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Introduction

La découverte en 1982 de I’implication de Helicobacter pylori dans 1’étiologie des
pathologies gastriques par Marshall et Warren a révolutionné le monde de la gastro-

entérologie (Marshall et Warren, 1984).

H. pylori est une bactérie microaérophile spiralée a Gram négatif. Elle infecte
specifiquement la muqueuse gastrique. Il s’agit d’un facteur de risque important
incriminé dans les gastrites chroniques, ’ulcére peptique, le cancer gastrique et le
lymphome du MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) (Suerbaum et Michetti,
2002). L’infection est généralement acquise dans 1’enfance et perdure pendant des
dizaines d’années. Prés de la moitié de la population mondiale en est infectée
néanmoins, la prévalence de I’infection varie en fonction des populations, méme au
sein d’un méme pays (Miendje Deyi, 2011). Elle est trés élevée dans les pays en voie
de développement ou elle peut atteindre 90% alors qu’elle peut ne dépasser pas 20%
dans les pays industrialisés (Mentis et al., 2015). Si sa prévalence semble diminuer
dans les pays développés, il s’agit toujours d’un probléme majeur de santé publique

dans les pays en voie de développement.

Le diagnostic de I’infection peut se faire par différentes méthodes, les méthodes
invasives nécessitent la réalisation d’une endoscopie digestive haute. La culture est la
méthode de diagnostic la plus spécifique, elle constitue le test de référence le plus
fiable pour affirmer la présence de H. pylori et de tester la sensibilité aux
antibiotiques, mais elle nécessite des conditions particulieres (De Korwin, 2003). En
revanche, la technique moléculaire utilisant la PCR n’est pas impactée par les
contraintes de la culture. Elle a une excellente sensibilité et spécificité, ce qui la rend

technique d’identification précise et fiable pour le diagnostic de I’infection a H.

pylori.

La trithérapie standard contenant de la clarithromycine, proposée lors de la premieére
conférence de Maastricht en 1997 pour traiter I'infection a H. pylori, est devenue
universelle comme I'ont recommandé toutes les conférences de consensus organisées

dans le monde. La perte d'efficacité observée dans de nombreux pays depuis le debut
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du XXle siécle est due a l'augmentation de la résistance a la clarithromycine chez H.
pylori (Mégraud et al., 2013).

En Algérie, malgré la forte prévalence de I’infection a H. pylori (80%), rapportait par
une étude sérologique dans les années 80 (Meégraud et al., 1989), trés peu d’études ont
été réalisées sur cette infection. Ce microorganisme pathogene demeure encore mal
connu dans notre pays. Ainsi, le diagnostic de H. pylori se fait essentiellement par
anatomopathologie. Peu de laboratoires pratiquent des techniques alternatives au
diagnostic comme la culture, la PCR en temps réel n'est pas utilisée en pratique
courante. Le manque de données actualisées de la résistance des bactéries vis-a-vis
des antibiotiques entraine la prescription de traitements de facon aléatoire par les

cliniciens.

La connaissance du taux local de résistance aux antibiotiques est cruciale pour
I'adaptation du choix d’un traitement empirique de premicre ligne efficace pour

I'éradication de I'infection par H. pylori (Lahbabi et al., 2013).

Il est maintenant évident que la présence des génes de pathogénicité et de leurs
différentes combinaisons génotypiques de H. pylori chez le patient influence le
développement de la maladie gastrique. Certaines caractéristiques génotypiques des
souches de H. pylori ont été associées a la progression de l'infection vers une maladie
plus sévere, tels que les alleles s1 et m1 du gene vacA et la présence du géne cagA.
Les génes cagA et vacA sont considérés comme des marqueurs de virulence car ils
sont responsable de la production de cytotoxines et a l'induction d’une réponse

inflammatoire intense (Mustapha, 2011).
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> Les objectifs <

L’objectif principal de notre étude est d’apporter des données concernant
I’épidémiologie locale de I’infection a H. pylori pour la premiére fois a Constantine
et de contribuer & I’amélioration de la prise en charge des infections a H. pylori, les

objectifs spécifiques étant :

- La détection phénotypique et moléculaire de I’infection a H. pylori a partir des
biopsies gastriques ;

- La détermination de la prévalence de I’infection a H. pylori a Constantine ;

- L’apport des données importantes sur 1’état de la résistance primaire aux
antibiotiques ;

- Le génotypage des facteurs de pathogénicité cagPAIl, motifs de phosphorylation de

CagA, vacA s/m/i incriminés dans I’infection a H. pylori.
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1. Historique

Depuis le début du XX siecle, de nombreuses observations suspectant la présence de
H. pylori dans I’estomac humain, mais elles n’ont pas été validées par la communauté,
scientifique. C’est au cours de I’année 1982, que deux chercheurs australiens, J.R. Warren et
B.J . Marshall, confirmeérent 1’existence d’une bactérie dans le milicu stomacal (Marshall et

Warren, 1984).

En réalité, I’histoire remonte a un siécle plus tét. En 1893 un chercheur italien du nom de
Giulio Bizzozero décrivit des bactéries spiralées dans I’environnement acide de 1’estomac des
chiens. Son observation eut peu d’impact et fut considérée comme une simple curiosité
microbiologique (Bizzozero, 1893).

Six ans plus tard en 1899 le professeur Walery Jaworski de l'université Jagellonne de
Cracovie (Pologne) fit état de la méme observation de bactéries spiralées, cette fois-ci dans
I’estomac humain et leur donna le nom de Vibrio rugula. Son travail était inclus dans un
manuel de maladies gastriques mais malheureusement celui-ci a eu peu d’influences car il
était rédigé en polonais (Jaworski, 1899).

Plusieurs petites études entreprises en début du 20éme siécle ont démontré la présence des
bactéries incurvées dans I'estomac de beaucoup de patients présentant les ulcéres gastriques et
de cancer de l'estomac.

En 1906 Walter Krienitz, un médecin allemand trouve des bactéries spiralées dans I'estomac
d'un patient atteint d’ulcére gastroduodénal (Krienitz, 1906).

Les scientifiques de I'époque étant convaincus de la stérilité de I'estomac vu la tres forte
acidité qui y régne, n'accordent pas d'importance a cette observation pensant qu'il ne peut
s'agir que de contaminants.

En 1954, Palmer recherche des bactéries spiralées sur 1180 biopsies mais la négativité des
résultats entraine un arrét de cette voie de recherche pendant 20 ans (Bigard et colin, 1996).
Steer et colin Jones (1975) découvrent chez I’homme une association entre 1’'ulcére gastrique
et la présence a la surface de la muqueuse gastrique d’un micro-organisme visible au
microscope optique et de coloration Gram négatif (Steer, 1975).

Apres avoir échoués plusieurs fois a cultiver la bactérie les deux chercheurs ont finalement
réussi a visualiser les colonies en 1982 quand ils ont involontairement laissé leurs boites de
Pétri en incubation pendant cing jours au cours du week-end de Paques. lls la baptisérent
initialement Campylobacter-like organisme (CLO) en pensant que c¢’était une nouvelle espéce

du genre Campylobacter (Marshall et Warren, 1984).
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La bactérie fut ensuite nommée Campylobacter pyloridis sur base de la suggestion de
Skirrow. Pour des raisons de grammaire latine, elle prit le nom de Campylobacter pylori
(Marshall et al., 1985 ; Marshall et al., 1988). Puis finalement la bactérie devint Helicobacter
pylori en 1989 apres un séquencage de son ADN et d'autres études sur sa morphologie.

De ces études, ils ont découvert qu'il n’appartient pas au genre Campylobacter, mais plutdt a
son propre genre celui des Helicobacters.

La découverte de H. pylori a révolutionné I'approche de Il'ulcére, et I'axiome classique « pas
d'acide, pas d'ulcere » s'est complété par « pas de Helicobacter pylori pas d'ulcere ».

H. pylori est classé carcinogeéne de type I par I’Organisation Mondiale de la Santé en 1994. En
2005 Barry Marshall et Robin Warren recoivent le prix Nobel de physiologie et de médecine

pour leurs travaux sur H. pylori et I’ulcére gastroduodénal (Fig. 1).

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2005
E ’ Barry J. Marshall, J. Robin Warren

Share this: EEEE 7

The Nobel Prize in
Physiology or Medicine
2005

Barry J. Marshall J. Robin Warren

Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2005 was awarded
jointly to Barry ). Marshall and J. Robin Warren “for their
discovery of the bacterium Helicobacter pylori and its role in
gastritis and peptic ulcer disease"

Figure 1 : Prix Nobel de Barry Marshall et Robin Warren
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2005/index.html
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2. Présentation du germe
2.1. Classification et Taxonomie

H. pylori est une bactérie de forme hélicoidale découverte dans une zone de 1’estomac
proche du pylore, d’ou son nom. Elle est considéré comme le chef de file d'un nouveau
groupe de bactéries, appelées super Famille VI des bacilles Gram négatif, qui comprend
quatre genres : Helicobacter, Campylobacter, Arcobacter et Wolinella. H. pylori est
différencié des autres groupes essentiellement par la structure de son ARN ribosomal (16S)
mais aussi par la multitude de flagelles gainés (4 a 6), et par la possession d'acide gras et de

ménaquinones particulieres qui ont une valeur taxonomique précieuse (Mégraud, 1993).

Tableau 01 : La classification de 1’espéce H. pylori (Garrity et al., 2005).

Réegne Eubactéries
Embranchement Proteobacteria

Classe Epsilonproteobacteria
Ordre Campylobacterales
Famille Helicobacteraceae
Genre Helicobacter

Espece Helicobacter pylori

Depuis la découverte de H. pylori en 1982, de nombreuses autres espéces du genre
Helicobacter ont été identifiées. Elles colonisent la muqueuse digestive de I'homme ou
d'animaux (Mégraud, 2003).

Le genre Helicobacter regroupe actuellement 30 especes validées (Ménard et al., 2016). En
fonction des niches spécifiques auxquelles ils sont associés, les Hélicobacters sont divisés en
deux groupes : les Hélicobacters gastriques comprenant H. pylori et H. felis notamment et les

Hélicobacters entérohépatiques colonisant le tractus gastro-intestinal et les voies biliaires
(Fig. 2).
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Figure 2 : Arbre phylogénique représentant les différents taxons du genre Helicobacter.

Figure reproduite d’aprés Ménard et al., 2016. L’arbre phylogénique présenté est basé sur 1’alignement
d’environ 700 résidus de la protéine GyrA. Il a été réalisé avec la méthode du neighbor-joining. La sequence du
gene gyrA de Mycobacterium tuberculosis a été utilisée comme séquence de groupe externe. Cet arbre permet
une séparation des Hélicobacters gastriques et entéro-hépatiques, et différencie parmi ces derniers les espéces

dont les flagelles sont gainés (sheathed) de celles qui ont des flagelles non-gainés (unsheathed).
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2.2. Caractéres bactériologiques
2.2.1. Morphologie

Helicobacter pylori est un bacille & Gram négatif spiralé non sporulé. Il mesure 0,5 a
1 um de largeur sur 2,5 a 5 um de longueur (Goodwin et al., 1989).
Il posséde a I’'une de ses extrémités 4 a 6 flagelles unipolaires, qui présentent la particularité
d’étre engainées et de comporter un bulbe terminal analogue a celui présent sur les flagelles
des bactéries du genre Vibrio. La présence de ces flagelles associée a la forme spiralée de la

bactérie confere a H. pylori une grande mobilitée (Mégraud, 1998) (Fig. 3).

Figure 3 : Helicobacter pylori sous microscopie électronique.
A. H. pylori ; B. Amas de H. pylori au niveau des cellules épithéliales gastriques (Tan et al., 2009).

Les bactéries du genre Helicobacter présentent une grande diversité morphologique, 1’aspect
au Gram peut varier entre une forme bacillaire incurvé en U, en S, C ou en O. De plus lorsque

les cultures sont vieilles, apparaissent des formes coccoides rondes non cultivables (Fig. 4).

Morphologac typeque Forme cocooide

Figure 4 : Passage d’une forme spiralée a une forme coccoide en cas de culture prolongée (Conroy et al., 1994)
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La forme coccoidale peut également étre observée dans un milieu pauvre ou dans des
conditions défavorables de culture (Kusters et al., 1997). Ces coccoides sont incapables de se
diviser en culture mais elles maintiennent un certain métabolisme et conservent des structures

fonctionnelles compatibles avec la viabilité.

2.2.2. Culture et croissance

La mise en culture est la méthode de référence qui permet la détection de Helicobacter
pylori dans les biopsies gastriques. H. pylori est une bactérie fragile tres exigeante, sa culture
est longue, difficile et délicate.
La culture de cette bactérie necessite un milieu nutritionnel spécifique. Pour cela différents
milieux constitué¢ d’une base gélosée sont utilisés (Columbia, Brucella, cceur-cervelle et
Wilkins Chalgren ou Mueller-Hinton). Ces milieux sont additionnés de 10% de sang frais de
cheval, mouton ou humain. Certains auteurs ont proposé de remplacer le sang par du sérum
(de veau, de cheval ou humain). D'autres suppléments de croissance ont été proposés
(vitamines, R-cyclodextrine....) (Glupczynski, 1997 ; Mégraud, 1996).
H. pylori est naturellement résistant a de nombreux antibiotiques : glycopeptides, sulfamides,
trimethoprime, polymixines, acide nalidixique, streptogramines, cefsulodine et anti-
fungiques : nystatine, amphotéricine B et cycloheximide. Ceux-ci peuvent d’ailleurs étre
utilisés, afin de créer des milieux sélectifs, visant a éliminer les contaminants (Mégraud et
Lahours, 2007).
H. pylori est une bactérie microaérophile, elle est sensible a ’oxygéne au taux de 1’air et
requiert pour vivre une atmosphere appauvrie en oxygene. Elle requiert une faible proportion
d’oxygeéne de 3 a 6% (optimum de 1’ordre de 5%) et une proportion en CO, de 6 & 10%
(Goodwin et al., 1989). Cependant en subculture beaucoup de souches peuvent croitre en
atmosphére simplement enrichie en CO, a 10%. H. pylori ne peut croitre en anaérobiose car il
est incapable d’utiliser un autre accepteur final d’électrons que IO, (Tompkins et al., 1994).
La température optimale de culture est de 37 °C. Toutes les souches peuvent se développer a
des températures variant entre 33 et 40 °C, certaines poussent mal a 30 °C et 42 °C, mais
aucune souche ne pousse a 25 °C.
La croissance de H. pylori se situe dans un intervalle de pH de 5,5 a 8,5 avec une croissance
optimale entre 6,9 et 8,0 (Goodwin et al., 1989).
Dans les conditions optimales, aprés incubation de la culture, les colonies apparaissent en 3 a

5 jours pour une primoculture et en 2 a 3 jours pour une subculture (la croissance est plus
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rapide). Les colonies sont petites, réguliéres, rondes de 1 a 2 mm de diametre, bombées,
transparentes et luisantes (Marshall et Warren, 1984) (Fig. 5).

Figure 5: Aspect des colonies de H. pylori en subculture (photo de 1’étude)
2.2.3. Biochimie

H. pylori utilise les acides aminés et les acides organiques comme source d’énergie
mais pas les sucres, ni par fermentation, ni par oxydation, ce qui signifie que H. pylori est une
bactérie asaccharolytique (Owen, 1998). Cependant certains travaux laissent supposer que H.
pylori pourrait utiliser faiblement le glucose par la voie des pentoses (Entner-Doudoroff)
(Kelly, 1998).

Le capital enzymatique de H. pylori est important puisqu’il posséde une catalase, une
cytochrome oxydase et une superoxyde dismutase qui lui permettent de résister au stress
oxydatif généré par la réponse immunitaire (Marshall et Warren, 1984 ; Hazell et al., 1991 ;
Spiegelhalder et al., 1993). Il possede de plus des activités : phosphatase alcaline,
phosphatase acide, DNase, y- glutamyl transférase, leucine aminopeptidase, phospholipase et
lipase estérase (Owen, 1998 ; Kelly, 1998).

La particularité de H. pylori est de fabriquer de grandes quantités d’uréase, qui constitue un
élément important de leur survie dans I’estomac, en créant un micro environnement qui
permet de lutter contre 1’acidité gastrique (Mégraud, 2008). L'activité uréasique a pour
conséquence la production d'ammonium et de bicarbonate a partir de 1’antre. En utilisant
I'urée normalement présente dans I'estomac, la bactérie tamponne son environnement proche
et se protege de l'acidité gastrique (Smoot et al., 1990). Les mutants non uréolytiques sont
incapables de coloniser la mugueuse gastrique (Eaton et al., 1991 ; Tsuda et al., 1994).

10



Revue Bibliographique

Une autre propriété de I’activité uréasique est peut étre de fournir une source d'ammoniac
pour le métabolisme de I'azote chez H. pylori (Tomb et al., 1997), par exemple, La glutamine
synthétase catalyse la conversion de lI'ammoniac et du glutamate en glutamine, qui peut étre

directement incorporée dans la synthese des protéines.

2.2.4. Caractéristiques et diversité génétique

Le génome de H. pylori a été séquencé pour la premiére fois en 1997 a partir de la
souche 26695 chez un patient anglais atteint de gastrite chronique (Tomb et al., 1997).
L’ADN génomique (chromosomique) de H. pylori est une molécule circulaire unique de
petite taille de 1,4 a 1,73 Mb selon les souches, mais lI'analyse génomique de 30 souches a
abouti & une valeur moyenne de 1,71 Mb (Taylor et al., 1992).

La teneur en GC dans le génome de H. pylori est de 1’ordre de 39% (Thiberge et al., 2010 ;
Mcclain et al., 2009). 30% des genes de H. pylori seraient spécifiques a 1’espece. Cependant
environ 1200 génes sont communs a toutes les souches, et 200 a 400 genes situés
principalement dans des zones de plasticité ou dans I’ilot de pathogénicité cag (cag PAI), sont
présents de maniére variable entre les différentes souches (Varon et Mégraud, 2013).

Le génome de H. pylori contient 2 copies des génes de I’ARNr 16S et 23S ainsi que plusieurs
éléments mobiles (Alm et al., 1999).

La présence de plasmide a été observée chez plusieurs isolats de H. pylori (Minnis et
al., 1995). En effet, certaines études ont reporté que 58% d’isolats de H. pylori contiennent
des plasmides dont la taille varie de 1,8 a 40 kbp (Penfold et al., 1988).

La comparaison du génome des souches séquencées a permis de mettre en évidence une
grande diversité génétique chez H. pylori (Breurec, 2011). Cette diversité peut étre présentée
sous I’angle d’une microdiversité (polymorphisme intragénétique) et d’une macrodiversité
(absence ou présence d’un géne entre les souches) (Lehours, 2003).

Le polymorphisme génétique (microdiversité) trouvé entre le génome des différentes souches
séquencées apporte une explication au caractére quasi unique de chaque souche de telle sorte
que chaque souche isolée d'un sujet est virtuellement différente de toutes les autres (Labigne,
1994 ; Megraud, 1994).

La macrodiversité concerne principalement la présence ou I’absence de geénes entre les
souches (génes spécifiques de souches).

Ainsi selon les différentes études publiées (Salama et al., 2000 ; Gressmann et al., 2005 ;
Romo-Gonzalez et al., 2009) 20 a 25% des genes étaient « souches-spécifiques » ou « non-

ubiquistes » .
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La plupart de ces génes codent pour des protéines de fonctions inconnues, des transposases ou
des génes appartenant au systéme de restriction-modification.

Ces genes non-ubiquistes sont localisés principalement dans 2 grandes régions de I’ADN
génomique de H. pylori, le cag PAI et la zone de plasticité (PZ), caractérisées par un GC%
différent de celui du reste du génome. Le cag PAI est principalement transmis sous la forme
d’un bloc unique de 27 génes, tandis que la PZ contient de multiples transposases,
endonucléases, suggérant des phénomenes de recombinaison, insertion et délétion (Breurec,
2011). Cette diversité génétique permet a H. pylori d’adapter son génotype a celui de son héte
(Israel et al., 2001; Giannakis et al., 2008) et est probablement a 1’origine de la variabilité de
son pouvoir pathogéne.

La séquence génomique des différentes souches de H. pylori varie en fonction des régions

géographiques (Falush et al., 2003 ; Linz et al., 2007).

3. Epidémiologie de I’infection a H. pylori
3.1. Réservoir

L'estomac humain est le principal réservoir de H. pylori. C’est le microorganisme le
plus fréguemment retrouvé dans la muqueuse gastrique humaine en association avec les
cellules épithéliales (Cover et Blaser, 2009 ; Miendje Deyi, 2011). Sa localisation est
essentiellement antrale mais la bactérie peut étre présente dans toutes les parties de I’estomac
(Fig. 6)

Incissure

(Esophage cardiale
abdominal (angle de Hiss)

FUNDUS
(Grosse tubeérosité)
Cardia

Petite courbure

Incissure
angulaire

CORPS
Duodénum

Grande
courbure

FOND
(Petite tubérosité)

Figure 6: Différentes parties de I’estomac humain

https://lecorpshumain.fr/categories/anatomie/lestomac
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En dehors de la muqueuse gastrique, H. pylori a pu étre détecté dans la salive, les
selles (Momtaz et al., 2012) et la plaque dentaire (Al Sayed et al., 2014) par des méthodes de
Polymerase Chain Reaction (PCR). Ces réservoirs extra-gastriques sont transitoires et seraient

impliqués dans la transmission de la bactérie.

3.2. Prévalence de I’infection

L’infection a H. pylori est I’infection bactérienne chronique la plus répandue dans le
monde. Elle s’acquiert généralement pendant 1’enfance mais persiste toute la vie tant qu’il n’y
a pas d’éradication (Mégraud, 2003). Le taux d’infection varie en fonction de nombreux
critéres comme 1’4ge, 1’origine géographique et les conditions de vie.
Elle affecte au moins 50% de la population mondiale. Cependant il existe de grandes
disparités géographiques. En effet sa prévalence est tres élevée dans les pays en voie de
développement ou elle peut atteindre 90% tandis, elle est estimée a environ 20% dans les pays
occidentaux (Fig. 7). Cette disparité géographique peut s’expliquer par des études
épidémiologiques qui mettent en évidence que la prévalence de l'infection a H. pylori
augmente avec 1’age et diminue quand le statut socio-économique augmente (Lamouliatte et
al., 1992).

REENLAND DENVARX)

ALASKA (USA)

UNITED STATES OF AMERICA

Reported prevalence of H. pylori infection
- >90% -
I 80-90%
I 70-80%
[ 60-70%
1 50-60%
1 40-50%
[130-40%
[—120-30%
[1<20%
[ Unknown

Figure 7 : Prévalence de I’infection a Helicobacter pylori dans le monde en 2017 (Michael et al., 2017).
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Dans les pays non-industrialisés, cette prévalence augmente rapidement t6t apres la naissance
et peut atteindre 80 a 90% a I’age de 20 ans, et persiste a ce niveau pour le reste de la vie
adulte en absence d’éradication (Mégraud, 2003). Cependant, dans les pays industrialisés,
I’infection est relativement moins fréquente avant I’age de 25 a 30 ans. La prévalence s’¢leve
ensuite graduellement avec 1’age (Salles et Mégraud, 2007).

Les deux sexes (hommes et femmes) ont le méme risque de s’infecter a tout d4ge (Mégraud,
1993). Cependant, il semble que la prévalence de I’infection a H. pylori était légerement plus
élevée chez I’homme que chez la femme (Woodward et al., 2000).

Le statut socio-économique est le facteur le plus important dans I’infection a H. pylori. Plus la
population est pauvre, plus t6t elle sera infectée deés le jeune age, et plus élevé sera le taux
cumulé de I’infection (Brown, 2000).

Plusieurs études ont rapporté une diminution significative de la prévalence de I’infection a H.
pylori dans certains pays en développement avec 1’augmentation du niveau socioéconomique
et ’amélioration des conditions d’hygiéne (Ashtari et al., 2015 ; Darko et al., 2015 ; Frugis et
al., 2016).

3.3. Transmission

La transmission de I’infection a H. pylori de personne a personne a principalement
lieu au cours de la petite enfance (Mégraud et Broutet, 2000). Elle est facilitée par
I’immaturité de la muqueuse gastrique qui favorise I’implantation de la bactérie et par certains
facteurs influengant la contamination notamment 1’hygiéne, les gastro-entérites, les contacts
rapprochés et les logements surpeuplés (Vincent, 1996).
Les sources les plus probables de transmission directe de I’infection sont la voie oro-orale et
féco-orale.
3.3.1. La voie oro-orale

C’est la principale voie de transmission dans les pays développés. Elle se font par le
biais de la salive ou du liquide gastrique contaminés, lors de vomissement ou de reflux gastro-
oesophagien (RGO) (Granstrom et al., 1997).
Certaines pratiques culturelles peuvent également faciliter la transmission oro-orale. Par
exemple, dans les pays en voie de développements par les meres qui prémastiquent les

aliments des enfants (Mégraud, 2003).
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3.3.2. La voie féco-orale

Elle est plus présente dans les payes en voie de développement. En effet, la bactérie
peut-étre retrouvee dans les selles apres un transite accéléré. La transmission de H. pylori a un
autre hote a partir des selles pourrait se faire directement par les mains en cas d’hygi¢ne
déficiente ou encore a cause de 1’eau ou d’aliments contaminés (De Korwin et Lehours,
2010).

4. Facteurs de virulence de H. pylori

H. pylori possede une multitude de facteurs de virulence codés par des genes dont le
polymorphisme est a la base d’un déterminisme pathologique plus ou moins sévere. Ces
facteurs de pathogénicité peuvent déclencher et moduler la nature de la réponse inflammatoire
et altérer I’intégrité de la muqueuse gastrique conférant a cette bactérie un caractére
carcinogene et pro-inflammatoire (Mustapha, 2011).
4.1. Facteurs de colonisation et de persistance

4.1.1. L’uréase

H. pylori exprime une métalloenzyme a nickel de localisation cytoplasmique, I’uréase,
produite en quantité abondante (6 a 10% des protéines totales). Elle confere a H. pylori une
capacité de résistance a ’acidité gastrique unique dans le monde bactérien. Il a été observé
que les bactéries mutantes déficitaires en uréase sont incapables de survivre dans le milieu
gastrique (Eaton et al., 1991).

L’uréase est un déterminant essentiel de la virulence de H. pylori, elle intervient a la fois dans
les mécanismes de colonisation, de survie et de pathogeénicité.

Elle est codée par un opéron bicistronique comprenant les génes de structures de I'apoenzyme
(ureA et ureB) et cinqg genes urel, ureE, ureF, ureG, ureH codent pour les protéines
accessoires qui participent a l'activation de I'apoenzyme par incorporation des ions nickel
(Contreras et Labigne, 2003) (Fig. 8). L’activit¢ enzymatique de [’uréase dépend
indirectement du gene urel codant pour une porine membranaire qui forme un canal dont
I’ouverture et la fermeture sont contr6lées par les conditions acides du milieu gastrique
(Weeks et al., 2000 ; Toledo et al., 2002).

L’uréase hydrolyse l'urée présente dans I'environnement gastrique en permettant la production
d'ammoniac et de dioxyde de carbone. L’ammoniac produit par I’'uréase capte un proton pour
former I’ammonium, ce qui permet a la bactérie de maintenir son pH intracellulaire proche de
la neutralité (Smoot et al., 1990).
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L’ammoniac produit sous I’action de I’uréase est cytotoxique et peut aussi altérer I’épithélium
gastrique en inhibant le renouvellement et la réparation cellulaire (Kuwahara et al., 2000). Par
ailleurs, I’uréase contribue aux altérations tissulaires par recrutement des neutrophiles et des
monocytes dans la muqueuse et par I’induction de la production de cytokines pro-

inflammatoires (Harris et al., 1998) .

P ured P urel

‘E A B F ‘ H Genes

Figure 8 : Organisation de I’opéron uréase de Helicobacter pylori (Van Vliet et al., 2001).

4.1.2. Les flagelles et la mobilité

La rotation flagellaire est assurée par la protéine flagellaire motrice MotB codée par le
géne motB (Ottemann et Lowenthal, 2002). Les filaments flagellaires sont constitués d’un co-
polymere de flagellines FlaA (sous-unité majeure) et FlaB (sous-unité mineure) (Leying et al.,
1992; Suerbaum et al., 1993). FlaA et FlaB sont recouverts d’une gaine de composition
similaire a celle de la membrane externe de la bactérie permettant une protection contre
I’acidité gastrique (Josenhans et al., 1995). De plus, cette gaine diminuerait le relargage
d’épitopes immunogenes expliquant I’absence d’activation de la voie immunitaire innée du
Toll Like Receptor 5 (TLR5), ce qui permet a H. pylori d’échapper a la réponse immunitaire
et de persister dans la muqueuse gastrique (Lee et al., 2003).
La rotation des flagelles et la forme hélicoidale de la bactérie assure la propulsion de la
bactérie a travers le mucus gastrique trés visqueux lui conférant ainsi la capacité de se
mouvoir facilement dans la muqueuse jusqu’a atteindre les couches muqueuses profondes et
les cellules épithéliales. La motilité de H. pylori est indispensable pour assurer une meilleure
colonisation gastrique et contribuer a la pathogenese de la bactérie (Josenhans et al., 1995 ;
Eaton et al., 1996).
4.1.3. Les Adhésines

La capacité d’adherence de H. pylori a I’épithélium gastrique facilite la colonisation,
la persistance de ’infection et la délivrance des facteurs de virulence a I’intérieur des cellules

épithéliales.
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= BabA (Blood group antigen binding adhesin)
BabA est parmi les adhésines de H. pylori les plus étudiées. Elle est codée par les génes
babA1, babA2 et babB, se lie & I’antigéne de groupe sanguin Lewis® fucosylé situé a la surface
des cellules épithéliales (Zabaleta, 2012). Les souches BabA2+ sont plus souvent associées
aux pathologies gastriques séveres comme l’ulcere et I’adénocarcinome gastrique (Gerhard et
al., 1999).

= SabA (Sialic acid binding adhesion)
SabA est une protéine adhésine de 70kDa qui se lie a la structure sialylée de I’antigéne Lewis”
exprimé & la surface des cellules épithéliales. Elle est associée au risque de développement de
cancer gastrique mais pas au risque d’ulcére duodénal (Yamaoka et al., 2006).
SabA serait I’agent agglutinant des érythrocytes et des neutrophiles (Unemo et al., 2005 ;
Aspholm et al.,, 2006). La reconnaissance des neutrophiles par SabA permettrait leur
activation, et donc un relargage de radicaux oxygénés et azotés, induisant des lésions
épithéliales (Unemo et al., 2005 ; Yoshikawa et Naito, 2000) .

= Adherence associated lipoproteins Alp A et B

Les lipoprotéines d'adhérence associées AlpA et AlpB (adherence associated
lipoproteins) sont codées respectivement par les genes alpA (hp0912) et alpB (hp0913)
(Odenbreit et al., 1999) dont I'inactivation conduit pour chacun d'eux a une diminution de
I'adhésion au tissu gastrique humain (Labigne, 2003). AlpA et AlpB induisent des lésions
gastriques en modulant la cascade de signalisation pro-inflammatoires intracellulaires (Lu
et al., 2007).

4.2. Facteurs liés a I’inflammation et aux Iésions tissulaires
4.2.1. L’7lot de pathogénicité cag (cag PAI)

L’ilot de pathogénicité cag PAI (cytotoxin associated gene Pathogenicity Island) est
une région génomique de 40 kb comprenant une trentaine de genes (Blaser et Atherton, 2004).
Elle a été acquise au cours de 1’évolution, lors d’un transfert horizontal de génes d’une espece
inconnue (Gressmann et al., 2005 ; Olbermann et al., 2010). Les souches de H. pylori ont été
classées en deux catégories : celles qui possedent un ilot de pathogénicité cag complet et
fonctionnel et celles qui en sont totalement ou partiellement dépourvues (Covacci et al.,
1999). Associé aux pathologies cliniques, la présence de I’Tlot de pathogénicité augmente le
risque de développement de gastrite atrophique, de maladies ulcéreuses et de pathologies
tumorales comparativement aux souches qui en sont dépourvues (Kuipers et al., 1999 ;

Parsonnet et al.,1997). Cet Tlot code pour un systéme de sécrétion type IV (SSTIV) permettant
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la translocation de la protéine CagA, du peptidoglycane ainsi que d’autres éléments a
I’intérieur de la cellule épithéliale (Covacci et al., 1993 ; Censini et al., 1996 ; Akopyants et
al., 1998).
= Le systéeme de sécrétion de type IV (SSTIV)

Le SSTIV est un complexe multimérique composé de I’assemblage de 11 protéines,
VirB1 a 11, couplées & une NTPase, VirD4. Il est localisé au niveau de la membrane de H.
pylori. De structure analogue a une seringue (Fig. 9A), il joue le réle de transporteur et assure
les échanges génétiques (conjugaison et transfert d’ADN), ainsi que le transport de divers
substrats a travers la membrane cellulaire. 1l contribue a la virulence de H. pylori en assurant
la translocation de facteurs bactériens a I’intérieur de la cellule épithéliale notamment le
peptidoglycane (PG), ainsi que la proteine CagA, responsable de nombreux effets délétéres
sur la cellule épithéliale tels que des réarrangements du cytosquelette d’actine, une
déstabilisation des jonctions cellulaires au niveau des jonctions serrées et des jonctions
adhérentes (Backert et Selbach, 2008) (Fig. 9B).
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Figure 9 : Assemblage du systeme de sécrétion de type IV et conséquences au niveau de la signalisation cellulaire
induite par la translocation de CagA dans la cellule héte (Backert et Selbach, 2008).
A : Modele hypothétique du SSTIV. B : L'activité fonctionnelle du pilus SSTIV nécessite des récepteurs d'intégrine de
la cellule hote.
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Le SSTIV active la réponse inflammatoire via le récepteur NODZ1(Nucleotide-binding
oligomerization domain-containing protein 1) qui reconnait ces éléments du peptidoglycane
de H. pylori activant ainsi la voie du NF-kB (Nuclear Factor kB), ce qui permet I’induction de
la synthése de I’interleukine-8 (IL-8) a partir des cellules éepithéliales (Viala et al., 2004 ;
Roesler et al., 2014).
» Laprotéine CagA

La protéine bactérienne CagA est codee par le gene cagA présent a I’extrémité 3’ de
I’1lot cag PAI (Covacci et al., 1993). Cette protéine de 135-145 kDa est injectée a I’intérieur de
la cellule épithéliale par le SSTIV. Une fois injectée, elle est phosphorylée par les kinases de
la famille Abl et Src au niveau d’une tyrosine située dans un motif EPIYA (Glu-Pro-lle-Tyr-
Ala) présent en plusieurs copies et localisé dans la partie C-terminale de la protéine (Selbach
et al., 2004 ; Stein et al., 2002). En fonction des séquences flanquantes des motifs EPIYA, 4
segments EPIYA peuvent étre distingués, EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C et EPIYA-D (Aras
etal., 2003 ; Kim et al., 2006) (Fig. 10).

CagA de I’occident
Région EPTYA
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Figure 10 : Polymorphisme de la région C-terminale de la protéine CagA et

structure des motifs répétés EPI'YA (Hatakeyama, 2009).
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Dans les pays Occidentaux, les régions contenant les motifs EPIYA des souches de H. pylori
correspondent a un arrangement des segments EPIYA-A, EPIYA-B et EPIYA-C (présent
pour ce dernier en 1 a 3 copies) alors que les souches de H. pylori d’Extréme Orient (Japon,
Chine, Corée) possédent un segment EPIYA-D. Les types C et D ont été associés a un risque
plus important de cancer (Ren et al., 2006).

La phosphorylation de la protéine CagA entraine des altérations morphologiques cellulaires
désignés par « becs de colibris » (Odenbreit et al., 2000 ; Stein et al., 2002). La protéine
CagA phosphorylée interagit avec plusieurs effecteurs a I’intérieur de la cellule hote. Son
association avec la tyrosine phosphatase SHP-2 induit I’activation des kinases ERK 1 et 2
(Higashi et al., 2002). CagA perturbe également le cycle cellulaire de la cellule épithéliale via
I’activation du facteur de transcription AP-1 qui est a I’origine de 1’expression des proto-
oncogenes (Naumann et al., 1999) .

La protéine CagA non phosphorylée peut aussi avoir des effets pathogénes a I’intérieur de la
cellule. Sa simple translocation entraine 1’activation aberrante de la B-caténine, des altérations
au niveau des jonctions cellulaires apicales et une perte de polarité cellulaire (Suzuki et al.,
2005).

4.2.2. La cytotoxine vacuolisante A (VacA)

Toutes les souches de H. pylori possédent le géne vacA codant pour une cytotoxine
vacuolisante appelée protéine VacA. Toutefois, seules certaines souches expriment la forme
active de la cytotoxine (Atherton, 1997 ; Cover, 1996).

Au cours de sa sécrétion la protéine VacA va étre clivée aux extrémités N-terminale et C-
terminale (Rieder et al., 2005). Au niveau extracellulaire, la protéine mature est clivée en
deux sous-unités A et B de 33 et 55 kDa liées de fagcon non covalente. La toxine se lie aux
cellules épithéliales par ’intermédiaire de la plus grande sous-unité, puis elle est internalisée
et localisée autour du noyau (Garner et Cover, 1996).

La séquence de vacA présente une grande diversité allélique au niveau de trois principales
régions (Fig. 11) :

-la région s codant pour la séquence signal de la protéine, elle correspond a 2 alleles
différents avec sl (les sous types sla, slb et slc) qui est associé a la toxine complétement
active, et s2 qui produit une extension N-terminal courte bloguant la formation de vacuoles
(Atherton et al., 1995).

-la région i (intermédiaire) codant pour la sous unité p33. Cette région est divisée en 3 alléles
i1, i2 et i3 (Rhead et al., 2007).
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-la région centrale m codant pour une partie de la sous unité p55 avec les alleles m1 et m2
(m2a et m2b), ml provoque une activité vacuolisante plus forte que m2 (Atherton et al.,
1995 ; Blaser et Atherton, 2004).

Par ailleurs, la région de délétion d dont le réle reste encore mal connu est divisee en 2 alléles.
d1 sans délétion et d2 avec une délétion de 69 a 81 pb (Ogiwara et al., 2009).

Ce polymorphisme génique conduit a différentes combinaisons alléliques possibles et a une
activité cytotoxique variable suivant les souches (Pelayo Correa et Blanca Piazuelo, 2011).
Ainsi, les souches s1/ml sont les plus virulentes et corrélées a un risque accru de cancer
gastrique et d’ulcére, elles sont suivies de s1/m2 alors que les souches s2/m2 n’ont pas

d’activité cytotoxique et les souches s2/m1 sont rares (Kusters et al., 2006).

vacA s1/i1/d1/m1

s1 i1 d1 m1
vacA s2/i2/d2/m2

- AR L
s2 i2 d2 m2

Figure 11 : Représentation schématique des alleles vacA (Suzuki et al., 2012).

VacA induit de multiples activités cellulaires, elle altere la structure de la cellule épithéliale,
en agissant sur le cycle cellulaire et joue un rdle dans la modulation de la réponse
inflammatoire (Cover et Blanke, 2005). Elle peut s’accumuler au niveau de la membrane
interne des mitochondries induisant une diminution du potentiel transmembranaire
mitochondrial, une libération du cytochrome c, I’activation des caspases 8 et 9 et I’induction
de I’apoptose (Fig. 12) (Peek et al., 1999 ; Galmiche et al., 2000 ; Cover et al., 2003 ;
Willhite et al., 2003 ; Manente et al., 2008).
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Figure 12 : Différentes actions cellulaires de VacA au cours de I’infection

chronique par H. pylori
(1) Attachement de VacA a la surface de la cellule épithéliale, (2) Fixation de VacA sur son récepteur et
initiation de la réponse inflammatoire, (3) Accumulation de vacA a la membrane mitochondriale et induction de
I’apoptose, (4) Induction de la vacuolisation, (5) Formation d’un canal membranaire constitue de plusieurs
molécules VacA entrainant une libération des nutriments hors de la cellule épithéliale, (6) Vac A traversant les
jonctions serrées intercellulaires et inhibition de ’activation et prolifération des lymphocytes T (Kusters et al.,
2006).
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4.2.3. Le lipopolysaccharide (LPS)

Le LPS est un lipoglycane phosphorylé retrouvé au niveau de la membrane externe
des bactéries a Gram négatif. Le LPS est composé de 3 éléments : une chaine polysaccharide
ayant une partie constante « core » et une autre variable correspondant a I’antigéne O et le
lipide A. Le lipide A est responsable de I’activité biologique et immunologique du LPS. Le
LPS de H. pylori est considéré comme un facteur de virulence important. Cependant, le lipide
A du LPS de H. pylori est 1000 fois moins actif biologiquement que le LPS de E. coli
(Moran et Aspinall, 1997). Mais, il semble que le LPS de H. pylori pourrait étre un ligand du
TLR2 dont I’activation induit, via une cascade de voies de signalisation, I’activation de NF-
kB et I’induction de chimiokines (Smith et al., 2011).

Plus de 80 % des souches de H. pylori sont porteuses d’antigénes Lewis qui correspondent a
I’antigéene O (Simoons-Smit et al., 1996 ; Wirth et al., 1996). La chaine O du LPS de H.
pylori a une composition similaire aux antigenes de type Lewis X ou Y des groupes sanguins
également retrouvés au niveau des cellules épithéliales gastriques (Vandenbroucke-Grauls et
Appelmelk, 1998). Ceci a pour conséquence un échappement a la réponse immunitaire,
favorisant la colonisation et I’adhésion cellulaire tout en contribuant ainsi a la chronicité de
I’infection et a I’apparition d’une atrophie gastrique (Appelmelk et al., 2000 ; Appelmelk et
al., 1996 ; Moran, 1996).

4.2.4. Le Peptidoglycane (PG)

Le peptidoglycane (PG) forme la paroi des bactéries Gram négatives et Gram
positives. Au cours de I’infection par H. pylori, le PG est un acteur de I’induction de la
réponse immunitaire innée et de I’inflammation (Chaput et al., 2006). La translocation du PG
de H. pylori a I’intérieur de la cellule épithéliale dépend de la présence chez la bactérie d’un
SSTIV fonctionnel (Viala et al., 2004). L’interaction du PG injecté avec la protéine
intracellulaire motifs-reconnaissante Nod-1, détectrice spécifiqgue du PG, induit I’activation
d’une réponse inflammatoire NF- kB dépendante entrainant la sécrétion de I’IL-8 et de la -
défensine 2 (Boughan et al., 2006 ; Grubman et al., 2010).

4.2.5. Autres protéines pro-inflammatoires

=  QipA (Outer inflammatory protein)
OIipA est une protéine de la membrane externe, pro-inflammatoire qui contribue a 1’induction
de I’IL-8 et par conséquent a 1’aggravation de I’inflammation (Patel et al., 2014). 1l existe un
polymorphisme de OipA. La présence chez H. pylori du géne oipA sous une forme

fonctionnelle est significativement associée aux ulceres duodénaux, au cancer gastrique et des
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infiltrations accrues de polynucléaires neutrophiles et d’une augmentation de la synthese d'IL-
8 (Yamaoka et al., 2000 ; Franco et al., 2008). OipA contribue également a I’induction de la

métalloprotéase matricielle MMP-1 fortement associée au cancer gastrique (Wu et al., 2006).

= HP-NAP (H. pylori Neutrophil Activating Protein)
La protéine HP-NAP est impliquée dans le recrutement des monocytes et des polynucléaires

neutrophiles au site de l’infection (Contreras et Labigne, 2003).

= Duodenal ulcer promoting gene (DupA)
Le gene dupA est situé dans la zone de plasticité du génome de H. pylori et semble étre un
marqueur de virulence. In vitro, DupA augmente la production d’IL-8 (Lu et al., 2005).
L’association entre la présence de dupA et le risque élevé de développement d’ulcére
duodénal et/ou cancer gastrique est tres variable entre différentes populations (Wroblewski et
al., 2010).

» Induced Contact Epithelium (iceA)
Le gene iceA a été identifié chez H. pylori isolée a partir des patients souffrant de gastrite et
d’ulcére duodénal. Il y a deux principales variantes alléliques du géne: iceAl et iceA2
(Yakoob et al., 2015). L’expression de iceA est induite par le contact avec 1I’épithélium. Le
génotype iceAl est associé avec la sécrétion élevée de I'lL-8 par la muqueuse et
I’inflammation aigue de ’antre. Plusieurs études suggerent une association du variant iceAl
avec 1’ulcére duodénal. En revanche, iceA2 n’a aucune homologie avec les génes connus, et la
fonction du produit iceA2 n’est pas encore claire en dépit du fait que cet allele est associé a la

gastrite asymptomatique et la dyspepsie non ulcéreuse (Amjad et al., 2010) .

5. Pathologies associées a I’infection a H. pylori

L’infection a H. pylori entraine toujours une réaction inflammatoire de la muqueuse
gastrique. La gastrite liée a H. pylori est asymptomatique dans la majorité des cas (85%) mais
peut evoluer vers des pathologies plus séveres comme le lymphome gastrique du MALT dans
environ 0,1% des cas, 1’ulcere gastrique et duodénal dans 5 a 10% des cas et 1% des cas qui

présentent une gastrite atrophique évolue vers un adénocarcinome (Fig.13).
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Figure 13: Pathologies induites par I’infection a H. pylori (Mégraud et al., 2015).

5.1. Pathologies digestives
5.1.1. Gastrite aigue et chronique

L’infection & H. pylori provoque une réaction inflammatoire de la muqueuse
gastrique : c’est la gastrite (Fig.14). Elle induit une infiltration massive de polynucléaires
neutrophiles au niveau de la muqueuse gastrique. La phagocytose des bactéries provoque la
libération de substances toxiques induisant des Iésions et aboutit a une diminution du nombre
de glandes gastriques (De Vries et Kuipers, 2007 ; Graham et al., 2004). L’inflammation et la
persistance de H. pylori permettent le passage de la gastrite aigue vers une gastrite chronique.
A ce stade, une forte corrélation existe entre le niveau de sécrétion d’acide, la distribution de
la gastrite et I’évolution vers 1’ulcére ou le cancer (Kusters et al., 2006). La gastrite fundique
ou touchant I’ensemble de I’estomac est généralement associée a une hypochlorhydrie
pouvant évoluer vers I’ulcére gastrique puis une atrophie avec un risque de cancer gastrigque.
La gastrite a prédominance antrale au contraire, provoque une hyperchlorhydrie qui peut

conduire au développement d’un ulcére duodénal (Atherton, 2006).
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Figure 14: Aspects endoscopiques des gastrites

http://allodocteur.blogspot.com/2013/10/gastrite-estomac.html

5.1.2. Ulcere gastrique et duodénal

Les ulcéres se caractérisent par des lésions pénétrant jusqu’a la couche musculaire. H.
pylori est responsable de 70% des ulceres gastriques et de 90% des ulcéres duodénaux
(Mégraud et Lamouliatte, 1992) (Fig.15).

Figure 15: Ulcéres visualisés lors d’une endoscopie.
A. Ulcere gastrique prépylorique - B. Multiples ulcéres bulbaires
(Photo de R. Ntounda, CHU-Saint Pierre)

L’ulcére gastrique est localisé vers 1’antre, plus précisément dans la région de transition entre
le corps de I’estomac et I’antre. L’ulcére gastrique résulte d’une pangastrite associée a une

normochlorhydrie ou une hypochlorhydrie (Atherton, 2006).
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L’ulcere duodénal est localisé au niveau du bulbe duodénal qui est le plus exposé a I’acidité
gastrique. La gastrite a prédominance antrale associée a une hyperchlorhydrie entraine le
développement de 'ulcére duodénal et produirait alors une métaplasie antrale protectrice
(Atherton, 2006).
5.1.3. Adénocarcinome gastrique

L’adénocarcinome gastrique est le quatrieme cancer a I’échelle planétaire par sa
fréquence et le deuxieme par sa mortalité (Yaghoobi et al., 2010). En 1994, ’'OMS conclut
que I’infection a H. pylori est carcinogene de type I pour I’homme.
D’un point de vue anatomopathologique, il est nécessaire de distinguer deux grands groupes
d’adénocarcinomes en fonction de leur localisation : les tumeurs du cardia, qui pour la plupart
ne sont pas liées a l’infection a H. pylori, et celles de la partie distale de 1’estomac.
L’infection par H. pylori est associée uniquement aux cancers distaux. Selon des criteres
histologiques établis par Lauren, il existe deux types d’adénocarcinomes gastriques : le type
diffus composé de cellules néoplasiques individuelles infiltrantes qui ne forment pas de
structures glandulaires et 1’adénocarcinome de type intestinal qui progresse a travers une série
d’étapes histologiques (Correa, 1996 ; Wroblewski et al., 2010). Ce dernier est initié par la
transition d’une muqueuse normale vers une gastrite chronique superficielle suivie d’une
atrophie gastrique et d’une métaplasie intestinale pour enfin engendrer une dysplasie et un

adénocarcinome (Sipponen et al., 2000).

Figure 16 : Adénocarcinome gastrique visualisé par endoscopie.
(Photo de R. Ntounda, CHU-Saint Pierre)

Le rdle de H. pylori dans la genése de lI'adénocarcinome gastrique a été clairement démontré

par la mise en évidence de mécanismes cellulaires de carcinogenése par la bactérie. H. pylori
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a un effet carcinogene direct via la production de facteurs de pathogénicité comme la protéine
CagA (Ding et al., 2007).
Le stress oxydatif généré au cours de I’infection peut contribuer a un dysfonctionnement
cellulaire et H. pylori induit des dommages oxydatifs directs au niveau de I’ADN (Baik et al.,
1996 ; Farinati et al., 1998 ; Obst et al., 2000). La fréquence des polymorphismes génétiques
plus ou moins virulents des géenes cagA et vacA dans les différentes populations du globe est
bien corrélée avec le taux d’incidence de cancers (Rhead et al., 2007 ; Basso et al., 2008 ;
Jung et al., 2009 ; Jang et al., 2010). Plusieurs polymorphismes de I'h6te tels que celui de
l'interleukine 1 peuvent accroitre la réponse inflammatoire a la bactérie favorisant 1’évolution
vers le cancer (EI-Omar et al., 2000).
5.1.4. Lymphome gastrique de MALT

C’est un lymphome extra-ganglionnaire, qui se développe a partir du tissu lymphoide
associé aux muqueuses (MALT) (Fig.17). A I’état normal, la muqueuse gastrique est
dépourvue de lymphocytes. Lors de I’infection chronique par H. pylori, la réaction
inflammatoire induit un afflux de lymphocytes de type B au niveau de la muqueuse gastrique.
Dans certains cas, suite a une immuno-stimulation, le tissu lymphoide peut s’organiser en
follicules lymphoides. Le lymphome se caractérise alors par une prolifération monoclonale
des lymphocytes B de la zone marginale des follicules lymphoides (Zucca et al., 1998). La
prolifération de ces lymphocytes entraine une destruction des glandes gastriques et aboutit a
la formation de lésions épithéliales tumorales d’aspect micronodulaire décelables en

endoscopie digestive (Capelle et al., 2008).

= r Er—— e o —

Figure 17 : Lymphome gastrique du MALT (Suzuki et al, 2009).
(A) Endoscopie réalisée 1 mois apres éradication de H. pylori. Lésion nodulaires montrant des spots rouges dans
le fond de I’image. (B) Endoscopie réalisée 22 mois apres éradication. Régression des lésions.
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5.2. Pathologies extra-digestives

L'évolution prolongée de la gastrite chronique induite par H. pylori a fait suspecter un
lien avec des pathologies extra-digestives, susceptibles d'étre favorisées ou entretenues par
I'inflammation chronique (Malfertheiner et al., 2012).
-Le purpura thrombopénique idiopathique (PTI) est une pathologie auto-immune qui se
manifeste par une destruction des plaquettes, elle fait intervenir une réponse immunitaire
humorale et cellulaire. Plusieurs études revendiquent 1’association entre le PTI et I’infection a
H. pylori (Audia et al., 2011). L'éradication de la bactérie, dans certaines eétudes,
s'accompagnait d'une augmentation du taux de plaquettes, mais avec une association variable
et des succes inconstants (Stasi et al., 2009).
- L’anémie ferriprive inexpliquée, cette anémie serait causée par une malabsorption du fer liee
a une hypochlorhydrie (en relation avec la gastrite chronique diffuse) et/ou par le saignement
occulte d'érosions gastriques (Goddard et al., 2011). En plus, I’infection a H. pylori entraine
une diminution de concentration de vitamine C dans le suc gastrique, ce qui entrainerait la
diminution de I'absorption du fer (Annibale et al, 2003).
- De nombreuses autres pathologies ont été attribuées a H. pylori, sans association directe de
causes a effets : dyspepsie fonctionnelle, complications ischémiques de la maladie
athéromateuse (AVC et cardiopathie ischémique), troubles cardiovasculaires, pathologies
auto-immunes, maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson, migraines, retard de
croissance,... (Atherton et Blaser, 2009). Ces résultats, bien qu'intéressants, n'ont
actuellement pas d'impact en pratique clinique (De Korwin et Lehours, 2010).
6. Facteurs influenc¢ant 1’évolution vers la pathologie

L’évolution d’une infection asymptomatique a H. pylori et d’une inflammation
chronique vers des pathologies gastroduodénales plus séveres est la conséquence d’une
interaction complexe entre les facteurs de virulence et la diversité génétique de la souche
bactérienne, les polymorphismes génétiques et les prédispositions de 1’hote et les facteurs
environnementaux. Ainsi le déterminisme pathologique associé a H. pylori est dépendant des

facteurs bactériens, de I’hote et de I’environnement (Fig.18).

6.1. Facteurs bactériens

Les facteurs de virulence de H. pylori jouent un réle déterminant dans 1’issue de
I’infection et ceci est du a la vaste hétérogénéité génétique présente chez la bactérie. Certains
facteurs de virulence sont présents uniquement dans certaines souches et certains sous-types

sont parfois corrélés a une pathologie plus ou moins sévére (Yamaoka, 2010). Le genotype
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s1ml de VacA et les souches CagA positives sont associés a un risque élevé d’ulcére duodénal
et d’adénocarcinome gastrique.
6.2. Facteurs de I’hote

Les facteurs de virulence bactériens ne sont pas les seuls déterminants qui contribuent
a I’évolution de I’infection vers des stades pathologiques séveéres (Mustapha, 2011). La
réponse inflammatoire et immunitaire, le degré de sécrétion acide et la prédisposition
génétique de 1’hote participent aussi a 1I’expression pathologique de I’infection.
6.2.1. Réponse inflammatoire et immunitaire chez I’héte

L’infection a H. pylori est responsable d’une inflammation gastrique chronique
symptomatique ou asymptomatique chez 1’hote infecté (Robinson et al., 2007).
La persistance de la bactérie provoque une forte réponse immunitaire cellulaire et humorale
impliquée dans les lésions gastriques. L’adhérence de H. pylori a I’épithélium gastrique via
les adhésines, ou par la secrétion de toxines bactériennes capables de pénétrer dans les
cellules (PG, uréase, protéine CagA) provoque la libération de facteurs chimiotactiques et de
cytokines, notamment 1’1L-8 par les cellules épithéliales qui ont un rdle chimiotactique sur
les polynucléaires, les macrophages et les lymphocytes qui vont a leur tour produire des
cytokines essentiellement pro-inflammatoires et entretenir I’inflammation gastrique (Van
Doorn et al., 1999 ; Lamarque et al., 2002).
L’activation des lymphocytes B et T permet d’orienter la réponse vers la voie Thl qui
favorise 1’immunité cellulaire alors que H. pylori est un pathogéne extracellulaire. Ceci peut
contribuer a expliquer 1’échec de 1’élimination de cette bactérie par la réponse immune de
I’hote (Blaser et Atherton, 2004). Les cytokines produites par les cellules T conduisent a la
réponse humorale qui fait intervenir les lymphocytes B responsables de la production
d’immunoglobulines IgA et IgG (Vaughan et Chisholm, 2011).
Les cytokines pro-inflammatoires produites abondamment lors de la réaction inflammatoire,
ainsi que les radicaux libres et le monoxyde d’azote, conduisant a une inflammation active
chronique qui provoque I’apoptose et 1’atrophie des cellules épithéliales (Lamarque et al.,
2003).
6.2.2. Perturbation de la sécrétion acide

H. pylori peut inhiber ou stimuler la sécrétion d’acide en fonction du contexte de
I’infection. L’infection aigue est souvent associée a une hypochlorhydrie résultant d’une
surproduction de la cytokine pro-inflammatoire IL-1B (Schubert et al., 2008).
L’infection chronique par H. pylori peut induire une hypochlorhydrie ou une

hyperchlorhydrie selon la distribution et sévérité de la gastrite (Atherton, 2006).
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6.2.3 Polymorphismes genétiques de I’hdote

Les polymorphismes génétiques de 1’hdte touchant les génes impliqués dans la
réponse inflammatoire sont associés a une predisposition au cancer gastrique et sont aussi
impliqués dans 1’évolution de I’infection a H. pylori.
En effet, Les sujets ayant des polymorphismes d’expression élevée de I’IL1-p ont un risque
plus élevé de développer une hypochlorhydrie, une atrophie gastrique et un adénocarcinome
gastrique (EI-Omar et al., 2000). Il en est de méme pour les génes codant pour I’1L8, I’1L10 et
le TNFa sont aussi associés au risque de cancer gastrique (EI-Omar et al., 2003).
Ces génotypes peuvent varier considérablement entre les populations humaines (EI-Omar et
al., 2000).

6.3. Facteurs environnementaux

Certains facteurs environnementaux contribuent a I’évolution de I’infection a H.
pylori, parmi ces facteurs exogénes, 1’alimentation : une consommation élevee de sel et
d’aliments salés favorise I’atrophie gastrique et le cancer de 1’estomac (Tsugane et Sasazuki,
2007). La production de cytokines pro-inflammatoires en réponse a un régime riche en sel
pourrait contribuer au processus de carcinogenése et moduler ’expression génique de H.
pylori (Loh et al., 2007 ; Gancz et al., 2008).
Les nitrites sont également un facteur de risque. Ils proviennent essentiellement des procédés
de fabrication (salaisons, fumaisons, conserves) (Jakszyn et Gonzalez, 2006 ; Mitry et al.,
2011). Une alimentation appauvrie en fruits et légumes est également corrélée a un risque
accru de cancer gastrique (Kobayashi et al., 2002), les antioxydants naturels joueraient au
contraire un réle protecteur (Wroblewski et al., 2010).
Le tabagisme est un autre facteur qui favorise la progression des lésions pré-néoplasiques et
I’évolution vers le cancer gastrique, augmente le risque d’ulcére duodénal et retarde la

cicatrisation des ulceres (Camargo et al., 2007 ; Koivisto et al., 2008).
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Figure 18: les facteurs bactériens, de I’hote et environnementaux impliqués dans la pathogenése liée a

I’infection a H. pylori (Wroblewski et al., 2010).

7. Méthodes de diagnostic biologique de H. pylori

La recherche de l'infection a H. pylori doit étre réalisée en dehors de toute prise
récente d'antibiotiques ou d'anti-sécrétoires (IPP) du fait du risque de faux négatifs (De
Korwin et Lehours, 2010 ; Mégraud et al., 2014).
Les méthodes de diagnostic de I’infection a H. pylori comprennent des méthodes
immunologiques, biochimiques, microbiologiques et anatomopathologiques. Ces méthodes
sont divisées en deux types: les méthodes dites directes ou invasives et les méthodes
indirectes ou non invasives.
Le choix des méthodes diagnostiques repose sur leurs disponibilités, la nécessité de connaitre
la sensibilité aux antibiotiques et sur la prise en compte des avantages et inconvénients de
chaque technique ainsi que de leurs codts respectifs (Tableau. 2).
7.1. Méthodes invasives
Ces méthodes nécessitent la réalisation de biopsies gastriques effectuées lors d’une

endoscopie gastroduodénale.
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7.1.1. L’examen anatomopathologique

L'examen anatomopathologique est la méthode de diagnostic la plus fréquemment
utilisée. C’est la technique privilégiée en routine en raison de sa disponibilité, de sa réalisation
aisée dans les laboratoires et de sa fiabilité (De Korwin, 2003).
La détection de H. pylori dépend de la densité bactérienne, du nombre et de la taille des
biopsies, de la méthode de coloration et de I'expertise de I'anatomopathologiste. La répartition
de la bactérie sur la muqueuse gastrique est hétérogene et peut étre affectée par un traitement
antérieur par antibiotique ou IPP, de multiples biopsies sont nécessaires pour affirmer
I’infection.
L’évaluation histologique des biopsies gastriques (deux biopsies fundiques, deux biopsies
antrales et une biopsie dans I’angulus) permet de déterminer I’intensité et la topographie de la
gastrite selon un score conforme a la classification de Sidney (Dixon et al., 1996), qui est
actuellement la classification internationale des gastrites (Fig.19).
Le gros avantage de cette méthode est qu’elle permet conjointement le dépistage de la gastrite
et la recherche de complications, telles que 1I’atrophie, la métaplasie intestinale et la dysplasie
(Dixon et al., 1996).

Nomal  Léger Modéré Severe Nommal —Léger Modéré Sévere

LR )
®
Lymphocytes Métaplasie intestinale
Score 0 1 2 3 0 1 2 3

Figure 19 : Classification de Sydney (Dixon et al., 1996)
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L’utilisation de colorants permet de détecter la présence de H. pylori ; divers colorants sont
utilisés mais en pratique, I’association hématoxyline et Giemsa permet d’obtenir d’excellents
résultats. La sensibilite et la spécificit¢ de I'examen anatomopathologique est élevée,
supérieure a 90%, et cette technique est accessible a tous les centres d'endoscopie digestive
(De Korwin, 2003).
7.1.2. Le test rapide a I’uréase

Son principe repose sur la forte activité uréasique de H. pylori qui transforme I’urée en
ammoniac et dioxyde de carbone provoquant une augmentation du pH du milieu de réaction
et fait virer la couleur de I’indicateur de pH du jaune au rose violacé dans un délai de 1 heure,
ce qui indique la présence de H. pylori.
Il existe plusieurs Kits commercialisés : CLOtest ®, Pyloritek ®, ProtonDry® (Uotani et
Graham, 2015) dont la sensibilité et la spécificité sont de I’ordre de 90% chez les patients non
traités (Lamarque et al., 2012). La positivité du test permet de prescrire un traitement
empirique d’éradication mais sa négativité n'exclue pas une infection en raison de sa
sensibilité qui peut étre insuffisante si la densité bactérienne est faible a cause des
antibiotiques ou des IPP, donc il doit étre couplé a un autre test comme I'anatomopathologie
afin d’améliorer la sensibilité diagnostique (Midolo et Marshall, 2000 ; Calvet et al., 2013).
7.1.3. La culture bactérienne

La culture est la méthode diagnostic la plus spécifique et constitue le test de référence
le plus fiable pour affirmer la présence de H. pylori et tester la sensibilité aux antibiotiques,
mais elle nécessite des conditions particulieres pour maintenir la viabilité des bactéries et sa
réalisation nécessite un personnel entraine (De Korwin, 2003).

Elle a une spécificité maximale 100% et sa sensibilité est excellente quand elle est réalisée
dans de bonnes conditions. Le facteur limitant est surtout le transport rapide des biopsies qui
doit étre effectué dans une atmosphéere de microaérophilie réfrigérée a + 4 °C pendant
I’acheminement au laboratoire en moins de 4h. Au dela de 4h, I’usage d’un milieu gélose
semi-solide de transport de type Portagerm Pylori est indispensable. Aprés 24h, il est
préférable de les congeler a -70 °C ou dans de I'azote liquide (Heep et al., 1999).

Ces contraintes de transport, la difficulté et le colt de la culture sont des obstacles a la
diffusion de la méthode en pratique courante.

En pratique, la culture n’est réalisée qu’a la demande, généralement apres deux échecs
d’éradication afin d’obtenir un antibiogramme, deux biopsies sont réalisées, 1’une antrale

et I’autre fundique (Lamarque et al., 2012 ; Mégraud, 2010).
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La culture permet aussi de caractériser certains marqueurs de virulence et de réaliser
un typage génétique pour les études épidémiologiques (De Korwin, 2003).
7.1.4. L’amplification génique

L’amplification génique par PCR est une technique de biologie moléculaire permettant
de détecter I’ADN de H. pylori. Elle peut étre réalisée sur différents supports : biopsie fraiche,
liquide gastrique, selles, urines, salive, plaque dentaire (Rimbara et al., 2013).
Les performances diagnostiques sont supérieures a celle de I'histologie et de la culture. La
sensibilité est de 98,2% et la spécificité de 97,5% (Tankovic et al., 2007).
La détection moléculaire est une alternative a la culture avec antibiogramme et présente
I’avantage d’étre une méthode rapide réalisable sur des bactéries non viables.
- Plusieurs techniques sont utilisées:
v' La PCR standard : aprés extraction de I’ADN, I’amplification est effectuée en
utilisant des amorces ciblant des génes spécifiques de H. pylori : ARNr16S, ARNr23S,
ureA, cagA, vacA...(Megraud et Lehours, 2007). Les produits PCR peuvent étre
utilisés a des fins de typage moléculaire.
v' La PCR en temps réel : elle permet une détection et une quantification rapide de la
bactérie grace a I’adjonction d’une sonde. Elle est utilisée pour la détection des
mutations a I’origine de la résistance a la clarithromycine (Tankovic et al., 2007).
v Le kit GenoType HelicoDR® : basé sur la PCR multiplexe couplée a I’hybridation
sur bandelette, permet la détection de H. pylori et des résistances associées a la
clarithromycine et aux fluoroquinolones (Cambau et al., 2009).
7.2. Méthodes non invasives

Les méthodes non invasives sont utilisées lorsqu’il n’est pas nécessaire de procéder a
une endoscopie. Elles sont surtout pratiquées pour contréler I’éradication de H. pylori apreés
traitement.
7.2.1. La sérologie

Les méthodes immunoenzymatiques ELISA permettent la détection des anticorps 19G
spécifiques de H. pylori dans le sérum qui apparaissent deux a trois semaines aprées le début
de I’infection, ses performances sont supérieures a 90% (De Korwin et al., 2014 ; Burucoa et
al., 2013). Les avantages de la serologie sont son faible codt, sa large disponibilité et sa
rapidité de réalisation.
Les résultats sérologiques ne sont pas affectés par la prise médicamenteuse (antibiotique ou
anti-sécrétoire), 1’hémorragie ou la diminution de la charge bactérienne. Ainsi, la sérologie

est intéressante lorsque 1’utilisation des autres techniques est impossible ou risque de donner
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des faux négatifs. Cependant, elle n’est pas adaptée au contrdle post thérapeutique, puisque la
séroposivité peut se maintenir des années aprés un traitement d’éradication efficace de H.
pylori (Mégraud, 2010).
D’autres techniques sérologiques peuvent étre utilisées, telle que le Western-Blot,
agglutination au latex, hémagglutination, immunochromatographie, immunofluorescence.
7.2.2. Le test respiratoire a I’'urée marquée

Le test respiratoire a 1’urée marquée au *C permet de détecter une infection active a H.
pylori gréace a I’activité uréasique de la bactérie (Lamarque et al., 2012).
Il consiste a faire absorber au patient de 1’urée marquée au “C (isotope stable non radio-actif).
Le =CO, qui résulte par hydrolyse de I'urée est détecté dans I’air expiré 30 min apres
I’ingestion. La détection du CO, se fait par spectrométrie infrarouge ou spectrométrie de
masse. Le taux du *CO, dégagé est comparé a celui obtenu juste avant 1’ingestion (Sobhani et
al., 2000 ; De Korwin, 2003) (Fig. 20). Le patient doit étre a jeun, et absorber une solution
d’acide citrique ou de jus d’orange avec I’urée marquée au *C principalement afin de retarder

la vidange gastrique et allonger les temps de contact entre [’uréase bactérienne et I’urée =C.

Ingestion d'u1rée 30, dans I'air expiré
marquée au 3C

Urée13C

Passage '>CO,

Uréase H. pylori\
/ dans le sang | Passage 13CO,

icarbonates >C

o : | dans les alvéoles
+ammonium

Figure 20: Principe du test respiratoire & I’urée marquée au **C

http://umvf.univ-nantes.fr/hepato-gastro enterologie/enseignement/item290/site/html/iconographie.html

Les performances diagnostiques du test respiratoire sont excellentes, avec des sensibilités et
spécificités supérieures a 95% aussi bien avant qu'apres traitement d'éradication de H. pylori.
Cependant, la sensibilité du test est diminuée par les traitements par IPP, les antibiotiques et
le bismuth qui réduisent la densité bactérienne et 1’activité uréasique. Le test doit étre réalisé
au moins 4 semaines apres ’arrét du traitement (Lamarque et al., 2012). Ces précautions
indispensables évitent les résultats faussement négatifs (Mégraud, 2010).
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Le test respiratoire est considéré comme la meilleure méthode de diagnostic et de controle
d’¢éradication lorsque I’endoscopie digestive n’est pas nécessaire (Isomoto et al., 2002).

7.2.3. La détection des antigénes bactériens dans les selles

La recherche d’antigénes de H. pylori dans les selles est effectuée par technique
immunoenzymatique type ELISA ou immuno-chromatographie avec un anticorps monoclonal
dirigé contre la bactérie (Lamarque et al., 2012).
L’utilisation d’anticorps monoclonaux a permis d’améliorer la sensibilité et la spécificité de
ce test 94%. Elle peut étre intéressante quand le test respiratoire a I'urée marquée n’est pas
utilisable (performances comparables) et chez le jeune enfant (Mégraud et al., 2014).
Il présente l'avantage de sa simplicité d'utilisation, et peut étre réalisé sur un échantillon de
selles fraiches ou congelées. Ce test détecte une infection active et peut notamment étre utilisé
dans le contréle de 1’éradication en respectant un délai de 4 semaines aprés la fin du
traitement (De korwin et Lehours, 2010).
Différents kits sont proposes a cet effet ; ceux utilisant les anticorps monoclonaux (HpStar)
offrent de meilleurs résultats que les kits utilisant des anticorps polyclonaux (Premier
platinium HpSA) (Zhou et al., 2014).

8. Indications de recherche et d’éradication

Depuis sa découverte en 1982, les connaissances sur I’implication de I’infection a H.
pylori dans diverses pathologies gastriques et extra-gastriques se sont élargies.
La recherche de l'infection a H. pylori est en pratique justifiée en cas d'indication d'un
traitement d'éradication. Deux indications étaient déja validées depuis de nombreuses années :
la pathologie ulcéreuse gastro-duodénale et le lymphome gastrique du MALT. Les
recommandations ont ensuite été élargies a d’autres situations cliniques notamment le cancer
gastrique et le dépistage des sujets a haut risque de cancer gastrique (Petitgars, 2015).
Actuellement, la recherche de H. pylori et son éradication sont réservees aux patients
présentant des troubles significativement améliorés, ou des risques graves prévenus, par la
guérison de la gastrite infectieuse (De Korwin, 2016). Les recommandations de recherche et

d'éradication de H. pylori sont résumées dans le Tableau. 3.
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Tableau 2: Avantages et inconvénients des méthodes diagnostiques de 1’infection a H. pylori

(De Korwin, 2007)

Tests invasifs

Avantages

Inconvénients

Anatomopathologie

Excellente sensibilité, spécificité
et disponibilité.

Diagnostic de la gastrite sans
surcodt.

Relativement colteux,
Personnel entrainé
Sensibilité diminuée (IPP,
antibiotiques, hémorragie,
atrophie)

Test rapide de 1’uréase

Peu codteux, résultat rapide (1h),
tres bonne spécificité

Sensibilité insuffisante surtout
en post-éradication et si
traitement (IPP, antibiotiques),
hémorragie digestive ou atrophie

Culture Excellente spécificité Codteux
Possibilité d’antibiogramme et Centre spécialisé
de recherche génotypique Milieu de transport des biopsies
(délai 24h)
Sensibilité variée et diminuée si
traitement (IPP, antibiotiques,
hémorragie, atrophie)
Réaction de Pas de condition de transport Codt supplémentaire

polymérisation en chaine
(PCR)

Conservation des échantillons
Excellente sensibilité et
spécificité

Evaluation de la sensibilité aux
antibiotiques (clarithromycine)

Centre spécialisé
Méthodologie non standardisee

Tests non invasifs Avantages Inconvénients
Sérologie (anticorps Pas colteux Valeur prédictive positive
spécifique de H. pylori) Disponibilité dépendante de la prévalence de

Trés bonne valeur prédictive
Sensibilité conservéee

(IPP, antibiotiques, hémorragie
digestive, atrophie)

H. pylori
Non utilisable en post-
éradication a court terme

Test respiratoire a I’urée
13C

Identifié une infection active
Excellente valeur prédictive
négative et positive avant et
apres traitement d’éradication

Sensibilité diminuée
(IPP, antibiotiques, hémorragie
digestive, estomac opéré)

Détection antigénique dans
les selles

Identifie une infection active

excellente valeurs prédictives
négatives et positives avant et
apres traitement d’éradication

Tests polyclonaux moins
performants que les tests
monoclonaux (post-éradication)
Inconfort du malade (recueil des
selles)

Conservation des échantillons a -
20 °C

Sensibilité diminuée (IPP,
antibiotiques)
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Tableau 3: Les recommandations de recherche et d'éradication de H. pylori (Lamarque et al.,
2012).

Indication Niveau de

recommandation

Ulcére gastroduodenal, évolutif ou non, incluant les ulceres Elevé
compliqués

Lymphome de MALT Elevé
Prise d’AINS ou d’aspirine faible dose chez des patients ayant eu Elevé

un ulcére compliqué ou non

Traitement au long court par aspirine chez des patients ayant eu un Elevé

ulcére gastroduodénal hémorragique

Prévention des ulcéres avant de débuter un traitement par AINS, Eleve
particulierement en cas de traitement prolongé, chez des patients

sans antécédent d’ulcere et non précédemment traités par AINS

Patients ayant une endoscopie pour dyspepsie Elevé

Traitement au long cours (au moins 6 mois) par antisécrétoires Elevé

gastriques (IPP).

Antécédents familiaux de cancer gastrique au premier degré Moyen
Mutations des génes de réparation de I’ADN (syndrome de Lynch) Moyen
Lésions pré-néoplasiques de la muqueuse gastrique : atrophie avec Moyen

ou sans métaplasie intestinale

Antécédents de résection localisée d’un cancer gastrique Moyen
Anémie par carence en fer sans cause retrouvée Moyen
Carence en vitamine B12 Moyen
Purpura thrombopénique chronique idiopathique Moyen
Prévention d’un cancer gastrique chez les patients devant avoir un Faible

by-pass gastrique pour traitement d’une obésité morbide

Enfants avec des douleurs épigastriques sans étiologie évidente Faible

39




Revue Bibliographique

9. Traitement de I’infection a H. pylori

Suite a la reconnaissance de H. pylori comme agent étiologique des maladies
gastroduodeénales, un grand espoir est né de pouvoir guérir ces maladies avec des traitements
a base d’antibiotiques. Le traitement est envisagé dés lors que la présence de la bactérie a été
confirmée par une methode diagnostique. Les schémas thérapeutiques sont choisis en
fonction de la sensibilité de la bactérie aux antibiotiques, des facilités d’observance, des
effets indésirables et du codt.

9.1. Les antibiotiques

H. pylori est sensible in vitro a de nombreux antibiotiques ; cependant peu sont
efficaces pour son éradication in vivo. Ceci est en raison de ses particularités et de sa
localisation dans un site protégé (De Korwin, 2002).

Les caractéristiques optimales d’une molécule anti-H. pylori sont : bonne activité in vitro,
forte concentration au niveau du suc gastrique, activité par voie endoluminale et systémique,
stabilité sur des gammes étendues de pH (1 a 7), bonne tolérance et peu d’effets secondaires,
faible propension a la résistance et codt abordable (Vakil et Mégraud, 2007).

Les antibiotiques recommandés pour le traitement de H. pylori sont : la clarithromycine, le
métronidazole, I’amoxicilline, la Iévofloxacine, la tétracycline et la rifampicine.

9.1.1. Métronidazole

Le métronidazole appartient a la famille des 5-nitro-imidazolés. Il agit spécifiqguement
sur les bactéries anaérobies ainsi que sur certaines espéces microaérophiles dont H. pylori. Il
agit par inhibition de synthése de I’ADN bactérien. C’est la réduction du NO, du nitro-
imidazole par une nitroréductase bactérienne qui va lui conférer son activité in vivo dans le
cytoplasme bactérien. Les radicaux générés provoquent des mutations de I’ADN bactérien
conduisant & la mort bactérienne (Miendje Deyi, 2011).

La resistance au métronidazole concerne plusieurs genes. La plus représentée est la

mutation du géne rdxA codant pour une nitroréductase indispensable a I’activation de
I’antibiotique dans le cytoplasme bactérien. Des mutations sur d’autres génes (frxA et fdxB)
sont également impliquées dans les résistances aux nitro-imidazolés (Marais et al., 2003).
Il semble que le potentiel redox de 1’environnement soit important dans la réduction du
métronidazole. Ce potentiel peut varier aussi bien in vitro qu’in vivo, ce qui pourrait
expliquer, d’une part, une faible reproductibilité des tests phénotypiques de dépistage de la
résistance et, d’autre part, une discordance entre les données in vitro et in vivo (Mégraud,
2007).
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Le nombre important de mutations du géne rdxA, n’a pas permis d’établir des tests
moléculaires de détection de la résistance au métronidazole. Les résistances sont déterminées
par 1’établissement d’un antibiogramme. Seulement, les résultats des tests de sensibilité sont
peu fiables car trés variables d’un laboratoire a un autre (Cambau et al., 2009 ; Mégraud et
Lehours, 2007).
La résistance de H. pylori au métronidazole est la résistance la plus fréquente aux
antibiotiques. Les taux de résistance les plus élevées sont retrouvés en Afrique avec 75,02%
suivi de I’Amérique du sud avec 52,85%, de I’Asie avec 46,57%, de I’Europe avec 31,19%,
et de I’Amérique du nord avec 30,5% (Ghotaslou et al., 2015). Cet écart de résistance entre
les pays industrialisés et les pays en développement peut étre di a l'utilisation du
métronidazole pour des infections de gynécologie et de maladies infectieuses d'origine
dentaire et parasitaire (Glupczynski et al., 2001 ; Frenck et Clemens, 2003).
9.1.2. Clarithromycine

La clarithromycine fait partie de la famille des macrolides. Elle se fixe sur la sous-
unité 50S du ribosome bactérien, notamment au niveau de la boucle peptidyl transférase du
domaine V de I'ARN ribosomal (ARNr) 23S. Il en résulte une inhibition de I'élongation du
peptide en cours de synthese, par blocage des étapes de transfert peptidique ou de
translocation (Weisblum, 1995 ; Versalovic et al., 1996).
La clarithromycine reste le macrolide le plus utilisé pour le traitement d’éradication de H.
pylori (Cammarota et al., 2004). Elle diffuse trés bien dans la muqueuse gastrique et agit en
synergie avec les suppresseurs de ’acidite.
Le mécanisme de résistance aux macrolides est bien connu se caractérisant par des mutations
ponctuelles au niveau des génes codant pour I’ARNr 23S. Ces mutations, en modifiant la
structure des ribosomes, diminuent I’affinité des antibiotiques pour leur cible ribosomale et
conferent a la bactérie une résistance croisée pour les différents macrolides. Une seule
mutation est donc suffisante pour obtenir un haut degré de résistance. Trois mutations
ponctuelles majeures dans deux positions nucléotidiques de I'ARNr 23S ont été décrits
A2142C, A2142G et A2143G (Occhialini et al., 1997 ; Stone et al., 1997 ; Versalovic et al.,
1996). D’autres mutations plus rares ont aussi été associées a une résistance : A2115G,
G2141A, A2144T, T2182C et T2717C (Taylor et al., 1997 ; Stone et al., 1997 ; Toracchio et
al., 2004).
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9.1.3. Amoxicilline

L’amoxicilline est I’antibiotique de référence dans le traitement d’éradication de
H. pylori. C’est un antibiotique appartenant a la famille des bétalactamines. Il inhibe la
synthése du peptidoglycane, constituant de la paroi bactérienne en s’attaquant aux protéines
liant les pénicillines (PLP). La résistance de H. pylori a I’amoxicilline est tres rare, elle n’a
pas évolué et reste pour I’instant exceptionnelle, inférieure a 1% (Mégraud, 2004 ; Mégraud et
al., 2013). Elle est due a des mutations sur le géne plp-la notamment par la substitution
d’acide aminé Ser-4143Arg conduisant au blocage du transport des pénicillines (Kwon et al.,
2003 ; Gerrits et al., 2006 ; Gerrits et al., 2002).
9.1.4. Tétracycline

La tétracycline est un antibiotique appartenant a la famille des cyclines, elle inhibe la
synthese des protéines bactérienne en se liant a la sous unité 30S du ribosome ou elle blogque
la fixation de I’aminoacyl-ARNt résultant en la synthése d’un peptide tronqué.
Le mécanisme de résistance de H. pylori de haut niveau a la tétracycline est associé a un
changement d'un triplet nucléotidique (AGA 926-928 TTC) au niveau du géne ARNr16S, site
de liaison de la tétracycline (Gerrits et al., 2002 ; Trieber et Taylor, 2002).
La substitution d’un seul ou deux nucléotides dans la méme region ne conduit pas a une vraie
résistance mais a une diminution de la sensibilité. La nécessité d’une triple mutation peut
expliquer la rareté des résistances a la tétracycline (Dailidiene et al., 2002 ; Gerrits et al.,
2003). Des souches de H. pylori résistantes a la tétracycline et dépourvues de mutations en
positions 926 a 928 ont été décrites, un mécanisme d’efflux est susceptible d’étre impliqué
dans cette résistance ce qui aboutit a une diminution de I’accumulation de la tétracycline dans
la cellule (Wu et al., 2005).
9.1.5. Lévofloxacine

La lIévofloxacine est un antibiotique issu de la famille des fluoroquinolones, inhibiteur
de la sous-unité A de I’ADN gyrase bactérienne codée par le géne gyrA.
La résistance est liée a la survenue de mutations ponctuelles dans une région particuliére
du gene gyrA : la Quinolone Resistance Determining Region (QRDR) aux niveaux des
positions d’acides aminés 87, 88, 91 et 97 (Cattoir et al ., 2007 ; Moore et al., 1995 ;
Tankovic et al., 2003). Une seule mutation est suffisante pour conférer la résistante. La
résistance croisée entre les différentes fluoroquinolones augmente le risque de sélection de
souches résistantes a de nouvelles molécules prometteuses (Debets-Ossenkopp et al., 1999 ;
Mégraud, 2004).
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9.1.6. Rifampicine

La rifampicine inhibe la synthése de I’ARNmM bactérien en se liant a la sous unité 3 de
I’ARN polymérase. Chez H. pylori la résistance est due a une mutation ponctuelle au niveau
du géne rpoB (Heep et al., 1999 ; Heep et al., 2000).
La résistance a la rifampicine reste trés rare, puisque elle est utilisée que chez un nombre
limité de patients pour traiter les infections mycobactériennes, mais son utilisation pour
traiter d’autres infections pourrait conduire a I’émergence de souches resistantes (Heep et al.,
2000).
9.2. Schemas thérapeutiques

La sensibilité variable de H. pylori aux antibiotiques et les difficultés d’éradication
ont conduit a 1’élaboration de plusieurs schémas thérapeutiques combinant 1’utilisation de
deux ou trois médicaments associant un inhibiteur de la pompe a proton (IPP) et/ou sels de
bismuth et antibiotiques (Petitgars, 2015).
Les IPP ont une activité inhibitrice directe sur H. pylori in vitro (Mégraud et Lehours,
2007) mais utilisés seuls, ils ne permettent pas de 1’éradiquer. Leur rdle dans le traitement
éradicateur est essentiellement li¢ a 1’augmentation du pH intra-gastrique car la plupart
des antibiotiques ne sont pas actifs a pH faible.
L’efficacité clinique du traitement est nettement améliorée lorsqu’ils sont associés a deux ou
trois antibiotiques. En effet, une association permet d’augmenter 1’efficacité car la diffusion
des antibiotiques au site de I’infection est limitée et permet d’éviter la sélection de bactéries
résistantes. lls peuvent étre associés différemment selon les schémas thérapeutiques.
9.2.1. Bithérapie

La bithérapie associant un IPP et I’amoxicilline, a fait un retour ces dernieres années
apres avoir été abandonné dans les années 90 au profit des trithérapies, elle vient d’étre
reprise avec une meilleure efficacité, en raison de 1’optimisation du traitement sur une durée
de 14 jours, I’augmentation des doses d’IPP et la répartition des doses d’amoxicilline, plus en
accord avec sa pharmacocinétique (O’Connor et al., 2015). Un essai randomisé
multicentrique chinois réalisé en 2015 chez des patients naifs a montré qu’une bithérapie a
fortes doses, avait une efficacité supérieure (95,3%), par rapport au traitement sequentiel de
10 jours (85,3%) et a la trithérapie standard de 7 jours (80,7%) (Yang et al., 2015). Cette
bithérapie était également plus efficace chez les patients ayant déja eu un traitement
d’éradication (Yang et al., 2015).
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9.2.2. Trithérapie

La trithérapie standard est un schéma thérapeutique de 7 jours associant IPP-
amoxicilline-clarithromycine, ou IPP-clarithromycine -métronidazole en cas de résistance aux
B-lactamines. Elle est moins efficace depuis les années 2000, 1’allongement de la durée a 14
jours permet une meilleure efficacité. Son efficacité dépend de la résistance aux macrolides,
avec des variations importantes selon les pays et I’usage des antibiotiques (Lamarque et al.,
2012 ; De Korwin et al., 2014 ; O’Connor et al., 2015 ; Li et al., 2015).
Dans les régions ou le taux de résistance a la clarithromycine est élevé (>15%), elle ne doit
plus étre employée qu’apres Vvérification de la sensibilité a la clarithromycine, qui garantit une
bonne efficacité (De Korwin et al., 2014 ).
Différentes autres combinaisons d’antibiotiques pour la trithérapie existent : la trithérapie
associant IPP, amoxicilline et métronidazole dont I’efficacité diminue régulierement a cause
du taux élevé de résistance au métronidazole (Lamouliatte et al., 2003 ; De Korwin et
Lehours, 2010) ; la trithérapie utilisant la 1évofloxacine a la place de la clarithromycine ont
une efficacité variable en fonction des résistances aux quinolones (O’Connor et al., 2015).
9.2.3. Quadrithérapies

Ces traitements probabilistes de 10 a 14 jours combinent, soit un IPP avec 3
antibiotiques (amoxicilline, clarithromycine, et métronidazole), soit un IPP avec le subcitrate
de Bismuth et 2 antibiotiques (tétracycline et métronidazole) (Malfertheiner et al., 2012 ;
Lamarque et al., 2012 ; De Korwin et al., 2014 ).

» La quadrithérapie sequentielle

Elle consiste en 5 jours de traitement avec un IPP et de I'amoxicilline suivi de 5 jours
de prise d’IPP avec deux autres antibiotiques (clarithromycine et métronidazole). Deux méta-
analyses réalisées en 2013 et en 2015 indiquent une efficacité globale du traitement
séquentiel, supérieure a celle de la trithérapie standard en premiere ligne (Gatta et al., 2013 ;
Feng et al., 2016).

» La quadrithérapie concomitante

Associe les 3 antibiotiques (amoxicilline, métronidazole et clarithromycine) et 1’IPP
pendant toute la durée du traitement de 10 a 14 jours (Ren et al., 2014 ; Feng et al., 2016).
Cette thérapie a un taux d'éradication de 85 a 94%, et elle semble plus efficace que les autres
quadrithérapies non bismuthées. La quadrithérapie concomitante est actuellement utilisee
dans les régions ou la résistance a la clarithromycine est supérieure a 15% a la place de la
trithérapie (Treiber et al., 2002; Wang et al., 2015; Molina—Infante et al.,, 2013;
Malfertheiner et al., 2017).
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» La quadrithérapie hybride

Cette thérapie associe 1’amoxicilline et I’IPP pendant 7 jours suivis de I’amoxicilline,
la clarithromycine, le métronidazole et I’'IPP pendant 7 jours (Chen et al., 2015). C’est une
alternative au traitement concomitant, permettant de réduire la durée des antibiotiques (Wang
etal., 2015).

Une étude taiwanaise randomisée en 2015 montre une supériorité du traitement hybride (14
jours) par rapport au traitement séquentiel de 10 jours, avec des taux d’éradication voisins de
90%, et avec une meilleure efficacité en cas de souches résistantes a la clarithromycine
(Sardarian et al., 2013 ; Chen et al., 2015).

» La quadrithérapie bismuthée

La quadrithérapie bismuthée associant un IPP, le métronidazole, la tétracycline et le
sel de bismuth. Elle est difficile a évaluer en raison de posologies différentes et de durée de
traitement variant de 7 jours (insuffisante) a 14 jours (O’Connor et al., 2015).

Elle est trés efficace en premiére ligne par rapport a la trithérapie standard de 10 jours,
avec un taux d’éradication supérieur a 90% (Malfertheiner et al., 2012 ; Lamarque et al,
2012 ; De Korwin et al., 2014). Cependant, ces effets secondaires semblent plus fréquents et
en plus le sel de bismuth n’est pas disponible dans tous les pays (Delchier et al., 2014).

9.3. Les stratégies thérapeutiques recommandées

Le taux de résistance aux antibiotiques de H. pylori est en augmentation dans la
plupart des régions du monde et contribue a la diminution du taux d'éradication de H. pylori.
Le traitement d’éradication de premiere et deuxieme ligne est choisi selon la prévalence de la
résistance aux antibiotiques dans la région. Cependant, le traitement de troisieme ligne doit
étre choisi selon les résultats de 1’étude de sensibilité de la souche aux antibiotiques.
Différents schémas thérapeutiques ont été proposés (Malfertheiner et al., 2017).

9.3.1. Traitement de premiere ligne

Selon les recommandations de Maastricht V, au-dela de 15% de résistance, la
trithérapie a base de clarithromycine n’est plus recommandée.

La quadrithérapie bismuthée pendant 14 jours ou quadrithérapie concomitante pendant 14
jours est le traitement alternatif recommandé dans les zones a forte résistance a la
clarithromycine.

Dans les zones a faible résistance a la clarithromycine, la trithérapie standard associant un
IPP, amoxicilline et clarithromycine pendant 14 jours est recommandée, (amoxicilline

remplace par le métronidazole en cas d’allergie aux p-lactamines).
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La résistance & la clarithromycine diminue l'efficacité de la trithérapie et la thérapie
séquentielle, la résistance au métronidazole diminue I'efficacité de la thérapie séquentielle, et
la double résistance a la clarithromycine et au métronidazole diminue I'efficacité de la
thérapie séquentielle, hybride et concomitante (Malfertheiner et al., 2017).
9.3.2. Traitement de deuxieme ligne
- Dans les zones a forte résistance a la clarithromycine: une trithérapie associant un IPP,
amoxicilline et lévofloxacine pendant 14 jours (faible résistance a la lévofloxacine) est
recommandée en cas d’échec de la quadrithérapie bismuthée en premiére ligne.
- Dans les zones a faible résistance a la clarithromycine: une quadrithérapie bismuthée
pendant 14 jours ou trithérapie associant un IPP, amoxicilline et lévofloxacine pendant 14
jours (faible résistance a la Iévofloxacine) est recommandée (Malfertheiner et al., 2017).
9.3.3. Traitement de troisieme ligne

Aprés deux échecs thérapeutiques, I’adaptation de la thérapie en fonction de la culture
(antibiogramme) et/ou PCR est indispensable avant de débuter un traitement de troisiéme
ligne.
Une trithérapie associant un IPP, amoxicilline, lévofloxacine ou une trithérapie avec la
rifampicine est recommandée en 3éme ligne aprés 1I’échec de la trithérapie a base de
clarithromycine en premiére ligne et de la quadrithérapie bismuthée en deuxieme ligne.
La quadrithérapie bismuthée est recommandée en 3éme ligne aprés 1’échec de la
quadrithérapie non bismuthée en premiére ligne et de la trithérapie avec la lévofloxacine en
deuxiéme ligne. Dans les régions a forte résistance aux fluoroquinolones, une combinaison de
bismuth avec d’autres antibiotiques pourrait étre utilisée (Malfertheiner et al., 2017).
10. Facteurs associés aux échecs d’éradication
-La mauvaise observance de traitement : le non respect de durée et de posologie de traitement
et les éventuels effets indésirables attendus des antibiotiques conduisent a 1’inefficacité

d’éradication de la bactérie et le développement de résistance aux antibiotiques.

-Le manque d’efficacité des traitements actuels est classiquement attribué a la résistance de H.
pylori aux antibiotiques. Cette bactérie est naturellement résistante a de nombreux
antibiotiques principalement la vancomycine, les glycopeptides, les sulfamides, la
polymyxine, le triméthoprime (Mégraud et Lahours, 2007) et sensible aux B-lactamines (sauf
cefsulodine), La fosfomycine, les macrolides, les aminoglycosides, les tétracyclines, Le
chloramphenicol, les rifampines, les fluoroquinolones, les 5-nitroimidazoles, et les

nitrofuranes (Lambert et al., 1986).
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H. pylori acquiert la résistance par mutation chromosomique ponctuelle. Cette résistance
concerne essentiellement les antibiotiques utilisés dans les protocoles d’éradication de la
bactérie. Elle peut exister avant méme la mise sous traitement, on parle de résistance
primaire ou bien, survenir en cours de traitement: c’est la résistance secondaire.

Les données concernant la résistance aux antibiotiques varient d’un pays a 1’autre en raison de
politiques de prescription et de consommation d’antibiotiques différentes. Il semble que cette
résistance soit liée essentiellement a 1’utilisation de ces antibiotiques dans d’autres indications

que ’éradication de H. pylori (De Francesco et al., 2010).

-Le polymorphisme génétiqgue du cytochrome P450 (CYP2C19) pourrait affecter le
métabolisme hépatique de certain IPP et ainsi modifier ’efficacité des traitements combinés
utilisant ces antisécrétoirs (De Korwin, 2002).
11. Nouvelles stratégies thérapeutiques

L’émergence de la résistance de H. pylori aux antibiotiques et les échecs
thérapeutiques d’éradication conduisent a la recherche de nouvelles approches thérapeutiques
permettant le contréle de I’infection a H. pylori.
11.1. L’utilisation des suppléments au traitement

» Les probiotiques

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants (bactéries ou levures). Ils peuvent
étre ajoutés a 1’ensemble des schémas thérapeutiques anti-H. pylori (Malfertheiner et al.,
2007 ; Guarner et al., 2008).
De nombreuses études suggerent que différentes souches de probiotiques (Lactobacillus sp,
Bifidobacterium sp, Saccharomyces sp...) développent une activité inhibitrice contre H.
pylori. Elles agissent sur la viabilit¢ de la bactérie et sur son adhérence aux cellules
épithéliales et stabiliser la fonction gastrique en diminuant I’inflammation par leur action anti-
oxydante et anti-inflammatoire. Or, les probiotiques ne permettent pas 1’éradication mais ils
maintiennent un taux diminué de bactéries pathogénes dans I’estomac, et combinés aux
antibiotiques, ils augmentent le taux d’éradication et entrainent une diminution des effets
secondaires gastro-intestinaux. Cependant, aucune étude n’a pu démontrer une éradication
complete de la bactérie lors d’une utilisation exclusive de probiotiques (Bergonzelli et al.,
2005 ; Gooteland et al., 2006 ; Zheng et al., 2014 ; Vale et Oleastro, 2014).
Récemment, 1’utilisation des probiotiques a démontré ces effets bénéfiques dans le traitement
d’éradication de H. pylori. Cependant, les futures recherches devraient étre focalisé sur le

mécanisme d'action des probiotiques, la spécificité des souches, les doses et la durée de
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traitement, les différences géographiques et I’influence du mode de vie (Malfertheiner et al.,
2017).
» La phytothérapie

Plusieurs études ont été menées en phytothérapie ; la plupart d'entre elles ont testé in
vitro I’effet des plantes sur les cultures de H. pylori. Certaines de ces plantes semblent trés
prometteuses pour lutter contre la résistance de H. pylori aux antibiotiques, cependant, le
mécanisme d’action et les tests in vivo des extraits de plantes devraient étre abordés par les
futures recherches. Le mécanisme d'action anti H. pylori de certaines plantes semble inclure
I'inhibition des enzymes bactériennes essentielles, tandis que I'action gastroprotectrice semble
étre liée a la modulation du systtme immunitaire de I'hdte et / ou a l'atténuation de
I'inflammation (Asha et al., 2013 ; Vale et Oleastro, 2014).

11.2. La vaccination

Le développement d’un vaccin est particulierement nécessaire dans les pays a forte
prévalence a l’infection a H. pylori ainsi que dans les pays présentant une résistance
croissante aux antibiotiques.
La mise au point d’un vaccin est une tache difficile, en raison du caractere ubiquitaire de H.
pylori, de la multiplicité des affections digestives associées a I’infection. La recherche d’un
vaccin contre H. pylori a commencé dés les années 1990 (Vale et Oleastro, 2014).
Plusieurs antigenes ont été identifiés comme des agents potentiels pour I’induction d’une
réponse immunitaire : 1’uréase, CagA, VacA et la catalase, ils sont reconnus par des
anticorps. De ce fait, ces antigenes semblent les meilleurs candidats pour une formulation
vaccinale, en particulier 1’'uréase qui est fortement exprimée par toutes les souches de
H. pylori (Ayala et al., 2014).
De nombreux essais vaccinaux ont été effectués dans le monde, parmi ces études celle réalisée
en Chine sur un groupe d’enfants, c’est un vaccin oral recombinant H. pylori utilisant la sous-
unité de l'uréase B fusionnée avec I'entérotoxine B thermostable dérivé de E. coli.
L'efficacité du vaccin a été évaluée a 71,8%. Les résultats obtenus montrent que ce vaccin

pourrait considérablement réduire la prévalence de I’infection a H. pylori (Zeng et al., 2015).
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1. Type d’étude

I1 s’agit d’une étude prospective réalisée sur une période de trois ans allant
d’avril 2013 a décembre 2015 au Centre Hospitalo-universitaire Benbadis Constantine
en collaboration avec le CHU Mustapha Bacha d’Alger (Stage de formation de 3
mois) et le centre de référence Francais des Campylobacters et Helicobacters

Bordeaux France.
2. Population étudiée

L’étude a inclus des patients symptomatiques adresses au Centre Hospitalo-
universitaire Benbadis Constantine au niveau des services : hépato-gastroentérologie
et endoscopie digestive, explorations endoscopiques et médecine interne pour une

endoscopie digestive haute.
2.1. Critéres d’inclusion

v’ Patients adultes agés de 16 ans et plus, des 2 sexes.
v/ n’ayant jamais re¢u un traitement d’éradication contre H. pylori.

v Le consentement des patients des objectifs de 1’étude.
2.2. Criteres d’exclusion

v' les patients agés de moins de 16 ans.
v Prise d’un traitement d’éradication contre H. pylori dans les deux semaines
précédant la fibroscopie.

v" Le refus du patient a participer a 1’étude.

3. Recueil des données

La collecte des données a été effectuée a I’aide du questionnaire (Annexe 1), des
comptes rendus de 1’endoscopie digestive et les dossiers médicaux des malades
hospitalisés.

4. Etude bactériologique
4.1. Isolement et identification de Helicobacter pylori
4.1.1. Prélevements
La recherche de H. pylori a été basée sur des méthodes directes invasives,

nécessitant une fibroscopie. Les patients présentant une symptomatologie

49



Matériels et Méthodes

gastroduodénale évocatrice, se presentaient a jeun pour subir une endoscopie
digestive haute.
Deux prélevements biopsiques de muqueuse gastrique sont réalisés au niveau de 1’antre
pour chaque patient a I’aide de pince a biopsies stérile.
Les biopsies prélevées sont placées dans 1ml de sérum physiologique stérile a 0,9% pour
I'étude bactériologique et moléculaire.
Le matériel d'endoscopie (fibroscope et pince) est nettoyé entre chaque examen dans
une solution de steranios a 2% (solution de glutaraldéehyde). Apres désinfection, le
matériel est rincé.
4.1.2. Transport et conservation des biopsies

H. pylori est une bactérie fragile nécessitant des conditions de transport et de
conservation particulieres.
Les biopsies récupérées ont été transportées et conservees :
- Dans du sérum physiologique a 4 °C, pour une durée de 4 heures (le délai entre le
prélévement et la réalisation de I’examen ne doit pas dépasser 4 heures).
- Dans du BHIB (Brain Heart Infusion Broth) glycérolé a 25%, pour un temps
indéterminé (au dela de 4 heures) et les stocker a -70 °C jusqu'a la culture.
4.1.3. Examen bactériologique standard

Cette partie a pour but d’isoler et d’identifier des souches Helicobacter pylori,
impliquées dans diverses pathologies gastroduodénales a partir des biopsies gastriques
antrales. Les isolats sont utilisés pour tester la sensibilité et la résistance aux
antibiotiques.
4.1.3.1. Broyage des biopsies

Avant la mise en culture, les biopsies doivent étre broyées pour permettre la
dispersion des germes. Il existe deux types de broyage : le broyage manuel et le
broyage mécanique qui donne le meilleur resultat de dispersion et de libération des
germes.
Dans cette étude le broyage manuel des biopsies avec un scalpel a été utiliseé.
La biopsie a été dilacérée avec un scalpel sur une lame stérile placée dans une boite de
Pétri stérile. A I’issu du broyage, les fragments obtenus sont soumis simultanément a

trois traitements a savoir le test a 1’uréase, le frottis coloré et la mise en culture.
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= Testal’uréase
Il est réalisé en déposant un fragment du broyat dans un tube a essai contenant
1 ml de milieu urée-indole et incubé a 37 °C pendant 24h. Ce milieu contient un
indicateur coloré qui est le rouge de phénol. La présence de H. pylori dans
I’échantillon test se manifeste par le virage colorimétrique du milieu de jaune au rose
violace.

= Frottis coloré

Un autre fragment biopsique du broyat a été étalé sur une lame propre en
présence d’une goutte d’eau physiologique. Apres séchage, La coloration a été faite
par la Méthode de Gram. La lecture des frottis est réalisée au microscope optique
(X100).

La présence de H. pylori a la surface de 1’épithélium de la muqueuse gastrique est
révélée par I’observation des bacilles de forme hélicoidale, longues, colorés en rose
(Gram négatif).

= Mise en culture

Le restant du broyat de chaque biopsie est ensemencé sur milieu solide a base
Columbia supplémenté de 10% de sang frais humain, des vitamines (PVX-M,
Biomérieux) et du supplément sélectif appelé (Helicobacter pylori selective
supplement (Dent) (oxoid), SR0147E) contenant des antibiotiques (vancomycine
(5mg), triméthoprime (2,5mg), cefsulodine (2,5mg), amphotericine B (2.5mg) qui
permet d’inhiber la croissance de contaminants.

Les boites de Pétri ont été placées dans une jarre étanche contenant deux sachets
générateurs d’atmosphére microaérophile (Genbox microaer, Biomérieux) et incubées
a 37 °C a I’étuve pendant 5 a 7 jours.

Les cultures sont examinées tous les deux jours a partir du 3eme jour, puis réincubées
avec un nouveau générateur de microaérophilie. Cette primoculture permet d’isoler
les colonies suspectes de H. pylori, mais un réisolement en subculture sur milieu
Columbia additionné du sang frais et des vitamines sans 1’ajout du supplément est
nécessaire pour obtenir des cultures riches. L’incubation des cultures négatives a été

prolongée jusqu’a 12 jours.
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Figure 21 : Systéme d’incubation des bactéries en atmosphére microaérobie (photo de 1’étude)

4.1.4. Identification des isolats

L’identification de H. pylori est basée sur la veérification de la pureté des
souches ainsi que leurs caractéristiques biochimiques.
4.1.4.1. Vérification de la pureté des souches

» Examen macroscopique

Aprés incubation, un examen macroscopique a été réalisé a partir des cultures
bactériennes obtenues, il consiste a étudier 1’aspect et les dimensions des colonies
suspectes.

» Examen microscopique

Un frottis bactérien a été préparé a partir des colonies suspectes en suspension,
apres fixation et coloration par la méthode de Gram, une observation microscopique
est effectuée au microscope optique afin de rechercher la présence des formes
typiques de H. pylori.
4.1.4.2. Caractéristiques biochimiques

L’identification de H. pylori par les tests biochimiques est basée
essentiellement sur la recherche de I’activité uréasique, de ’oxydase et de la catalase.
A I’aide d’une pipette Pasteur quelques colonies ont été prélevées et déposées dans
un tube & essai contenant le milieu urée-indole, sur un disque oxydase imprégné d’eau
et dans une goutte d’eau oxygénée (H,0,) a 10 volumes. La lecture des résultats se
fait immédiatement.
Pour détecter la présence d’autres enzymes spécifiques a H. pylori telle que la vy-
glutamyl transférase, la phosphatase alcaline et la nitrate réductase, des galeries
d’identification biochimiques Api Campy® (BioMérieux) ont été utilisées.
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4.2. Antibiogramme

La sensibilité et la résistance des souches de H. pylori isolées aux antibiotiques
a été testée par la réalisation de I’antibiogramme. Cette technique est basée sur deux
méthodes phénotypiques de diffusion en milieu gélosé :
-La méthode de disques en utilisant les antibiotiques suivants :
- Clarithromycine (CLR) (disque de 15ug)
-Métronidazole (MTR) (disque de 4ug)
-Amoxicilline (AMX) (disque de 25ug)
- Ciprofloxacine (Cip) (disque de 5ug)
-La méthode d’E-test en utilisant la clarithromycine (CH), le métronidazole (MZ) et
I’amoxicilline (AMX).
Une suspension bactérienne dense (3-4 unités Mac Ferland) est préparée en sérum
physiologique stérile (2ml) a partir d’une culture de 48 h. Ensuite, le milieu Mueller-
Hinton (gélose) supplémenté de 10% de sang frais humain et des vitamines est
ensemencé par un écouvillon stérile plongé dans la suspension dans trois directions.
Puis, les disques et les bandelettes E-test correspondants aux antibiotiques a tester y
sont déposeés. L’incubation s’effectue a 37 °C pendant 72 heures en microaérobiose.
La lecture des résultats s’effectue par la mesure des diameétres de zone d’inhibition
apparue autour des disques et la détermination de la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI).
L’interprétation des résultats de I’antibiogramme est réalisée selon les
recommandations de ’TEUCAST (http://www.eucast.org) :
- Clarithromycine : R > 0,5 pg/ml, S <0,25 pg/ml
- Métronidazole : R > 8 pg/ml, S <8 pg/ml ;
- Amoxicilline : R > 0,125 pg/ml, S < 0,125 pg/ml.
Les diametres des zones d’inhibition sont interprétés selon les valeurs suivantes :
- Clarithromycine: R <17 mm, S > 22 mm
- Ciprofloxacine: R <17 mm, S > 20 mm
- Amoxicilline: R <17 mm, S >20 mm

-Métronidazole : R < 17 mm, S > 21 mm

4.3. Conservation des isolats
Une suspension bactérienne tres dense de la souche isolée de H. pylori est

préparée a partir des cultures 48h, la totalité de la boite est raclée a 1’aide d’un
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écouvillon en coton stérile et ensemencée dans des microtubes contenant 1ml de
milieu BHIB glycérolé a 25%. Les microtubes ont été conserveés dans des boites a -80
°C

5. Etude moléculaire
5.1. Extraction d’ADN

Un fragment biopsique destiné a 1’analyse moléculaire est récupéré apres
déconggélation, puis transféré dans un tube conique stérile. 180 ul de tampon de lyse
tissulaire (Qiagen SA, Courtaboeuf, France) et 20 ul de protéinase K (Qiagen) sont
ajoutés au tube respectivement, afin de subir une digestion enzymatique. Ensuite, le
tube est incubé sous agitation dans un appareil thermomixer compact a 56 °C et a
1000 tours/minute toute la nuit.
L’extraction d’ADN est réalisée a I’aide de I’automate d’extraction "MagNA Pure LC
DNA isolation kit I" (Qiagen). L’ADN extrait est récupéré dans un tube de 1,5 ml
étiqueté et congelé a -20 °C.
5.2. Détection de l’infection a H. pylori et les mutations associées a la résistance a
la clarithromycine par PCR en temps réel

La PCR en temps réel sur biopsies gastriques ou sur les colonies permet de
détecter la présence de H. pylori et en méme temps les éventuelles mutations de

résistance a la clarithromycine (Fig. 22).
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Figure 22 : Mutations de domaine V de géne de ’ARN r 23 S de H. pylori
conférant la résistance a la clarithromycine (Mégraud et Lahours,2007).

54



Matériels et Méthodes

Cette technique repose sur le principe FRET qui consiste en 1’amplification d’un
fragment du géne de I’ARNr 23S de H. pylori (la détection de la présence de H.
pylori). Cette amplification est couplée a la détection simultanée de I’amplicon gréce
a I’hybridation de sondes. Lorsque la sonde d’ancrage se fixe, il ya transfert d’énergie
sur la sonde de détection avec émission de signal (Fig.23), suivie de I’analyse de la
courbe de fusion qui permet la détection des mutations liées a la résistance a la
clarithromycine (Fig. 24) (Oleastro et al., 2003).
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Figure 23: Principe de la PCR en temps réel FRET de détection de H. pylori

A : Dénaturation B : Hybridation C et D : Elongation

En absence de mutation, I’hybridation des sondes est parfaite et la température de
fusion des sondes est maximale (génotype sauvage ou wild type). Mais en présence de
mutation, I’hybridation n’est pas parfaite du fait d'un mésappariement, et la
température de fusion est plus faible (génotypes mutés A2142G, A2142C, A2143G)
(Fig. 24).
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Figure 24 : Hybridation des sondes et détection de la résistance a la clarithromycine
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-La PCR en temps réel est réalisée a 1’aide du thermocycleur Light Cycler 1.5
(Roche), les amorces, sondes et protocole utilisés sont présentés dans les Tableaux 4
et 5.

Tableau 4: Séquences des amorces et sondes pour la détection de H. pylori et les
mutations associées a la résistance a la clarithromycine par PCR en temps réel
(Ménard et al., 2002 ; Oleastro et al., 2003)

Amorces et sondes Séquences

Amorce HPY-S 5’-AGGTTAAGAGGATGCGTCAGTC-3’

Amorce HPY-A 5’-CGCATGATATTCCCATTAGCAGT-3’

Sonde HPY-RED 5’-GGCAAGACGGAAAGACC-3’

Sonde ANC-FL 5’-TGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTCCTACCC-3

Tableau 5 : Protocole de PCR en temps réel pour la détection de H. pylori et

les mutations associées a la résistance a la clarithromycine

Réactifs Volume (ul) pour un
échantillon

Eau pure 4,98
MgCl225 mM 0,66
HpyA (20 uM) 0,20
HpyS (20uM) 0,20
HpyRED (20uM) 0,08
Anc FL (20uM) 0,08
Enzyme tp10X 0,80
Matrice (ADN) 1,00
Volume final 8,00

5.3. Controle de I’extraction d’ADN par la détection de la hGAPDH

Un contrdle de I’extraction d’ADN a été réalisé pour tous les échantillons qui
ont été négatif ou ayant un CT (cycle seuil) supérieur a 36 en PCR en temps réel. Le
contrble consiste a détecter le géne codant la Glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase humaine (hRGAPDH) par PCR en temps réel de type Syber Green I.
Le protocole de détection est présenté dans le Tableau 6.
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Tableau 6: Protocole de PCR en temps réel de détection de la hGAPDH

Réactifs Volume (pl) pour un
échantillon

Eau pure 6,60
MgCl225 mM 0,60
hGAPDH F1 (10 pM) 0,40
hGAPDH R1 (10 pM) 0,40
Mix Enzyme 10X 1,00
Matrice (ADN) 1,00
Volume final 10,00

5.4. Détermination des mutations associées a la résistance a la tétracycline
La détection de mutations au niveau du gene de I’ARNr 16S de H. pylori liées
a la résistance a la tétracycline est effectuée en trois étapes :

= PCRFRET

La PCR se déroule selon le protocole décrit par Glocker (Glocker et al., 2005), en
utilisant 3 sondes:
- une sonde d’ancrage : 16S-Anc couplée a la fluorescéine (nt 975-946).
- deux sondes de détection couvrant les nucléotides 943 a 923 :
=  16S-AGA-S couplée au Red640 et phosphorylée en 3’ correspondant au
génotype sauvage.
= 16S-TTC-Sensor couplée au Red705 et phosphorylée en 3’ correspondant au
génotype mute.

-Les amorces et le protocole utilisés sont présentés dans les Tableaux 7 et 8.

Tableau 7 : Séquences des amorces du géne de I’ARNr 16S de H. pylori

Amorces Séquences
16S-880fw 5’-ATAGACGGGGACCCGCACAAG-3’
16S-999rv 5>-TGGCAAGCCAGACACTCCA-3’
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Tableau 8 : Protocole de PCR FRET du géne de I’ARNTr 16S de H. pylori

Matériels et Méthodes

Réactifs Volume (pl) pour un
échantillon

Eau pure 3,20
MgCl225 mM 0,825
16S-880fw (10 uM) 0,50
16S-999rv (10 uM) 0,50
16S-Anc 2uM 1,00
16S-TTC sensor 2uM 1,00
16S-AGA sensor 2uM 1,00
Enzyme tp 10X 1,00
Matrice (ADN) 1,00
Volume final 10,00

-La PCR FRET nous a permis la détection simultanée du produit de PCR et des

courbes avec les températures de fusion qui sont soumis a 1’analyse par le Lightcycler.

= PCR classique

Tableau 9 : Protocole de PCR classique du géne de I’ARNr 16S

Le programme

94 °C - 5min

94 °C - 30 sec
58 °C - 30 sec
72 °C - 20 sec

x 35

72 °C - 20 sec

Réactifs Volume (pl) pour un
échantillon

Eau pure 19,00
Tampon 5X 8,00
MgCl225 mM 4,00
dNTP(10mM) 0,80
16S-880fw (25 uM) 2,00
16S-999rv (25 puM) 2,00
GoTaq 0,20
Matrice (ADN) 4,00
Volume final 40,00

-La migration du produit PCR est effectuée sur gel d’agarose a 2% pendant 25

minutes.
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= Purification d’ADN par chromatographie

La purification d’ADN est réalisée par chromatographie d’exclusion en gel de
séphacryl S300 selon les étapes suivantes :

-Homogeénéiser le tube contenant le séphacryl de fagon a avoir une seule phase.

- Déposer 700 pl de séphacryl dans une colonne propre adaptée sur un tube Eppendorf
collecteur de 2 ml.

- Centrifuger 1 min a 3000 tr/min.

- Jeter I’¢éluat et déposer la colonne dans un nouveau tube Eppendorf 1.5 ml.

- Déposer le produit de PCR au milieu de la résine sans la toucher.
- Centrifuger 2 min a 3000 tr/min.
- Récupérer I’éluat.
- Jeter le séphacryl et recycler la colonne.

- Migration : ADN (5 pl) ; Gel a 2% ; durée 25 minutes pour Vérifier la présence des
bandes d’ADN.
= Leséquencage du gene ARNr 16S

Tableau 10 : Protocole de séquencage du gene ARNr 16S

F1 R1
H,O gsp 20pl 13 13
BigDye® Terminator v3,1 Cycle sequencing 1 1 1
kit (Applied Biosystem Réf : 4336774)
BigDye® Terminator v1,3 - 5X sequencing 4 4 4
buffer (Applied Réf: 4336697)
Amorce (3,2 uM) 3,2 pmol 1 1
ADN S300* (A cha}nggr directement sur le X ul 1 1
fichier)
Volume final 20 20
Le programme
96 °C - 1 min
-F1 (amorce sens) : 16S-880fw 25uM
96 °C - 10 sec ]
o5 -R1 (amorce antisens) : 16S-999rv 25Mm
50 °C - 5 sec X
60 °C - 4 min
4°C
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5.5. Détermination des mutations associées a la résistance aux quinolones

La détection des mutations au niveau de la région QRDR (Quinolone
Resistant Determination Region) du géne gyrA est réalisée en suivant la technique
décrite par (Rimbara et al., 2012).

=  Amplification par PCR

Tableau 11 : Séquences des amorces de la région QRDR du gene gyrA

Amorces séquences
F-QRDR 5-GCAAATTGTCATCTTGGCT-3’

R-QRDR 5-CTTCGCCCATCACTCTAGA-3

Tableau 12 : Amplification de la région QRDR du géne gyrA

Réactifs Volume (pl) pour
un échantillon
Eau pure 19,00 Le programme
Tampon 5X 8,00 95 °C - 2 min
MgCl225 mM 4,00
dNTP(10mM) 0,80 95 °C - 30 sec X 40
F-QRDR (10 uM) 2,00 58 °C - 30 sec
R-QRDR (10 uM) 2,00 72°C - 30 sec
GoTaq G2 0,20 72°C-5min
Matrice (ADN) w0 Taille attendue 300pb
Volume final 40,00

-L’amplification du produit de PCR est vérifiée par migration sur gel d’agarose a 2%

pendant 25 min.

= La purification d’ADN par chromatographie

La purification de I’ADN est réalisée par chromatographie d’exclusion en gel
de séphacryl S400 selon les étapes suivantes :

-Homogeéneiser le tube contenant le séphacryl de fagon a avoir une seule phase.
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-Déposer 700ul de séphacryl dans une colonne propre adaptée sur un tube Eppendorf
collecteur de 2ml.

- Centrifuger 1 min a 3000 tr/min .

- Jeter I’¢luat et déposer la colonne dans un nouveau tube Eppendorf 1.5 ml.

- Déposer le produit de PCR au milieu de la résine sans la toucher.

- Centrifuger 2 min a 3000 tr/min.

- Récupérer I'éluat.

- Jeter le sephacryl et recycler la colonne.

- Migration : ADN (5 pl) ; Gel a 2% ; durée 25 minutes pour vérifier la présence des
bandes d’ADN.

= Leséquencage de la région QRDR

Tableau 13 : Protocole de sequengage de la région QRDR du géne gyrA

F1 R1
H,O qsp 20ul 13 13
BigDye® Terminator v3,1 Cycle sequencing 1 1 1
kit (Applied Biosystem Réf : 4336774)
BigDye® Terminator v1,3 - 5X sequencing 4 4 4
buffer (Applied Réf: 4336697)
Amorce (3,2 uM) 3,2pmol |1 1

. -

ADI_\I S400* (A changer directement sur le X ul 1 1
fichier)
Volume final 20 20

Le programme -F1 (amorce sens) : QRDR-Hpylo

96 °C -1 min -R1 (amorce antisens) : QRDR-Hpylo
96 °C -10 sec
50 °C -5 sec X 25
60 °C - 4 min
4°C

> L’analyse des séquences
L’analyse des séquences est effectuée a ’aide du logiciel DNA Baser et

I’obtention des séquences d’acides aminés par le logiciel Mult Aline.
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Les séquences d’acides aminés obtenues ont été comparées avec une sequence de
référence(....PYFQIAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMR
LELVDGQGNFGSIDGDNAAAMRYTEAR...).

La présence de I’asparagine N (en position 87) et de I’aspartate (D) en position 91
indique un génotype sauvage (souche sensible aux fluoroquinolones).

La substitution de I’asparagine par la lysine en position 87 correspond a un génotype
muté, de méme Le remplacement de I’asparagine (en position 87) et/ou 1’aspartate (en
position 91) correspond aussi a un génotype muté (souche résistante aux

fluoroquinolones).

5.6. Détection des facteurs de pathogénicité
5.6.1. PCR cagA site vide
Une amplification par PCR est réalisée pour détecter la présence de I’ilot de

pathogénicité cag de H. pylori.

Tableau 14 : Séquences des amorces du gene cagA site vide (Occhialini et al., 2001)

Amorces ségquences

F1-468-HP519 | 5°-GCTTGCTTGTATTGGCCTTG-3’

R1-496-HP549 | 5>-GCATGCACATTCCCTAAAGTG-3’

Tableau 15 : Protocole de PCR cagA site vide

Réactifs Volume (pl) pour
un échantillon Le programme
Eau pure 13,125
Tampon 5X 5,00
MgCl225 mM 2,00 95 °C -2 min
dNTP(10mM) 0,25 95 °C - 30 sec
F1-468-HP519 (10 uM) 1,00 58 °C - 30 sec x40
R1-496-HP549 (10 uM) 1,00 72°C - 30 sec
GoTaq G2 0,125 72 °C -5 min
Matrice (ADN) 2,5
Volume final 25
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-La migration est réalisée sur gel d’agarose a 2% pendant 25 minutes. La présence

de I’ilot de pathogénicité est vérifiée par 1’absence de bande d’ADN. L’appariation
d’une bande d’ADN de 324pb indique I’absence du géne.

5.6.2. Motifs de phosphorylation

Les motifs de phosphorylation P1, P2, P3 ont été recherchés par PCR sur les

échantillons cagPAI positifs.

dans les tableaux 16-21 (Argent et al., 2005).

» Motif de phosphorylation P1

Tableau 16 : Séquences des amorces du motif de phosphorylation P1

Amorces séquences
cagA28F 5’-TTCTCAAAGGAGCAATTGGC-3’
cagA-P1C 5-GTCCTGCTTTCTTTTTATTAACTTKAGC-3’

Tableau 17: Protocole de la PCR du motif de phosphorylation P1

Le programme

95°C -2 min

95 °C - 30 sec
57 °C - 30 sec
72 °C - 20 sec

72 °C - 5 min

Réactifs Volume (ul) pour un
échantillon
Eau pure 12,375
Tampon 5X 5,00
MgCl225 mM 2,00
dNTP(10mM) 0,50
cagA28F (10 uM) 1,25
cagA-P1C (10 uM) 1,25
GoTaq G2 0,125
Matrice (ADN) 2,5
Volume final 25
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Gel 2%

Les amorces et les protocoles utilisés sont présentés

X35

Taille attendue : P1 = 264 pb
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Tableau 18 : Séquences des amorces du motif de phosphorylation P2

Amorces séquences

cagA28F 5’>-TTCTCAAAGGAGCAATTGGC-3’
cagA-P2CG 5’-TTTAGCAACTTGAGCGTAAATGGG-3’
cagA-P2TA 5’-TTTAGCAACTTGAGTATAAATGGG-3’

Tableau 19 : Protocole de la PCR du motif de phosphorylation P2

Réactifs Volume (ul) pour un
échantillon
Eau pure 11,125
Tampon 5X 5,00
MgCl225 mM 2,00
dNTP(10mM) 0,50
cagA28F (10 uM) 1,25
cagA-P2CG (10 uM) 1,25
cagA-P2TA (10 uM) 1,25
GoTaq G2 0,125
Matrice (ADN) 2,5
Volume final 25

» Motif de phosphorylation P3

Le programme

95 °C - 2 min

95 °C - 30 sec
57 °C - 30 sec
72 °C - 25 sec

72 °C -5 min

X35

Taille attendue : P2 = 309 pb

Gel 2%

Tableau 20 : Séquences des amorces du motif de phosphorylation P3

Amorces séquences
cagA28F 5’-TTCTCAAAGGAGCAATTGGC-3’
cagA-P3E 5-ATCAATTGTAGCGTAAATGGG-3’
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Tableau 21: Protocole de la PCR du motif de phosphorylation P3

Le programme

95 °C -2 min

95 °C - 30 sec
57°C-30sec | X45
72 °C - 50 sec

72 °C -5 min

Réactifs Volume (pl) pour
un échantillon
Eau pure 12,375
Tampon 5X 5,00
MgCl225 mM 2,00
dNTP(10mM) 0,50
cagA28F (10 uM) 1,25
cagA-P3E (10 uM) 1,25
GoTaq G2 0,125
Matrice (ADN) 2,5
Volume final 25

5.6.3. PCR vacA régions setm

-Taille attendue : C= 468 pb,
CC=570 pb, CCC=672 pb)

- Gel 2%

Une PCR vacA régions s et m est réalisee pour détecter le géne vacA (s1, s2 et

m1, m2). Les amorces et le protocole utilisés sont présentés dans les Tableaux 22 et
23 (Atherton et al., 1995 ; Atherton et al., 1999).

Tableau 22 : Séquences des amorces du vacA régions s et m

Amorces séguences
VA1F 5-ATGGAAATACAACAAACACAC-3’
Reégions ['vAIR 5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’
Régionm | VAGF 5-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3’
VAGR 5-GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3’
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Tableau 23 : Protocole de la PCR vacA régions s et m

Le programme

94 °C - 2 min

94 °C - 30 sec
60 °C - 30 sec X35
72 °C - 50 sec

72 °C -5 min

Réactifs Volume (pl) pour un
échantillon
Eau pure 9,375
Tampon 5X 5,00
MgCl225 mM 2,00
dNTP(10mM) 0,50
VALF (10 uM) 1,75
VAIR (10 uM) 1,75
VAGF (10 uM) 1,75
VAGR (10 pM) 1,75
GoTaq G2 0,125
Matrice (ADN) 1,0
Volume final 24

5.6.4. vacA régions sla, slb et sic

-Taille attendue :
-s1= 259 pb, s2= 286 pb

-m1=567 pb, m2= 642 pb

La recherche des régions sla, slb et slc du gene vacA est effectuée par PCR

sur les échantillons vacA s1. Les amorces et les protocoles utilisés sont présentés dans
les Tableaux 24 -29 (Van Doorn et al., 1998).

Tableau 24 : Séquences des amorces de vacA région sla

Amorces séquences
Forward 5-GTCAGCATCACACCGCAAC-3’
Reverse 5’-CTGCTTGAATGCGCCAAC-3’
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Tableau 25: Protocole de la PCR du vacA région sla

Réactifs Volume (pl) pour un Le programme
échantillon
Eau pure 14,85 94 °C - 2 min
Tampon 5X 5,00 94 °C - 30 sec a5
60 °C - 30 sec
MgCl225 mM 2,00 29 9C - 30 sec
dNTP(10mM) 0,50
vacA sla F (10 uM) 1,75 72°C-5min
vacA slaR (10 uM) 1,75 ~Taille attendue : 190 pb.
GoTaq G2 0,125
-Gel 2%
Matrice (ADN) 1,0
Volume final 24

Tableau 26 : Séquences des amorces du vacA région slb

Amorces séquences
Forward 5-AGCGCCATACGGCAAGAG-3’
Reverse 5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’

Tableau 27: Protocole de la PCR vacA region slb

Réactifs Volume (ul)_ pour Le programme
un échantillon
Eau pure 14,85 94 °C - 2 min
Tampon 5X 5,00 94 °C - 30 sec
MgCl2 25 mM 2,00 60 °C - 30 sec X35
dNTP(L0mM) 0,50 72°C-30sec
vacA s1b F (10 uM) 1,75 72°C -5 min
vacA slb R (10 uM) 1,75
GoTaq G2 0,125 -Taille attendue : 187 pb
Matrice (ADN) 1,0 -Gel 2%
Volume final 24
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Tableau 28 : Séquences des amorces du vacA région s1c

Amorces séquences
Forward 5-TTAGTTTCTCTCGCTTTAGTRGGGYT-3’
Reverse 5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’

Tableau 29: Protocole de la PCR vacA région sic

Le programme

94 °C - 2 min

94 °C - 30 sec
60 °C - 30 sec
72 °C - 30 sec

72 °C -5 min

Réactifs Volume (pl) pour
un échantillon
Eau pure 14,85
Tampon 5X 5,00
MgCl225 mM 2,00
dNTP(10mM) 0,50
vacA slc F (10 uM) 1,75
vacA slic R (10 uM) 1,75
GoTaq G2 0,125
Matrice (ADN) 1,0
Volume final 24

5.6.5. vacA régions il, i2

-Taille attendue : 220 pb

-Gel 2%

La recherche des alleles il et i2 du gene vacA est effectuée par PCR. Les

amorces et les protocoles utilisés sont présentés dans les Tableaux 30-33 (Rhead et

al., 2007) :
Tableau 30 : Séquences des amorces du vacA il
Amorces séquences
VacF1 5 -GTTGGGATTGGGGGAATGCCG-3’
CiR 5-TTAATTTAACGCTGTTTGAAG-3’
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Tableau 31 : Protocole de la PCR vacA il

Réactifs Volullne (ul) pour un Le programme
échantillon
Eau pure 12,875 3
00 94 °C -2 min
Tampon 5X 95,

P 94 °C - 30 sec
MgCl225 mM 2,00 58°C-30sec | X35
dNTP(10mM) 0,50 72 °C - 40sec
vac F1 (10 uM) 1,75 72 °C - 5min
C1R (10 uM) 1,75

GoTag G2 0,125 -Taille attendue : 426 pb
Matrice (ADN) 1,0 -Gel 2%
Volume final 24
Tableau 32 : Séquences des amorces du vacA i2
Amorces séquences
VacF1 5-GTTGGGATTGGGGGAATGCCG-3’
C2R 5-GATCAACGCTCTGATTTGA-3’

Tableau 33: Protocole de la PCR vacA i2

Réactifs Volume (pl) pour
un échantillon
Eau pure 12,875
Tampon 5X 5,00
MgCl225 mM 2,00
dNTP(10mM) 0,50
vac F1 (10 pM) 1,75
C2R (10 pM) 1,75
GoTaq G2 0,125
Matrice (ADN) 1,0
Volume final 24
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95 °C - 30 sec
57 °C - 30 sec
72 °C - 40 sec

X35

72 °C -5 min

-Taille attendue : 432 pb
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Résultats

1. Caractéristiques générales des patients

Dans cette étude, 135 biopsies ont été collectées aupres de 135 patients ages de
16 a 84 ans, 69 étaient de sexe féminin (51,1%) et 66 de sexe masculin (48,8%), dont
116 soit (86%) étaient dirigés au service par les médecins externes et 19 (14%)
étaient hospitalisés.
Le pyrosis et les douleurs épigastriques étaient les symptdbmes majeurs chez les
patients qui nécessitent la demande de la fibroscopie. Les résultats de la fibroscopie

sont présentés dans le Tableau 34.

Tableau 34 : Résultats de I’aspect endoscopique des patients

Aspect endoscopique Nombre (N°) Pourcentage (%)
Muqueuse normale 33 24,4

Gastrite chronique 90 66,6

Ulcére gastrique 4 2,9
Adénocarcinome gastrique | 3 2,2

Bulbite (bulbo-duodénite | 5 3,7

érosive et hémorragique)

Total 135 100

2. La mise en évidence de la présence de H. pylori
2.1. Le frottis coloré et ’uréase test

L’observation de longs bacilles colorés en rose (Gram négatif) de forme
hélicoidale, indique la présence de H. pylori et rend donc le diagnostic sur frottis
spécifique et de sensibilité proche de celle de la culture (Fig. 25).

Aprés incubation de 24 h, le virage colorimétrique du milieu vers le rose

violacé, indique la présence de I’activité uréasique spécifique a H. pylori (Fig. 25).
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Biopsie Broyage
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Uréase test positif

Figure 25 : Détection de Helicobacter pylori dans les biopsies gastriques (Photos de 1’étude)

2.2. Laculture

Apreés incubation a 37 °C pendant 3 a 7 jours en micoaérophilie, les colonies
apparaissent fines de coloration grisatre ou transparente, luisante : elles sont
discretement bombées, rondes et ont un contour régulier. Ces caractéres culturaux

correspondent a H. pylori (Fig. 26).

Figure 26 : Aspect des colonies de H. pylori sur gélose Columbia au sang frais (Photo de 1’étude)
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2.3. Coloration de Gram
L’observation microscopique a révélé des bactéries bacillaires a Gram négatif,
spiralées, en virgule, en forme de C, de V ou de S (Fig. 27). Les bactéries évoluent

rapidement au cours des repiquages vers des formes d’aspect coccoide.

H. pylori

Figure 27 : Coloration de Gram a partir des isolats x100 (Photo de 1’étude)

2.4. Tests biochimiques

Les résultats obtenus ont montré la présence d’une oxydase, d’une catalase et
d’une uréase trés actives (fortement positive) et aussi les enzymes y-glutamyl
transférase et la phosphatase alcaline (Fig. 28). La positivité de ces tests confirme
I’appartenance des souches isolées a H. pylori. Dans cette étude, nous avons pu isoler
et identifier 13 souches de H. pylori.

Oxydase Catalase

Figure 28 : Résultats des tests biochimiques (Photos de 1’étude)
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3. Résultats de ’antibiogramme

La résistance des 13 souches de H. pylori isolées aux antibiotiques a été testée
par antibiogramme, les résultats obtenus ont montré la présence de 3 souches
résistantes a la clarithromycine, 1 souche résistante a la ciprofloxacine et 8 souches
résistantes au metronidazole, aucune résistance a I’amoxicilline n’a été détectée (Fig.
29).

Les résultats obtenus pour la ciprofloxacine sont valables pour la lévofloxacine. La
résistance a la clarithromycine a été testée aussi par PCR en temps réel directement

sur les biopsies gastriques, les résultats de la PCR ont confirmé les résultats de

’antibiogramme.

Figure 29 : Résultats de I’antibiogramme (E-test et disques) (Photos de 1’étude)
R : Résistant S : Sensible
MZ : Métronidazole ~ CH : Clarithromycine  AC : Amoxicilline
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4. Détermination de la prévalence de P’infection a H. pylori

La PCR en temps réel a été réalisée sur la totalité des biopsies gastriques des
patients (135), cependant la culture a été effectuée uniquement sur 77 biopsies des
135 collectées. Elle n’était positive que chez 13 patients (13/77). La prévalence de
I’infection a H. pylori par culture était donc de 17%. En paralléle avec les résultats de
la PCR en temps réel pour les mémes echantillons biopsiques, nous avons détecté 43
cas positifs (43/77) et donc une prévalence de 56%. Toutes les biopsies gastriques
avec une culture positive avaient des resultats de PCR positifs.

La PCR sur la totalité des biopsies a révélé un taux de positivité de 63,7%, qui

constitue la prévalence de I’infection a H. pylori a Constantine (Tableau 35).

Tableau 35 : Pourcentage des biopsies positives a H. pylori par PCR en temps reéel

PCR N° %

Positif 86 63,7
Négatif 49 36,3
Total 135 100

-La prévalence de l’infection a Helicobacter pylori n’avait pas une différence
significative entre les 2 sexes (le sexe féminin 48,8% et le sexe masculin 51,1%)
(Fig. 30).

0,
2l.1% 48.8% n=86
2 4 homme
4 femme
I 1 1
homme femme

Figure 30 : Répartition de la prévalence de I’infection & H. pylori selon le sexe
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-La répartition de la prévalence selon les tranches d’age a révélé qu’elle est plus
fréquente dans la tranche d’age située entre 16-36 ans (54,48%) diminue d’environ la
moitié dans la tranche d’age située entre 37-57ans (29%), cette fréquence tend a
régresser dans les tranches d’age (58-78 ans) et (79-99 ans), elle est de 16,27% et
1,16% respectivement (Fig. 31).

1.16%

Nn=86

= [16-36]
m [37-57]
= [58-78]
= [79-99]

Figure 31 : Répartition de I’infection & H. pylori selon les tranches d’age.
5. Détermination de la résistance primaire aux antibiotiques par PCR
5.1. Mutations conférant la résistance a la clarithromycine

La PCR en temps réel a détecté une mutation de génotype A2142/43G chez 16/86
patients, cette mutation est associée a la résistance primaire a la clarithromycine, elle
était de 18,6 %. Aucune mutation A2142C n’a été détectée chez les patients.

La présence des doubles populations des souches de H. pylori sauvages (WT)
sensibles et mutantes résistantes infectant le méme patient a été aussi révélé par cette
technique (Tableau 36).
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Tableau 36 : Mutations conférant la résistance a la clarithromycine chez H. pylori

Mutations N° %
Sauvage (wild-type) 77 89,5
A(2142/43)G 16 18,6
A(2142)C 0 0
G/WT (double population) 7 8,1

5.2. Mutations conférant la résistance a la tétracycline

La résistance a la tétracycline a été recherchée au niveau d’ADN extrait a
partir de biopsies gastriques de 81 patients positives a H. pylori.
La résistance de H. pylori de haut niveau a la tétracycline est due a la substitution
d’une triple paire de base AGA-926 a 928TTC au niveau de I’ARNr 168S, site de
liaison de la tétracycline (Gerrits et al., 2002 ; Wu et al., 2005).
Dans cette étude, une seule mutation TGA926-928 a été détectée avec une
température de fusion de 56,5 °C, correspondant & une diminution de la sensibilité
(résistance a la tétracycline de bas niveau). 80 souches ont été révélée sensibles (wild-
type) avec une température de fusion de 61 °C, correspondant a la séquence AGA926-
928 (Tableau 37).

Tableau 37 : Mutations conférant la résistance a la tétracycline chez H. pylori

Mutations N° %
Sauvage (wild-type) 80 98,8
Muté (mutation TGA) 01 1,2
Total 81 100

5.3. Mutations conférant la résistance aux fluoroquinolones (Lévofloxacine)

L’amplification par PCR et le séquengage de la région QRDR du gene gyrA de
84 ADN extrait a partir de biopsies gastriques positives a H. pylori ont révélé un taux
de résistance a la Iévofloxacine de 6% (Tableau 38). Cing souches résistantes a la

Iévofloxacine ont été détectées, 4 souches avec une simple mutation et une souche
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avec une double mutation (Fig. 32) (Tableau 39). Le polymorphisme (Asn — Thr) a
la position d'acide aminé 87 qui ne conduit pas a la résistance a également été détecté
5 fois.

Tableau 38: Pourcentage des mutations conférant la résistance aux
fluoroquinolones (Lévofloxacine)

Mutations N° %
Sauvage (wild-type) 79 94
Mutée 05 6
Total 84 100

>DNA-HP28 Fqrdr/Rqrdr

CGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCATCCCCATGGCGATAAAGCGGTTTATTATGCGCTAGTGAGAATGGCGC
AAGATTTTTCCATGCGTTTGGAATTAATAGATGGGCAGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCTGCGGCGATGCGTT
ACACTGAAGCCAGAATGACTAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCA

>prot-HP28-Fqrdr/Rqrdr
ARIVGDVIGKYHPHGDKAVYYALVRMAQDFSMRLELIDGQGNFGSIDGDNAAAMRY TEARMTKASEEILRDIDKDT

P
. 1

prot-HP28-ARIVGDVIGKYHPHGDKAVYYALVRMAQDFSMRLELIDGQGNFGSIDGDNAAAMRY TEARMTKASEEILRDIDKDT
. .

SeqTest—SOARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDAﬂVRMAQDFSMRLELVDGQGNFGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDT
1

ConsensusARIVGDVIGKYHPHGDhAVYdATIVRMAQDFSMRLEL ! DGQGNFGS I DGDNAAAMRY TEARMTKASEETLRDIDKDT

position87 = N (Asparagine) -> K (Lysine) Forme mutée

position91 = D (Aspartate) -> Y (Tyrosine) Forme mutée

Figure 32 : Résultat d’analyse des séquences pour la détection des mutations au niveau de la région QRDR

Tableau 39: les mutations détectées au niveau de la région QRDR du gene gyrA de
H. pylori.

Substitution de ’acide aminé | Position de mutation N°
Asn — Lys N87K 1
Asp — Gly D91G 1
Asn — lle N87I 2
Asn — Lys N87K} Double mutation !
Asp — Tyr DI1Y
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6. Détermination des facteurs de pathogeénicite
6.1. cagPAIl et motifs de phosphorylation

La présence de I’ilot de pathogénicité cag a été recherchée au niveau d’ADN
extrait a partir de 77 biopsies gastriques positives a H. pylori. Le résultat de la
migration sur gel d’agarose des produits de PCR cagA site vide est représenté dans la
Figure 33. Trente six souches ont révélé un résultat positif (cagPAl +) et 41 souches
avec un résultat negatif (cagPAl -) (Fig. 34).

LY
22 N A AD A AD A0 AO A0 >
RGP T AT R R SRS e JCINTILAT g

Q\Q\Q\Q WRTARRTR

CagA absent: 324pb

Figure 33 : Gel de migration des produits de PCR cagA site vide

T:Témoin 3829, GC34 : souches de référence de H .pylori,
Hp : Helicobacter pylori M : Marqueur de taille

n=77

u CagPal+
m CagPal-

Figure 34: Répartition du statut cagPAl
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-La détection des différents types de motifs de phosphorylation P1, P2 et P3 a été

effectuée sur les 36 souches (cagPAl+). 21 souches possédant un motif dominant
P1P2P3 (Fig. 35 et 36).

= P1P2P3 m P1P2P3P1P2P3
= P1P2P3P3 = P1P2P3P3P3
= P1P3 = P2P3

P2P3P3 -~ P3

Figure 35 : Répartition des motifs de phosphorylation
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MotitP3:468pb

Motif P33:570ph Motif P3P3P3:672pb

Figure 36 : Gel de migration des produits de PCR cag A phosphorylation

T:Témoin J99, SS1, M35, M37: souches de référence de H .pylori,
Hp : Helicobacter pylori M : Marqueur de taille
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6.2. vacA régions s, m et i et sous types sl

Le géne vacA a été détecté dans 76 ADN extrait a partir de biopsies, toutes les
souches de H. pylori isolées sont vacA positif.
Les alleles s2, m2 et i2 (Fig. 36) ont été les plus prédominants avec 58%, 79% et 71%
respectivement (Fig. 38). Les sous types de 1’alléle slont été également détecté avec
un taux eleve pour le slb (78%) et un taux inférieur pour le sla (22%), le slc n’a pas
été détecte (0%) (Fig. 37 et 39).

m2: 642pb
m1l: 567pb ;(S)g
s1: 259pb 250
s2: 286pb
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Figure 37: Gel de migration des produits de PCR vacA

T :Témoin J99, SS1 : souches de référence de H .pylori,
Hp : Helicobacter pylori M : Marqueur de taille
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Figure 38 : Gel de migration des produits de PCR vacA (sla,s1b,slc)

T:Témoin 26695, SS1, J99: souches de référence de H .pylori,
Hp : Helicobacter pylori M : Marqueur de taille
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n=76

msl,mil,il ms2,m2,i2

78,94
-

Figure 39 : Répartition des alléles du géne vacA s/m/i

Figure 40 : Répartition des sous alleles du géne vacA (sla,slb)

-Le génotype s2m2 du géne vacA est majoritaire (55%) en comparaison avec le
génotype s1m1l (20%) suivi par les génotypes s1m2 et s2m1 (Fig. 40).
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Figure 41: Répartition des génotypes des alléles vacA s et m

-L’ensemble des combinaisons des alleles vacA détectés sont présentées dans la

(Fig. 41) avec une prédominance du génotype s2m2i2 (55%).

®slbmilil W s1bm2i2 Hslbm2il
B slamlil H slam2i2 mslam2il
s2m2i2 ms2milil ms2m2il

Figure 42: Distribution des génotypes vacA s/m/i
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6.3. La combinaison des facteurs de pathogénicité

Les résultats obtenus de différentes combinaisons des facteurs de
pathogénicité ont montré que le génotype cagPAl-, vacAs2m2 est le plus fréquent (37
souches), il a une tendance a se lier a la muqueuse normale et a la gastrite
érythémateuse, les deux génotypes cagPAIl+, vacAsiml et cagPAIl+, vacAsim2 avec
15 et 16 souches respectivement ont été aussi détecté, ils se caractérisent par des

génotypes les plus virulents de H. pylori (Tableau 40).

Tableau 40: Combinaison des facteurs de pathogénicité cag PAI, vacA s/m

et le profil endoscopique

Génotype Profil endoscopique
cagPAIl+, vacAsiml 15 (3N-10G-1L-1B)
cagPAIl+, vacAslm2 16 (3N-13G)
cagPAI+, vacAs2m2 04 (G)
cagPAI+, vacAs2m1l 01 (UG)
cagPAl-, vacAslml 0
cagPAl-, vacAs1m2 02 (01N-01G)
cagPAl-, vacAs2m2 37 (28G-08N-01L)
cagPAIl-, vacAs2m1 0

+ : Positif, - : Négatif, N : Normal, G : Gastrite, UG : Ulcére gastrique,
L : Lymphome, B : Bulbite (bulbo-duodénite érosive et hémorragique).

-La détection des facteurs de pathogénicité par PCR a révélé la présence de 10
¢chantillons d’ADN avec des doubles populations, différentes formes alléliques du

méme géne d’un facteur de pathogénicité ont été détecté chez le méme patient.
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Helicobacter pylori est un agent pathogene, qui colonise la muqueuse gastrique de la
moitié de la population mondiale. Cette bactérie est responsable de la plupart des
maladies gastroduodénales telles que la gastrite, ’ulcere peptique, I’adénocarcinome

et le lymphome gastrique MALT (Kusters et al., 2006).

La détection de I’infection a H. pylori repose sur des méthodes bactériologiques et
moléculaires qui permettent 1’identification des souches et leurs appartenances a

I’espéce H. pylori.

En raison des données limitées sur la prévalence de I’infection a H. pylori et sa
résistance aux antibiotiques en Algérie, I’objectif de cette étude consiste a
I’identification des souches de H. pylori par I’utilisation des marqueurs génétiques qui
permet la détermination de la prévalence de I’infection a H. pylori pour la premiere
fois a Constantine, ainsi que d’apporter des données importantes sur 1’état de la
résistance primaire aux antibiotiques et les facteurs de virulence incriminés dans

I’infection a H. pylori.

Ainsi, dans cette étude, nous avons procédé, en premier lieu, a la mise en évidence de
H. pylori chez des patients adultes, n’ayant jamais recu un traitement d’éradication
contre H. pylori; en utilisant les méthodes invasives nécessitant la réalisation des
biopsies gastriques lors de la fibroscopie.

La culture est la méthode diagnostic la plus spécifique et constitue le test de référence
le plus fiable pour affirmer la présence de H. pylori et tester la sensibilité aux
antibiotiques, mais elle nécessite des conditions particuliéres (De Korwin, 2003).
Cependant, la mise en culture des biopsies gastriques antrales nous a permis la
détection d’un taux faible de prévalence de I’infection a H. pylori (17%). Plusieurs
facteurs ont contribué a I’échec de la culture telle que la sensibilité de la technique
extrémement dépendante des conditions de transport, de stockage et de culture
fournies au laboratoire (mode de culture des prélevements, milieux spéciaux,
atmosphére microaérobie). En effet, la croissance de H. pylori semble limité par la
température, le contact avec I'oxygeéne, la dessiccation, le milieu de transport et le laps
de temps avant le traitement des biopsies (Mégraud, 1994 ; Yousfi et al., 1997).

De plus, la distribution irréguliére de la bactérie dans la muqueuse gastrique peut
influencer I'apparition des colonies dans les milieux de culture et peut donc contribuer

a des résultats faussement négatifs (Yousfi et al., 1997).
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Pour cela, certains auteurs ont recommandé la réalisation de plusieurs biopsies a des
sites différents de la muqueuse gastrique, améliorant ainsi le rendement de la culture
(Megraud, 1994 ; Yousfi et al., 1997).

Apres isolement, les souches ont subi une identification, qui a éte fondée sur des
caractéres morphologiques (macroscopique, microscopique) et biochimiques.

Les échantillons biopsiques mises en culture ont été testés aussi par PCR en temps
réel, ce qui permet d’avoir un taux de prévalence plus élevé (56%) (17 vs 56%).
L’écart entre les résultats de la culture et de la PCR est expliqué par 1’excellente
sensibilité et spécificité de la PCR qui n’est pas impactée par les contraintes de la
culture. Elle a I’avantage d’étre une méthode rapide réalisable sur des bactéries non
viables, ce qui fait de la PCR une technique plus précise et plus fiable pour le
diagnostic de I’infection a H. pylori. Les résultats obtenus ont été comparés avec
deux études Algériennes récentes qui ont rapporté un écart légerement inférieur entre
les résultats de la culture et de la PCR (29% vs 56%), (25% vs 62%) respectivement
(Raaf et al., 2017 ; Djennane-Hadibi et al., 2016). Ainsi, dans notre étude, la

prévalence de I’infection est interprétée selon les résultats obtenus par PCR.

L’infection a H. pylori est présente dans toutes les régions du monde avec une
prévalence plus élevée dans les pays en voie de développement et quelque pays
développés.

Notre étude a rapporté pour la premiére fois, la prévalence de I’infection a H. pylori,
a Constantine, elle est assez élevée (63,7%). Les études sérologiques de Mégraud et
al., 1989 ont rapporté une prévalence de I’infection supérieure a 80% dans la
population algérienne, un taux aussi élevé de 89% a été démontré dans une étude
récente au Congo (Ontsira Ngoyi et al., 2015).

En plus, une étude trés récente impliquant plusieurs willayas (Alger, Chlef, Oran et
Sidi Belabess) a rapporté une prévalence nettement plus élevee de 83,5% (Bachir et
al., 2018).

La forte prévalence de I’infection a H. pylori est peut étre associée avec le bas niveau
socioéconomique, les mauvaises conditions d’hygiéne qui favorise la transmission, la
population jeune et la vie en communauté. Des taux inférieurs ont été rapportés par
d’autres études Algériennes, estimés par 47% et 57% a Alger (Djennane-Hadibi et al.,
2016 ; Raaf et al., 2017 ). Cette différence de prévalence entre les régions du méme

pays peut étre expliquée par le bas niveau socioéconomique a Constantine en
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comparaison a la capitale et le manque des données concernant 1’infection a H. pylori
dans notre région. Contrairement aux pays en voie de développement, plusieurs
études ont rapporté une prévalence faible de I’infection a H. pylori dans les pays
occidentaux. 30% en Amérique du Nord, 20% en Australie et 26,6% en Suisse (Hunt
etal., 2011).

La répartition de la prévalence selon les tranches d’age a révélé qu’elle est plus
fréquente dans la tranche d’age des sujets jeunes et elle est en diminution avec 1’age.
Nos résultats concordent avec les données retrouvées par (Raaf et al., 2017).

Ces résultats sont expliqués par 1’acquisition de D’infection tdt dans 1’enfance
(Kikuchi, 2002 ; Bartnik, 2008), qui entrainerait une expression clinique précoce de
I’infection. Cette derniére commence a diminuer avec 1’age, du fait de la survenue
d’autres symptomes provoqués par d’autres pathologies que I’infection a H. pylori

(Sahi, 1998).

En Algérie, la trithérapie combinant un inhibiteur de la pompe a protons (IPP) et 2
antibiotiques (clarithromycine ou métronidazole et amoxicilline) est recommandée en
premiére intention pour 1’éradication de I’infection a H. pylori.

Les échecs thérapeutiques d’éradication de I’infection a H. pylori ont augmenté, ils
sont principalement liés au développement des résistances aux macrolides (De
Korwin, 2004).

La clarithromycine est le principal antibiotique utilisé dans le traitement d’éradication
de H. pylori. Notre étude est la premiére de son genre qui a rapporté la résistance
primaire a la clarithromycine a Constantine, elle est estimée a 18,6%. Selon les
recommandations de Maastricht V, au-dela de 15% de résistance, la trithérapie a base
de clarithromycine n’est plus recommandée (Malfertheiner et al., 2017). Cela, suggére
d’abandonner la trithérapie a base de clarithromycine comme un schema
thérapeutique d’éradication de premicre ligne.

Notre résultat est similaire a ce qui a été observe au Pakistan et en Espagne (18,2%),
(17,9%) respectivement (Cagdas et al., 2012 ; Navarro-Jarabo et al., 2015).

Par ailleurs, trois études Algériennes trés récentes ont rapporté un taux tres élevé de
cette résistance estimée a (23%, 29,7% et 33%) (Raaf et al., 2017 ; Bachir et al.,
2018 ; Djennane-Hadibi et al.,, 2016). En plus, le taux de résistance a la

clarithromycine est aussi éleve au Maroc (28,8%) (Bouihat et al., 2016), En Egypte
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(57,7%) (Ghaith et al., 2016) et en France (22,2%) (Ducournau et al., 2016). Une
étude européenne a établie une corrélation positive entre la consommation de la
clarithromycine et la forte prévalence de la résistance de H. pylori (Mégraud et al.,
2013).

Cependant, d’autres études ont démontré des taux inférieurs; (14,6%) en Tunisie
(Ben Mansour et al., 2016) et (1,7%) au Congo (Ontsira Ngoyi et al., 2015).

A la suite des résultats de 1’étude moléculaire que nous avons réalisée, la résistance a
la clarithromycine est due principalement a la mutation de génotype A2142/43G, la
technique utilisée ne permettant pas de les différencier. Plusieurs études ont démontré
que la mutation A2143G est celle qui prédomine suivie de la mutation A2142G et la
mutation A2142C (ne représente que 2% des isolats) (Owen, 2002 ; Seck et al., 2013).
L’émergence de la résistance a la clarithromycine en Algérie pourrait s’expliquer par
I’utilisation abusive de cet antibiotique méme en dehors de I'éradication de H. pylori
pour le traitement d’autres infections bactériennes. En plus, la résistance croisée entre
la famille des macrolides pourrait contribuer a cette émergence.

Concernant la résistance a la tétracycline, notre étude a rapporté qu’une seule souche
présentant une mutation ponctuelle TGA responsable d’une diminution de la
sensibilité. Nous n’avons observé aucune triple mutation (TTC) menant & un haut
niveau de résistance.

D’autres mécanismes tels que les efflux qui peuvent étre également responsables, en
particulier a la résistance a la tétracycline ont été décrit, ils entrainent une diminution
de l'accumulation de tétracycline dans les cellules bactériennes (mégraud et al., 2015).
Deux souches avec une autre mutation ponctuelle AGC ont été détectés dans 1’étude
de Bachir et al., 2018. Un taux faible de résistance a la tétracycline a été rapporté au
Nigeria (4,5%) (Harrison et al., 2017), et aucune résistance n’a été trouvée au Maroc
et au Sénégal (Bouihat et al., 2016 ; Seck et al., 2013). Une étude récente en Chine de
Xi et al., 2018 a démontré que la quadrithérapie a base de bismuth contenant une
faible dose de rabeprazole, I’amoxicilline et la tétracycline est trés efficace comme
premicre ligne de traitement d’éradication de 1’infection a H. pylori surtout pour les
populations présentant un taux élevé de résistance aux antibiotiques.

La résistance a la levofloxacine est généralement faible (<19%) a I'échelle mondiale,
le taux de prévalence est plus élevé en Asie (25,28%) et en Amerique du Sud

(21,23%) en comparaison avec 1I’Afrique et I’Europe (moins de 15%). Cependant, le
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taux universel de la résistance a la Iévofloxacine semble en augmentation, il est passé
de 4,25% en 2009 a 17,55% en 2014 (Ghotaslou et al., 2015).

En effet, la 1évofloxacine n’est pas utilisée dans le traitement d’éradication de
I’infection a H. pylori en Algeérie. Cependant, un taux de résistance de 6% a été
rapporté dans notre étude. Un taux plus élevé a été démontré récemment en Algérie
(17,9%) (Bachir et al., 2018), 15,4% en France (Ducournau et al., 2016) et 50% au
Congo (Ontsira Ngoyi et al., 2015). Un niveau extrémement faible (2%) a été signalé
par une autre étude Algérienne (Raaf et al., 2017).

L’augmentation du taux de résistance vis-a-vis les fluoroquinolones est en corrélation
avec ’utilisation accrue de ces antibiotiques dans le traitement de certaines infections
urogeénitales et respiratoires (Malfertheiner et al.,, 2002). Cette croissance est
particulierement inquiétante puisque la lIévofloxacine est utilisée lors des traitements
de recours dans les stratégies d’éradication.

Dans notre étude, La mutation Asn87lle est la plus fréquente (2 cas), la méme
mutation a été détectée au Congo et au Sénégal (Ontsira Ngoyi et al., 2015 ; Seck et
al., 2013). D’autres mutations ont été détectées telle que : Asn87Lys, Asp91Gly et la
double mutation Asn87Lys et Asp9l1Tyr. Ces mutations sont a 1’origine de la
résistance a la lévofloxacine. Un polymorphisme pourrait étre trouvé également au
niveau de la région QRDR, ce qui complique la détection moléculaire de la résistance

aux fluoroquinolones (Mégraud et al., 2015).

Ces derniéres annees, la lévofloxacine est utilisée comme un antibiotique alternatif
suite a la résistance treés élevée a la clarithromycine. Plusieurs études ont démontré

leur efficacité dans la trithérapie, la thérapie séquentielle et la quadrithérapie.

Dans cette étude, la résistance a I’amoxicilline et a la rifampicine n’a pas été étudiée
parce que plusieurs études ont démontré que les résistances a ces antibiotiques sont
extrémement rares et peuvent s’expliquer par le fait que plusieurs mutations sont

nécessaires pour conférer une résistance a ces antibiotiques (Mégraud, 2004).

Nous n’avons pas fourni des informations dans ce présent travail concernant le taux
de résistance au métronidazole, du fait qu’il est bien prévisible trés élevé en Algérie,
comme étant dans plusieurs d'autres pays africains (Ben Mansour et al., 2010 ; Seck
et al., 2013). La mise en évidence de la résistance au métronidazole est moins fiable

vu que la faible reproductibilité des resultats in vitro et la non correlation avec les
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résultats in vivo. Elle diminue le taux d’éradication d’environ 25% (Mégraud et
Lehours, 2007). De plus, cette résistance peut étre surmontée par I’utilisation de fortes
doses de métronidazole ou I’allongement de la durée de traitement (Malfertheiner et
al., 2017).

La résistance de H. pylori aux antibiotiques est le principal facteur d’échec du
traitement d’éradication. Le choix de la méthode de diagnostic appropriée pour la
détection de la résistance peut entrainer une réduction des échecs de traitement et une

résistance moindre aux antibiotiques.

En Algérie, il existe trés peu de laboratoires qui pratiquent le diagnostic de I’infection
a H. pylori par culture et par PCR de détection de mutations associées a la résistance
aux antibiotiques. Ce qui incite les cliniciens a prescrire un traitement probabiliste qui
n’est pas actualisé sur la résistance aux antibiotiques.

Récemment, les résultats obtenus par plusieurs études Algériennes et nos résultats et
selon les derniéres recommandations de Maastricht V nous incite a proposer aux
cliniciens d'abandonner le traitement de premiére ligne & base de clarithromycine.
Deux possibilités peuvent étre proposées pour 1’adaptation du traitement des patients
infectés par H. pylori : soit un nouveau schéma impliquant une combinaison de plus
d'antibiotiques en incluant d’autre antibiotiques tels que la lévofloxacine et la
tétracycline pour le traitement empirique de premiére ligne ou une nouvelle stratégie
thérapeutique guidée par des tests de sensibilité aux antibiotiques.

Actuellement, dans les régions ou la résistance a la clarithromycine est élevée, des
quadrithérapies contenant du bismuth sont recommandés pour le traitement empirique
de premiere ligne (Malfertheiner et al., 2017).

En Algérie, le bismuth n'est pas disponible. En conséquence, des traitements
concomitants ou séquentiels sont recommandés en dépit des conséquences

écologiques et des effets indésirables.

L’identification génotypique des souches de H. pylori est basée sur la détermination
du génotype de génes de pathogénicité vacA avec ses trois régions et le statut cagPAl.
L’infection a H. pylori liée aux pathologies gastroduodénales est due principalement

a la présence et I’expression des génes de virulence.
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La présence de I'ilot de pathogénicité cagPAl permet de déterminer le degré de
virulence de la bactérie. Les souches cagA positives sont associées aux pathologies les
plus sévéres comme l'ulcére gastroduodénal et le cancer gastrique (Marshall et
Windsor, 2005). Les pays du continents Africain ont une incidence faible du cancer
gastrique malgreé de forts taux de prévalence de I’infection a H. pylori, contrairement
a certains pays d’Asie de I’Est ou la prévalence de I’infection peut étre inferieure mais

qui enregistrent une forte incidence de cancer gastrique (Kuipers, 1999).

Dans cette étude, nous avons rapporté 47% des échantillons ont un statut cagPAl
positif, un résultat similaire a ceux rapportés dans les pays du Maghreb : 58% et 46%
dans les études Algériennes récentes de Bachir et al., 2018 et Raaf, 2018
respectivement, 42,3% au Maroc (Boukhris et al., 2012) et 61,6% en Tunisie (Ben
Mansour et al., 2010b). Notre prévalence est supérieure a celles obtenus au Pakistan
(24,2%) mais inférieur aux taux rapportes en Iran (76%), en Irak (71%) ( Hussein et
al., 2008) et 86% dans une étude mexicaine (Gonzalez-Vazquez et al., 2012). Au
Japon, le taux de cagA est tres élevé (90%) (Ito et al., 1997), ce qui est en corrélation

avec le cancer gastrique couramment rencontré dans ce pays.

De plus, il a été démontré que les protéines CagA possédant plusieurs répétitions
EPIYA sont plus susceptibles d'étre associés au développement du cancer gastrique
(Argent et al., 2004 ; Azuma et al., 2002 ; Yamaoka et al., 1998). Nos résultats ont
démontré 58% des souches avec le type EPIYA-C (P1P2P3), un taux similaire a été
rapporté par 1’étude de Raaf, 2018 (55%).

Le géne vacA représente un autre marqueur impliqué dans la pathologie. La virulence
des isolats est étroitement liée a la combinaison en mosaique des différents types
alléliques des régions s, met i.

Dans notre étude toutes les souches de H. pylori expriment vacA. La répartition des
alleles s2 a été légerement supérieure des alléles s1 58% vs 42% avec une
prédominance a 78% de slb. Les alleles m2 et i2 ont été les plus prédominants avec
79% et 71% respectivement. De nombreuses études ont démontré des resultats
similaires, en Algérie s1 a 50%, slb a 82% et une prédominance de s2 et m2 avec
50% et 78% respectivement (Raaf, 2018), au Maroc prédominance de s2 et m2 avec
50,2% et 57,6% respectivement (Boukhris et al., 2012) et en Tunisie slb a 77% et
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prédominance de s2 et m2 avec 45,6% et 58% respectivement (Ben Mansour et al.,
2010b).

Les combinaisons des alléles vacA les plus prédominantes dans notre étude sont s2/
m2 55%. Un taux similaire a été rapporté par les études de Raaf, Boukhris et al et
Ben Mansour et al 47%, 51% et 45,6% respectivement. Alors que, 1I’é¢tude Algérienne
récente de Bachir et al., 2018 a démontré que les combinaisons s1/m1 sont les plus
prédominantes avec 59,88%.

Il a été déemontré que les souches de H. pylori présentant les alléles s1/m1/i1 de vacA
sont associées a un risque accru de développer une maladie sévere, comparé aux
souches vacA s2/m2/i2 positifs (Peek et al., 2010 ; Read et al., 2007).

Les souches s1m1l sont les plus cytotoxiques, suivies de souches de s1m2, tandis que
les souches de s2m2 n'ont aucune activité cytotoxique, les souches s2m1 sont rares
(Atherton et al., 1995 ; Gonzélez et al., 2011; Shiota et al., 2013).

Dans ce présent travail, la combinaison des facteurs de virulence étudiés a été
effectuée. Les résultats obtenus ont montré un génotype majoritaire cagPAl-,
vacAs2m2 avec 37 souches 49%, correspondant a un génotype moins virulent. Un
résultat inférieur a été trouvé par Raaf 27%. Ce reésultat pourrait étre expliqué par le
taux élevé de gastrite 66% chez les patients inclus dans cette étude et le faible taux de
pathologie séveres notamment le cancer gastrique en Algérie par rapport aux taux de
prévalence assez elevé de I’infection a H. pylori.

D’autre génotypes plus virulents ont été trouvé aussi avec des taux inférieurs tel que
cagPAI+, vacAslm2 16 souches 21% et cagPAIl+, vacAslml 15 souches 20%. Ces
résultats sont élevés en comparaison avec ceux rapportés par Raaf 16% et 2,5%
respectivement.

La prévalence de ces génotypes chez les patients atteints d’un ulcére peptique et de
cancer gastrique est nettement supérieure a celle des patients souffrant de gastrite

uniqguement (Faundez et al., 2002).

Plusieurs études ont démontré que I’association des facteurs de virulence comme
cagA et vacA sl est associé a I’ulcere duodénale et au cancer gastrique (Gerhard et al.,
1999 ; Arents et al., 2001) .
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Conclusion et Perspectives

L’infection a Helicobacter pylori constitue un probléme majeur de santé public en
Algérie. L’objectif de cette étude était d’apporter des données concernant
I’épidémiologie locale de I’infection a H. pylori pour la premiére fois a Constantine
et de contribuer a I’amélioration de la prise en charge des infections a H. pylori.

Ce travail a permis d’une part la mise en place des techniques d’isolements et
d’identifications de H. pylori et la réalisation de 1’antibiogramme au niveau du

laboratoire de Bactériologie du CHU Benbadis Constantine.

D’autre part, I’étude a permis de déterminer pour la premiere fois une forte prévalence
(63,7% par PCR) de l’infection a H. pylori chez I’adulte a Constantine et une
fréquence assez élevée de la résistance a la clarithromycine (18,6%). Selon les
dernieres recommandations de Maastricht V, ce résultat nous incite & proposer aux

cliniciens a abandonner le traitement de premiere ligne a base de clarithromycine.

Le traitement d’éradication de 1’infection a H. pylori en Algérie doit étre adapté par
I’élaboration de nouveaux schémas thérapeutiques impliquant une combinaison de
plus d'antibiotiques en incluant d’autres antibiotiques tels que la Iévofloxacine et la
tétracycline (en raison du faible taux de résistance obtenu a ces antibiotiques) pour le
traitement empirique de premiere ligne. En plus, les stratégies thérapeutiques doivent
étre guidées par des tests de sensibilité aux antibiotiques.

L’étude génotypique des facteurs de pathogénicité a montré une prédominance des
génotypes les moins virulents vacA s2m2i2 et cagPAIl -. En raison de I’absence des
résultats d’anatomopathologie pour I’ensemble des patients, nous n’avons pas pu

analyser la corrélation entre les facteurs de pathogénicité et les pathologies gastriques.

Cette étude a démontré également I’intérét des méthodes de génétique et biologie
moléculaire dans la détection de I’infection a H. pylori directement dans les biopsies
gastriques et la détermination de la sensibilité aux antibiotiques. Ces techniques nous
a permis de surmonter 1’échec de la culture. Elles sont aussi faciles & standardiser en

comparaison aux méthodes phénotypiques. Cependant, la culture reste la méthode de
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référence qui permet la conservation des souches isolées de H. pylori pour d’autres
études plus approfondies.

La prévalence de I’infection a H. pylori obtenu dans notre étude concerne uniquement
des patients symptomatiques et ne représente pas la prévalence de la population

génerale.

Il serait judicieux de mettre en place les méthodes de recherche bactériologique et
moléculaire de cet agent hautement pathogene au niveau des différents laboratoires a
travers le pays dans le but de traiter efficacement I’infection en éradiquant H. pylori
afin de prévenir la survenue des pathologies sévéres tel que le cancer gastrique et

assurer une bonne coopération entre les cliniciens et les biologistes.

A Dissue de cette étude, nous voudrions participer a la création d’une unité de
recherche de Helicobacter pylori au laboratoire de Bactériologie CHU Benbadis avec
la collaboration des microbiologistes et y apporter toute notre expérience, en mettant
en place les méthodes d’isolement, d’identification et d’étude de la sensibilité aux
antibiotiques de H. pylori a partir de biopsies de patients concernant les pathologies
gastroduodénales et secondairement rechercher H. pylori dans les selles. Ce qui peut
mener a 1’apport certain pour le diagnostic et la mise en place d’un traitement ciblé,
cela contribuera & I’amélioration de la qualité des soins et pour promouvoir la
médecine curative ou préventive pour la  population de toute la région

Constantinoise.
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Annexes

Annexe 01 :Questionnaire
CHU Constantine

Service Hépato-gastroentérologie-Service Médecine interne-Service Endoscopie (Anatomie)
Le questionnaire : Fiche de renseignement

Etude sur I’Helicobacter pylori

Etude faite par : Doctorante Mehasni Samiha
Prélevement N° :

Numéro de dossier :

Date de prélevement :

Nom de malade :

Prénom de malade :

Date de naissance ou Age :

Sexe :

Niveau socio-économique :

Tel/Adresse :

-Pathologie : -Hospitalisé
-Tabagisme
-Alcoolisme

-Amaigrissement

-Epigastralgies

-Pyrosis

-Gastrite connue

-Lymphome gastrique connue
-Adénocarcinome gastrique connue

-Prise d’IPP ou antiacides

JHUHOUUUUL

-Prise d’ATB (antiulcéreux ou autres) I:I

-Si ATB quel type :  -Flagyl
-Amoxicilline
-Clarithromycine
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Abstract — Infection with Helicobacter pylori is common worldwide and a significant cause of gastroduodenal
diseases. Resistance to antibiotics is the main reason for failure of H. pylori eradication. The objectives of this
study were to evaluate the prevalence of H. pylori infection and determine the strains’resistance to
clarithromycin and fluoroquinolones by using molecular methods for the first time in Constantine, Eastern
Algeria. A prospective study was carried out between April 2013 and December 2015. Gastric biopsy
samples were obtained from adult patients submitted to upper gastrointestinal endoscopy. Biopsies were
sent to the French National Reference Center for Campylobacters and Helicobacters in Bordeaux, France,
where they were tested by real-time PCR for detection of H. pylori infection and resistance to clarithromycin
using a fluorescence resonance energy transfer-melting curve analysis (FRET-MCA) protocol. For detection
of point mutations associated with resistance to fluoroquinolones, PCR and sequencing were performed.
Prevalence of H. pylori infection was 63.7%, primary resistance to clarithromycin: 18.6%, and primary
resistance to fluoroquinolones: 6%. Based on these results of primary resistance to clarithromycin , the
recommendation is to abandon the standard clarithromycin-based triple therapy as a first-line treatment.
Instead, new therapeutic strategies, including other antibiotics such as levofloxacin, are now being

suggested as an alternative treatment.

INTRODUCTION

Helicobacter pylori is an important human pathogen
that colonizes the gastric mucosa of-half of the
world’s population. This bacterium is responsible
for most gastroduodenal diseases such as gastritis,
peptic ulcer, adenocarcinoma and gastric MALT
lymphoma (Kusters et al., 2006).

The first-line therapy for H. pylori eradication
used worldwide for more than 20 years is a triple
therapy named standard therapy, which includes a
proton pump inhibitor (PPI), amoxicillin, and
clarithromycin (Megraud, 2004). However, this
treatment may fail for several reasons, most
importantly H. pylori resistance to clarithromycin
(Malfertheiner et al., 2012). Resistance to this
antibiotic has been associated with point mutations

in the peptidyltransferase-encoding region of the
23S ribosomal RNA (rRNA) gene of H. pylori
(Versalovic et al., 1996). Three major point mutations
in this gene have been described at two nucleotide
positions: 2142 (A2142G and A2142C) and 2143
(A2143G) (Megraud and Lehours, 2007).
Increasing resistance against clarithromycin
causes treatment failure (Megraud, 2004). For this
reason, the development and use of other
antibacterial drugs, such as fluoroquinolones, must
be considered as an alternative for H. pylori therapy
(Glocker and Kist, 2004). Fluoroquinolones exert
their antimicrobial effect by inhibiting the A-subunit
of the DNA gyrase of H. pylori, encoded by the gyrA
gene. Mutations in the so-called quinolone
resistance-determining region (QRDR) of the gyrA
gene are found in H. pylori as well as in other

*Corresponding author’s email: mehasnisamiha@yahoo.fr
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bacteria. The main amino acid positions concerned
are 87 and 91(Moore et al., 1995; Tankovic et al.,
2003).

The objectives of this study were to evaluate the
prevalence of H. pylori infection and to detect the
mutations associated with resistance to
clarithromycin and fluoroquinolones by using
molecular methods for the first time in Constantine,
Eastern Algeria.

MATERIALS AND METHODS

Collection of gastric biopsy samples

A prospective study was carried out between April
2013 and December 2015. Gastric biopsy samples
were obtained from the antrum of adult patients
with various abdominal symptoms who were
submitted to upper gastrointestinal endoscopy at
the University Hospital of Constantine in Eastern
Algeria, and had never received H. pylori eradication
therapy. Informed consent was obtained from all
patients. One piece of each sample was stored at
-80 °C and sent to the National Reference Center for
Campylobacters and Helicobacters in Bordeaux,
France, for molecular study.

Molecular Methods

DNA extraction

Each gastric biopsy sample was digested in 180 uL
of lysis buffer (Qiagen SA, Courtaboeuf, France) and
20 uL of proteinase K (Qiagen) and incubated at
56°C for 5 hours. Genomic DNA was isolated using
a MagNA Pure LC DNA isolation kit I (Qiagen).

Real-time PCR

Detection of H. pylori infection, and determination of
point mutations associated with clarithromycin
resistance in the 235 rRNA gene were performed by
real-time PCR according to (Oleastro et al., 2003).
This method is based on the amplification of a
fragment of the 235 rRNA gene of H. pylori, followed
by simultaneous detection of the product by probe
hybridization using fluorescence resonance energy
transfer (FRET) technology and analysis of the
melting curve with a Light Cycler thermocycler
(Roche, Meylan, France) (Wittwer et al., 1997).

Sequencing

The QRDR of the H. pylori gyrA gene was detected
by standard PCR. The PCR products were

sequenced on both strands using the same primers,
as previously described by (Rimbara et al., 2012).

RESULTS

General characteristics of patients

One hundred thirty-five Algerian patients aged 16 to
84 years were included. There were 69 females
(51.1%) and 66 males (48.8%). Nineteen patients
(14%) were hospitalized, and 116 (86%) were
outpatients.

Endoscopic examination detected 33 (24.4%)
patients with normal mucosa, 90 (66.6%) with
chronic gastritis only, 4 (2.9%) with a gastric ulcer, 3
(2.2%) with gastric adenocarcinoma and 5 (3.7%)
with duodenitis (erosive and hemorrhagic bulbo-
duodenitis). The most frequent symptoms for these
patients were epigastralgia and pyrosis.

Detection of Helicobacter pylori infection and
determination of clarithromycin resistance

H. pylori DNA was detected in 86 gastric biopsies
from 135 patients (63.7%), 44 (51.1%) from males
and 42 (48.8%) from females.

A mutation conferring resistance to
clarithromycin was detected in 16 out of the 86 H.
pylori positive patients including seven with a
double population of resistant and susceptible
genotypes (Table 1). The mutation corresponded to
the genotype A2142/43G. The A2142C mutation was
not found in the present study, and 77 strains had a
wild-type profile (susceptible).

Table 1. Point mutations conferring resistance to
clarithromycin in Helicobacter pylori according to
results of a 23S rRNA mutation assay.

Point mutations No. of strains %
Wild-type 77 89.5
A(2142/43)G 16 18.6
A(2142)C 0 0

Detection of point mutations associated with
quinolone resistance

PCR amplification and sequence analysis of the
QRDR of gyrA from 84 DNA samples revealed that
the resistance rate of H. pylori to quinolones was 6%.
Among the 5 resistant strains, 1 carried a double
mutation and 4 had single mutations (Table 2). The
substitution (Asn —Thr) at amino acid 87 which
does not lead to resistance was also detected 5 times.
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Table 2. Point mutations in the QRDR of gyrA in
Helicobacter pylori.

Amino acid change  gyrA mutation and No.
position

Asn — Lys N87K 1

Asp — Gly D91G 1

Asn — Ile N871 2

Asn — Lys N87K double 1

Asp — Tyr DI1Y mutation
DISCUSSION

The present study reports for the first time the
prevalence of H. pylori infection in Constantine,
Eastern Algeria. It is estimated to be 63.7%, a result
that is similar to the 64% rate reported in the
Tunisian population by seroprevalence (Ben
Mansour et al., 2010). This prevalence appears to be
relatively lower than in developing countries, for
example a prevalence of 89% was recently reported
in Congo (Ontsira Ngoyi et al., 2015), and decreased
from 80% as it was reported in a serological study
carried out in 1980 in the Algerian population
(Megraud et al., 1989). However, it is higher than
that found in more recent Algerian studies, with
estimates 47% and 57% in Algiers (Djennane-Hadibi
et al., 2016; Raaf et al., 2017), this slight difference
may be due to the low socioeconomic conditions in
our region compared to Algiers, and no data were
found about the status of H. pylori infection. Many
developed countries have a low prevalence, with
reports of 30% in the USA and Canada, 20% in
Australia and 26.6% in Switzerland (Hunt et al.,
2011).

Algeria is among the countries where the
clarithromycin based empirical triple therapy is
widely used as a first-line treatment of H. pylori
infection.

The most recent Maastricht V consensus
recommended that PPI-clarithromycin-containing
triple therapy without prior susceptibility testing
should be abandoned when the clarithromycin
resistance rate in the region is more than 15%
(Malfertheiner ef al., 2017).

The present study is the first to report a primary
resistance rate reaching 18.6% in Constantine,
Eastern Algeria, a result that is above the 15%
threshold put forward by the Maastricht V
consensus report as a reason to abandon the
clarithromycin-based first-line treatment.

This rate of resistance to clarithromycin was
related especially to the genotype A2142/43G. The

same rate was observed in Pakistan (18.2%) (Cagdas
et al, 2012) and in Bulgaria (17.9%) (Boyanova et al.,
2012). However, it was lower than other data
obtained in Maghreb, from recently published
studies in Morocco and Algeria where the
prevalence of primary resistance to clarithromycin
reached 28.8%, 23% and 33%, respectively (Bouihat
et al., 2016; Raaf et al., 2017; Djennane-Hadibi ef al.,
2016). In contrast, this rate is much higher than that
found in the Congo (1.7%) (Ontsira Ngoyi et
al.,2015), and in Germany (7.5%) (Selgrad et al.,
2013).

Although fluoroquinolones are not used in the
treatment regimen to eradicate H. pylori infection in
Algeria, a 6% rate of resistance was reported against
this antibiotic. This level of resistance was higher
compared to a recent study in Algeria where a very
low rate of resistance to fluoroquinolones (2%) was
detected (Raaf et al., 2017), similar to other data
found in Malaysia (6.8%) (Teh et al., 2014), and
significantly lower than what was found in Congo
(50%) (Ontsira Ngoyi et al., 2015).

In our investigation, fluoroquinolone resistance
might be due to the prescription and administration
of these antibiotics, especially ciprofloxacin, to treat
bacterial infection in other organ systems.

CONCLUSION

In conclusion, the main interest of this study is to
provide important data on the status of H. pylori
prevalence and local antibiotic resistance rates in
Constantine, Eastern Algeria. In the present study,
we reported an increasing rate of primary resistance
to clarithromycin (18.6%) which leads to the
recommendation of abandoning standard
clarithromycin based triple therapy as a first-line
treatment. Instead, new therapeutic strategies,
including other antibiotics such as levofloxacin, are
now suggested as an alternative treatment.

Our results revealed the efficiency of genotypic
susceptibility testing which showed how molecular
genetic techniques can be used if culture is not
available. The molecular genetic testing detecting H.
pylori and mutations that confer resistance to
antibiotics is faster and easier to standardize than
phenotypic testing.
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Résumé

Helicobacter pylori est un agent pathogene qui colonise la muqueuse gastrique de la
moitié de la population mondiale. Cette bactérie est responsable de la plupart des
maladies gastroduodénales telles que la gastrite, 'ulcére peptique, 1’adénocarcinome
et le lymphome gastrique MALT.

Objectifs : Apporter des données concernant I’épidémiologie locale de I’infection
a H. pylori pour la premiere fois a Constantine et contribuer a 1’amélioration de la
prise en charge de ces infections.

Matériels et Méthodes : Nous avons mené une étude prospective réalisée entre 2013
et 2015, elle a compris 135 patients adultes adressés pour endoscopie digestive et non
traités auparavant pour I’infection a H. pylori. L’identification des souches a été
réalisée par culture et PCR en temps réel de détection de H. pylori et les mutations de
sa resistance a la clarithromycine. La détection des mutations liées a la résistance a la
tétracycline et a la l1évofloxacine a été effectuée par séquencage. Le génotypage des
facteurs de pathogénicité cagPAl, vacAs/m/i a été réalisé par PCR classique.

Résultats : La prévalence de I’infection a H. pylori évaluée par PCR est de 63,7%,
culture positive 17%, la résistance primaire a la clarithromycine due a la mutation
de type A2142/43G est détectée avec un taux de 18.6%, la résistance a la
lévofloxacine est due aux mutations simples Asn87Lys-Asp91Gly- Asn87lle et a la
double mutation Asn 87Lys et Asp91Tyr avec un taux de 6%. Une seule résistance
a la tétracycline (1,2%) mutation (TGA) a été détectée. La mise en évidence des genes
de pathogénicité a révélé : cagPAl+ 47 %, cagA P1P2P3 58%, vacAslml 20%, vacA
s1im2 24%, vacAs2m2 55%, prédominance de génotype cagPAl-,vacAs2m2.
Conclusion : Une forte prévalence de l’infection a H. pylori a été détectee
a Constantine, une adaptation de traitement d’éradication est nécessaire suite
a ’augmentation du taux de résistance a la clarithromycine en incluant d’autres
antibiotiques. Une prédominance de génotype moins virulent a été détectée chez les

souches isolées.

Mots clés : H. pylori, génotypage, clarithromycine, résistance primaire.



Abstract

Helicobacter pylori is a pathogen that colonizes the gastric mucosa of-half of the world’s
population. This bacterium is responsible for most gastroduodenal diseases such as gastritis,
peptic ulcer, adenocarcinoma and gastric MALT lymphoma.

The objectives: To provide data about the local epidemiology of H. pylori infection for the
first time in Constantine and to contribute ameliorating the management of H. pylori
infections.

Materials and Methods: We conducted a prospective study achieved between 2013 and
2015, it included 135 adult patients addresses for digestive endoscopy and previously
untreated for H. pylori infection. Strains identification was performed by culture and real-time
PCR for detection of H. pylori and mutations of its resistance to clarithromycin .The detection
of mutations related to resistance to tetracycline and levofloxacin was performed by
sequencing. Genotyping of cagPAI, vacAs/m/i pathogenicity factors was achieved by standard
PCR.

Results: Prevalence of H. pylori infection evaluated by PCR 63.7%, positive culture 17%,
primary resistance to clarithromycin due to mutation type A2142/43G is detected with a rate
of 18.6%, the Resistance to levofloxacin is due to single mutations Asn87Lys-Asp91Gly-
Asn87lle and the double mutation Asn87Lys and Asp91Tyr with a rate of 6%. A single
resistance to tetracycline mutation (TGA)(1.2%) was detected. The detection of the
pathogenicity genes revealed: cagPAl+ 47%, cagAP1P2P3 58%, vacAs1m120%, vacA slm?2
24%, vacAs2m2 55%.Génotype predominance cagPAl-, vacAs2m2.

Conclusion: A high prevalence of H. pylori infection has been detected in Constantine, an
adaptation of eradication treatment is necessary following the increase in the rate of resistance
to clarithromycin by including other antibiotics. A predominance of less virulent genotype

was detected in isolated strains.

Key words: H. pylori, genotyping, clarithromycin, primary resistance.
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Identification des souches de Helicobacter pylori par I’utilisation des marqueurs génétiques
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Helicobacter pylori est un agent pathogéne qui colonise la muqueuse gastrique de la moitié de la
population mondiale. Cette bactérie est responsable de la plupart des maladies gastroduodénales telles
que la gastrite, I’ulcére peptique, 1’adénocarcinome et le lymphome gastrique MALT.

Objectifs : Apporter des données concernant I’épidémiologie locale de I’infection a H. pylori pour la
premiére fois a Constantine et contribuer a I’ameélioration de la prise en charge de ces infections.
Mateériels et Méthodes : Nous avons mené une étude prospective réalisée entre 2013 et 2015, elle a
compris 135 patients adultes adressés pour endoscopie digestive et non traités auparavant pour 1’infection
a H. pylori. L’identification des souches a été réalisée par culture et PCR en temps réel de détection de H.
pylori et les mutations de sa résistance a la clarithromycine. La détection des mutations liées a la
résistance a la tétracycline et a la lévofloxacine a été effectuée par séquencage. Le génotypage des
facteurs de pathogeénicité cagPAl, vacAs/m/i a été réalisé par PCR classique.

Résultats : La prévalence de I’infection a H. pylori évaluée par PCR est de 63,7%, culture positive 17 %,
la résistance primaire a la clarithromycine due a la mutation de type A2142/43G est détectée avec un taux
de 18,6%, la résistance a la lIévofloxacine est due aux mutations simples Asn87Lys-Asp91Gly- Asn87lle
et a la double mutation Asn 87Lys et Asp91Tyr avec un taux de 6%. Une seule résistance a la
tétracycline (1.2%) mutation (TGA) a été détectée. La mise en évidence des genes de pathogénicité a
révélé . cagPAl+ 47 %, cagA P1P2P3 58%, vacAslml 20%, vacA slm2 24%, vacAs2m2 55%,
prédominance de génotype cagPAl-,vacAs2mz2.

Conclusion : Une forte prévalence de I’infection a H. pylori a été détectée a Constantine, une adaptation
de traitement d’éradication est nécessaire suite a 1’augmentation du taux de résistance a la
clarithromycine en incluant d’autres antibiotiques. Une prédominance de génotype moins virulent a été
détectée chez les souches isolées.

Mots-clés : Helicobacter pylori, génotypage, clarithromycine, résistance primaire.
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