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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 63.1% of the samples, while the histopathological 
test identified the microorganism in only 38.1% of gastric biopsies. The data demonstrated that the PCR technique was about 1.6 
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.

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 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 63,1% das amostras, enquanto o teste 
histopatológico identificou o microrganismo em apenas 38,1% das biópsias gástricas. Os dados demonstram que a técnica de PCR apresentou 
cerca de 1,6 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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INTRODUÇÃO 

A Helicobacter pylori (H. pylori) é uma bactéria Gram negativa, 
ubíqua, espiral, pleomórfica, flagelada e microaerófila. A bactéria 
foi descoberta em 1983 por Marshall e Warren, que estabeleceram 
uma relação entre a infecção por microrganismos e as doenças 
gastrointestinais(1). Esses achados levaram ao Prêmio Nobel de 
Medicina e Fisiologia concedido por pesquisadores em 2005(2).

A infecção por H. pylori tem distribuição cosmopolita e afeta 
cerca de 50% da população mundial(3). A taxa de prevalência da 
infecção é maior nos países emergentes, variando de 20% a 90%, 
dependendo da região geográfica. No Brasil, a prevalência varia de 
50% a 80%, semelhante a África, onde a prevalência é de 70% a 90%(4).

É necessária uma relação de desequilíbrio parasita-hospedeiro 
para que ocorra a infecção por H. pylori. As principais formas de 
transmissão aceitas são as vias oral-oral, gástrico-oral, fecal-oral 
e iatrogênica(3-6). No entanto, foram propostas outras formas de 
transmissão, como a zoonótica e a sexual(7).

H. pylori é considerada o agente etiológico de várias 
patologias gástricas, como gastrite, úlcera, atrofia, metaplasia, 
linfoma e adenocarcinoma gástrico. Devido ao seu alto potencial 
carcinogênico, a bactéria foi classificada como carcinogênica 
tipo I pela Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC), 
subsidiada pela Organização Mundial da Saúde (OMS)(8). Além 
disso, a infecção bacteriana está associada a doenças extragástricas, 
como púrpura trombocitopênica imune, anemia por deficiência 
de ferro e vitamina B12(9).

Os métodos usados para rastrear a infecção por H. pylori 
podem ser divididos em invasivos e não invasivos. Os métodos 
invasivos são aqueles que envolvem o exame de endoscopia 
digestiva alta para a retirada de fragmento de tecido gástrico. 
Dentre os invasivos, estão cultura, teste da urease, reação em 
cadeia da polimerase (PCR) e exame histopatológico, considerado 
o padrão-ouro pelo IV Consenso Brasileiro sobre infecção por 
Helicobacter pylori. A PCR pode ser usada em várias amostras 
biológicas, e vários genes constitutivos como ureA, glmM, ureC 
e ácido ribonucleico ribossomal 16S (RNAr 16S) (hpx) têm sido 
alvos para a detecção da bactéria. Os métodos não invasivos não 
dependem de biópsia gástrica e envolvem testes como: teste com 
ureia marcada, sorológico e teste de antígenos fecais(10).

O uso de técnicas adequadas com alta sensibilidade e 
especificidade são de extrema importância para um diagnóstico 
confiável da infecção. O diagnóstico precoce está associado a uma 
melhor qualidade de vida do paciente, uma vez que a presença da 
bactéria no trato gastrointestinal pode induzir várias patologias, 
entre elas, o adenocarcinoma(11-13). Nesse sentido, o objetivo 
deste estudo foi comparar o desempenho da técnica molecular e 
histopatológica utilizada no diagnóstico da infecção por H. pylori.

MÉTODOS

Considerações éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
de um Hospital Universitário (CAAE: 83422017.7.0000.5078), 
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publicado sob o número 2.519.032. Todos os pacientes inscritos 
leram e assinaram o Termo de Consentimento.

Pacientes e amostras

Foram excluídos deste estudo os pacientes em uso de antibióticos, 
inibidores da bomba de prótons (IBP), imunossupressores, 
participantes menores de 18 anos, grávidas, lactantes, indivíduos 
com diagnóstico de sangramento gastrointestinal e história de 
gastrectomia, além daqueles que não puderam acessar o resultado 
do diagnóstico histopatológico.

A coleta das amostras foi realizada em um Hospital 
Universitário de Goiânia, Goiás, Brasil, entre novembro de 2017 
e setembro de 2018. O procedimento para obtenção das amostras 
gástricas seguiu as recomendações da Sociedade Brasileira de 
Endoscopia Digestiva. Dois fragmentos do antro e dois do corpo 
gástrico foram retirados de cada paciente e enviados para o 
próprio laboratório de patologia clínica do hospital para análise 
histopatológica e para o Núcleo de Estudo da Helicobacter pylori 
(NEHP) para análise molecular.

Exame histopatológico

A avaliação histológica dos espécimes foi realizada para 
verificar a presença do microrganismo e a alteração histológica. 
Os cortes histológicos do corpo e do antro gástrico tinham cerca 
de 0,6 × 0,3 × 0,2 cm de diâmetro, e a fixação das amostras foi 
realizada em formalina tamponada a 10% corada com Giemsa. 
O Sistema de Classificação Sidney foi utilizado para análise de 
infiltrado inflamatório(14). As lâminas foram analisadas por um 
patologista experiente que não teve acesso aos dados moleculares.

Diagnóstico molecular

A extração do ácido desoxirribonucleico (DNA) e as análises 
moleculares foram realizadas pelo NEHP. A extração do DNA das 
amostras do tecido gástrico seguiu o protocolo do kit QIAamp® 
(Qiagen, Valencia, CA, Estados Unidos). Uma alíquota de 10 µl 
foi reservada para quantificação de DNA, com a utilização do 
equipamento NanoDrop® (ND-1000 UV-Vis).

O DNA genômico foi amplificado pelo método de PCR descrito 
por Nevoa et al. (2017)(15). A detecção molecular foi realizada com 
base no gene RNA ribossomal 16S, usando a amplificação do primer 

hpx/hpx1. As sequências de oligonucleotídeos, as condições de 
amplificação e o tamanho do fragmento são descritos na Tabela 1. 

A amplificação foi realizada em um termociclador Amplitherm® 
TX96 e cada reação consistiu em 33,5 µl de água Milli-Q, 5 µl de 
tampão de PCR 10×, contendo MgCl2 (1,5 mM), 2 µl de dNTP 
(2,5 mM), 2 µl de cada par de oligonucleotídeo (10 pmol cada), 
5 µl de amostra de DNA (50 ng) e 0,5 µl de Taq DNA polimerase (2,5 
unidades), totalizando um volume de 50 µl por reação. Foram usados 
para cada reação o controle negativo e o controle positivo.

Para avaliação da amplificação gênica, os componentes 
da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 
2%, utilizando o corante para ácido nucleico BlueGreen (Lab 
Biotechnology) e o marcador de massa molecular DNA de 
100 pares de bases (Cellco). A visualização ocorreu através 
do equipamento transiluminador sob luz ultravioleta (UV), e 
amostras que amplificaram um fragmento de 150 bp (pares de 
bases) foram consideradas positivas.

Análise dos dados

Foi utilizado o software GraphPad Prism 8 para análise dos 
dados, aplicando-se o teste Qui-quadrado, considerando p < 0,05 
como estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Foram coletadas amostras de 117 tecidos gástricos de pacientes 
dispépticos e 41 foram excluídas por não atenderem aos critérios 
de inclusão. Das amostras analisadas, 60/76 (78,94%) foram do 
sexo feminino e 16/76 (21,05%), do sexo masculino; a idade dos 
participantes variou de 18 a 83, com média de 46,6 anos.

As amostras para detecção de H. pylori foram analisadas 
pela técnica PCR e análise histopatológica. Foram consideradas 
positivas quando a bactéria foi detectada em pelo menos um dos 
testes e negativas quando o microrganismo estava ausente em 
ambos os testes. As amostras positivas submetidas à amplificação 
do gene RNAr 16S geraram um fragmento de 150 bp (Figura 1). 
Os resultados mostraram que 55/76 (72,3%) eram positivas e 21/76 
(27,7%) negativas para H. pylori. Entre as amostras positivas, 43/55 
(78,2%) eram do sexo feminino e 12/55 (21,8%), do masculino; a 
maioria tinha entre 18 e 40 anos (45,5%) (Tabela 2).

Lucas Luiz L. Silva; Igor M. C. Calassa; Ana Karoline S. Oliveira; Amanda F. P. L. Ramos; Jaqueline C. Pontes; Daniela M. M. Cardoso; Lucas T. Rasmussem; Lilian Carla Carneiro; Monica S. Barbosa

TABELA 1 – Condições de amplificação e primers de sequência usados para detecção de H. pylori

Gene Primer Sequência (5’ → 3’) Condições de amplificação pb Referência

RNAr 16S 
hpx CTGGAGARACTAAGYCCTCC 94°C 5’, 40 ciclos 94°C 1’

150 Luscenti e Gatti (2008)(16)

hpx1 GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA  59°C 1’/72°C 1’ e 72°C 7’
RNAr: ácido ribonucleico ribossomal.
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As amostras submetidas à análise histopatológica foram 
positivas quando evidenciaram a presença de H. pylori pela 
coloração de Giemsa (Figura 2).

Os resultados mostraram que 26 (34,2%) amostras deram 
positivas por meio da técnica PCR e negativas para análise 
histopatológica, enquanto apenas sete (9,2%) deram positivas 
para análise histopatológica e negativas para a PCR. Além disso, 
22 (28,9%) amostras foram positivas e 21 (27,6%) negativas para 
ambos os testes (Tabela 3).

A técnica PCR foi aproximadamente 1,6 vezes mais sensível 
que o diagnóstico histopatológico. Os resultados mostraram que a 
ferramenta molecular detectou 48/76 (63,1%) amostras positivas, 
enquanto a análise histológica apenas 28/76 (38,1%). As análises 
estatísticas mostraram uma diferença significativa entre os 
métodos (p < 0,05) (Figura 3).

As patologias gástricas foram classificadas de acordo com o 
diagnóstico endoscópico e histopatológico. Mais de um resultado 
clínico pode ser encontrado no mesmo paciente infectado. Os 
resultados mostraram que 1/79 (1,2%) dos pacientes tinha 
adenocarcinoma gástrico; 4/79 (5%), atrofia; 11/79 (15,1%), 
duodenite; 8/79 (10,1%), esofagite; 43/79 (55,6%), gastrite; 
2/79 (2,5%), úlcera; 2/79 (2,5%), metaplasia e 7/79 (7,5%) 
apresentavam diagnóstico endoscópico normal (Tabela 4). 

150 pb

500 pb

100 pb

C- C+ *

FIGURA 1 – Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR do gene do 
RNA ribossomal 16S (hpx/hpx1)
M: marcador de DNA molecular de 100 pb; C-: controle negativo; C+: controle positivo; 
*DNA proveniente de amostras de tecido gástrico de pacientes dispépticos; PCR: reação em 
cadeia da polimerase; DNA: ácido desoxirribonucleico.

TABELA 2 – Perfil dos pacientes dispépticos segundo gênero e faixa etária

Variáveis
Total

(n = 76)
H. pylori positivo

(n = 55)
H. pylori negativo

(n = 21)
  n % n % n %

Gênero            
Feminino 60 78,9 43 78,2 17 80,9
Masculino 16 21,1 12 21,8 4 19,1

Faixa etária            
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

TABELA 4 – Desfechos clínicos obtidos a partir do diagnóstico endoscópico e da 
análise histopatológica em pacientes H. pylori positivos

Desfechos clínicos (n = 79) n %
Adenocarcinoma gástrico 1 1,3

Atrofia 4 5,1
Duodenite 12 15,2
Esofagite 8 10,1
Gastrite 44 55,7
Úlcera 2 2,5

Metaplasia 2 2,5
Normal 6 7,6

 
FIGURA 2 – Corte histológico da imagem do antro gástrico (aumento 400×), corado pela 
técnica de Giemsa, evidenciando a presença de H. pylori
A seta indica a presença de H. pylori.

TABELA 3 – Comparação dos resultados positivos e negativos de acordo 
com os testes moleculares e histopatológicos

PCR
Padrão-ouro 

Positivo Negativo Total
Positivo 22 26 48
Negativo 7 21 28

PCR: reação em cadeia da polimerase.

FIGURA 3 – Comparação dos resultados obtidos pelo método PCR e exame histopatológico

PCR: reação em cadeia da polimerase.
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infecciosas(21). A PCR é um dos melhores métodos moleculares 
usados em uma ampla gama de aplicações clínicas, apresentando 
simplicidade de execução, alta sensibilidade e especificidade, 
permitindo a genotipagem de diferentes cepas e a identificação 
de genes de virulência e resistência a antibióticos(24, 25). O presente 
estudo avaliou 76 amostras, das quais 48 foram positivas por meio 
da técnica PCR; apenas 29 foram detectadas pelo diagnóstico 
histopatológico, demonstrando que a melhor detecção do H. pylori é 
por meio da ferramenta molecular. Esses dados corroboram o estudo 
de Ruparelia et al. (2013)(26) que avaliou diversos parâmetros dos 
testes convencionais e da PCR, apontando uma maior precisão da 
metodologia molecular. A pesquisa de Rasmussen et al. (2010)(27) 
também mostrou uma melhor detecção da bactéria H. pylori usando 
a PCR, em comparação com o teste histológico, no entanto, a 
eficácia da PCR foi menor em comparação com o uso da técnica de 
Southern Blotting.

Um estudo recente de Nevoa et al. (2017)(15) comparou a 
sensibilidade do teste rápido da urease entre a técnica de PCR, 
usando o gene ribossomal hpx1/hpx2 e o gene constitutivo da urease 
h5/h6. Os autores demonstraram que independentemente do gene 
da H. pylori utilizado para amplificação, a técnica PCR demonstrou 
melhor sensibilidade em relação ao teste da urease.

O estudo de Ortiz et al. (2011)(19) mostrou aumento da 
sensibilidade de 80,3% com o exame histopatológico e de 90,3% 
com o uso da metodologia molecular. Além disso, os autores 
mostraram que o teste molecular combinado com o teste 
histológico apresentou maior sensibilidade do que o teste rápido 
da urease, quando combinado com a PCR ou o teste histológico(26). 
Nossos resultados demonstraram que, individualmente, a técnica 
histológica apresentou positividade de 38,1%, a PCR, de 63,1% e, 
quando combinadas, 72,3% de positividade. Além disso, observou-
se que 26 (34,2%) amostras foram positivas exclusivamente 
para a técnica molecular e sete (9,2%) exclusivamente para o 
exame histopatológico. Apesar das vantagens da PCR, a técnica 
pode apresentar algumas limitações, como coleta inadequada 
das amostras e presença de inibidores de reação. Além disso, a 
PCR pode detectar DNA de bactérias mortas presentes na mucosa 
gástrica de pacientes após o tratamento, gerando resultados falso 
positivos(23, 28, 29). Esses dados reforçam a importância de utilização da 
técnica PCR-histologia, com o objetivo de aumentar a sensibilidade, 
evitando possíveis casos de resultados falso negativos.

A infecção por H. pylori pode se manifestar de forma 
assintomática; nessa situação, não é possível determinar a presença 
da bactéria com base em sintomas ou achados clínicos. Nesse 
sentido, é importante uma ferramenta com alta sensibilidade que 
permita a detecção da bactéria em indivíduos assintomáticos. Os 
resultados clínicos da infecção podem ser graves ou não graves e 
serão determinados de acordo com a relação parasita-hospedeiro. 

Lucas Luiz L. Silva; Igor M. C. Calassa; Ana Karoline S. Oliveira; Amanda F. P. L. Ramos; Jaqueline C. Pontes; Daniela M. M. Cardoso; Lucas T. Rasmussem; Lilian Carla Carneiro; Monica S. Barbosa

DISCUSSÃO

No presente estudo, a prevalência de infecção foi de 55/76 
(72,3%), semelhante a outros países em desenvolvimento. Outro 
estudo(15) realizado na região central do Brasil com amostra 
semelhante apresentou prevalência de infecção de 77,6%, semelhante 
ao presente estudo. Vários métodos diagnósticos são usados para 
rastrear a infecção por H. pylori; para escolher o melhor teste, é 
necessário avaliar os parâmetros de sensibilidade e especificidade, 
o custo e a condição clínica do paciente. Portanto, são de extrema 
importância estudos que avaliem a eficácia diagnóstica(16-18). Neste 
estudo, 78,1% dos pacientes eram do sexo feminino, corroborando 
o estudo de Ortiz et al. (2011)(19), que utilizou amostra semelhante, 
identificando que 65,3% dos indivíduos eram mulheres. A pesquisa de 
Nevoa et al. (2017)(15) analisou as biópsias gástricas de 85 pacientes, 
sendo a maioria do gênero feminino (65,8%). A maior prevalência de 
mulheres infectadas pode ser explicada pelo fato de elas procurarem 
com maior frequência o serviço público de saúde. A idade dos 
participantes deste estudo variou de 18 a 83, com média de 46,6 
anos, dado semelhante ao estudo de Nevoa et al. (2017)(15), no qual a 
variação foi de 15 a 89 anos, com média de 40,77 anos.

O método histopatológico é considerado há décadas o exame 
mais comum para identificar a infecção(10). Esse método diagnóstico 
foi considerado o padrão-ouro pelo IV Consenso Brasileiro sobre 
Infecção por Helicobacter pylori para detectar a presença da 
bactéria e avaliar as condições da mucosa gástrica. Alguns estudos 
mostraram que a sensibilidade do teste histopatológico é superior 
a diversas técnicas utilizadas para detectar o microrganismo. Além 
disso, a técnica padrão-ouro não é dispendiosa e simples de ser 
executada(20-23). Por outro lado, estudos anteriores mostraram a 
inconveniência dessa técnica, como a capacidade do prof﻿issional 
em analisar as lâminas, além da ocorrência de resultados falso 
negativos, quando o fragmento coletado não contiver a bactéria. 
Isso se deve à distribuição irregular do microrganismo na mucosa 
gástrica, sendo necessária a retirada de dois fragmentos do corpo e 
dois do antro do estômago para minimizar esse evento(10, 20, 21).

A análise histopatológica também pode ser afetada pelo uso 
recente de medicamentos, como sais de bismuto, IBPs e antibióticos, 
que levam à redução da densidade bacteriana. Após o tratamento 
de erradicação, essa metodologia apresenta uma diminuição da 
sensibilidade, podendo ser ainda menor do que o teste da urease, 
no entanto, o exame histopatológico é comumente usado para 
monitorar as lesões inflamatórias após o tratamento(10, 19). Neste 
estudo, foram excluídos os pacientes que estavam em tratamento ou 
em uso de IBP e antibióticos, portanto, a técnica histológica pode 
não ter sido influenciada por esses fatores.

Nas últimas décadas, a detecção molecular mudou 
dramaticamente o tratamento clínico de muitas doenças 
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Este estudo mostrou que a gastrite foi a principal patologia associada 
à infecção por H. pylori, seguida por esofagite e duodenite. O estudo 
de Barbosa e Schinonni (2011)(30) relatou que 95% dos casos de 
gastrite crônica têm a bactéria H. pylori como agente etiológico.

CONCLUSÃO

O H. pylori representa uma das infecções bacterianas 
mais comuns nos seres humanos, causando graves anomalias, 
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incluindo a gastrite crônica e o câncer gástrico. Um diagnóstico 
preciso da infecção por H. pylori é o primeiro passo importante 
para o êxito do tratamento. A PCR foi superior porque apresentou 
uma sensibilidade aproximadamente 1,6 vezes maior que o 
exame histopatológico. Atualmente, a PCR não é utilizada na 
rotina laboratorial devido ao seu alto custo, quando comparada 
com outras técnicas, inviabilizando seu uso, principalmente no 
sistema público de saúde. Com relação a esse fato, é necessário 
continuar nossos esforços para obter testes diagnósticos mais 
adequados e confiáveis. 
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