diagnéstico para o H.
pylori, relatam equivaléncia no desempenho do teste da uréase pré-formada com a
histologia e a PCR e, por apresentar praticidade na execugado, baixo custo e
resultados rapidos e precisos, o teste tem sido recomendado na rotina médica, para
o diagnéstico da infeccdo pelo H. pylori em criancas (JUNIOR et al., 2004;
CAETANO et al., 2008; GUARNER et al., 2010; ARISMENDI-MORILLO et al., 2011).
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4.1.4. PCR (Reacao da Polimerase em Cadeia)

Muitas técnicas de biologia molecular tém sido empregadas para o
diagnéstico da infeccao pelo H. pylori e também para detectar genes que estido
associados a fatores de viruléncia e a susceptibilidade da bactéria aos
antimicrobianos (CIRAK; AKYON; MEGRAUND, 2007; BITTENCOURT et al., 2006).
Os métodos, baseados principalmente na hibridizacdo, genotipagem e amplificacéo
do material genético bacteriano, sdo usados principalmente, para confirmar a
presenca do microrganismo quando outros testes deixam duvidas (LOPEZ-BREA;
ALARCON; MEGRAUD, 1997).

A PCR detecta sequéncias especificas de acidos nucléicos da bactéria
utilizando oligonucleotideos sintéticos que agem como “primers” (iniciadores) para a
replicacdo enzimatica das sequéncias de DNA definida (JUNIOR et al., 2004). A
PCR pode ser feita a partir de bidpsia gastrica fresca ou em parafina, saliva, fezes,
suco gastrico ou placa dentaria (MAPSTONE et al.,, 1993; HAMMAR et al., 1992;
WAHLFORS et al., 1995; ENOROTH & ENGSTRAND, 1995; BONAMICO et al.,
2004;).

Para obter bons resultados € necessario fazer a escolha correta dos
iniciadores que amplificam fragmentos de proteinas especificas do H. pylori. 1sso
evita que outras bactérias que podem estar presentes na amostra sejam detectadas,
conferindo maior especificidade da reacao (BUJANOVER et al., 1996, LUSCENTI &
GATTI, 2008).

A técnica apresenta cerca de 95% de sensibilidade e 100% de especificidade
em adultos (BUJANOVER et al., 1996; LEUNG & SUNG, 1996; MEGRAUD, 1996).
Quando empregadas para o diagnéstico em criancas, o teste também apresenta
sensibilidade (100%) e especificidade (94,6%) bastante elevados, conforme
demonstrado por Junior et al., (2004) em criancas do Brasil submetidas a biépsia
gastrica. Os autores relatam ainda que é necessario o uso de dois pares de primers,
pois o H. pylori apresenta grande variabilidade genética.

A sensibilidade da PCR para deteccao de H. pylori em amostras de fezes
varia de 25% a 100% conforme demonstrado por Falsafi et al (2009) em criancas.
Segundo os autores a variabilidade pode dever-se a degradacao da bactéria no trato
gastrointestinal e/ ou a presenca de inibidores da reacao, como os polissacarideos
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complexos. A eliminagdo dos inibidores de PCR nas fezes e o uso de primers
especificos melhoram a acuracia do teste (sendo encontrados valores de 62,5% e
especificidade de 92,3%), especialmente se a carga bacteriana for mais elevada.

GUARNER et al., 2010 em artigo de revisao sobre métodos diagndsticos para
0 H. pylori em criangas, confirmam esse achado e relatam menor sensibilidade da
PCR para o diagnéstico do H. pylori em fezes quando comparada a deteccao de
antigenos da bactéria em fezes.

Resultados falsos positivos podem ocorrer se procedimentos inadequados de
limpeza e desinfeccdo dos materiais forem feitos, e também se houver
contaminacao do laboratério (LEUNG & SUNG, 1996).

Apesar da técnica de PCR para o diagnéstico da infec¢do pelo H. pylori ser
bastante especifica, ainda é pouco utilizada na clinica médica porque necessita de
profissionais qualificados e laboratérios equipados adequadamente para execucao
de praticas biomoleculares, isso torna a técnica complexa e de alto custo, sendo
assim, é mais aplicada em laboratérios de pesquisa (JUNIOR et al., 2004). Além
disso, é necessario obter mais estudos que comprovem a boa precisdo do teste em
criangas. No entanto, a PCR pode ser usada em conjuntos com outras metodologias
diagnosticas para validar o resultado referente ao H. pylori.

4.1.5. Teste Respiratorio com Uréia Marcada

O teste respiratério com uréia marcada é baseado na atividade da enzima
urease produzida pela bactéria. Para realizar esse teste, o0 paciente ingere suco de
laranja ou macéa contendo uréia marcada com o *C ou com '*C (KOLETZKO, 2005;
ROCHA et al., 2009). Na presenca da bactéria, a uréia marcada é convertida em
amodnia e CO, que se torna, entdo marcado. Amostras de ar expirado pelo paciente
sao colhidas antes e ap6és 30 minutos da ingestdo do suco com a uréia marcada
(GODDARD et al., 2003). Concentracdes de CO, marcado sdo determinadas através
de espectrometro de luz infravermelha para '*C e espectrofotdmetro de cintilagdo
liquida para '*C (GRAHAM et al, 1987; MARSHALL & SURVEYOR, 1988; OZDEMIR
et al., 2008).
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O uso do ®C é mais vantajoso que 'C, pois ndo apresenta radioatividade e
pode ser usado em gravidas e criangas (GODDARD & LOGAN, 2003).

Bruden et al (2011) conduziram, na populacdo adulta do Alaska, um estudo
para avaliar cinco métodos diagndésticos (invasivos e nao invasivos) para a infeccao
pelo H. pylori. O teste respiratério, quando comparado a técnicas invasivas,
apresentou sensibilidade variando de 93% a 97% e especificidade de 78% a 88%.
Em relacdo aos testes avaliados (cultura, histologia, teste rapido da urease e
sorologia) o teste respiratério obteve a maior precisdo. Resultados elevados de
sensibilidade (96%) e especificidade (100%) também foram observados por Subrada
et al (2011) ao avaliar testes para a identificacdo do H. pylori em pacientes do norte
da Europa com atrofia da mucosa gastrica.

Apesar do bom desempenho do teste para o diagnostico da infeccao em
adultos e criancas mais velhas, valores menores de sensibilidade e especificidade
foram relatados em criancas com menos de 6 anos de idade (YANG; KO; SEO,
2008). Essa menor sensibilidade tem sido explicada pela produgdo de CO.
endogeno que é dependente da idade, peso e sexo. Pacientes mais jovens
apresentam menor producao de CO, enddgeno (YANG; KO; SEO, 2008). Entretanto,
resultados satisfatérios foram observados na populacdo brasileira. Um trabalho
realizado no LPB (Laboratério de Pesquisa em Bacteriologia) da Faculdade de
Medicina da UFMG, demonstrou sensibilidade de 88,0% e especificidade de 95,0%
para criancas com menos de 6 anos de idade e sensibilidade de 100% e
especificidade de 98,0% em criancas mais velhas (CARDINALI et al., 2003). Yang;
ko; Seo (2008) em criancas coreanas, também observaram valores elevados de
sensibilidade e especificidade, mesmo em criangas com menos de 6 anos de idade
(98,2% € 87,4%, respectivamente).

Resultados falso-negativos podem ser encontrados quando o paciente faz uso
de antimicrobianos e inibidores de bombas de prétons que reduzem a densidade
bacteriana na amostra (SUBRADA et al., 2011; KOLETZKO, 2005). E recomendado
que os inibidores de bomba de prétons sejam suspensos 15 dias e o0s
antimicrobianos um més antes da realizacdo do teste (ROCHA et al., 2009).
Antagonistas de receptores de H; e antidcidos também interferem nos resultados do
teste, sendo assim, é recomendada a suspensdo de ambas as drogas 48 horas
antes da realizacao do teste (ROCHA, et al., 2009; KOLETZKO, 2005). Pacientes

submetidos a gastrectomia parcial, administracdo de uréia em dose inferior a
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recomendada e variacdo no intervalo de tempo entre a colheita das duas amostras
também s&o causas de resultados falso-negativos (IMRIE et al, 2001;
BITTENCOURT, et al., 2006; ROCHA et al., 2009;).

Resultados falso-positivos podem ocorrer pela presenca de outras bactérias
produtoras de urease encontradas na mucosa gastrica, como € o caso do H.
heilmannii (BOYANOVA et al., 2007) e pela contaminacdo de microrganismos da
cavidade oral que também produzem urease (IMRIE et al., 2001; Yang; ko; Seo,
2008). A fim de evitar a contaminacdo por esses microrganismos, tem sido
empregado o uso da uréia marcada em forma de capsulas (ROCHA et al., 2009).

Por ser um teste nao invasivo e com acuracia elevada é o mais indicado para
a confirmacao da erradicacao da bactéria em adultos e criancgas, inclusive naquelas
menores de 6 anos de idade (GODDARD & LOGAN, 2003; GUARNER et al., 2010;
BRUDEN et al., 2011; LEAL et al., 2011).

4.1.6. Pesquisa de Anticorpos anti-H. pylori

Paciente infectados pelo H. pylori desenvolvem resposta imunoldgica local e
sistémica, que resulta na producao de anticorpos das classes IgM, IgA e IgG, sendo
a lgG a principal imunoglobulina detectada no soro desses pacientes (LEUNG &
SUNG, 1996; PORTORREAL & KAWAKAMI,2002; BRUDEN et al., 2011).

Muitos métodos sorolégicos estdo descritos na literatura, entretanto o mais
usado € o ensaio imunoenzimatico (ELISA), porque além de apresentar acuracia
elevada para o diagnéstico da infeccdo em adultos, € um teste rapido, simples,
reprodutivel, de baixo custo, existindo varios kits comerciais disponiveis no mercado
(BEST et al., 1994; BITTENCOURT et al., 2006). No entanto, quando empregado em
criancas apresenta sensibilidade menor (BITTENCOURT et al., 2006; LEAL et al.,
2008). Assim, para criangas de Belo Horizonte com menos de 6 anos de idade, o
teste mostrou sensibilidade de 71,4%, enquanto que em criangas com idade entre 6-
12 anos a sensibilidade foi de 85,2% (ROCHA et al., 2000). Portorreal e Kawakami
(2002) também avaliaram o teste de ELISA em criangas brasileiras e observaram
sensibilidade de aproximadamente 75% em criangas menores de 10 anos e 95%
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para aquelas com mais de 10 anos. A especificidade foi de aproximadamente 70%
nos dois grupos.

Na ltalia, Bonamico et al (2004) relatam valores de sensibilidade de 89,3% e
especificidade de 90,7% em criancas com mais de 7 anos de idade, porém esses
valores diminui em criangas com menos de 7 anos, sendo observados sensibilidade
de 80,6% e especificidade de 89,6%. As diferencas encontradas nos valores de
sensibilidade e especificidade podem ser explicadas pela resposta diferente em
cada faixa etaria ou pela persisténcia de anticorpos no soro mesmo depois do
tratamento e/ou eliminagdo espontanea do microrganismo.

Os anticorpos IgM, IgA e IgG também podem ser detectados em amostras de
saliva e urina (LEAL et al., 2008), porém a sensibilidade e a especificidade do teste
nessas amostras ndo sao tao elevadas quanto no soro, portanto ndo sao indicadas
para o diagnéstico da infeccdo em criangcas (LEAL et al., 2008; BITTENCOURT et
al., 2006; GUARNER et al., 2010).

Resultados falso-negativos podem ocorrer devido a menor producao de IgG,
como pode acontecer em criancas (BEST et al., 1994; OGATA et al., 2001); ao uso
de diferentes pontos de corte entre resultados positivos e negativos (PORTORREAL
& KAWAKAMI,2002; OGATA et al., 2001).; ao uso de antigenos nao apropriados
para a deteccao do H. pyloriem uma populacao especifica (OGATA et al., 2001); e a
nao identificacao de pacientes ja tratados (GODDARD & LOGAN, 2003). Resultados
falso-positivos também podem acontecer, especialmente devido ao tempo
prolongado de permanéncia de anticorpos na circulacdo ap6s a erradicacdo da
bactéria (SHERMAN et al., 1999).

Os testes sorologicos sao técnicas nao invasivas, de facil execugao, de baixo
custo, tem boa sensibilidade e especificidade, sendo assim, sdo muito eficazes em
estudo epidemiolégicos (GONZALES; SERRANO; HARRIS, 2007).

4.1.7. Deteccao de Antigenos de H. pylori nas Fezes

A deteccado de antigenos de H. pylori em amostras de fezes é feita por um
método imunoenzimatico (ELISA), podendo ser utilizados anticorpos monoclonais ou
policlonais (LEAL et al., 2011b; CHOI et al., 2011).
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E um método ndo invasivo que detecta a presenca de antigenos de H. pylori
em fezes e tem sido considerado bastante atrativo para o diagnéstico da infeccéao
pelo H. pylori, monitoramento da resposta do hospedeiro ao tratamento da infecgao
com antimicrobianos e também para estudos epidemiolégicos (GONZALES;
SERRANO; HARRIS, 2007; KALACH et al., 2009; KORI; GOLDSTEIN; GRANOT,
2009; POURAKBARI et al., 2011).

Varios kits comerciais para a detecg¢ao de H. pyloriem fezes estao disponiveis
no mercado. A principal diferenca entre eles é o tipo de anticorpos empregados,
monoclonais ou policlonais. Um teste rdpido (ensaio imunocromatografico) que usa
anticorpos monoclonais para detectar a presenca da bactéria nas fezes também esta
disponivel no comércio (DZIERZANOW-FANGRAT et al., 2006; PRELL et al., 2009;
LEAL et al., 2011; CHOl et al., 2011).

A deteccao de antigenos em fezes tem mostrado resultados satisfatérios em
relacdo a sensibilidade e a especificidade tanto em populag¢des adultas quanto em
criancas (KORI; GOLDSTEIN; GRANOT, 2009). Segundo Kalach et al., 2009 em
adultos, o teste apresenta sensibilidade de 93,0% e especificidade de 92,0% e em
criancas a sensibilidade varia de 88,7% a 98,0% e especificidade de 94,0% a 99,0%.
Na nossa populacao, Cardinalli et al (2003) relatou para o diagnéstico da infecgcéao
em criangas com idades compreendidas entre 1 e 18 anos sensibilidade de 96,9% e
especificidade de 100%.

Alguns estudos mostram que os valores de sensibilidade e especificidade sé&o
melhores quando sdo usados anticorpos monoclonais, tanto em adultos quanto em
criangas. Ja os estudos usando anticorpos policlonais apresentaram resultados
controversos (CIRAK; AKYON; MEGRAUND, 2007; GUARNER et al., 2009; PRELL
et al., 2009; ANTOS et a.; 2005).

Prell et al (2009) compararam a eficiéncia da pesquisa de antigenos nas fezes
(ELISA monoclonal) com o teste respiratério e com o teste rapido para deteccéo de
antigenos de H. pylori em fezes por imunocromatografia. A deteccdo de antigenos
de H. pylori por ELISA nas fezes de criangas mostrou sensibilidade e especificidade
elevadas, cerca de 95%, enquanto a deteccdo por imunocromatografia mostrou
sensibilidade de 93,5% e 90,3% (resultado de duas leituras) em criangas nao
tratadas. Valores menores de sensibilidade (85,7% e 71,4%, também resultados de
duas leituras) foram observados em criangas pés tratamento. O autor considera que
essa diferenga pode ocorrer devido a fraca visualizagdo da linha no teste, o que



26

pode deixar o resultado ambiguo. Antos et al (2005) também avaliaram o ensaio
imunocromatografico e demonstraram sensibilidade de 88,3%, especificidade de
91,0% e acuracia de 85,0% para o diagnéstico da infeccao em criancas. Apesar dos
valores um pouco menores de sensibilidade e especificidade, os autores consideram
que o teste rapido para o diagnostico do H. pylori em criangas pode ser usado
quando o teste respiratdrio nao estiver disponivel.

Alguns fatores como, sangramento da mucosa gastrica, uso de inibidores de
bomba de prétons e antimicrobianos podem diminuir a sensibilidade do teste,
portanto, cuidados devem ser tomados ao avaliar o teste em pacientes que estao
sob essas condi¢des, a fim de evitar erros nos resultados (ROCHA et al; 2009).

O teste é rapido, simples, confiavel, de baixo custo, ndo invasivo, a obtencao
das amostras é facil podendo ser estocadas em geladeira por 5 dias ou congeladas
a -20°C ou -80°C por tempo indeterminado. Desde que sejam armazenadas de
forma correta, podem também ser envidas pelo correio. O congelamento permite
que varias amostras sejam testadas em um uUnico experimento sem haver influéncia
na precisao do teste (KOLETZKO, 2005; GUARNER et al., 2010).

A deteccao de antigenos de H. pylori em amostras de fezes é uma ferramenta
diagnostica ndo invasiva que tem boa precisdo nos resultados tanto em adultos
guanto em criangas. Essa caracteristica do teste faz com que ele seja atraente no
monitoramento da resposta ao tratamento da infeccdo com antimicrobianos e nos
estudos epidemiolégicos, principalmente em criancas (VAIRA et al., 2000; KALACH
et al.; 2009; PRELL et al., 2009; LEAL et al.; 2011).



27

5. CONCLUSAO

Existem varios métodos de diagndstico para a infeccdo causada pelo H.
pylori. Como nenhum deles apresenta 100% de sensibilidade e especificidade
(exceto a cultura que € 100% especifica) é recomendado o uso de pelo menos dois
testes para o diagnéstico da infeccao.

Essa recomendacao torna-se especialmente valida para o diagnéstico da
infeccdo em criangas, visto que este grupo de pacientes, em geral, apresenta menor
carga bacteriana, menor producao de anticorpos, menor producédo de CO, enddgeno
e inflamacao mais moderada da mucosa gastrica, fatores que podem dificultar a
deteccdo do H. pylori tanto por métodos invasivos quanto por métodos nao-

invasivos.
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