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Resumo IX 

 

RESUMO 

Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria Gram-negativa associada ao 

desenvolvimento de diferentes gastropatias. Os diversos desfechos clínicos da 

infecção por H. pylori são resultado da relação parasito-hospedeiro, sendo os fatores 

de virulência produzidos pelas diferentes cepas de H. pylori determinantes na 

patogênese da infecção. Baseado na importância do tema, o objetivo deste estudo foi 

avaliar a prevalência da infecção por H. pylori; comparar a técnica de Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) com o exame histopatológico na detecção do 

microrganismo; associar os genótipos de virulência cagA, vacA e dupA com as 

gastropatias apresentadas pelos pacientes e avaliar a origem das cepas circulantes 

locais. Para isso, biópsias de tecido gástrico de 117 pacientes dispépticos foram 

coletadas e utilizadas para a extração de DNA. O laudo do exame histopatológico dos 

pacientes do estudo, também foram obtidos. A triagem da infecção por H. pylori foi 

realizada usando o gene16S rRNA (hpx) e as amostras H. pylori positivas foram 

submetidas à detecção e sequenciamento dos genes de virulência vacA, cagA e dupA. 

As sequências do gene dupA obtidas da PCR foram utilizadas para a análise 

filogenética. A prevalência da infecção por H. pylori encontrada neste estudo foi de 

64,1%, quando considerado apenas a técnica de PCR e 72.3% quando associado ao 

exame histopatológico. Foi encontrado uma alta frequência de cepas cagA positivas 

(80,0%). O gene cagA foi detectado em todas as cepas presentes em pacientes com 

patologias graves, enquanto o gene vacA isolado não foi detectado nesse grupo. 

Pacientes com doenças graves tinham menos genes de virulência na cepa infectante. 

A presença do gene dupA na cepa infectante não foi associado como fator de risco ou 

fator de proteção de gastropatias, entretanto, em mulheres a infecção por H. pylori 

dupA positiva, aumentou em duas vezes a chance de desenvolvimento de gastrite. 

Além disso, a filogenia molecular demonstrou que o gene dupA isolado neste estudo, 

apresentou homologia com genes de cepas de H. pylori isoladas de países ocidentais. 

As cepas circulantes de H. pylori no centro-oeste brasileiro apresentam alta 

heterogeneidade de frequência dos genes de virulência cagA, vacA e dupA e a 

combinação de vários fatores de virulência podem influenciar nos desfechos clínicos 

dos pacientes.  

 

Palavras-chave: Gastropatias, Bactéria, Patologia Molecular, Fatores de Virulência. 



 

Abstract X 

ABSTRACT 

Helicobacter pylori (H. pylori) is a Gram-negative bacterium associated with the 

development of different gastropathies. The different clinical outcomes of infection by 

H. pylori are the result of the parasite-host relationship, and the virulence factors 

produced by the different strains of H. pylori are determinant in the pathogenesis of 

the infection. Based on the importance of the topic, the aim of this study was to assess 

the prevalence of H. pylori infection; compare the Polymerase Chain Reaction (PCR) 

technique with the histopathological examination for the detection of the 

microorganism; associate the genotypes of cagA, vacA and dupA virulence with the 

gastropathies presented by the patients and evaluate the origin of the local circulating 

strains. For this, gastric tissue biopsies from 117 dyspeptic patients were collected and 

used for DNA extraction. The histopathological examination report of the study 

patients was also obtained. The screening for H. pylori infection was performed using 

the 16S rRNA gene (hpx) and the positive H. pylori samples were subjected to the 

detection and sequencing of the virulence genes vacA, cagA and dupA. The dupA gene 

sequences obtained from the PCR were used for phylogenetic analysis. The prevalence 

of H. pylori infection found in this study was 64.1%, when considering only the PCR 

technique and 72.3% when associated with histopathological examination. A high 

frequency of positive cagA strains was found (80.0%). The cagA gene was detected in 

all strains present in patients with severe pathologies, while the isolated vacA gene was 

not detected in this group. Seriously ill patients had fewer virulence genes in the 

infecting strain. The presence of the dupA gene in the infecting strain was not 

associated as a risk factor or a protective factor for gastropathies, however, in women 

the infection by H. pylori dupA positive, increased the chance of developing gastritis 

by two. In addition, molecular phylogeny demonstrated that the dupA gene isolated in 

this study showed homology with genes from H. pylori strains isolated from western 

countries. The circulating strains of H. pylori in central-western Brazil show high 

heterogeneity in the frequency of cagA, vacA and dupA virulence genes and the 

combination of several virulence factors can influence the clinical outcomes of 

patients. 

 

Keywords: Gastropathies, Bacteria, Molecular Pathology, Virulence Factors.
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ESTRUTURA DA TESE 

 

Essa tese encontra-se subdividida em cinco capítulos: no primeiro capítulo consta a 

introdução, a revisão da literatura, a justificativa, os objetivos e a metodologia detalhada. 

Os três capítulos seguintes representam os resultados e a discussão e foram organizados 

na forma de artigos científicos, os quais foram submetidos/publicados em periódicos 

indexados em Ciências Biológicas III.  O quinto capítulo apresenta as considerações 

finais e conclusões da tese.  

 

Os artigos contidos em cada capítulos foram preparados de acordo com as normas de cada 

periódico. 

 

Portanto, a estrutura da tese está disposta da seguinte forma:  

 

Capítulo I. Apresenta a introdução, a justificativa, os objetivos e a metodologia 

detalhada.  

 

Capítulo II. “Diagnostic performance between histopathological and molecular methods 

in the detection of Helicobacter pylori”.  

 

Capítulo III. “Prevalence of Helicobacter pylori cagA, dupA, and vacA genotypes and 

their association with the severity of gastropathies in patients with dyspepsia”.  

 

Capítulo IV. “Helicobacter pylori virulence dupA gene: risk factor or protective factor?”.  

 

Capítulo V. Apresenta as conclusões.  
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CAPÍTULO I 

 

//  
 



 

Introdução 19 

 

1. Introdução 

 

Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria Gram-negativa, espiralada, 

microaerófila, móvel e com tamanho aproximado de 3,5 x 0,5 μm. Descoberta em 1982, 

pelos médicos australianos Robin Warren e Barry Marshall, esta bactéria foi isolada da 

mucosa gástrica de pacientes com gastrite crônica e úlcera péptica. Primeiramente foi 

denominada Campylobacter pyloridis, entretanto, foi realizado o sequenciamento do gene 

16S rRNA e as análises demonstraram que a localização filogenética desta bactéria era 

diferente do gênero Campylobacter. A partir desses dados, a nova espécie foi denominada 

Helicobacter pylori, o primeiro membro do gênero Helicobacter. Tais descobertas 

propiciou aos cientistas, o Prêmio Nobel de Medicina em 2005 (Marshall & Warren, 

1984; Solnick & Vandamme, 2001; Marshall; Adams; Marshall, 2008).  

A infecção por H. pylori apresenta distribuição cosmopolita e acredita-se que mais 

da metade da população mundial está infectada. Essa infecção pode permanecer 

assintomática em 85% dos indivíduos, no decorrer da vida e a persistência dessa bactéria 

no trato gastrointestinal, estimula ao aumento do risco de desenvolvimento de diversas 

doenças, como: gastrite crônica, gastrite atrófica, úlcera péptica, linfoma de tecido 

linfoide associado à mucosa gástrica e adenocarcinoma gástrico. Devido ao seu papel bem 

esclarecido na patogênese do câncer gástrico, H. pylori é considerada pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS), um carcinógeno do tipo I (Ricci; Romano; Boquet, 2011; Hooi 

et al., 2017;Mantero et al., 2018). 

As manifestações clínicas da infecção por H. pylori irão depender da relação 

parasito-hospedeiro, determinada por diversos fatores, como: regulação gênica, 

receptores, polimorfismos e resposta imunológica do hospedeiro; virulência, 

patogenicidade e heterogeneidade da cepa bacteriana, além dos fatores ambientais 

(Kusters; Van Vliet; Kuipers, 2006; Amieva; El-omar, 2008). 

Para compreender os mecanismos de virulência de H. pylori, faz-se necessário 

compreender a realidade local, no que se diz respeito a variabilidade dos diferentes 

genótipos das cepas infetantes e associá-los com os achados endoscópios e histológicos 

dos indivíduos infectados. Este trabalho trata-se de um estudo pioneiro no estado de 

Goiás, que tem como intuito contribuir para a saúde pública, avaliando o perfil genotípico 

de cepas isoladas em pacientes dispépticos associando com as patologias gástricas por 

eles apresentadas.  
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2. Revisão da literatura 

 

2.1. Características microbiológicas de H. pylori 

 
As bactérias do gênero Helicobacter pertencem à subdivisão ε (épsilon)das 

Proteobacterias, da ordem Campylobacterales, da família Helicobacteraceae. Nesta 

família também estãoincluídos os gêneros Wolinella, Flexispira, Sulfurimonas, 

Thiomicrospira e Thiovulum. Todos os microrganismos do gênero Helicobacter são 

microaerofílicos e a maioria é positiva para catalase, oxidase e urease (Kusters; Van Vliet; 

Kuipers, 2006).  

O gênero Helicobacter compreende aproximadamente 26 espécies formalmente 

nomeadas e outras que estão sendo estudadas e caracterizadas. Essas espécies podem ser 

subdivididas em duas linhagens principais, as espécies gástricas e as espécies entero-

hepáticas (não-gástricas). Os grupos demonstram um alto nível de especificidade de 

órgãos. Espécies gástricas se adaptaram às condições inóspitas encontradas na superfície 

da mucosa gástrica, considerando que o estômago de todos os mamíferos pode ser 

colonizado por membros desta linhagem. Todas as espécies gástricas de 

Helicobacterapresentamurease e motilidade positiva. Dentre as principais espécies 

gástricas estão: H. pylori, H. felis, H. mustelae, H. acinonychis e H. heimannii (Ladeira; 

Salvadori; Rodrigues, 2003; Reshetnyak &Reshetnyak, 2017).  

As espécies entero-hepáticas de Helicobacter colonizam o trato gastrointestinal 

inferior, incluindo o íleo, cólon e trato biliar de seres humanos e outros mamíferos. Estas 

bactérias causam infecções persistentes, associadas à inflamação crônica e à 

hiperproliferação das células epiteliais, que podem levar à doença neoplásica e doenças 

hepatobiliares. Os microrganismos desta linhagem consistem em muitas espécies, que se 

diferem pela morfologia, condições de crescimento e produção de urease. As principais 

espécies de interesse humano deste grupo são: H. bilis, H. pullorum e H. rappini. 

Contudo, apesar dessa linhagem ser potencialmente patogênica para o homem, apenas a 

espécie murina H. hepaticus, tem sido superficialmente caracterizada (Avenaud et al., 

2000; Kusters; Van Vliet; Kuipers, 2006).  

H. pylori é a espécie melhor caracterizada do gênero. Trata-se de um 

microrganismo Gram-negativo, pleomórfico, microaerófilo, móvel, não esporulado e 

ubíquo. Seu tamanho varia de 2,5 a 5 µm de comprimento e de 0,5 a 1 µm de largura. 

Esse gênero bacteriano apresenta superfície lisa, revestida por um glicocálice com 40 µm 
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de espessura e extremidades arredondadas. Possui de 4 a 6 flagelos unipolares ou 

bipolares, cada um com aproximadamente 30 µm de comprimento e 2,5 nm de espessura 

(Figura 1). Bioquimicamente, H. pylori é caraterizada por apresentar positividade nos 

testes da urease, catalase e oxidase, não fermentam carboidratos e metabolizam 

aminoácidos pela via fermentativa (Blaser; Musser; Berg, 2001; Boto; Almeida; Queiroz, 

2008). 

 

 

Figura 1. Microscopia eletrônica de H. pylori. 

Fonte: Solnick& Vandamme 2001. 

 

Em função das características fastidiosas de H. pylori, a bactéria é de difícil 

isolamento. O cultivo in vitro requer meios complexos contendo sangue, vitamina B12, 

soro, carvão, amido de milho ou emulsão de gema de ovo e os aminoácidos L-Glutamina 

e L-Cisteína (Costa et al., 1999). 

Embora geralmente esteja na forma bacilar helicoidal ou espiral (forma em S) que  

é viável e cultivável, essa bactéria em situaçõesadversas, como temperatura, potencial 

hidrogeniônico (pH), culturas prolongadas ou napresença de antibióticos, pode 

apresentar-se em mais três condições morfológicas: as formas em C (intermediárias) e U 

(transitórias), consideradas um estado inativo e cultivável e as formas cocóides, 

consideradas um estado bacteriano inviável e não cultiváveis, que são encontradas 

geralmente em ambientes com recursos energéticos escassos (Figura 2) (Reshetnyak 
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&Reshetnyak, 2017). No estômago do hospedeiro, H. pylori é encontrada principalmente 

na forma em espiral, entretanto, as células cocóides também podem ser observadas em 

regiões severamente mais danificadas da mucosa gástrica (Costa et al., 1999). 

 

 

Figura 2. Imagens microscópicas de H. pylori em morfologia de S, U, C e cocóide. 
Fonte: Reshetnyak &Reshetnyak, 2017. 

 

As cepas de H. pylori crescem em temperaturas que podem variar de 33 a 40 ºC e 

pH entre 5,5 a 8,5, além disso necessitam de uma concentração de dióxido de carbono 

(CO2) entre 5% a 10%  e de O2que variam de 2% a 8% (Avenaud et al., 2000; Andersen 

& Wadström, 2001). Na maioria dos meios de cultura H. pylori apresenta formação de 

colônias puntiformes, translúcidas e não pigmentadas, com o diâmetro de 1 a 2 mm 

(Reshetnyak &Reshetnyak, 2017). 

 

2.2. Características genômicas de H. pylori 

 

H. pylori foi uma das primeiras bactérias patogênicas que teve seu material 

genético completamente sequenciado. Seu genoma (cepa 26695) consiste em um 

cromossomo circular composto por 1.667.867 pares de bases (pb) (Figura 3), contendo 

aproximadamente 39% de guanina e citosina. Um total de 1.500 sequências codificantes 

foram identificadas e sugere-se que este microrganismo possui os mecanismos básicos de 

replicação, divisão celular e secreções, similares aos de Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa e Haemophilus influenzae. Além disso, no genoma de H. pyloriforam 

identificados sistemas de restrição, modificação, recombinação homóloga e pós-
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replicação, excisão e reparo, endonucleases, metil-transferases, além de sistemas de 

secreção dos tipos I, II, II, III e IV (Tomb et al., 1997). 

 

 

Figura 3. Representação do cromossomo circular H. pylori, cepa 26695. 

Fonte:Tomb et al., 1997. 
 

O estudo do genoma de H. pylori mostrou evidências que este microrganismo 

apresenta inúmeros mecanismos de variação antigênica, que também ocorrem em outros 

patógenos colonizadores de mucosa, como as Neisserias spp.. Foram identificados vários 

genes codificadores para o metabolismo do ferro, sugerindo que esse elemento  é 

importante na sobrevivência deste patógeno no estômago humano (Tomb et al., 1997).  

As cepas de H. pylori possuem uma diversidade genética notável, evidenciada 

pelo conteúdo genético e sua estrutura em mosaico, além da diversidade de sequências 

nos genes conservados. Esta bactéria possui uma estrutura populacional panmíxica, 

ocasionando um alto nível de troca genética entre as cepas. A recombinação in vivo entre 

cepas pode ocorrer durante infecções mistas de ocorrência natural. Algumas análises de 

sequências genômicas completas de vários isolados,  indicam que H. pylori incorporou 

material genético de outros organismos (Blaser; Musser; Berg, 2001;Noto et al., 2018).  
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A divergência entre as cepas de H. pylori pode ter sido induzidas também, por 

diferentes características entre os hospedeiros, tais como o tipo de antígeno denonimado 

Lewis, utilizado para adesão bacteriana; além da especificidade e intensidade das 

respostas imunes e a complexa regulação da secreção de ácido gástrico (Salama et al., 

2000; Blaser; Musser; Berg, 2001). 

Foi notado a presença de regiões hipervariáveis em genes codificantes para 

estruturas de superfície, que permitem aoH. pylori evadir das respostas imunológicas, 

através da alteração de seus antígenos de superfície. Essa diversidade é devido a mutações 

pontuais, substituições, inserções ou deleções maiores, que podem envolver um ou mais 

genes ou segmentos multigênicos, incluindo genes de restrição/modificação e genes da 

ilha de patogenicidade. Também podem ser vistos rearranjos cromossômicos, assim como 

uma grande diversidade de DNAs extracelulares, incluindo vários elementos de sequência 

de inserção e plasmídeos (Kersulyte et al., 2000; Blaser; Musser; Berg, 2001; Falush et 

al., 2001).  

Taxas de mutação de H. pylori durante a colonização aguda ou crônica são baixas. 

Justificado pela divergência entre as cepas de H. pylori, a diversidade populacional e a 

aptidão geral das espécies, podem ser aprimoradas pela recombinação entre diferentes 

linhagens bacterianas, que geralmente ocorre por transformação e/ou conjugação de 

DNA. Esse mecanismo gera novos genótipos bacterianos, potencialmente maias 

vantajosos do que quando ocorre apenas mutação recorrente (Akopyanz et al., 1992; 

Blaser; Musser; Berg, 2001).  

A comparação das sequências genômicas completas das linhagens 26695 e J99 de 

H. pylori, revelaram a presença de várias regiões, cujo conteúdo de guanina e citosina 

eramenor do que no restante do genoma. Uma dessas regiões é chamada de ilha de 

patogenicidade cag (cagPAI) e a outra é denominada região de plasticidade, sendo que 

quase metade dos genes específicos de H. pylori estão localizados nesta última região 

(Tomb et al., 1997; Alm &Trust, 1999).  

 

2.3. Vias de transmissão de H. pylori 

 

Embora grande parte da população mundial esteja contaminada por H. pylori, os 

mecanismos e as formas de transmissão dessa bactéria ainda não estão totalmente 

esclarecidos. A dose infectante para aquisição natural da infecção também é 

desconhecida. O único fato universalmente aceito é que a aquisição da bactéria se dá 
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principalmente na infância e que a colonização na mucosa gástrica acontece através do 

contato do microrganismo com a boca, por ser considero um microrganismo não-invasivo 

(Kodaira; Escobar; Grisi, 2002). 

As altas taxas de prevalência em indivíduos que vivem em condições de 

aglomeração humana, sugerem que a transmissão pessoa-pessoa, seja um mecanismo 

importante na transmissão de H. pylori. De acordo com a literatura, ainda não é possível 

determinar se a principal via de transmissão é oral-oral ou fecal-oral. É provável que 

ambas sejam importantes em diferentes níveis populacionais. Além disso, outras vias 

como gástrica-oral, iatrogênica e zoonótica, têm sido descritas (Figura 4)(Atapoor; 

Dehkordi; Rahimi, 2014; Aziz; Khalifa; Sharaf, 2015; Talaei et al., 2015).   

A via fecal-oral tem sido proposta como a principal via de transmissão e 

contaminação de H. pylori.  Esta rota ocorre porque a bactéria consegue manter-se integra 

na passagem do estômago para o duodeno durante o processo de digestão. Um fato 

importante sobre essa rota é que a disseminação desta bactéria por água e alimentos, 

baseia-se na contaminação destes insumos por fezes de indivíduos infectados. Entretanto, 

a viabilidade deste microrganismo na natureza ainda não está totalmente evidenciada 

(Aziz; Khalifa; Sharaf, 2015).  

H. pylori pode permanecer ou transitar na área bucal, permanecendo na placa 

dentária ou na saliva, justificando a via oral-oral. Além disso, há indícios de que o 

tratamento da infecção por via sistêmica, não elimina a bactéria da placa dentária, o que 

sugere que a boca pode ser um reservatório permanente da bactéria(Desai et al., 1991; 

Kodaira; Escobar; Grisi, 2002). 

A via gástrica-oral acontece devido à regurgitação do suco gástrico, que pode 

contaminar a boca, predispondo a colonização da região bucal por tempo não 

determinado. O refluxo esofágico pode transportar bactérias para a região oral, que 

também pode ser transmitida para outros indivíduos, através do contato com a saliva ou 

vômito do indivíduo infectado (Sullivan et al., 1990).  

A via iatrogênica ou gastro-gástrica ocorre pelo o uso de sondas e endoscópios,que 

tiveram contato com a mucosa gástrica de indivíduos infectados e não foram devidamente 

esterilizados, antes do uso em outro indivíduo. Nesta via, a dose infectante do agente em 

relação as outras, parece ser menor (Teixeira; De Souza; Rocha, 2017).  

A transmissão zoonótica parece acontecer através do contato com animais e 

insetos vetores, como vacas, animais domésticos e moscas. Embora a bactéria tenha sido 

isolada em gatos domésticos, pesquisas sugerem que H. pylori provavelmente é incomum 



 

Revisão da literatura 26 

nestes animais e, portanto, provavelmente não é motivo de grande preocupação para os 

proprietários. Entretanto, outros estudos sugeriram ovelhas como uma possível fonte de 

transmissão.No entanto, este assunto merece investigação adicional (Junqueira et al., 

2017).  

Os principais insetos vetores na transmissão de H. pylori são as mosca doméstica 

(Musca domestica) e as varejeiras (Chrysomya megacephala), estes, desempenham um 

papel importante na transmissão da bactériade superfície para superfície. Estes insetos, 

ao se alimentarem de resíduos como matéria orgânica em decomposição e fezes 

contaminadas, transportam e depositam a bactéria em alimentos e em outros 

hospedeiros. No entanto, faltam evidências de queH. pylori possa ser transmitido de fato 

por essa via. A hipótese é aceitável, considerando que estes insetos carregam muitos 

outros microrganismos (Emara; Mohamed; Abdel-Aziz, 2014; Junqueira et al., 2017). 

Não há relação direta que evidencie a transmissão de H. pylori por contato sexual 

direto, contudo, é possível que a bactéria seja transmitida em relações sexuais anal-oral. 

Além do mais, alguns estudos sugerem que pacientes infectados podem transportar a 

bactéria de forma transitória ou permanente, por meio da uretra e da vagina, mas, os 

mecanismos de transmissão e contaminação ainda não foram esclarecidos (Eslick, 2000; 

Dimitriadi, 2014). 
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Figura 4: Principais rotas de transmissão de H. pylori(Fonte: adaptado de Bauer& 

Meyer, 2011). 

2.4. Epidemiologia 

 

O conhecimento da epidemiologia da infeção por H. pylori é importante para 

evitar sua disseminação e pode ser útil na identificação de populações de alto risco, 

especialmente em áreas com altas taxas de câncer gástrico (Brown, 2000).  

A infecção por H. pylori apresenta distribuição cosmopolita e estima-se que 

atualmente a prevalência global da infecção por esse patógeno era de 44,3%. No entanto, 

há diferenças na taxa de infecção entre diversos países, sendo que em países em 

desenvolvimento a média de prevalência tende ser maior, do que nos países 

desenvolvidos (Figura 5)(Zamani et al., 2018).  

A América Latina e o Caribe apresentaram a maior taxa de infecção do mundo 

(59,3%) e a menor taxa de infecção é encontrada na América do Norte (25,8%) (Hooi et 

al., 2017; Zamani et al., 2018). No Brasil, os índices de infecção são variáveis entre as 

diferentes regiões do país, sendo que a prevalência da infecção em regiões de baixas 

condições de saneamento pode atingir até 90%. Estudos realizados nos estados do Pará, 

São Paulo e Roraima, evidenciaram índices de infecção de 90,7%, 43,61% e 78,9% 

respectivamente (Suzuki et al., 2013; McDonald et al., 2015; Vinagre et al., 2015). No 

estado de Goiás um estudo que analisou fatores sociodemográficos, econômicos, 

sintomatologia e estilo de vida de pacientes dispépticos, encontrou uma prevalência de 

69,2% (Ramos et al., 2019). 
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Figura 5. Índices de prevalência da infeção por H. pylori a nível mundial. 

Fonte: adaptado de Zamani et al., 2019. 
 

Em países em desenvolvimento, a maioria das crianças é infectada antes dos 10 

anos e a prevalência em adultos chega a 80% antes dos 50 anos de idade. Por outro lado, 

em países desenvolvidos, como os Estados Unidos, a incidência deH. pylori é rara em 

menores de 10 anos e aumenta para 10% empessoas entre18 e 30 anos (Dore et al., 2002). 

Normalmente a prevalência da infecção por H. pylori aumenta gradativamente com a 

idade, não sendo comumente encontradas diferenças entre os gêneros masculinos e 

femininos. Além disso, estudos realizados nos Estados Unidos e na África do Sul, 

demonstraram uma prevalência maior de H. pylori em indivíduos da etnia em 

comparaçãoaos brancos porém, ainda não há explicações para estes dados. Acredita-se 

que este fenômeno é determinado por uma série de fatores, como possível predisposição 

genética, fatores econômicos, ambientais e culturais (Dore et al., 2002; Shi et al., 2008). 

No geral, práticas inadequadas de saneamento, baixa classe social e condições de 

alta densidade populacional, parecem estar relacionadas a uma maior prevalência da 

infecção. A falta de higiene e as condições de aglomeração podem facilitar a transmissão 

da infecção entre os membros da família (Brown, 2000). 

 

 

2.5. Colonização e interação com o epitélio gástrico 

 

Cepas de H. pylori possuem grande diversidade genotípica, cuja os fatores de 

virulência desencadeiam diferentes graus de resposta inflamatória do hospedeiro, 

resultando em diversos desfechos patológicos (Boneca et al., 2003; Amieva & El-Omar, 

2008). 

H. pylori é o único microrganismo caracterizado que é capaz de colonizar o 

ambiente hostil do estômago humano. Para evitar a atividade bactericida do ácido 

estomacal, essa bactéria produz a enzima urease, que é capaz de tamponar 

transitoriamente o ambiente ácido através da hidrólise da uréia em amônia e dióxido de 

carbono. As altas concentrações de amônia geradas alteram a biossíntese da mucosa 

gástrica, proporcionando uma energia adicional que permite a motilidade dos flagelos 

bacterianos, através da geração de um potencial de membrana. Estimulando a quimiotaxia 

de monócitos e neutrófilos e a produção de citocinas pró-inflamatórias que podem causar 

lesões as células epiteliais (Amieva &El-omar, 2008; Matsunari et al., 2012).  



 

Revisão da literatura 29 

Foram identificados sete principais genes constitutivos relacionados à produção 

da urease bacteriana. Os genes ureA e ureB codificam duas subunidades que compõe a 

enzima e os genes ureE, ureF, ureG e ureH, codificam proteínas acessórias importantes 

na ativação da urease. O gene ureI codifica uma proteína presente na membrana externa 

de H. pylori, que funciona como um canal, atuando na internalização da ureia (Figura 6). 

A regulação da atividade da urease em H. pylori é realizada de várias maneiras. A UreI 

em pH ácido acelera a entrada de ureia, ativando a urease intrabacteriana. UreA e UreB 

formam um complexo de apoenzima que é ativado por inserção de níquel, auxiliado por 

pares de proteínas acessórias UreE/UreG e UreF/UreH, permitindo o controle do nível de 

urease ativa. Os íons de níquel necessários para a atividade da urease são transportados 

pela membrana citoplasmática por uma proteína de alta afinidade chamada de NixA, 

codificada pelo gene nixA(Scott et al., 2010). 

 

 

Figura 6: Mecanismo de ação da urease e proteínas acessórias. 

Fonte: adaptado de Scott et al., 2010. 

 

 A atividade enzimática da urease é altamente conservada neste tipo de 

microrganismo. Contudo, mesmo com múltiplos mecanismos de adaptação ácida, a 

bactéria permanece suscetível ao ácido e só pode sobreviver por alguns minutos em pH 
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baixo. Em vez de se tornar um acidófilo, H. pylori desenvolveu várias estratégias para 

minimizar a exposição ao pH baixo no lúmen do estômago, permanecendo muito próximo 

à superfície do epitélio, onde o pH é quase neutro (Merrell et al., 2003; Pflock et al., 2006; 

Amieva; El-Omar, 2008). 

A camada de muco que recobre a mucosa gástrica é formada a partir de células 

secretora de grânulos ricos em proteína glicosilada, a qual juntamente com a camada de 

fosfolipídios forma uma camada protetora contínua da mucosa gástrica. Para permanecer 

na camada de muco, tanto a capacidade de  movimento flagelar quanto a capacidade de 

controlar a direção do movimento, através de respostas quimiotáticas são essenciais para 

a colonização da bactéria. Um quimiorreceptor codificado pelo gene tlpB  é responsável 

pela quimiotaxia negativa da bactéria nos gradientes de pH. A bactéria aumenta sua 

velocidade de motilidade quando está perto de um gradiente ácido e também muda de 

rota para favorecer o movimento para longe do ácido (Croxen et al., 2006; Amieva; El-

Omar, 2008).  

Na fase inicial de colonização, tanto o formato em hélice quantoa presença de 

flagelo, facilita sua penetração na camada da mucosa gástrica, entretanto, H. pylori 

necessita atravessar a camada de muco que confere proteção química, mecânica e 

biológica ao epitélio gástrico. Para isso, a bactéria sintetiza proteases e fosfolipases que 

são capazes de degradarem a camada de muco, propiciando um maior contato com as 

células epiteliais de revestimento, o que facilita a progressão e o estabelecimento da 

infeção. As fosfolipases também hidrolisam as membranas celulares que liberam 

lisolecitinas, as quais constituirão um fator ulcerogênico. Além disso, os tetrapeptídeos 

bacterianosexercem um importante efeito quimiotático sobre eosinófilos e neutrófilos. 

Estas células uma vez ativadas provocam a liberação de citocinas que possibilitam o 

desenvolvimento de uma resposta inflamatória, mediante a ativação dos metabólitos do 

ácido araquidônico (Matsunari et al., 2012; Chey et al., 2017).  

A bactéria se adere à mucosa gástrica através da ligação de adesinas e proteínas 

BabA a antígenos de grupos sanguíneos, sendo um dos principais o Lewis b. A adesão da 

bactéria acontece devido a um tropismo pelas junções intercelulares, entretanto, a bactéria 

pode ser vista associada a alterações citoesqueléticas no local da adesão, ou algumas 

vezes internalizadas em células epiteliais. A sua colonização se dá preferencialmente 

sobre as células secretoras de muco gástrico e não no interior das glândulas. Não é 

possível encontrá-la ao nível do esôfago e duodeno, a menos que identifique áreas de 

metaplasia gástrica.  A adesão de H. pylori envolve interações moleculares especializadas 
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com a mucosa gástrica que leva a uma ligação e modificação íntimas da superfície celular 

e do citoesqueleto subjacente. A interação de adesinas bacterianas com receptores 

celulares também protege H. pylori do peristaltismo e esvaziamento gástrico (Steer, 1984; 

Noach; Rolf; Tytgat, 1994; Amieva; El-Omar, 2008).  

Após estabelecido na mucosa gástrica, H. pylori induz um processo inflamatório 

intenso, induzindo níveis elevados de quimiocinas e citocinas como o TNF-α (fator de 

necrose tumoral alfa), um dos principais mediadores químicos da inflamação, o qual é 

responsável pela maioria das lesões associadas à infecção. Além disso, H. pylori também 

sintetiza três importantes enzimas, a superóxido dismutase, catalase e arginase, que são 

de grande importância na proteção contra a atividade fagocítica de macrófagos e 

neutrófilos, impedindo uma resposta imunológica eficaz e consequentemente sua 

eliminação(Weeks & Sachs, 2001; Suerbaum &Michetti, 2002). 

Os danos à mucosa gástrica induzidos por H. pylori vão depender da intensidade 

e do tempo de exposição das células epiteliais ao processo inflamatório. Sabe-se que o 

estresse oxidativo e nitrosativo induzido pela inflamação, desempenha um papel 

importante na carcinogênese gástrica, como processo mediador da formação ou ativação 

de agentes cancerígenos, danos ao DNA e alterações na proliferação celular (Ladeira; 

Salvadori; Rodrigues, 2003). 

 

2.6. Patogênese 

 

A maioria dos indivíduos infectados por H. pylori, desenvolvem gastrite 

superficial nas primeiras semanas de infecção, seguida por uma gastrite crônica  ativa que 

se desenvolve com o passar dos anos. Depois de décadas, os indivíduos infectados podem 

desenvolver gastrite ou pangastrite antral, dependendo da localização da infecção. A 

inflamação antral pode levar à metaplasia gástrica, que induz o aparecimento de úlcera 

duodenal. Este último pode levar a atrofia e metaplasia intestinal, que são considerados 

fatores predisponentes para o desenvolvimento de câncer gástrico ou úlcera gástrica. 

Além disso, a gastrite ativa crônica constante pode levar ao crescimento de linfomas do 

tecido linfoide associado à nucosa (MALT) (Figura 7) (Bauer &Meyer, 2011).  

A localização da infecção e a formação de gastrite podem ser fatores que 

influenciam os desfechos clínicos da infecção. Tem sido proposto que a gastrite 

predominante no corpo gástrico leva a uma menor secreção ácida, causando câncer 

gástrico, enquanto que, a infecção do antro gástrico aumenta a produção de ácido e 
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predispõe os indivíduos infectados a desenvolverem úlcera duodenal (Zhang; Zhang; 

Aboul-Soud, 2017). 

 

 

Figura 7. Progressão das lesões gástricas causadas pela infecção porH. pylori.Fonte: adaptado de Bauer 

&Meyer, 2011. 

 

2.7. Principais doenças gástricas e lesões pré cancerígenas 

 
2.7.1. Gastrite aguda e gástrite crônica ativa 

 
A gastrite é caractezidacomo a inflamação do revestimento do estômago associada 

a lesão da mucosa gástrica e H. pylori é o agente etiológic infeccioso mais comumente 

associado à essa gastropatia. A duração da inflamação da mucosa pode ser usada para 

classificar essa condição em gastrite aguda e gastrite ativa crônica (Watari et al., 2014).  

A maior parte dos pacientes infectados com H. pylori desenvolve gastrite aguda, 

que na maioria das vezes é assintomática. Neste processo. o período de incubação da 

bactéria é curto e a infecção está associada ao desenvolvimento de hipocloridria, falha de 

secreção de ácido ascórbico no suco gástrico e infiltração neutrofílica. Além disso, parece 

haver um comprometimento relativamente igual, do antro e do corpo gástrico. Nesta 
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condição os indivíduos desenvolvem sintomas como náuseas, vômitos, dor epigástrica, 

pirose e flatulência (Burkitt et al., 2017).  

A fase aguda é de curta duração emanifesta em uma pequena minoria de pessoas, 

particularmente na infância.  O patógeno pode ser eliminado espontaneamente e o 

infiltrado inflamatório desaparece logo após. Entretanto, na maioria dos indivíduos, a 

resposta imune falha na eliminação da bactéria e em aproximadamente ummês, há um 

acúmulo gradual de células inflamatórias crônicas (linfócitos, plasmócitos e macrófagos) 

(Sobala et al., 1991).  

Na gastrite crônica ativa, a proliferação de linfócitos B e a diferenciação das 

células plasmáticas na mucosa gástrica, resultam na síntese de anticorpos opsonizantes e 

fixadores de IgM (imunoglobulina M), que exacerbam a reação inflamatória. No entanto, 

essa resposta imune também falha na eliminação do patógeno e é necessário o 

recrutamento de linfócitos B produtores deIgA (imunoglobulina A) dos folículos 

linfoides. O aumento da produção de anticorpos especializados na proteção de mucosas 

(IgA), também é insuficiente para erradicarH. pylorina grande maioria dos casos, o que 

leva a formação de folículos. Essa aquisição de tecido linfoide organizado na mucosa 

gástrica constitui um tecido linfoide associado à mucosa(Burkitt et al., 2017; Coelho et 

al., 2018). 

 

2.7.2. Úlcera péptica 

 
Uma das principais causas de dispepsia é a úlcera péptica ou também chamada de 

doença ulcerosa péptica. Essa gastropatia é caraterizada por defeitos da mucosa, com um 

diâmetro de pelo menos 0,5 cm, penetrando através da mucosa muscular (Kusters; Van-

Vliet; Kuipers, 2006).  A úlcera péptica pode acometer tanto o estômago como o duodeno, 

sendo chamada úlcera gástrica e úlcera duodenal, respectivamente. As úlceras gástricas 

ocorrem principalmente ao longo da menor curvatura do estômago, em particular na 

transição do corpo para a mucosa do antro. As úlceras duodenais geralmente ocorrem no 

bulbo duodenal, que é a área mais exposta ao ácido gástrico (Bittencourt et al., 2006; 

Fashner & Gitu, 2015).  

Aproximadamente 95% das úlceras duodenais e 85% das úlceras gástricas, 

ocorreram na presença da infecção por H. pylori. Aúlceração péptica induzidapela 

bactéria,corre no contexto de gastrite crônica pré-existente, mas também está associada 



 

Revisão da literatura 34 

ao aumento da secreção de ácido gástrico e a uma resposta imune de perfil Th1 

(Thelper1)(Burkitt et al., 2017; Kavitt et al., 2019).  

 

2.7.3. Atrofia, metaplasia e câncer gástrico 

 
Alguns indivíduos com gastrite crônica ativa desenvolvem atrofia gástrica, que é 

caracterizada pela perda de tecido glandular e redução da função secretora gástrica. A 

diminuição da secreção de ácido gástrico, leva ao aumento do pH intraluminal e 

diminuição da secreção de somatostatina. Como consequência, ocorre a produção de 

gastrina, que estimula a secreção ácida das células parietais e a proliferação de células 

troncos epiteliais, levando ao aumento na renovação celular (Sakagami et al., 1996; 

Watari et al., 2014). 

Indivíduos com atrofia gástrica estabelecida, desenvolvem metaplasia do tipo 

intestinal, que é definida como a substituição do epitélio gástrico por dois tipos de epitélio 

intestinal. A metaplasia está sempre associada a alguma estimulação anormal do 

crescimento e pode ser transitória. Entretanto, a metaplasia intestinal no estômago pode 

se tornar uma displasia gástrica que aumenta em 10 vezes o risco de desenvolvimento de 

câncer gástrico ( Liu; Wong; Leung, 2016;).  

O câncer gástrico é a segunda principal causa de morte por câncer em todo o 

mundo. Histologicamente  câncer gástrico é dividido em dois tipos : intestinal e difuso ; 

por outro lado a infecção por H. pylori é um fator de risco para o desenvolvimento de 

ambos (Burkitt et al., 2017).  

 

2.8. Genes e fatores de virulência 

 

H. pylori desempenha um papel essencial no desenvolvimento de várias doenças 

gastroduodenais. As diferenças geográficas na incidência de distúrbios gastrointestinais 

podem ser explicadas, em parte, pela presença de diferentes fatores de virulência na cepa 

infectante.Os fatores de virulência de H. pylori podem ser classificados em três 

categorias: O primeiro grupo pertence a genes específicos que não existem em todas as 

linhagens de H. pylori, como os genes de cagPAI e os da ilha de plasticidade (Nagase et 

al., 2015).  
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O segundo grupo consiste em genes de fase variável, cujo status genético pode ser 

alterado durante o crescimento ou sob diferentes condições ambientais e o terceiro grupo 

consiste em genes com genótipos variáveis. Dentre os diversos fatores de virulência, 

codificados por estes genes, destacam se: CagA (cytotoxin associated gene A), VacA 

(vacuolating cytotoxin), OipA (outer inflammatory protein), SabA (sialic acid binding 

adhesin A), BabA (blood group antigen-binding adhesin) e DupA (duodenal ulcer 

promoting protein A)(Alm &Trust, 1999; Yamaoka, 2008).  

 

2.8.1. Ilha de patogenicidade do cag (cagPAI) e CagA 

 

Com base na presença ou ausência do gene cagA que codifica a proteína CagA, 

H. pyloripode ser dividida em duas sub-populações principais:  cepas cagA -positivas e 

cepas cagA -negativas. CagA é um antígeno imunodominante de alto peso molecular, 

apresentando entre 120-140 kDa e com capacidade de estimular a produção de fatores 

quimiotáticos, recrutamento de neutrófilos e apoptose no epitélio gástrico do hospedeiro, 

induzindo um processo inflamatório intenso. Essa proteína vem sendo o fator de 

virulência de H. pylori mais estudado. Em todo o mundo, cepas positivas para cagA são 

responsáveis por aproximadamente 60% das infecções, além disso, foi relatado pela 

primeira vez em 1995, que a infecção por cepas cagApositivas aumenta o risco de 

desenvolvimento de câncer gástrico (Bridge &Merrell, 2013; Yamahashi & Hatakeyama, 

2013; Nagase et al., 2015; Takahashi-Kanemitsu; Knight; Hatakeyama, 2020). 

O gene cagA é um dos 31 genes que estão localizados em um segmento do DNA 

genômico de H. pylori, denominado ilha de patogenicidade do cag (cagPAI) (Figura 8) 

(Suerbaum & Michetti, 2002). 

 
Figura 8. Ilha de patogenicidade cag. 

Fonte: adaptado de Suerbaum & Michetti, 2002. 

 



 

Revisão da literatura 36 

Acredita-se que este segmento de DNA de H. pylori tenha sido introduzido na 

bactéria, por transferência horizontal de outro microrganismo desconhecido. 

Aproximadamente 20 genes encontrados em cag PAI codifica componentes do sistema 

de secreção tipo IV, uma estrutura semelhante a uma seringa que é capaz de translocar 

CagA para o citoplasma das células epiteliais gástricas do hospedeiro. A translocação de 

CagA é alcançada através de uma interação específica entre adesinas de superfície das 

bactérias e receptores para o componente bacteriano nas células hospedeiras (Takahashi-

Kanemitsu; Knight; Hatakeyama, 2020). 

Dentro da célula hospedeira, a proteínaCagAé fosforilada pelas tirosinas quinases 

Src e Abl e ativa uma fosfatase eucariótica (SHP-2), levando a alterações morfológicas 

que lembram estímulos irrestritos por fatores de crescimento (Figura 9)(Peek-Jr, 2008).  

 

 

Figura 9. Alterações induzidas pela translocação de CagA de para dentro da célula 

hospedeira. 

Fonte: adaptado de Fonte: Adaptado de Peek-Jr, 2008. 

 

 Essa fosforilação acontece especificamente nos motivos presentes na região c-

terminal da proteína, chamado de motivo EPIYA. Quatro segmentos EPIYA distintos 

foram identificados na proteína CagA: EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C e EPIYA-D 

(Figura 10). Os segmentos EPIYA distintos, são fosforilados seletivamente por 

diferentestirosina quinases, sendo que Src fosforila especificamente os segmentos 
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EPIYA-C e EPIYA-D, enquanto a Abl fosforila todos outros segmentos. Foi demonstrado 

que o motivo EPIYA presente na cepa infetante e o status de fosforilação desses motivos, 

influenciam fortemente na atividade patobiológica da proteína CagA (Yong et al., 2015; 

Zhang; Zhang; Aboul-Soud, 2017; Takahashi-Kanemitsu; Knight; Hatakeyama, 2020). 

 

 

Figura 10. Diferentes motivos EPIYA em CagA. 

Fonte: adaptado de Takahashi-Kanemitsu ,Knight , Hatakeyama, 2020. 

 

Mesmo não fosforilada, CagA tem efeitos patogênicos, causando ativação 

aberrante da β-catenina, perturbação dos complexos apical-juncionale uma perda de 

polaridade celular, levando a uma regulação positiva transcricional dos genes implicados 

na carcinogênese (Figura 9). Além disso, quando não fosforilada, CagA  também tem 

como alvo a caderina-E, o fator de crescimento de hepatócitos, a proteína adaptadora 

Grb2 e outros componentes que levam a respostas pró-inflamatórias, interrupção das 

junções célula-célula e perda de polaridade celular (Bauer &Meyer, 2011; Hansen et al., 

2020). 

A patogênese da infecção por H. pylori está fortemente associada à presença de 

cagPAI na cepa infectante. Apesar de todas as cepas dessa bactéria poderem causar 

gastrite, cepas que contêm a região cagPAI, aumentam o risco de desenvolvimento de 

gastrite atrófica e câncer gástrico (Camilo; Sugiyama; Touati, 2017).  

Outro importante gene, o cagE, também localizado na região cagPAI, é 

responsável por codificar uma proteína localizada na membrana interna da bactéria, que 
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tem propriedade ATPase. Esta proteína fornece energia para a síntese do sistema de 

transporte de substâncias na bactéria e parece estar envolvida no aumento da expressão 

de interleucina 8 (IL-8) em células epiteliais gástricas (Sozzi et al., 2005; Kutter et al., 

2008). 

 

2.8.2. VacA 

 

O gene vacA foi descoberto em 1988 e está presente em todas as cepas de H. 

pylori. O gene vacA é responsável por codificar a citotoxina vacuolizante A (VacA) que 

tem como principal papel a indução de vacúolos nas células epiteliais (McClain; Beckett; 

Cover, 2017).  

VacA liga-se em receptores de superfície celular nas células epiteliais e é 

internalizada, iniciando uma resposta pró-inflamatória. Essa citotoxina também pode ser 

absorvida diretamente pela célula, ser transportada para as mitocôndrias e induzir 

apoptose através da liberação do citocromo c. VacA também pode ser absorvida por 

pinocitose e induzir vacuolização, levando à apoptose e alteração nas vias de sinalização 

celular. A presença de H. pylorino tecido gástrico causa alterações nas junções celulares, 

permitindo que VacA passe pelas células epiteliais, causando a inibição da translocação 

do fator nuclear de células T ativadas, induzindo regulação negativa da transcrição do 

gene da IL-2 e inibindo a proliferação dessas células. Além disso, VacA pode também 

induzir a formação de canais de membrana, resultando em vazamento de nutrientes para 

o espaço extracelular (Figura 11)(Kim & Blanke, 2012; Matsunari et al., 2012; Chauhan 

et al., 2019). 
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Figura 11.Alterações celulares na célula hospedeira causadas por VacA de H. pylori. 

Fonte: adaptado de Palframan, Kwok,Gabriel, 2012. 

 
VacA é uma proteína formadora de poros que é inicialmente expressa como uma 

pró-toxina de 140 kDA, composta por uma região chamada de sinal, um domínio 

passageiro e um domínio de autotransporte que funciona como um sistema de secreção 

do tipo IV. A região sinal permite a passagem da pró-toxina através da membrana interna 

bacteriana. Após a passagem pela membrana interna bacteriana, o domínio passageiro é 

processado e clivado em algum momento, durante o trânsito para o meio extracelular, 

gerando a forma ativa da toxina. Essa forma, com aproximadamente 88 kDa possui dois 

domínios, um de 33 kDa e outro de 55 kDa, denominados respectivamente p33 e p55 

(Figura 12) (Cover & Blanke, 2005).  

Esses domínios gerados podem ser translocados através da membrana externa 

bacteriana, em seguida, podem ser liberados no espaço extracelular como proteínas 

solúveis ou podem ficar retidos na superfície bacteriana. O domínio p33 da proteína é 

responsável pela formação de poros nas células do hospedeiro e o domínio p55 pela 

ligação celular (Palframan; Kwok; Gabriel, 2012; Bridge& Merrell, 2013). 

 

 

Figura 12.: Estrutura da proteína VacA de H. pylori. 

Fonte: adaptado de Cover &Blanke, 2005. 

 

Embora a espécie H. pylori apresente um gene funcional, há uma variação 

considerável na atividade vacuolizante entre as diferentes cepas dessa espécie. Essa 

variação é dada por mutações nonsense no gene vacA, gerando diferentes alelos. Estes 

alelos foram categorizados com base na heterogeneidade de sequência em regiões 
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específicas: região sinal (s), intermediária (i), região central (m) e região d. As sequências 

em cada uma dessas regiões podem ser subclassificadas em s1 e s2; i1 e i2; m1 e m2; d1 

e d2 (Figura 13). A região d é estratificada através da presença ou ausência de um 

segmento com cerca contendo entre 60 a 100 nucleotídeos de comprimento, que codifica 

uma região da proteína localizada na junção dos domínios p33 e p55 (Yahiro et al., 2016; 

McClain et al., 2017).  

 

Figura 13. Estrutura gênica e diferentes alelos do gene vacA. 

Fonte: adaptado de Suzuki RB et al, 2013. 
 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que cepas que contêm alelos vacA do 

tipo s1 estão associadas a um risco aumentado de desenvolvimento de úlcera péptica e 

câncer gástrico em comparação com cepas contendo alelos do tipo s2. Além disso, cepas 

contendo o alelo do tipo m1 estão associadas ao risco aumentado de desenvolvimento de 

lesão epitelial gástrica ecâncer gástrico em comparação com cepas contendo alelos m2. 

O alelo vacA i1 também está associado ao aumento da atividade citotóxica em 

comparação com o vacA i2 (Figura 14)(Foegeding et al., 2016; Yahiro et al., 2016).  
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Figura 14. Risco de úlcera péptica e câncer gástrico de acordo com o status de vacA. 

Fonte: adaptado de Abadi, 2017. 

 
2.8.3. DupA 

 

Pela primeira vez em 2005, Lu et al. descreveram um novo fator de virulência 

localizado na região de plasticidade do genoma de H. pylori, chamado de gene promotor 

da úlcera duodenal (dupA), o qual é homólogo ao gene virB, responsável por codificar 

uma proteína do sistema de secreção do tipo IV em Agrobacterium tumefaciens. O gene 

dupA é composto por dois genes, presentes na ilha de plasticidade do genoma de H. pylori: 

jhp0917 e jhp0918, sendo que em cepas J99 de H. pylori o gene jhp0917 é uma ORF 

(open reading frame), com 1428 pb da parte final 5’ do gene virB4, enquanto o gene 

jhp0918 é uma ORF com 423 pb da parte final 3’ final do gene virB4. Devido à sua alta 

homologia com o fator virB4, o dupA presumivelmente forma um sistema de secreção do 

tipo IV juntamente com os genes vir, embora suas funções exatas ainda não sejam 

totalmente compreendidas  (Figura 15) (Lu et al., 2005; Šterbenc et al., 2019). 
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Figura 15.Genes de H. pylori presentes na ilha de plasticidade, responsável por codificar 

sistema de secreção do tipo IV, em cepas J99. 

Fonte: adaptado de Liu et al., 2014. 

 

Lu et al (2005), também relataram que a infecção por cepas dupA positivas, 

aumentam o risco de úlcera duodenal e são protetores contra atrofia gástrica, metaplasia 

intestinal e câncer gástrico. Portanto, esse gene, foi considerado o primeiro fator de 

virulência doença-específico. Entretanto, semelhante aos outros genes de virulência a sua 

relação com doenças variam muito de acordo com a população e região estudada (Liu et 

al., 2014).  

O mecanismo de patogenicidade de DupA (proteína A promotora de úlcera 

duodenal), codificada pelo gene dupA, ainda não está bem evidenciado, mas parece estar 

envolvida principalmente na indução da produção de interleucina-8 (IL-8) pelo epitélio 

gástrico e com a absorção de DNA durante a transferência de material genético. Cepas 

portadoras do gene dupA, parecem ser mais resistentes a acidez estomacal, explicando em 

partes a associação deste gene com o desenvolvimento de úlceras. Além disso, o aumento 

da secreção de IL-8 no antro gástrico leva ao desenvolvimento de gastrite 

predominantemente antral, uma característica bem conhecida da doença da úlcera 

duodenal (Lu et al., 2005; Liu et al., 2014).  

Alguns estudos demonstraram a presença de duas mutações no gene dupA, sendo 

uma deleção de uma adenina na posição 1311 e uma inserção de outra adenina na posição 

1426. Essas mutações foram mais frequentemente encontradas em cepas de H. pylori 

isoladas de pacientes com câncer gástrico, indicando a possibilidade de existirdiferentes 

alelos de dupA(Abadi, 2017). 
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2.8.4. OipA 

 

Identificado em 2000, o gene oipA, também conhecido como HP0638, codifica 

uma proteína da membrana externa de H. pylori, chamada de proteína inflamatória 

externa (OipA). Esse fator de virulência é regulado por um “interruptor” conhecido como 

“slipped strand mispairing”, que é determinado pela alteração no número de repetições 

de dinucleotídeos CT na região 5’ do gene e dependendo da alteração desses números, o 

gene pode estar “ligado” (oipA funcional) e “desligado” (oipA não funcional) (Yamaoka; 

Kwon; Graham, 2000). 

OipA induz uma intensa resposta pró-inflamatória, através da ativação da via NF-

κB (fator nuclear kappa B), relevante na indução da secreção de Interleucina 8 de células 

epiteliais gástricas, além de atuar na fosforilação de diversas vias de sinalização (Figura 

16)(Yamaoka; Kwon; Graham, 2000; Israel & Peek, 2010; Liu et al., 2013). 

Quando presente, o gene oipA é considerado omelhor marcador de diagnóstico 

clínico.A Ilha de patogenicidade cag e o status oipA funcional, parece estar relacionado 

com a presença do marcador babA e com diferentesalelos do gene vacA(Matsunari et al., 

2012). 

 

2.8.5. SabA 

 

H. pylori apresenta uma ampla gama de componentes de adesão e para uma 

infecção bemsucedida, a ligação da bactéria ao tecido é fundamental.O gene sabA 

codifica uma proteína da membrana externa da bactéria, chamada de adesina de ligação 

ao ácido siálico (SabA), um dos fatores de virulência que possui um papel crítico na 

colonização inicial, visto queestabelecendo uma infecção persistente e uma inflamação 

crônica, gerando danos ao tecido gástrico. Essa adesina tem a capacidade de se ligar a 

resíduos de ácido siálico adicionados ao antígeno Lewis-x, presente nas células epiteliais 

gástricas do hospedeiro (Figura 16).  A infecção por H. pylori, promove um aumento na 

expressão desse antígeno no tecido gástrico e consequentemente, um pior prognóstico ao 

indivíduo infectado (Pakbaz et al., 2013; Alzahrani et al., 2014; Pang et al., 2014). 

O gene sabA pode se ligar á carboidratos eágranulócitos, promovendo um evento 

oxidativo nas células e a hemaglutinação quandose liga a estruturas expressas nos 

eritrócitos. Sabe-se que, variações nas propriedades de ligação de SabA, podem permitir 

tropismo da bactéria em áreas do tecido inflamado, isso ocorre porque a inflamação 
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resulta em alterações das glicoproteínas da mucosa. A adesina SabA parece contribuir 

diretamente para a virulência deH. pylori, facilitando a persistência da bactéria na mucosa 

gástrica (Aspholm et al., 2006; Harvey et al., 2014; Kalali et al., 2014). 

 

2.8.6. BabA e IceA 

 

O gene babA (blood group antigen) possui três alelos: babA1, babA2 e babA3, 

entretanto, apenas o produto do gene babA2 é considerado funcionalmente ativo, pelo 

fato de ser o único capaz de codificar a adesina BabA. Esta por sua vez é capaz de se ligar 

ao antígeno Lewis-b, facilitando a aderência da bactéria ao epitélio gástrico (figura 16). 

Esse gene é um dos mediadores responsáveis pela aderência deH. pylorinas células 

gástricas e apesar de ser bastante relevante, tem pequena propensão de induzir câncer 

gástrico.Além disso, a proteína BabA parece induzir a liberação dos fatores de virulência 

cagA e vacA. O gene iceA, também possui dois alelos distintos, iceA1 e iceA2. A função 

deste gene ainda não está bem esclarecida (Figura 16), entretanto, parece ter associação 

com úlcera péptica e câncer gástrico (Pride; Meinersmann; Blaser, 2001; 

Höcker&Hohenberger, 2003; Ko et al., 2008). 

 

 

Figura 16.Atividade dos fatores de virulência BabA, SabA, OipA e IceA. 

Fonte: adaptado de Israel &Peek, 2013. 
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2.9. Diagnóstico da infecção por H. pylori 

 

O diagnóstico da infecção por H. pylori pode ser realizado através de métodos 

invasivos ou diretos, que requer a retirada de biópsia gástrica por endoscopia e métodos  

não invasivos ou indiretos, que não necessitam de biópsia. Dentre os não invasivos, 

destacam-se o teste respiratório da ureia marcada, antígeno-fecal e testes sorológicos. 

Entre os diagnósticos invasivos estão o teste rápido da urease, histológico,cultura e PCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase) através de biópsia (Wang et al., 2015). 

 

2.9.1. Métodos invasivos 

 

O teste rápido da urease (RUT) é químico, trata-se de um teste rápido, barato e de 

fácil execução. Esse método consiste na introdução de fragmentos da mucosa gástrica em 

um meio contendo ureia e um indicador de pH, como por exemplo, o vermelho de fenol. 

A urease produzida previamente por H. pylori, hidrolisa a ureia presente no meio e a 

transforma em amônia. Esse processo altera o pH do meio, que muda de cor, indicando 

um resultado positivo. A densidade de bactérias presentes no espécime de biópsia afeta o 

tempo de reação e a precisão do diagnóstico por meio de RUT, sendo necessário o mínimo 

de 10.000 microrganismos para um resultado positivo. Outros fatores como o uso de 

antagonistas dos receptores histamina, inibidores da bomba de prótons, compostos de 

bismuto, antibióticos e presença de sangue, influenciam diretamente na precisão do 

diagnóstico por essa técnica. Além disso, a contaminação das amostras com formalina de 

biópsia, também diminuem a sensibilidade do teste (Lopes; Vale; Oleastro, 2014; Peng et 

al., 2019).  

No Brasil o diagnóstico histológico é considerado o teste invasivo padrão ouro na 

detecção da infecção por H. pylori. Entretanto, vários fatores influenciam a precisão do 

método, como local, tamanho e número de biópsias, métodos de coloração, uso de 

inibidor da bomba de prótons e antibióticos, além da experiência do patologista. A técnica 

histológica é realizada obtendo-se dois ou mais fragmentos da região do corpo e porção 

do antro gástrico para a confecção do corte, que serão processados e corados por 

hematoxilina-eosina ou Giemsa. A principal vantagem do teste histológico reside no fato 

de que, além de informação sobre a presença da bactéria, esse método fornece dados sobre 

o estado da mucosa gástrica, principalmente mudanças morfológicas associadas à 

infecção (Arismendi-Morillo et al., 2011; Wang et al., 2015). 
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O cultivo de H. pylori a partir de espécime de biópsia gástrica é um método 

altamente específico, mas menos sensível. Em geral, a cultura tem quase 100% de 

especificidade, mas a sensibilidade da cultura mostra variação significativa, entre 85% e 

95%. Isso se deve a natureza fastidiosa de H. pylori, que requer meio de transporte, meio 

de crescimento e ambiente de incubação específico. O meio de cultura deve ser seletivo 

e suplementando com sangue de carneiro, que é fundamental para o crescimento do 

microrganismo. As placas devem ser incubadas em temperatura de 37°C em condições 

de microaerófila e deve conter antibióticos e antifúngicos. A cultura não é utilizada 

rotineiramente para o diagnóstico, mas é útil para avaliar a sensibilidade da bactéria aos 

antibióticos, especialmente em falhas na erradicação (Wang et al., 2015; Adu-Aryee et 

al., 2016). 

A PCR consiste em um teste molecular enzimático, com alta sensibilidade, 

permite amplificar fragmentos específicos do material genético bacteriano. Tem sido 

utilizada extensivamente no diagnóstico de H. pylori, tanto em amostras de biópsias 

gástricas, saliva, fezes, suco gástrico entre outras amostras biológicas. A PCR a partir de 

biópsias gástricas, oferece sensibilidade e especificidade superior a 95% e tem mais 

precisão na detecção de H. pylori em pacientes com sangramento, em comparação com 

outros testes convencionais. A PCR pode ser usada em várias amostras biológicas e vários 

genes constitutivos como ureA, glmM, ureC e ácido ribonucléico ribosonal (rRNA) 16S 

(hpx) têm sido alvos para a detecção da bactéria. As vantagens da PCR são inúmeras, 

entre elas estão: a possibilidade de genotipagem de amostras para identificar diferentes 

cepas; o uso de materiais retrospectivos em pesquisa, que é de grande relevância para 

evitar a necessidade de repetir o procedimento invasivo; a detecção em amostras que 

contenham pequena densidade bacteriana, além de permitir a amplificação de genes 

envolvidos na resistência a antibióticos (Wang et al., 2015; Bazin et al., 2018). 

 

2.9.2. Métodos não invasivos 

 

O teste respiratório da ureia marcada, é altamente sensível e específico, 

considerado o teste padrão-ouro dentre os métodos não invasivos. Durante o 

procedimento, o paciente ingere uma cápsula contendo 50mg de ureia marcada com 

C13 ou C14. Na presença de urease bacteriana, a ureia é hidrolisada e o carbono dióxido, 

proveniente desta molécula, é detectado nas amostras expiratórias. Esse teste é altamente 

preciso e reproduzível, apresenta sensibilidade e especificidade próximos a 95%. Essa 
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metodologia é útil para estudos epidemiológicos e para avaliar a eficácia da terapia de 

erradicação. Para a realização do procedimento,o paciente deve interromper o uso de IBP 

(inibidor de bomba de prótons) por duas semanas e interromper o uso de antibiótico por 

quatro semanas, com a finalidade de evitar resultados falsos negativos.Neste método o 

sangramento gástrico também influencia na precisão do diagnóstico (Wang et al., 2015; 

Coelho et al., 2019). 

O teste de antígeno fecal, tem sido o principal método não invasivo para controle 

de cura da infecção, é baseado em imunoensaio enzimático ou em ensaio 

imunocromatográfico, utilizandoanticorpos policlonais ou monoclonais, que se ligam a 

antígenos da bactéria presente nas fezes. Esse método apresenta sensibilidade e 

especificidade entre 94% e 97%, respectivamente (Garza-González et al., 2014). 

 O teste sorológico pode ser realizado em sangue total, soro ou saliva e seu 

princípio baseia-se em detectar anticorpos anti-H. pylori. Esses testes têm sido 

frequentemente utilizadosna triagem de estudos epidemiológicos devido ao seu baixo 

custo, rápida execução e grande aceitação por parte dos pacientes. A precisão dos testes 

sorológicos depende do antígeno usado no kit comercial. Várias proteínas imunogênicas, 

como CagA, VacA e UreA, são usadas para detectar os anticorpos. A proteína FliD, um 

componente na montagem dos flagelos funcionais, também é reconhecido como um novo 

marcador aplicado no diagnóstico sorológico, que apresenta sensibilidade e 

especificidade entre97% e 99%, respectivamente (Kalali; Formichella; Gerhard, 2015; 

Wang et al., 2015). 

 

2.10. Tratamento e resistência a antibióticos 

 

O tratamento da infecção por H. pylorié realizado por uma combinação de agentes 

antimicrobianos e antissecretores, IBP sãoos principais. A elevação do pH gástrico por 

agentes antissecretores é necessária para o efeito bactericida dos agentes antimicrobianos 

(Wannmacher, 2009; Yang & Lu-Lin, 2014). 

A terapia de combate ao H. pylori, tem sido um desafio para a medicina, desde a 

sua descoberta na década de 80. A OMS emitiu em 2017, um relatório dos patógenos 

resistentes a antibióticos, que são considerados prioritários para o desenvolvimento de 

novas drogas antimicrobianas. Segundo o relatório, H. pyloriocupa a quinta posição da 

lista de prioridade alta(Malfertheiner et al., 2012). 
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O esquema triplo foi utilizado por muito tempo como recomendação universal 

para tratar a infecção por H. pylori. Ele é realizado utilizando a associação de dois 

antibióticos (claritromicina ou metronidazol e amoxicilina) e um IBP. A intensa e ampla 

utilização de antibióticos no tratamento para eliminação do H. pylori,contribuiu para o 

aumento da prevalência de cepas resistente a estes fármacos, principalmente o 

antimicrobiano claritromicina; levando a uma diminuição drástica da eficiência da terapia 

tripla (Ables; Simon; Melton, 2007; Coelho et al., 2018). 

A claritromicina é um antibiótico macrolídio, exerce efeito antibacteriano, 

impedindo a transpeptidação e as reações de translocação, consequentemente inibindo a 

síntese de proteínas bacterianas; é o antibiótico mais utilizado no tratamento da infecção 

por H. pylori. Como descrito anteriormente, a resistência antimicrobiana tem aumentado 

de forma inversamente proporcional a erradicação do patógeno.  Diante deste cenário, 

houve a introdução das fluoroquinolonas, um bactericida sintético, como substituto 

alternativo aos antibióticos usados no tratamento da infecção por H. pylori. O modo de 

ação das fluoroquinolonas é por inativação da DNA girasse e da enzima topoisomerase, 

que controlam o DNA nas células e interferem na replicação do DNA bacteriano. 

Entretanto, também foram relatadas taxas de falhas terapêuticas devido ao surgimento de 

resistência bacteriana (Ables; Simon; Melton, 2007; Sachs &Scott, 2012). 

Levando em consideração o aumento da ineficácia da terapia de primeira linha, 

houve a necessidade do desenvolvimento de outras terapias, de segunda linha.  A terapia 

sequencial implantada pela primeira vez em 2000 na Itália, consiste em um tratamento de 

10 dias, utilizando-se um IBP associado com amoxicilina por cincodias e posteriormente 

a associação de um IBP com claritromicina e metronidazol por mais cincodias. A terapia 

concomitante ou quádrupla sem bismuto, érealizada associando oIBP, a claritromicina, a 

amoxicilina e o metronidazol, ingeridos simultaneamente durante 10 dias (Coelho et al., 

2018).   

Outra opção de tratamento é o esquema terapêutico quádruplo com compostos de 

bismuto, queconsiste na utilização de um IBP e sais de bismuto, associados com 

metronidazol e tetraciclina durante 10 a 14 dias. Este regime tem a vantagem de utilizar 

compostos que apresentam taxas raras de resistência, como é o caso da tetraciclina.  Outra 

proposta é a terapia híbrida ou sequencial-concomitante, realizada em duas etapas, a 

primeira etapa é o tratamento com um IBP e amoxicilina durante setedias, seguido pelo 

IBP associado áamoxicilina, metronidazol e claritromicina, durante maissete dias 

(Sachs&Scott, 2012; Garza-González et al., 2014). 
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3. Justificativa 

 

A infecção por H. pylori é cosmopolita, considerada um dos maiores problemas 

de saúde pública. Os índices de prevalência da bactéria são mais altos em países em 

desenvolvimento, justificado pela precariedade do saneamento básico e condições de 

higiene da população. H. pylori é o agente etiológico de diversas doenças gástricas, 

como: gastrite crônica, úlcera péptica e outras. Além disso, a infecção por H. pylori é 

considerada um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de câncer 

gástrico, sendo este microrganismo classificado pela OMS como um carcinógeno do 

tipo I. 

H. pylori possui um alto grau de diversidade genotípica e essa diversidade é 

determinante para o resultado da interação entre a bactéria e o hospedeiro. Os fatores 

de virulência codificados por diversos genes são importantes para a o estabelecimento 

e progressão da infecção. Apesar de nos últimos anos, vários fatores de virulência 

bacterianos serem sugeridos como marcadores para doenças digestivas, ainda há uma 

carência de informações relacionadas à presença de biomarcadores associados às 

condições clínicas em indivíduos infectados, especialmente no estado de Goiás. 

Portanto, a busca por biomarcadores preditivos para uma condição clínica, é uma área 

promissora da medicina personalizada. 

Ao considerar a relevância deste microrganismo na etiologia de doenças 

gastroduodenais, é de suma importância autilização de testes moleculares para a 

detecção e monitoramento de genes de virulência, permitindo maiores esclarecimentos 

sobre os mecanismos envolvidos na relação parasito-hospedeiro. O estudo molecular 

e epidemiológico do H. pylori, pode contribuir para a elaboração de novas formas de 

prevenção e/ou tratamento, evitando a crescente prevalência da infecção e 

consequentemente o alto índice de doenças gástricas na população brasileira.  
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4. Objetivos 

 

4.1. Objetivo Geral 

 

Caracterizar genotipicamente os fatores de virulência do H. pylori e correlacioná-

los com a severidade das patologias gástricas. 

 

4.2. Objetivos Específicos 

 

• Estimar a prevalência de H. pylori no estado de Goiás; 

• Comparar o teste histopatológico e molecular na detecção de H. pylori; 

• Caracterizar genotipicamente os fatores de virulência:vacA, cagA e dupA; 

• Correlacionar os fatores de virulência com as patologias gástricas; 

• Realizar estudos filogenéticos com amostras já caracterizadas em outros locais;  
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5. Metodologia 

 

 

5.1. Considerações éticas e amostras 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital das 

Clínicas da Universidade Federal de Goiás, sob parecer no. 2.519.032 (CAEE: 

83422017.7.0000.5078). Um total de 117 pacientes dispépticos maiores de 18 anos, 

submetidos à endoscopia digestiva alta, no período de janeiro a dezembro de 2018 foram 

incluídos neste estudo. O termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) foi obtido de 

todos os pacientes que concordaram em participar do estudo. Os pacientes que usaram 

inibidores da bomba de prótons em duas semanas; bloqueador de receptores de histamina-

2 na última semana; pacientes que usaram imunossupressores ou antibióticos nas últimas 

oito semanas; pacientes com sangramento gastrointestinal ativo, pacientes grávidas, 

lactantes ou aqueles que não puderam ser submetidos à endoscopia foram excluídos do 

estudo. 

As amostras gástricas foram obtidas de acordo com as recomendações da IV 

Consenso Brasileiro sobre a infecção por Helicobacter pylori (Coelho et al., 2018). De 

cada paciente, foram obtidos dois fragmentos do antro e dois do corpo gástrico. As 

amostras foram enviadas ao laboratório de Patologia Clínica do Hospital Universitário 

para análise histopatológica e ao Núcleo de Estudo da Helicobacter pylori, localizado na 

Universidade Federal de Goiás (NEHP / UFG) para análise molecular. Os fragmentos 

utilizados para o diagnóstico molecular foram armazenados em freezer a -20, em tubos 

plásticos de 1,5 mL, secos, estéreis e identificados.  

 

5.2. Extração do DNA das biópsias 

 

A extração do DNA foi realizada segundo o protocolo de extração de DNA 

fornecido pelo KitQIAamp DNA minikit® (Qiagen, Valencia, CA, Estados Unidos). O 

tubo plástico contendo o tecido foi retirado do freezer (-20 °C) e colocado no refrigerador 

(-5 °C) para se evitar o choque térmico. Em seguida foi adicionado 180 µL de tampão 

ATL (Tissue Lysis Buffer - tampão de lise tecidular) para que o tecido fosse manuseado 

em temperatura ambiente. Após isso, todo o conteúdo foi transferido para outro tubo de 

2 mL e o tecido foi macerado, utilizando bastão de vidro estéril.  Foram acrescentados 20 
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µL de proteinase K e agitado manualmente. O tubo permaneceu incubado em banho-

maria a 56ºC por no mínimo 3 horas e agitado gentilmente a cada hora.  

Posteriormente, o tubo foi rapidamente centrifugado e adicionado 200µL de 

tampão (Lysis Buffer - tampão de lise), o mesmo foi agitado por 15 segundos e em seguida 

incubado a 70ºC por 10 minutos para inativação da proteinase residual. Em seguida foi 

acrescentado 500µL de etanol absoluto e agitado por 15 segundos. O tubo foi centrifugado 

rapidamente e a solução resultante foi transferida para o dispositivo da coluna QIamp 

DNA minikit®, a qual estava dentro de um tubo de 2 mL (disponível no Kit). A amostra 

foi centrifugada a 6000 x g (8000 rpm) durante um minuto e o tubo contendo o filtrado 

foi descartado e substituído por um tubo limpo e adicionado a coluna 500µL de tampão 

de lavagem AW1(Wash Buffer 1 - tampão de lavagem 1) e novamente centrifugado a 

6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto.  

O procedimento de lavagem foi repetido com 500µL do tampão AW2 (Wash 

Buffer2 - tampão de lavagem 2), seguido de centrifugação em velocidade de 20000 x g 

(14.000 rpm) por três minutos. O filtrado foi descartado e o tubo foi reutilizado para uma 

nova centrifugação à velocidade máxima por umminuto, o tubo contendo o filtrado foi 

descartado e colocado um tubo limpo de 1,5mL.  

O DNA extraído na coluna foi eluído pela adição de 200 µL de tampão ATE 

(Elution Buffer - tampão de eluição) no centro da coluna e incubado por umminuto 

átemperatura ambiente, em seguida foi centrifugado a 6000 x g (8000 rpm) por umminuto 

e a coluna descartada. Uma alíquota de 10 µL da amostra foi retirada para a quantificação 

e análise de pureza do DNA genômico, através da determinação da densidade óptica em 

espectrofotômetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis).  

 

5.3. Amplificação de DNA genômico de H. pyloripor PCR 

 

A reação de PCR foi utilizada para identificara presença de H. pylori, por meio da 

amplificação de um fragmento do gene ribossômico 16S (rRNA). Amostras positivas para 

H. pylori foram manipuladas para a identificação dos genes vacA, cagA, dupA.  

A amplificação foi realizada no termociclador Amplitherm®, cada reação foi 

padronizada como a seguir: 0,5µL de Taq DNA polimerase (2,5 unidades), 5µL de 

tampão de PCR CoralLoad 10X (QIamp, Qiagen) já contendo MgCl2 (1,5mM), 2µL de 

dNTP (2,5mM) (desoxirribonucleotídeo 5’-trifosfatado – dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 2 

µL de cada oligonucleotídeos (10 pmol cada) e 33,5 µL de água miliQ. Após a mistura, 
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foram adicionados 5 µL do DNA de cada amostra (50ng no volume final), totalizando 

volumefinal de 50µL. Foi utilizado um controle positivo de DNA de H. pylori gentilmente 

cedido pelo pesquisador Dr. Lucas Trevizani Rasmussen da Universidade do Sagrado 

Coração, Bauru, SP, Brasil. Foi adicionado também controle negativo da reação, onde o 

DNA foi substituído por amostra de água.  

Os oligonucleotídeos específicos para cada gene, as condições de cada reação, a 

amplificação e o tamanho dos fragmentos obtidos, estão descritos na (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Sequência de iniciadores utilizados para a identificação de H. pylori, vacA, 

cagA e dupA, condições de amplificação e tamanho do fragmento. 

 

 

 

Para avaliação da amplificação gênica, os produtos de PCR foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose a 2%, utilizando o corante de ácido nucleico BlueGreen 

(Lab Biotechnology®) e um marcador de DNA molecular de 100 pb (Cellco®). A 

visualização foiem um transluminador sob luz ultravioleta (UV). 

 

5.4. Sequenciamento genômico 

 

O produto da amplificação dos genes de virulência foi sequenciado com a 

finalidade de avaliar a variabilidade genética e inferências filogenéticas. As reações de 

sequenciamento seguiram o seguinte protocolo: 2 L do produto de PCR, 1L do 

oligonucleotídeo (2,5 pmol), 2 L de tampão (Tris-HCl 1M pH 9,0 (mL); MgCl2 50mM 

(1mL); água bidestilada 10 mL), 1 L do kit DYEnamic TM ET Terminator Cycle 

Sequencing® (Pharmacia Biotech, EUA). A reação foi realizada em termociclador 

Gene Oligonucleotídeos Sequência (5’-3’) Condições de amplificação pb

hpx1 CTGGAGARACTAAGYCCTCC

hpx2 GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA

SA ATGGAAATACAACAAACACAC

SCa CCTGARACCGTTCCTACAGC

cag1 ATGACTAACGAAACTATTGATC

cag2 CAGGATTTTTGATCGCTTTATT

dupA1 CGTGATCAATATGGATGCTT

dupA2 TCTTTCTAGCTTGAGCGA

16S 

rRNA

dupA 197
94°C, 45 s; 52°C, 45 s; 72°C, 

45 s (35 ciclos)

150

vacA 286

cagA 232

94°C, 45 s; 54°C, 45 s; 72°C, 

45 s (35 ciclos)

94°C, 1 min; 53°C, 1 min; 

72°C, 1 min (40 ciclos)

94°C, 1 min; 59°C, 1 min; 

72°C, 1 min (40 ciclos)
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GeneAmo PCR Systems® 9700 (Applied Biosystems®). O sequenciamento foi realizado 

utilizando o equipamentoABI-Prism 3500 Genetic Analyzer TM (Applied Biosystems®). 

A etapa de precipitação do DNA ocorreu da seguinte maneira: 40L de 

isopropanol a 65% foramadicionados aos 10 L da reação. A mistura foi homogeneizada 

no agitador por 30 segundos e incubada à temperatura ambiente por 20 minutos. Após 

esse período, as amostras foram centrifugadas a 1000 rpm por 45 minutos e o 

sobrenadante descartado. Ao precipitado foram adicionados 250 L de etanol 60% para 

lavagem do material e centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos. O processo de lavagem 

com álcool foi repetido duas vezes utilizando 100 L do mesmo e o sobrenadante foi 

descartado. A placa contendo as amostras foi centrifugada invertida a 500 rpm por um 

minuto para garantir a retirada de todo o álcool. Após a centrifugação, foi realizada a 

secagem do material por aproximadamente 10 minutos, na capela de fluxo laminar. Este 

material foi ressuspenso em 10 L de formamida, desnaturado a 95C por cinco minutos 

e sequenciado. 

 

5.5. Análise da sequência de nucleotídeos 

 

Os resultados dos sequenciamentos foram analisados por meio do software 

BioEdit Sequence Alignment Editor ® versão 7.0.9.0 (Ibis Therapeutics Carlsbad, CA, 

EUA). As sequências obtidas foram alinhadas e analisadas, utilizando o banco de dados 

do National Center of Biotechnology - NCBI-(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com a 

ferramenta BLASTn e BLASTx. 

As análises no banco de dados do NCBI foram realizadas com o intuito de 

observar as regiões de similaridades entre as sequências. A ferramenta BLASTn foi 

utilizada para acomparação das sequências de nucleotídeos com aquelas já depositadas 

no banco de dados.  

 

5.6. Análise filogenética 

 

As sequências foram alinhadas com nucleotídeos homólogos não redundantes, 

obtidos a partir do Banco de dados “GenBank”. Foram escolhidas sequências onde os 

valores de probabilidade estavam abaixo doe-value. Árvores filogenéticas foram 

construídas utilizando o método Neighbour-joining, método desenvolvido por Saitou& 
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Nei (1987). Uma posterior análise de bootstrap foi realizada para testar a confiabilidade 

da árvore (Felsenstein, 1985). 

As árvores foram construídas por alinhamentos múltiplos da sequência, utilizando 

o programa Clustal X (Thompson et al., 1997). Todas as sequências de nucleotídeos 

foram comparadas, utilizando o software de exibição de árvore (tree view). O tamanho 

dos ramos foi estimado com 1000 repetições bootstrapp e o percentual de vezes em todas 

as espécies foram indicados como um grupo monofilético. 

 

5.7. Teste histopatológico 

 

O teste histopatológico foi realizado pelo laboratório de patologia do Hospital das 

Clínicas da UFG. As biópsias da mucosa gástrica foram fixadas em formalina tamponada 

a 10% e cortadas sequencialmente, em seguida foram coradas com Hematoxilina-Eosina 

e Giemsa. Os parâmetros histológicos foram classificados utilizando os critérios descritos 

no sistema de Sydney (Stolte&Meining, 2001). 

 

5.8. Critérios de severidade 

 

A classificação em patologia severa e não severa foi estabelecida de acordo com 

Paredes-Osses et al. (2017) e Bellolio et al. (2019). Foram consideradas patologias 

severas, atrofia, metaplasia e adenocarcinoma. Gastrite, duodenite, esofagite, úlcera e 

xantelasma foram consideradas patologias não graves. 

 

5.9. Processamento e análise dos dados 

 

Os dados epidemiológicos e moleculares foram analisados no programa estatístico 

Bioestat, Bioedit, Graphpad e SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versão 

17.0 para Windows. Os parâmetros foram calculados com intervalo de confiança de 95%. 

O teste de X2eo testeexato de Fisher, foram utilizados e valores de p < 0,05 

foramconsiderados estatisticamente significantes. 
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RESUMO 

Introdução: Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria Gram negativa considerada 

o agente etiológico de várias doenças gástricas. A prevalência da infecção bacteriana varia 

de acordo com idade, localização geográfica, etnia e status socioeconômico. A infecção 

crônica ocasionada por esse microrganismo pode favorecer o desenvolvimento de 

patologias severas, como o adenocarcinoma gástrico. Nesse sentido, o diagnóstico 

precoce é essencial para proporcionar um melhor prognóstico e o sucesso terapêutico. 

Vários métodos de diagnóstico realizados com técnicas invasivas e não invasivas, com 

diferentes sensibilidade e especificidade, têm sido utilizados na detecção de H. pylori. 

Objetivo: Comparar o desempenho das técnicas molecular e histopatológica utilizadas 

no diagnóstico da infecção por H. pylori. Métodos: Setenta e seis amostras de tecido 

gástrico foram coletadas de pacientes dispépticos e submetidas ao diagnóstico molecular 

e histopatológico. A detecção molecular foi realizada, utilizando o gene ribossomal 

(rRNA 16S) por meio da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR). Resultados: 

O método molecular de diagnóstico com base na PCR detectou a bactéria em 63,2% das 

amostras, enquanto o teste histopatológico identificou o microrganismo em apenas 36,8% 

das biópsias gástricas. Os dados demonstram que a técnica de PCR apresentou cerca de 

1,7 vezes mais sensibilidade que a técnica histopatológica. Conclusão: A técnica de PCR 

foi o método de diagnóstico mais eficiente para detecção de H. pylori e pode ser 

implementada na rotina laboratorial como teste complementar para detecção precoce de 

H. pylori. 

Unitermos: bactérias; biologia molecular; histologia; patologia. 
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ABSTRACT 

Introduction: Helicobacter pylori (H. pylori) is a Gram negative bacterium considered to 

be the etiologic agent of various gastric diseases. The prevalence of bacterial infection 

varies according to age, geographic location, ethnicity and socioeconomic status. The 

chronic infection caused by microorganism can favor the development of severe 

pathologies such as gastric adenocarcinoma. In this sense, early diagnosis is essential for 

a better prognosis and therapeutic success. Several diagnostic methods performed using 

invasive and non-invasive techniques, with different sensitivity and specificity, have been 

used in the detection of H. pylori.Objective: To compare the performance of the molecular 

and histopathological technique used in the diagnosis of H. pylori infection. Methods: 76 

gastric tissue samples were collected from dyspeptic patients who underwent molecular 

and histopathological diagnosis. Molecular detection was performed using the ribosomal 

gene (16S rRNA) using the polymerase chain reaction (PCR) technique. Results: The 

PCR-based molecular diagnostic method detected the bacterium in 63.2% of the samples, 

while the histopathological test identified the microorganism in only 38.2% of gastric 

biopsies. The data demonstrated that the PCR technique was about 1.7 times more 

sensitive than the histopathological technique. Conclusion: The PCR technique was the 

most efficient diagnostic method for detecting H. pylori and can be implemented in the 

laboratory routine as a complementary test for the early detection of H. pylori. 

Key words: bacteria; molecular biology; histology; pathology. 

 

 

INTRODUCTION  

 

Helicobacter pylori(H. pylori) is a gram-negative, ubiquitous, spiral, 

pleomorphic, flagellated and microaerophilic bacteria. The bacterium was discovered in 

1983 by Marshall and Warren, who established a relationship between microorganism 

infection to gastrointestinal disorders(1). These findings led to the Nobel Prize for 

Medicine and Physiology awarded by researchers in 2005(2). 

H. pylori infection has a cosmopolitan distribution and affects about 50% of the 

world population(3). The prevalence rate of infection is higher in emerging countries, 

ranging from 20% to 90% depending on the geographical region. In Brazil, the prevalence 

varies from 50 to 80%, similar to Africa, where the prevalence is 70 to 90 %(4). 

Parasite-host imbalance relationship is required for occurring the H. pylori 

infection. The main accepted routes of transmission are oral-oral, gastric-oral, fecal-oral 

and iatrogenic routes(3-6). However, other routes of transmission such as zoonotic and 

sexual have been proposed(7). 

H. pylori is considered the etiological agent of several gastric pathologies such as 

gastritis, ulcer, atrophy, metaplasia, lymphoma and gastric adenocarcinoma. Due its high 
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carcinogenic potential the bacterium was classified as a type I carcinogenic by the 

International Agency for Research on Cancer (IARC), subsided by World Health 

Organization (WHO) (8). In addition, bacterial infection is associated with extra-gastric 

disorders such as immune thrombocytopenic purpura, anemia by iron and vitamin B12 

deficiencies(9). 

The methods used for screening H. pylori infection can be segregated into invasive 

and non-invasive. Invasive methods are those that involve the examination of upper 

digestive endoscopy to obtain the gastric tissue fragment. Among the invasive, there are: 

culture, urease test, Polymerase Chain Reaction (PCR) and histopathological test, which 

is considered the gold standard according to the IV Brazilian Consensus Conference on 

H. pylori Infection. PCR can be used in several biological samples and several 

constitutive genes such as ureA, glmM, ureC and 16S rRNA (hpx) have been targets for 

the detection of the bacterium. Non-invasive methods are not dependent on gastric biopsy 

and involve tests such as marked urea, serology and fecal antigen(10). 

The use of appropriate techniques with high sensitivity and specificity is of utmost 

importance for a reliable infection diagnosis. An early diagnosis is associated with a better 

patient's quality of life, since the presence of the bacteria in the gastrointestinal tract may 

induce the several pathologies, including adenocarcinoma(11-13). In this sense, the aim of 

this study was to compare the performance of the molecular and histopathological 

technique used in the diagnosis of H. pylori infection. 

 

METHODOLOGY  

 

Ethical Considerations 

This study was approved by the Research Ethics Committee of an University 

Hospital (CAAE: 83422017.7.0000.5078), published under the number 2.519.032. All 

patients enrolled in this study have read and signed the Consent Form. 

 

Patients and samples 

Patients using antibiotics, proton pump inhibitors (PPIs), immunosuppressant’s, 

participants under 18 years of age, pregnant, lactating, individuals diagnosed with 

gastrointestinal bleeding and a history of gastrectomy were excluded from this study. 

Patients who could not access the histopathological diagnosis result were also excluded.  
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Sample collection was performed at an University Hospital of Goiania, Goias, 

Brazil, between November 2017 and September 2018. The procedure for obtaining 

gastric samples followed the recommendations of the Brazilian Society of Digestive 

Endoscopy. Two fragments of the antrum and two of the gastric body were obtained from 

each patient and were sent to the hospital's own clinical pathology laboratory for 

histopathological analysis and to the Núcleo de Estudo da Helicobacter pylori(NEHP) for 

molecular analysis. 

 

Histopathological exam 

Histological evaluation of the specimens was performed to verify the 

microorganism presence and histological alteration. Histological sections of the body and 

gastric antrum were about 0.6 x 0.3 x 0.2 in diameter and the fixation of samples were 

performed in Giemsa stained 10% buffered formalin. Sidney Classification System(14) 

was used for the analysis of inflammatory infiltrate. The slides were analyzed by an 

experienced pathologist who had no access to molecular data. 

 

Molecular Diagnosis 

DNA extraction and molecular analyzes were performed by NEHP. DNA 

extraction from gastric tissue samples followed the QIAamp® Kit protocol (Qiagen, 

Valencia, CA, United States). A 10 µL aliquot was reserved for DNA quantitation on 

NanoDrop® (ND-1000 UV-Vis). 

Genomic DNA was amplified by the PCR method as described by Nevoa, et al. 

(2017)(15). Molecular detection was performed using the 16S rRNA ribosomal gene, 

which was amplified using the hpx/ hpx1 primers. Oligonucleotides sequences, 

amplification conditions, and fragment size are described in Table 1. Amplification was 

performed in an Amplitherm® TX96 thermocycler and each reaction consisted of: 33.5 

µL Milli-Q water, 5 µL PCR Buffer 10X, containing MgCl2 (1.5mM), 2 µL dNTP 

(2.5mM), 2 µL of each oligonucleotide pair (10 pmol each), 5 µL of DNA sample (50 ng) 

and 0.5 µL of Taq DNA Polymerase (2.5 units), totaling a volume of 50 µL per reaction. 

A negative and positive control was used for each reaction. 

 

Table 1 – Amplication conditions and sequence primers used for H. pylori detection 
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For the evaluation of gene amplification PCR products were submitted to 2% 

agarose gel electrophoresis using BlueGreen nucleic acid dye (Lab Biotechnology) and a 

100-base pair molecular DNA marker (Cellco). The visualization occurred in a 

transluminator under ultraviolet (UV) light and samples that amplified a 150 bp fragment 

(base pairs) were considered positive. 

 

Data analysis 

For data analysis, the GraphPad Prism 8 software was used, applying the Chi-

square test, considering p<0.05 as statistically significant. 

 

RESULTS 

 

Samples of 117 gastric tissue were collected from dyspeptic patients and 41 were 

excluded because they did not answer the inclusion criteria. The analyzed samples were 

60/76 (78.9%) to females and 16/76 (21.1%) to males and participants’ ages ranged from 

18 to 83, with an average of 46.6. 

Samples were analyzed using PCR and histopathological technique for detection 

of H. pylori. They were considered positive when the bacterium was detected in at least 

one of the tests and negative when the microorganism was absent in both tests. Positive 

samples submitted to 16S rRNA gene amplification generated a 150 bp fragment (Figure 

1). Results showed that 55/76 (72.4%) were positive and 21/76 (27.6%) negative for H. 

pylori. Among the positive samples, 43/55 (78.2%) were female and 12/55 (21.8%) male, 

and most were aged 18 to 40 years (45.5%) (Table 2). 

 

Gene Primer Sequence (5' → 3') Amplification conditions pb Reference

Luceti R, Gatti L. (2008)

hpx1 GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA  59ºC 1' / 72ºC 1' e 72ºC 7'.

16S rRNA

hpx CTGGAGARACTAAGYCCTCC 94ºC 5', 40 ciclos 94ºC 1' /

150
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Figure 1 – Agarose gel electrophoresis of the PCR amplified products of the 16S rRNA 

ribosomal gene (hpx/hpx1). M: 100 bp molecular DNA marker; C-: negative control; C 

+: positive control; * DNA from gastric tissue samples from dyspeptic patients. 

 

Table 2 – Profile of dyspeptic patients according to sex and age group  

Variables Total (N=76) H. pylori-positive (n=55) H. pylori-negative (n=21) 

  n  % n % n % 

Sex             

Female 60 78.9 43 78.2 17 80.9 

Male 16 21.1 12 21.8 4 19.1 

              

Age range             

18 - 40 27 35.5 25 45.4 2 9.5 

41 - 60 35 46.1 21 38.2 14 66.7 

> 60 14 18.4 9 16.4 5 23.8 

 

 

The samples submitted to histopathological examination were positive when 

showed the presence of H. pylori by Giemsa staining (Figure 2). 
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Figure 2 –Histological section image of the gastric antrum (400x magnification), 

stained by Giemsa's technique, showing the presence of H. pylori. * Arrow: indicates 

the presence of H. pylori. 

 

The results showed that 26 (34.2%) samples were positive for the PCR technique 

and negative for the histopathological, while only 7 (9.2%) samples were positive for 

histopathological and negative for PCR. Moreover, 22 (28.9%) samples were positive and 

21 (27.6%) negative for both tests (Table 3). 

 

Table 3 –Comparison of positive and negative results according to the molecular 

and histopathological tests 

 

 

 

The PCR technique was about 1.7 times more sensitive than the histopathological 

diagnosis. The results showed that the molecular tool detected 48/76 (63.2%) positive 

samples, while the histological technique only 28/76 (36.8%). Statistical analyzes showed 

a significant difference between the methods (p < 0.05) (Figure 3). 

 

Positive Negative Total

Positive 22 26 48

Negative 7 21 28

PCR
Golden pattern
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Figure 3 –Results comparison obtained by the PCR method and histopathological 

test. * p<0.005 

 

Gastric pathologies were classified according to the endoscopic and 

histopathological diagnostics. More than one clinical outcomes could be found in the 

same infected patient. Results showed that 1/79 (1.3%) patients had gastric 

adenocarcinoma, 4/79 (5.1%) atrophy, 12/79 (15.2%) duodenitis, 8/79 (10.1%) 

esophagitis, 44/79 (55.7%) gastritis, 2/79 (2.5%) ulcer, 2/79 (2.5%) metaplasia and 6/79 

(7.6%) presented normal endoscopic diagnosis (Table 4).  
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Table 4 – Clinical outcomes obtained from endoscopic diagnosis and 

histopathological analysis in H. pylori positive patients 

 

Clinical outcames (n=79) n % 

Gastric adenocarcinoma 1 1.3 

Atrophy 4 5.1 

Duodenitis 12 15.2 

Esophagitis 8 10.1 

Gastritis 44 55.7 

Ulcer 2 2.5 

Metaplasia 2 2.5 

Normal 6 7.6 

 

 

DISCUSSION 

 

In the present study the prevalence of infection was 55/76 (72.3%), similar to other 

developing countries. Other study (15) conducted in central Brazil with similar sampling 

showed prevalence of infection of 77.6%, similar to the present study. Several diagnostic 

methods are used to screen for H. pylori infection and to choose the best test it is required 

to evaluate parameters of sensitivity, specificity, cost and clinical condition of the patient, 

therefore it is of utmost importance studies evaluating diagnostic efficacy(16-18). In this 

study 78.1% patients were female, corroborating with study by Ortiz et al. (2011) (19), 

which used a similar sample and identified that 65.3% of the individuals were women. 

The study by Nevoa et al. (2017) (15), analyzed gastric biopsies of 85 patients and most 

were women (65.8%). The higher prevalence of infected women can be explained by the 

fact that they seek the public health care more often. The age of the participants in this 

study ranged from 18 to 83, with a mean of 46.6 years, similar to the study by Nevoa et 

al. (2017) (15), where the range was from 15 to 89 years with a mean of 40.77 years. 

The histopathological method for decades is considered the most common test to 

identify the infection(10). This diagnostic is considered the gold standard by the IV 

Brazilian Consensus Conference on Helicobacter pylori Infection for detecting the 

bacterium presence and to evaluate the gastric mucosa conditions. Some studies showed 

that the histopathological test sensitivity is higher to several techniques used to detect the 

microorganism. In addition, the gold standard technique is inexpensive and simple to 

perform(20-23). In contrast, previous studies have shown disadvantages of the technique, 
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such as the professional's ability to analyze the slides and besides that false negative 

results occur when the collected fragment does not contain the bacteria. This is due to the 

irregular distribution of the microorganism in the gastric mucosa, requiring the removal 

of two fragments from the body and two from the stomach antrum to minimize this event 

(10, 20, and 21). 

 The histopathological technique may also be affected by recent use of 

medications such as bismuth salts, proton pump inhibitors (PPIs) and antibiotics, which 

lead to decreased bacterial density. After eradication treatment, this methodology presents 

a decrease in sensitivity that may be even smaller than the urease test, however the 

histopathological test is commonly used to monitor inflammatory lesions after treatment 

(10,19). In this study, patients who were undergoing treatment or using PPIs and antibiotics 

were excluded from the study; therefore, the histological technique may not have been 

influenced by these factors. 

Over the past few decades, molecular detection has dramatically changed the 

clinical management of many infectious diseases (21). PCR is one of the best molecular 

methods used in a wide range of clinical applications such as simplicity of execution, high 

sensitivity and specificity and allows genotyping different strains and identifying 

virulence and antibiotic resistance genes (24,25). The present study evaluated 76 samples 

which 48 were positives using PCR, in contrast, only 28 were detected using the 

histopathological diagnosis, showing the better detection of H. pylori using the molecular 

tool.  These data corroborate the study by Ruparelia et al. (2013) (26) which evaluated 

several parameters of conventional and PCR tests, demonstrating a greater accuracy of 

molecular methodology. The research by Rasmussen et al. (2010) (27), also showed a better 

detection of H. pylori using PCR compared to the histological test, however, the 

effectiveness of PCR was lower compared to the Southern Blotting test. 

A recent study by Nevoa et al. (2017) (15), compared the sensitivity of the rapid 

urease test between PCR technique using the hpx1/hpx2 ribosomal gene and the 

constitutive urease h5/h6 gene. The authors demonstrated that regardless of the H. pylori 

gene used for amplification, the PCR technique demonstrated better sensitivity compared 

to the urease test. 

The study by Ortiz et al. (2011) (19) showed an increase in sensitivity from 80.3% 

using the histopathological test to 90.3% when using the molecular methodology. 

Furthermore, the authors showed that the molecular test combined with the histological 

test presented higher sensitivity than the rapid urease test combined with the PCR or the 
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histological test(26). Our results demonstrated that individually the histological technique 

presented a positivity of 38.2%, the PCR of 63.2% and when combined presented 72.4%. 

Besides that, it was observed that 26 (34.2%) samples were positive exclusively for the 

molecular technique and seven (9.2%) exclusively for the histopathological test. Despite 

the advantages of PCR, the technique may have some limitations, such as inadequate 

sample collection and the presence of reaction inhibitors. Additionally, PCR can detect 

DNA from dead bacteria present in the gastric mucosa of patients after treatment 

generating false positive results(23, 28, 29). These data reinforce the importance of using the 

histological PCR technique to increase sensitivity, avoiding possible cases of false 

negative results. 

H. pylori infection may manifest asymptomatically, in this situation it is not 

possible to determine the presence of the bacterium based on clinical symptoms or 

findings. In this sense, a tool with high sensitivity that allows the detection of bacteria in 

asymptomatic individuals is important. Infection clinical outcomes may be severe or non-

severe and will be determined according to the parasite-host relationship. This study 

showed that gastritis was the main pathology associated with H. pylori infection, followed 

by esophagitis and duodenitis. The study by Barbosa and Schinonni (2011) (30) showed 

that 95% of cases of chronic gastritis have H. pylori as etiological agent. 

 

CONCLUSION 

 

H. pylori represent one of the most common bacterial infection in humans, that 

causes severe anomalies, including chronic gastritis and gastric cancer. An accurate 

diagnosis of H. pylori infection is a critical first step in the successful treatment. The PCR 

was more advantageous because showed sensitivity about 1.7 times higher than the 

histopathological. Currently, PCR is not used in the laboratory routine due to its high cost 

when compared to other techniques, making its use unfeasible, especially in the public 

health system. As regard, it is required to continue our efforts to achieve more appropriate 

and reliable diagnostic tests.  
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ABSTRACT 

 

Introduction: Helicobacter pylori is a gram-negative bacterium associated with the 

development of severe gastric pathologies, such as atrophy, metaplasia, and gastric 

adenocarcinoma. This microorganism is considered a class I carcinogen by the 

International Agency for Research on Cancer. The virulence genes in the strain causing 

infection determine the clinical outcome and can be used as specific markers for the 

severity of gastric diseases. The aim of this study was to evaluate the prevalence of H. 

pylori infection and associations of cagA, vacA and dupA virulence genes with gastric 

pathologies. Methods: Antral and gastric body biopsies of 117 patients with dyspepsia 

were analyzed by histological and molecular techniques. Screening for H. pylori 

infection was performed using the hpx gene (16S rRNA). Positive samples were 

evaluated for vacA, cagA, and dupA virulence genes. Results: The prevalence of 
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infection was 64.1%, with a high frequency of strains positive for cagA (80.0%), dupA 

(70.7%), and vacA (56.0%). The cagA gene was detected in all isolates from patients 

with severe pathologies, whereas the vacA gene was not detected in this group. In 

addition, there were fewer virulence genes in isolates from patients with severe 

diseases than in isolates from non-severe cases. Conclusions: The circulating H. pylori 

strains in the Brazilian Midwest exhibit high heterogeneity in the frequencies of 

virulence genes. Individual virulence factors and their combinations may influence 

clinical outcomes. 

 

Keywords: Gastrointestinal Diseases, Bacteria, Molecular Pathology, 

Factors Virulence 

 

 

INTRODUCTION 

Helicobacter pylori is a gram-negative bacterium that colonizes the human 

gastric mucosa. Infections caused by this microorganism are among the most common 

worldwide, affecting more than half of the global population. The prevalence of 

infection is significantly lower in developed countries than in developing countries; in 

some regions of Brazil, the prevalence is up to 90% (Pacheco et al., 2013; Toscano et 

al., 2018).  

Although H. pylori infection can remain asymptomatic, it is considered the 

leading cause of gastric disorders, such as chronic gastritis, peptic ulcer, 

adenocarcinoma, and gastric mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma. Based on 

its clear role in the pathogenesis of gastric cancer, H. pylori has been classified by the 

World Health Organization (WHO) as a class I carcinogen (Kao et al., 2016; McClain 

et al., 2017). The severity of pathologies associated with bacterial infection depends 

on the complex and dynamic relationship between the parasite and host, which is 

determined by several factors, such as host genetic susceptibility, environmental 

factors, and bacterial virulence factors (Zhang et al., 2016). 

H. pylori has a highly variable circular genome of 1,667,867 base pairs (bp) 

and contains genes that encode virulence factors involved in various processes, such 

as colonization, chronic persistence, and damage to host cells (Tomb et al., 1997). The 
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microorganism is well-adapted to survive in the inhospitable stomach environment by 

the synthesis of urease, an important virulence factor that catalyzes the hydrolysis of 

urea into ammonia and carbon dioxide. This reaction causes a pH increase in the cell 

membrane and in areas near the colonization site. In addition, hypervariable regions in 

genes encoding cell surface structures enable the evasion of host immune responses. 

Bacterial strains may have different virulence genes that directly influence 

pathogenicity, such as cagA, vacA, and dupA (Tomb et al., 1997; Pandya et al., 2017; 

Paredes-Osses et al., 2017; Sallas et al., 2017). 

The cagA gene, located in the chromosomal region called the chromosomal 

pathogenicity island (cagPAI), encodes the CagA protein (cytotoxin-associated gene 

A), a highly immunogenic antigen that stimulates the production of chemotactic 

factors in the host gastric epithelium, inducing an intense inflammatory response. This 

gene is considered an important marker of virulence and is associated with an 

increased risk for the development of gastritis, peptic ulcer, atrophy, and gastric 

carcinoma (Backert et al., 2010; Zhang et al., 2016).  

The vacA gene encodes vacuolating cytotoxin A (VacA), considered an 

important virulence factor in the pathogenesis of gastric cancer and peptic ulcer. VacA 

induces vacuoles in gastric epithelial cells. In addition, it induces the release of 

cytochrome C from mitochondria, leading to apoptosis, the inhibition of T cell 

proliferation, and the induction of pro-inflammatory responses (Yamaoka, 2010; 

Sayehmiri et al., 2015; Pandya et al., 2017).  

The duodenal ulcer promoter gene (dupA) was the first disease-specific 

virulence factor identified in H. pylori. This gene is located in a region of plasticity in 

the bacterial genome and is associated with duodenal ulcer formation. The dupA gene 
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is also related to neutrophil infiltration in the mucosa and the induction of elevated IL-

8 levels by gastric epithelial cells (Lu et al., 2005; Nagashima and Yamaoka, 2015).  

Relationships between bacterial virulence factors and gastric diseases have 

been described in various geographical regions. H. pylori strains are highly 

heterogeneous and this genotypic diversity explains variation in clinical outcomes of 

infections. The aim of this study was to evaluate the prevalence H. pylori infection and 

associations of cagA, vacA, and dupA virulence genes with the severity of 

gastroduodenal diseases in patients with dyspepsia in midwestern Brazil. 

 

METHODS 

 

Study population and samples 

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Hospital das 

Clínicas of the Universidade Federal de Goiás (approval no. 2.519.032). A total of 117 

patients with dyspepsia undergoing upper digestive endoscopy were included. 

Informed consent was obtained from all patients who agreed to participate in the study. 

Patients who used proton pump inhibitors within 2 weeks, histamine-2 receptor 

blockers in the previous week, or immunosuppressants or antibiotics in the last 8 

weeks, patients with active gastrointestinal bleeding, pregnant or lactating patients, 

and those who were unable to undergo endoscopy were excluded. 

Gastric specimens were obtained according to the recommendations of the IVth 

Brazilian Consensus Conference on Helicobacter pylori infection (Coelho et al., 

2018). From each patient, two fragments of the antrum and gastric body were obtained. 

The samples were sent to the clinical pathology laboratory of the university hospital 
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for histopathological analysis and to the Núcleo de Estudo da Helicobacter 

pylori/Universidade Federal de Goiás (NEHP/UFG) for a molecular analysis. 

 

Histopathological analysis 

Gastric mucosa biopsies were fixed in 10% buffered formalin, cut, and stained 

with hematoxylin-eosin and Giemsa. Histological parameters were classified using the 

criteria described in the Sydney system (Fonseca et al., 2010). 

 

H. pylori detection and genotyping 

H. pylori DNA extraction was performed using the QIAamp DNA Mini Kit 

(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Polymerase 

chain reaction (PCR) was used to detect H. pylori by amplifying a 16S ribosomal gene 

(rRNA) fragment. H. pylori-positive samples were used for the detection of the 

virulence factors vacA, cagA, and dupA. 

Each PCR consisted of the following: 33.5 µL of Milli-Q water, 5 µL of PCR 

Buffer 10× containing MgCl2 (1.5 mM), 2 µL of dNTPs (2.5 mM); 2 µL of each 

oligonucleotide (10 pmol each); 5 µL of DNA sample (50 ng), and 0.5 µL of Taq DNA 

Polymerase (2.5 units), for a total volume of 50 µL. For each reaction, positive and 

negative controls were used. Primer sequences, amplification conditions, and fragment 

sizes are described in Table 1. 

 

 

 

 

Table 1 Sequences of primers used for the detection of H. pylori, vacA, cagA, and 

dupA, amplification conditions, and fragment sizes [7] 
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  Gene Primers Sequence (5′–3′) Amplification conditions bp   

  
16S 

rRNA 

hpx1 CTGGAGARACTAAGYCCTCC 
94°C, 1 min; 59°C, 1 min; 

 72°C, 1 min (40 cycles) 
150 

  

  hpx2 GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA   

  

vacA S1 

SA ATGGAAATACAACAAACACAC 
94°C, 45 s; 54°C, 45 s; 

72°C, 45 s (35 cycles) 
176 

  

  SCa CCTGARACCGTTCCTACAGC   

  

cagA 

cag1 ATGACTAACGAAACTATTGATC 
94°C, 1 min; 53°C, 1 min;  

72°C, 1 min (40 cycles) 
232 

  

  cag2 CAGGATTTTTGATCGCTTTATT   

  

dupA 

dupA1 CGTGATCAATATGGATGCTT 
94°C, 45 s; 52°C, 45 s; 

72°C, 45 s (35 cycles) 
197 

  

  dupA2 TCTTTCTAGCTTGAGCGA   

              

 

PCR products were analyzed by 2% agarose gel electrophoresis, containing 

Blue Green nucleic acid dye (Lac Biotechnology, São Paulo, Brazil), and visualized 

under an ultraviolet light source. For a size analysis of the amplified fragment, a 100-

bp DNA ladder was used. 

 

Diagnosis of gastroduodenal pathologies and severity criteria 

The endoscopic and histopathological diagnoses of H. pylori infection were 

made, respectively, by the gastroenterology department and the clinical pathology 

laboratory of the university hospital. Cases were classified as severe or non-severe 

according to Paredes-Osses et al. (2017) and Bellolio et al. (2019). Atrophy, 

metaplasia, and adenocarcinoma were considered severe pathologies. Gastritis, 

duodenitis, esophagitis, ulcer, and xanthelasma were considered non-severe 

pathologies. 
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Statistical analysis 

For statistical comparisons, the chi-square test and Fischer’s exact test were 

used and a p-value of <0.05 was considered statistically significant. 

 

RESULTS 

 

Prevalence of H. pylori infection 

Initially, DNA from 117 gastric biopsy specimens was extracted for the 

amplification of the 16S rRNA gene hpx to screen for H. pylori infection. Samples that 

amplified a 150-bp fragment were considered positive (Figure 1A). The prevalence of 

infection was 64.1% (75/117); among infected individuals, 72.0% (54/75) were 

women and 28.0% (21/75) were men. The age of the patients ranged from 18 to 83 

years, with a mean of 46.6 years. 

The 75 hpx-positive samples were used for the detection of virulence genes. 

Samples were considered positive for the cagA, vacA, and dupA genes when they 

amplified a fragment of 232 bp (Figure 1B), 176 bp (Figure 1C), and 197 bp (Figure 

1D), respectively. These genes were confirmed by Sanger sequencing and a 

bioinformatics analysis. 
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Fig. 1 PCR amplification products of the H. pylori ribosomal gene and virulence genes. 

M: molecular weight marker (100 bp); C+: positive control. (A) Lanes 1 and 2: hpx-

gene positive samples. (B) Lanes 1 and 2: positive samples for the cagA gene. (C) 

Lanes 1 and 2: vacA gene-positive samples. (D) Lanes 1 and 2: positive samples for 

the dupA gene 

 

A high prevalence of virulence genes was found in circulating strains in central 

western Brazil. The most frequent gene wascagA, present in 80.0% (60/75) of samples, 

followed by dupA in 70.7% of samples (53/75) and vacA in 56.0% of samples (42/75) 

(Figure 2). 
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Fig. 2 Prevalence of H. pylori genotypes in patients with dyspepsia 

 

Associations between clinical outcomes and virulence genes 

 

Most patients in the present study had more than one endoscopic diagnosis. In 

patients infected with H. pylori, the most frequent non-severe gastric pathology was 

gastritis (54/75; 72.0%), followed by esophagitis (11/75; 14.7%) and duodenitis 

(11/75; 14.7%). The most frequent severe pathologies were gastric atrophy (4/75; 

5.3%), intestinal metaplasia (2/75; 2.7%), and gastric adenocarcinoma (2/75; 2.7%). 

In addition, among infected patients, 20.0% (15/75) did not present any gastric 

pathology (Table 2). 

In the group of patients with non-severe pathologies, the most frequent clinical 

outcome was gastritis, and dupA, cagA, and vacA were present in 73.0%, 70.0%, 

69.0% of isolates from these patients, respectively. In patients with severe pathologies, 

atrophy was the most common clinical outcome, and unlike in the severe group, the 

cagA gene was most frequent, followed by dupA and vacA. Despite the differences in 
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the frequencies of virulence genes between groups, their presence was not associated 

with any specific clinical outcome (Table 2). 

Table 2. Clinical profile of patients infected with H. pylori and genotypes of isolates 

Clinical outcomes 
hpx (+)   cagA (+)   vacA (+)   dupA (+) 

n (75) f (%)   n (60) f (%)   n (42) f (%)   n (53) f (%) 

Gastric adenocarcinoma 2 2.7   2 3.3   1 2.4   0 0 

Atrophy 4 5.3   4 6.7   2 4.8   3 5.7 

Duodenitis  11 14.7   7 11.7   6 14.3   8 15.1 

Esophagitis 11 14.7   8 13.3   4 9.5   6 11.3 

Gastritis 54 72.0   42 70.0   29 69.0   39 73.6 

Metaplasia 2 2.7   2 3.3   1 2.4   2 3.8 

Normal 15 20.0   12 20.0   9 21.4   10 18.9 

Ulcer 1 1.3   1 1.7   0 0   1 1.9 

Xanthelasma 1 1.3   0 0   0 0   0 0 

                        

 

Number of virulence genes and the severity of gastric disorders 

H. pylori-positive samples were used for the detection of the virulence genes 

vacA, cagA, and dupA. The results showed that isolates from 3/75 patients (4.0%) did 

not harbor these genes, those from 14/75 (18.7%) had only one gene, those from 32/75 

(42.7%) contained two of the genes, and those from 26/75 (34.7%) harbored all three 

genes (Figure 3A). The association between the number of virulence genes and clinical 

outcomes was verified. Interestingly, we observed that the mean number of virulence 

genes was significantly higher in strains from patients with non-severe pathologies 

than from severe pathologies (p = 0.0199) (Figure 3B).  
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Fig. 3(A) Percentage of isolates with various virulence genes. (B) Relationship 

between the number of virulence genes in isolates and the severity of gastric 

pathologies. *p < 0.005 

 

In addition, we observed that patients with severe pathologies were 10 years 

older, on average, than patients with non-severe pathologies (p = 0.0047) and had 

approximately twice the number of gastric diseases (p< 0.001) (Table 3). 

 

Table 3 Associations between severity with patient age and the number of gastric 

diseases 
 

Variables 
Severe (n=7) Not Severe (n=53) 

p-valor 
Average SD Average SD 

Age range 56.7 14.3 46.0 15.2 0.0047 

Number of clinical oucomes 1.9 0.6 1.0 0.7 <0.0001 

SD: Standard deviation 

 

Gene profile of infective strains in patients 

 

The genotype profiles of strains isolated from individuals with severe and non-

severe pathologies were evaluated. In the first group, cagA was present in 14.3% (1/7), 

cagA and vacA were present in 28.6% (2/7), cagA and dupA were present in 42.8% 

(3/7), and all three genes were present in 14.3% (1/7) of isolates. The vacA and 
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dupAgenes,were not found in any strain isolated from patients with severe pathologies 

(Figure 4A). 

In the group of patients with non-severe pathologies, the cagA, vacA, and dupA 

genes were present in 5.7% (3/53); 5.7% (3/53), and 9.4% (5/53) of isolates, 

respectively. The combinations of cagA and dupA, cagA and vacA, and vacA and dupA 

were identified in 24.5%, 11.3%, and 3.8% of isolates. The simultaneous detection of 

the three genes was observed in 35.8% of isolates, while 3.8% did not show any 

virulence genes (Figure 4B). 

In the group of patients without gastric pathologies, the vacA gene was not 

found in any of the isolates. Additionally, cagA was found in 6.7% of isolates. The 

same frequency was obtained when analyzing the dupA gene alone. The combinations 

of cagA and dupA, cagA and vacA, and vacA and dupA were present in 20.0%, 13.3%, 

and 6.7% of isolates, respectively. All three genes were found in 40.0% of isolates in 

this group. Additionally, 6.6% of individuals were infected with strains that had none 

of the virulence genes (Figure 4C). 
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Fig. 4 Association between severity and the presence of cagA, vacA and dupA 

virulence genes. (A) Individuals with severe pathologies. (B) Individuals with non-

severe pathologies. (C) Individuals without gastric disorders. Φ: absence of all genes 

 

These results showed that the most frequent gene combination in patients 

classified as severe was cagA and dupA. In the group of non-severe patients and in the 

group of individuals without gastric pathologies, strains harboring all three genes were 

most frequent. 

 

DISCUSSION 

Gastric diseases resulting from H. pylori infection are classified as severe and 

non-severe. Clinical outcomes may be related to the genotypic diversity of strains 

present in different geographic regions (Lopes et al., 2014; Paredes-Osses et al., 2017; 

Sallas et al., 2017; Idowu et al., 2019). 

The reported prevalences of H. pylori cagA-positive strains among patients 

with dyspepsia in India (72.7%), Iran (70.0%), Greece (73.0%), and Bulgaria (84.7%) 
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are similar to high prevalence found in the present study (80.0%) (Khodaii et al., 2011; 

Yordanov et al., 2012; Pandya et al., 2017).  

When the CagA oncoprotein is present in host cells, the risks of developing a 

peptic ulcer and gastric cancer appear to be higher than those for infections with cagA-

negative strains (Kim et al., 2013; Sallas et al., 2017). In this study, 77.3% of patients 

with non-severe pathologies were infected with cagA-positive strains; however, this 

gene was present in all strains of patients with severe pathologies. These data suggest 

that the cagA gene is an important marker of severity. In addition, patients with severe 

pathologies were older, with the potential for a longer time for disease progression. 

VacA is a toxin secreted by H. pylori with the ability to induce vacuolization 

in epithelial cells. We detected a low frequency of vacA (i.e., 56%), which can be 

explained by the amplification of only one allelic subtype of the gene. These results 

corroborate those obtained by Idowu et al. (2019), who reported a vacA frequency of 

66.2% when only the s1 allele was evaluated. However, this frequency is considered 

low when compared to those for northern, northeastern, and southeastern regions of 

Brazil, where several studies have evaluated more than one allelic region, showing 

frequencies of 84.6%, 86.1%, and 69.4%, respectively (Cavalcante et al., 2012; 

Rasmussen et al., 2012; Silva Júnior et al., 2013; Vinagre et al., 2015).  

Studies of other countries, such as Saudi Arabia, Morocco, and China, have 

found a vacA gene frequency of greater than 90% in patients with dyspepsia (Pinto-

Ribeiro et al., 2010; El Khadir et al., 2017; Akeel et al., 2019). The high frequencies 

found in these studies may also reflect the analysis of several allelic subtypes of the 

gene. 

In the present study, none of the patients with severe pathologies were infected 

with strains of H. pylori that contained only the vacA gene; however, the combination 
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of vacA and cagA was detected in 28.7% of isolates. A study conducted in northeastern 

Brazil reported that a high prevalence of the combination of H. pyloricagA and vacA 

s1m1 genes was associated with a more severe gastric condition (Cavalcante et al., 

2012). Other studies conducted in Venezuela, Cuba, and Colombia have also 

demonstrated an association between the combination of cagA and vacA and the risk 

of developing gastric diseases (Sallas et al., 1997; Ortiz-Princz et al., 2012; Takahashi 

et al., 2013; Trujillo et al., 2014). In the Moroccan population, cagA-positive strains 

were also the most prevalent type and were most highly associated with the vacA allelic 

subtype, s2m2 (Boukhris et al., 2012). 

Studies have demonstrated that H. pylori strains with the allelic subtype s2m2 

and s2m1 do not induce vacuolization in gastric epithelial cells (Foegeding et al., 2016; 

Yahiro et al., 2016). According to Molina-Castro et al. (2019), the presence of strains 

with the combination of cagA and vacA s1m1 increased the risks of atrophic gastritis 

and duodenal ulcer by 3.2 and 2.5 times, respectively. In this study, the vacA gene 

alone or in combination with cagA showed no association with severe diseases. This 

result can be explained by the limited analysis of allelic subtypes of the vacA gene. 

It has been suggested that the detection of dupA is not sufficient to assess its 

role in gastric pathologies. In addition to its presence, it is necessary to evaluate the 

size of the gene product, as shorter forms of the protein are inactive (Trujillo et al., 

2014). Analyses of the whole dupA gene cluster may provide a better understanding 

of its role in the pathogenesis of H. pylori infection (Jung et al., 2012). 

The dupA gene appears to act as a protective factor against gastric cancer and 

may also be associated with an increased risk of duodenal ulcer (Shiota et al., 2010). 

The presence and activity of the dupA gene as well as its association with gastric 

diseases is poorly studied, especially in Brazil. Our results demonstrated a high 
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frequency of dupA, although no association with the severity of gastric diseases was 

found. 

All three genes were detected simultaneously in 34.7% of isolates in the present 

study, corroborating the results of Sallas et al. (2017), who detected a high frequency 

of the combination of cagA, vacA, dupA, and oipA. In this previous study, the 

combination of cagA and dupA was associated with a normal gastric mucosa. In 

contrast, in the present study, the most frequent combination in isolates from patients 

without gastric alterations was cagA, vacA, and dupA (40.0%). 

The study provides the first demonstration that infectious strains in patients 

with severe diseases have fewer virulence genes when compared to isolates from 

patients with non-severe pathologies. There is evidence suggesting that an interaction 

between CagA and VacA can influence the severity of gastrointestinal disease. Studies 

have demonstrated an antagonistic interaction between CagA and VacA with respect 

to different biochemical signaling pathways and cellular morphologies. In addition, 

CagA can block the apoptotic activity of VacA (Bridge and Merrell, 2013). The 

pathogenic mechanism of DupA is still not well understood and interactions between 

this protein and other virulence factors have not been established. Therefore, we 

suggest that severe manifestations of gastrointestinal diseases result from interactions 

among virulence factors (Šterbenc et al., 2019). Additional studies of different 

genotypes of these virulence factors as well as proteomic and metabolomic analyses 

are necessary to better elucidate the mechanisms underlying different clinical 

outcomes. 
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CONCLUSION 

Circulating H. pylori strains in the Brazilian Midwest exhibited high 

heterogeneity in the presence of the virulence genes cagA, vacA and dupA. The 

combination of these genes can directly interfere with the development of severe 

diseases, such as gastric cancer. Further studies are needed to clarify the roles of 

interaction among virulence factors in the establishment of gastric pathologies. 
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Abstract 

Helicobacter pylori is the etiological agent of chronic gastritis, peptic ulcer, and gastric 

cancer. The duodenal ulcer-promoting gene dupA, which is located in the plasticity region 

of the H. pylori genome, is homologous to the virB gene which encodes a type IV 

secretion protein in Agrobacterium tumefaciens. Studies have shown associations 

between H. pylori dupA-positive strains and gastroduodenal diseases. However, whether 

dupA acts as a risk factor or protective factor in these diseases remains unclear. Therefore, 

in this study, we aimed to verify the presence of the dupA gene in infectious H. pylori 

strains in the Brazilian mid-west and to investigate its association with the clinical 

outcomes of patients with dyspepsia. Additionally, the phylogenetic origin of the strains 

was determined. Gastric biopsies from 117 patients with dyspepsia were analysed using 

histological and molecular techniques. The hpx gene (16S rRNA) was used to screen for 

H. pylori infection, and positive samples were then subjected to dupA gene detection and 

sequencing. The estimated prevalence of H. pylori infection was 64.1%, with the dupA 

gene being detected in a high proportion of infectious strains (70.7%). Furthermore, a risk 

analysis revealed that for women, a dupA-positive H. pylori infection increased the 

chance of developing gastritis by 2-fold. The partial dupA sequences from isolated 
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infectious strains in this work are similar to those of strains isolated in westerns 

countries.This study provides useful insights for understanding the role of the H. pylori 

dupA gene in disease development. 

 

Keywords: H. pylori, dupA, Gene,Gastritis, Molecular Pathology, Factors Virulence 

 

 

Introduction 

Helicobacter pylori is a gram-negative, microaerophilic, rod-shaped bacterium that 

infects the gastric mucosa in more than half of the human population worldwide [1,2]. 

The prevalence of H. pylori is higher in developing countries owing to the generally lower 

basic sanitation and hygiene conditions brought on by low socioeconomic infrastructures 

[3, 4]. Infections with this bacterium can lead to the development of several gastropathies, 

such as chronic gastritis, peptic ulcer, atrophy, and metaplasia [5,6]. Additionally, H. 

pylori infection is considered one of the main risk factors for the development of gastric 

adenocarcinoma. As a result, the International Agency for Research on Cancer, subsidised 

by the World Health Organization, has classified H. pylori as a type I carcinogen [7]. 

H. pylori infections have different clinical outcomes depending on the virulence 

of the bacterial strains, environmental factors, and the genetic characteristics and 

lifestyles of the hosts [8]. The cagA gene, located in the chromosomal region called the 

chromosomal pathogenicity island (cagPAI), encodes the CagA protein (cytotoxin-

associated gene A), a highly immunogenic antigen that stimulates the production of 

chemotactic factors in the host gastric epithelium, inducing an intense inflammatory 

response. This gene is considered an important marker of virulence and is associated with 

an increased risk for the development of gastritis, peptic ulcer, atrophy, and gastric 

carcinoma [8,9].  

The vacA gene encodes vacuolating cytotoxin A (VacA), considered an important 

virulence factor in the pathogenesis of gastric cancer and peptic ulcer. VacA induces 

vacuoles in gastric epithelial cells. In addition, it induces the release of cytochrome C 

from mitochondria, leading to apoptosis, the inhibition of T cell proliferation, and the 

induction of pro-inflammatory responses [10–12].  

 In 2005, Lu et al. [13] described a gene located in the plasticity region of the H. 

pylori genome, which they named the duodenal ulcer-promoting gene (dupA). This gene 
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was found to be homologous to the virulence gene virB which encodes a type IV secretion 

protein in Agrobacterium tumefaciens. The dupA gene is also related to neutrophil 

infiltration in the mucosa and the induction of elevated IL-8 levels by gastric epithelial 

cells [14].  

According to Lu et al. [13], infection with H. pylori dupA-positive strains was 

associated with the development of duodenal ulcers, and the presence of the dupA gene 

in the infecting strain was considered a protective factor against gastric atrophy, intestinal 

metaplasia, and gastric cancer. As a result, this gene was characterised as the first disease-

specific virulence gene of H. pylori [13]. However, similar to other H. pylori virulence 

genes, the role of this gene in the development of gastropathies varies according to 

geographical regions [15–17]. 

Although the pathogenic mechanism of the protein encoded by the dupA gene (ie, 

DupA) is not yet well understood, it may be involved in the induction of interleukin-8 

(IL-8) production by the gastric epithelium [13]. Strains carrying the dupA gene also 

appear to be more resistant to stomach acid, which may partly explain the association of 

this virulence factor with the development of ulcers [18, 19]. 

Although several bacterial virulence factors have been suggested as markers for 

digestive diseases [20–24], there is still a lack of information on the biomarkers which 

are characteristic of the clinical conditions present in infected individuals, especially in 

South America. Some studies have indicated the usefulness of the dupA gene as a 

virulence biomarker [11, 19, 25–27]. However, the role of this gene in the etiology and 

pathogenesis of different gastropathies is not fully understood. Bearing in mind that 

identification of predictive biomarkers for a given clinical condition is a promising 

strategy for personalized medicine, the aim of this study was to verify the association 

between presence of the H. pylori dupA gene and clinical outcomes in dyspeptic patients 

in the center-west of Brazil. In addition, a phylogenetic analysis was performed to assess 

the origin of circulating strains. 

 

 

 

 

 

Materials and methods 
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Ethical considerations and participants 

This study was approved by the Research Ethics Committee of Hospital das Clínicas of 

the Universidade Federal de Goiás (UFG) (Approval Numbers 2.519.032 and Certificate 

of Presentation of Ethical Appreciation 83422017.7.0000.5078). Patients with dyspepsia 

(age: >18 years) who had undergone an upper gastrointestinal tract (GI) endoscopy at the 

Hospital das Clínicas of UFG were recruited. The exclusion criteria were applied: patients 

who had used proton pump inhibitors in the 2 weeks preceding sample collection, or 

blocking agents in the week preceding the procedure, patients who had used 

immunosuppressants or antibiotics in the past 8 weeks, patients with active 

gastrointestinal bleeding, and pregnant and lactating women. All participants provided 

signed informed consent. 

 

Screening for H. pylori infection and detection of the dupA gene 

Two samples of the gastric antrum and gastric body were collected from the 117 patients 

during the upper GI endoscopy. DNA extraction was performed using the QIAamp DNA 

Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The 

extracted DNA was used for the molecular screening of H. pylori infection by amplifying 

a fragment of the constitutive ribosomal 16S rRNA gene (hpx) using the polymerase chain 

reaction (PCR). 

The hpx-positive samples were then subjected to dupA gene detection and 

sequencing. The PCRs were performed using primers previously described in the 

literature [28] (Table 1). The PCR mixture (final volume: 50 μL) comprised 33.5 µL of 

Milli-Q water, 5 µL of 10× PCR buffer containing MgCl2 (1.5 mM), 2 µL of dNTP (2.5 

mM), 2 µL of each oligonucleotide (10 pmol each), 5 µL of DNA sample (50 ng), and 

0.5 µL of Taq DNA polymerase (2.5 units). For each reaction, positive and negative 

controls were also tested. 

After the PCR-amplified fragments had been electrophoresed on a 2% agarose gel, 

the fragment bands were visualised by nucleic acid staining with Blue Green Loading dye 

(Lac Biotecnologia, SP, Brazil) and exposure under ultraviolet light. The size of the 

amplified product was determined by comparison against a 100-bp DNA ladder 

molecular weight marker (Cellco, SP, Brazil).  

 

Diagnosis of gastroduodenal pathologies 
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The endoscopic examination of the patients was performed by the Department of 

Gastroenterology while histopathological analyses of the biopsied gastric mucosal 

samples were done by the Clinical Pathology Laboratory of Hospital das Clínicas (UFG). 

Endoscopic examination was performed according to recommendations of the Brazilian 

Society of Digestive Endoscopy. The procedure was performed by a gastroenterologist 

using an Olympus CV endoscope (Olympus Medical Europe, Germany). 

Videoendoscopic images were viewed on a high-definition, flat-panel monitor. Alfentanil 

(50 mcg) and propofol (40 mg) were administered intravenously before the procedure 

[29].  

For the histopathological examination, the gastric mucosal samples were fixed in 

10% buffered formalin and stained with Giemsa and haematoxylin-eosin [30]. Grading 

of the inflammatory infiltrate was performed according to the Sidney system [31]. 

 

DNA sequencing and phylogenetic analysis 

All dupA gene amplification products were purified with the Wizard SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega, Madison WI, USA). DNA sequencing was performed using 

an ABI-PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, 

Carlsbad, CA, USA) in an ABI-PRISM 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems). 

Sequencing was performed at least twice, using the same forward and reverse primers 

used in the PCR assays. All the sequences were compared with those listed on the 

GenBank nucleotide and protein databases (National Center for Biotechnology 

Information, Bethesda, MD, USA), using the Blastn and Blastx algorithms, respectively. 

To establish the phylogenetic origin of the Brazilian strains, a phylogenetic 

treebased on dupA was built using the gene sequences from the following 17 H. pylori 

strains from different parts of the world (available from GenBank): three sequences from 

Portugal (PORT: KT290607, KT290572, and KT290619); two from Brazil (BRA: 

HQ228198 and JF951131); three from Argentina (ARG: FJ763612, FJ763614, and 

AB649939); four from Japan (JAP: AB739514, AB739579, AB739507, and KC707841); 

two from China (CHI: KC707837 and KM245039); and three from India (IND: 

KC894690, KC894688, and KM245039). Additionally, three dupA sequences (NEHP04, 

NEHP05, and NEHP06) which belonged to H. pylori-infected patients in our study who 

had duodenitis, esophagitis, and gastritis, respectively, were included in the phyogenetic 

tree. 
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The sequences were first aligned with ClustalX v2.1.0.0 and then manually edited 

using BioEdit v7.1.7.0. Phylogenetic analysis was performed using Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) v10.1. The tree was built using maximum-

likelihood analysis, with 1000 bootstraps. The evolutionary model chosen by the 

algorithm for the set of sequences used was General Time Reversible + Invariant Sites 

(GTR + I) [32]. 

 

Statistical analysis 

Descriptive statistics were performed to calculate the absolute frequencies and relative 

percentages for the categorical variables. Subsequently, inferential statistics were 

performed using Fisher’s exact test to assess possible associations between the variables. 

Additionally, the relative risk for the development of gastric diseases in relation to the 

bacterial genetics was calculated. For the inferential statistics, a significance level of 5% 

(p< 0.05) was adopted. For statistical calculations, the BioEstat® 5.3 software was used. 

 

Results 

In this study, gastric biopsies were obtained from 117 patients with dyspepsia, of which 

64.1% (75/117) were considered positive for H. pylori (mean age: 42 years; standard 

deviation: 10.8). Among the patients infected by the bacterium, 27 (36.0%) were men and 

48 (64.0%) women. The dupA gene was detected in 70.7% (53/75) of H. pylori-positive 

samples. 

In total, four gastropathies were diagnosed in the study population, with some 

patients having more than one gastric disorder. Of the individuals infected with dupA-

positivestrains, 67.9%, 15.1%, 11.3% and 5.7% had a diagnosis of gastritis, duodenitis, 

oesophagitis, and atrophy respectively, and 18.9% had a gastric mucosa without changes 

(normal). Of the individuals infected with dupA-negative strains, 68.2%, 13.6%, and 

22.7% and 4.5% had gastritis, duodenitis, oesophagitis and atrophy respectively, and 

22.7% had a normal mucosa (Figure 1). These data suggested that the presence of the 

dupA gene in infectious H. pylori strains was not associated with the development of these 

gastropathies in the population studied (p-value=0.8059). 

The most prevalent gastropathy among individuals infected with a dupA-positive 

strain was gastritis. Stratification by sex revealed that 88.6% of the women infected with 

dupA-positive strains had gastritis, whereas only 44.4% of the men likewise infected had 
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this disease, with the difference between the two groups being statistically significant (p 

= 0.0020) (Table 2). Additionally, the relative risk analysis showed that for women, a 

dupA-positive H. pylori infection increased the chance of developing gastritis by 2-fold. 

To evaluate the phylogenetic relationships of the H. pylori strains analysed in the 

present work with H. pylori strains from other geographical regions, partial sequences 

(~200 bp) of the dupA gene from the Brazilian strains were used for the construction of 

the phylogenetic tree. These partial sequences amplified from the infectious strains 

showed 100% homology with one another (data not shown). 

The phylogenetic tree consisted of two main clades, one of which grouped the 

strains from the eastern countries (except for the KT290619 sequence) and the other of 

which grouped the strains from the western countries. The sequences obtained in this 

study were grouped with those from the western countries (Figure 2). The KT290619 

sequence was positioned in an intermediate zone between the two main clades and was 

therefore used to root the phylogenetic tree. 

 

Discussion 

H. pylori plays a critical role in development of various digestive diseases. However, 

there is no consensus regarding the main virulence factor involved in the etiology and 

pathogenesis of each disease [33]. Several studies have been carried out to elucidate the 

role of dupA in the development of gastric disorders [14]. 

In this study, carried out in the mid-western region of Brazil, the dupA gene was 

detected in 70.7% of the infectious H. pylori strains but was not associated with 

gastropathies. Similarly, in another study carried out in the south-eastern region of Brazil, 

the dupA gene was found in 92.3% of infectious H. pylori strains but was also not 

associated with the development of gastric diseases, despite its high frequency in the 

region [34]. Similar results were found in the study by Pacheco et al. [35], carried out on 

patients with dyspepsia in the state of São Paulo, Brazil, where the dupA gene was 

detected in 92.4% of samples positive for H. pylori and was not associated with gastric 

diseases. Other studies in Belgium, China, South Africa, and the USA have also found no 

association between the gene and gastric diseases [36]. 

Talebi et al. [19] demonstrated that infection by dupA-positive strains in fact 

protected against the development of gastric ulcers. Additionally, Lu et al. [13] proposed 

the use of the dupA gene as a protective biomarker for gastric atrophy, intestinal 
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metaplasia, and gastric cancer. By contrast, that same study revealed a positive 

association between the presence of the dupA gene in the infecting strain and the 

development of duodenal ulcer. In our study, it was not possible to assess the association 

of the dupA gene with ulcers, atrophy, and gastric cancer owing to the low sample size of 

infected individuals with these diseases. 

In a study by Schmidt et al. [37], the presence of the dupA gene was found to be 

associated with chronic gastritis. This result corroborates our findings, where the presence 

of dupA in the infecting strain showed a positive correlation with the development of 

gastritis in women. In 2017, Paredes-Osses et al. [11] demonstrated that the severity of 

gastric diseases was significantly decreased in women infected with dupA-positive H. 

pylori strains. By contrast, dupA did not have any significant effect on the disease severity 

in male patients. 

The pathogenic mechanisms of DupA in women have not yet been clarified and 

deserve further investigation. Given that the establishment of gastric diseases is due to 

virulence factors of the pathogen as well as the genetic characteristics of the host and 

environmental factors, it would be necessary to validate the host factors that predispose 

patients to gastroduodenal diseases. A study by Yeh et al. [38] provides evidence that 

polymorphisms in the matrix metalloproteinase-3 promoter contribute to the increased 

susceptibility of H. pylori-infected women to duodenal ulcers. 

The phylogenetic analysis showed that the dupA sequences from this study were 

grouped in the same clade as sequences from strains isolated from patients residing in 

western countries (Argentina, Brazil, and Portugal). This grouping may have been 

influenced by geographical proximity or by the migration or transit history of the peoples 

of those countries. It is important to consider that Brazil was once colonised by Portugal 

and for many years was dependent on this country, and the intense movement of people 

between the two countries could have increased the chances of transmission of H. pylori 

strains.  

The grouping of the sequences from the eastern countries (China, India, and Japan) 

had strong statistical support, indicating their total separation from the sequences from 

the western countries. This genetic separation between western and eastern countries has 

also been described by Chiurillo et al. [21], who used H. pylori iceA1 sequences (encoding 

a virulence factor) from Venezuelan strains. Although the number of dupA sequences 

from western strains is limited in the GenBank database, our phylogenetic tree was similar 

to that reported for other H. pylori virulence genes [39]. 
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The dupA sequences isolated in this study revealed a high rate of homology, 

suggesting that the gene is highly conserved in circulating strains in mid-western Brazil. 

This is likely related to the fact that isolates from a single individual, a family member, 

and a specific geographical region are often clonal over short periods of time, despite that 

the general population structure of H. pylori is panmictic [40]. 

This study was limited by the small number of samples screened. Therefore, a more 

comprehensive phylogeographic analysis with a larger number of samples is needed to 

elucidate the impact of the genetic heterogeneity of H. pylori on patients with dyspepsia 

in Brazil. Notwithstanding, this is the first study that has used partial sequences of dupA 

from H. pylori strains in Brazil to determine their phylogenetic relationships and origin. 

 

Conclusion 

Presence of dupA in the infecting strain cannot be considered a biomarker of gastropathies 

in the study population. However, in women, infection with dupA-positive H. pylori 

increases the risk of developing gastritis. The dupA gene is highly conserved among 

circulating strains in mid-western Brazil. Our data provide perspectives for future studies 

aiming to evaluate parasite-host relationship factors, which can influence development of 

gastropathies. 
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Table 1 Primer sequences, PCR amplification conditions, and gene fragment sizes 

Gene Primers Sequence (5ʹ–3ʹ) Amplification condition 
Size 

(bp) 

16S 

rRNA 

hpx1 CTGGAGARACTAAGYCCTCC 
94°C, 1 min; 59°C, 1 min; 

72°C, 1 min (40 cycles) 
150 

hpx2 GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA 

dupA 

dupA1 CGTGATCAATATGGATGCTT 
94°C, 45 s; 52°C, 45 s; 

72°C, 45 s (35 cycles) 
197 

dupA2 TCTTTCTAGCTTGAGCGA 

 

 

Table 2. Helicobacter pylori dupA positivity in patients with gastritis 

 

 

 

Figure captions 

 

Fig. 1 Gastric disease profile of patients infected with dupA-positive and dupA-negative 

Helicobacter pylori strains. 

 

dupA+ 
Female Male 

p-value 
n f (%) n f (%) 

With gastritis 31 88.6 8 44.4 

0.002 Without 

gastritis 4 11.4 10 55.6 

Total 35 100 18 100   
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Fig. 2 Phylogenetic tree based on the partial sequences of the dupA gene of Helicobacter 

pylori strains from Brazil (local strains) and sequences from strains reported in different 

parts of the world (available in public databases). Triangles: strains from eastern 

countries; squares: strains from western countries. 

 

 

 



 

Capítulo V 104 

CAPÍTULO V 

 

 

 



 

Conclusão 105 

CONCLUSÃO 

 

- A técnica de PCR demonstrou sensibilidade 1,7 vezes maior que o exame 

histopatológico na detecção de H. pylori; 

- A prevalência da infecção por H. pylori foi estimada em 64,1% na população de 

Goiás; 

- O cagA foi o gene mais detectado, presente em 80,0% nas amostras de DNA de 

H. pylori, seguido de dupA (70,7%) e vacA (56,0%); 

-      Cepas circulantes de H. pylori no Centro-Oeste do Brasil apresentaram altas 

heterogeneidade na presença dos genes de virulência cagA, vacA e dupA; 

- A combinação dos genes de virulência na cepa infectante pode interferir 

diretamente no desenvolvimento de doenças gástricas graves como o câncer gástrico; 

- A presença de dupA na cepa infectante não foi considerado um fator de risco ou 

de proteção para gastropatias; 

- A infecção por H. pyloridupA positiva aumenta a chance de desenvolvimento de 

gastrite em mulheres; 

- As sequências de dupA agruparam no mesmo clado que sequencias oriundas de 

países ocidentais e a alta homologia entre elas, sugere que o gene dupA é altamente 

conservado nas cepas circulantes do estado de Goiás; 

- Mais estudos são necessários para esclarecer o papel da interação entre os vários 

fatores de virulência de H. pylori no estabelecimento de patologias gástricas; 

- É necessária uma análise filogeográfica mais abrangente para elucidar impacto da 

heterogeneidade genética de H. pylori em pacientes dispépticos do Brasil.  
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