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Résume

Il s‘agit d’une étude descriptive analytique dans une population de I’ouest Algérien. Cette étude est réalisée sur
95 patients présentant des symptomes gastroduodénaux. L’objectif principal de notre étude est d’identifier les
génes de virulence de I’H.Pylori ainsi que I’association entre ces génes avec les différents types de pathologies
identifiés dans notre population d’étude. Nous avons identifi¢ 1’H.pylori par plusieurs méthodes : le test
d’uréase et le test anatomopathologique. Nous avons utilisé la PCR mixte pour détecter les génes de virulence
(Vac A ml, VacA s1, Cag A). Nous avons effectué aussi une étude in silico pour la conception des amorces ou
on a utilisé le logiciel primer 3 plus (https://www.primer3plus.com/index.html). Nos résultats montrent que
Certains patients étaient négatifs du test d’uréase mais se sont révélés positifs par PCR. 60% des patients
possédent Vac A ml1/Cag A+, 10% des cas possédent les génes Vac A ml/sl et 30% n’ont pas les geénes de
virulence. La Régression et I’ACP montrent que le génotype Vac A m+/Cag A+ est corrélé a la pathologie
gastrite chronique avec une P significative de 0.003, R 2 =31%. Notre analyse montre aussi que 1’age et le sexe
sont significativement différents selon les génotypes, dont 50% des patients agés de plus de 35 ans avaient le
géne Vac A ml1/Cag A +(p=0.00). 50% des femmes avaient les 2 genes de virulence Vc A m1/Cag A+, tandis
que ce génotype est retrouvé que chez 10% des hommes (p=0.04). Le test Khi2 montre aussi qu’il existe une
différence significative entre les différentes méthodes d’identification de la présence d’H. pylori (p=0.016).

En conclusion 70% de nos patients atteints des pathologies gastriques portent les genes de virulence (Vac A,
cagA) de I’H.pylori. Donc il faut rendre la PCR un moyen de diagnostic pour une thérapie ciblée.

Mot clés : Helicobacter pylori, Vac A, Cag A, pathologies gastroduodénales, amorces, Analyse en Composantes
Principales, régression

Abstract

This is a descriptive analytical study conducted in a population from western Algeria. This study was carried
out on 95 patients presenting gastroduodenal symptoms. The main objective of our study is to identify the
virulence genes of H. pylori and the association of these genes with different types of pathologies identified in
our study population. We identified H. pylori by several methods: the urease test and the histopathological test.
We used multiplex PCR to detect the virulence genes (Vac A ml, VacA sl, Cag A). We also performed an in
silico study for primer design using Primer 3 Plus software (https://www.primer3plus.com/index.html). Our
results show that some patients were negative for the urease test but tested positive by PCR. 60% of the patients
possess Vac A m1/Cag A+, 10% of the cases have Vac A ml/sl genes, and 30% do not have virulence genes.
Regression and PCA show that the Vac A m+/Cag A+ genotype is correlated with chronic gastritis pathology
with a significant P of 0.003, Rz = 31%. Our analysis also shows that age and sex are significantly different
according to the genotypes, with 50% of patients over 35 years old having the Vac A ml/Cag A+ gene
(p=0.00). 50% of women had the two virulence genes Vc A m1/Cag A+, while this genotype was found in only
10% of men (p=0.04). The Chi-squared test also shows that there is a significant difference between the
different methods of identifying the presence of H. pylori (p=0.016). In conclusion, 70% of our patients with
gastric pathologies carry the virulence genes (Vac A, cagA) of H. pylori. Therefore, PCR should be used as a
diagnostic tool for targeted therapy.

Keywords: Helicobacter pylori, Vac A, Cag A, gastroduodenal pathologies, primers, Principal Component
Analysis, regression
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Introduction Générale

La découverte en 1983 par Barry James Marshall et John Robin Warren de I’implication de
Helicobacter pylori dans les maladies gastriques a révolutionné la gastroentérologie et leur a valu
le prix Nobel de médecine et physiologie en 2005. (Fontaine V, Douat N., 2011)

L’infection par H. pylori est tres répandue affectant pres de 50 % de la population
mondiale. Le taux d'infection varie en fonction de nombreux critéres comme I'age, l'origine

géographique et les conditions socio-économique. ( AboudouRaimi K et al., 2021)

Helicobacter pylori, est une bactérie microaérophile spiralé a Gram négatif (Mehasni S.,
2019) capable de survivre et de persister a la surface de la muqueuse gastrique malgré I’acidité de
I’estomac et une forte réponse immunitaire. Elle est désormais reconnue par 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) comme la seule espece bactérienne cancérogene pour I’homme.
(Fontaine V, Douat N., 2011)

Cette derniere, commence géneralement par une gastrite chronique superficielle souvent
inapercue, mais peut evoluer lentement sur des décennies, entrainant des affections plus graves
telles que 'ulcere gastrique, le lymphome gastrique du MALT et 1’adénocarcinome gastrique.
(Diplo B., 2020) il est desormais évident que la présence du genes de pathogenicité et leurs
différentes combinaisons génotypique chez H.Pylori influencent le développement de maladies
gastriques chez les patients .Certaines caractéristique génotypiques des souches de H.Pylori
telles que les alléles s et m du géne Vac A et la présence du géne Cag A sont associées a la

progression de I’infection vers des formes plus séveéres .(Pascale M., 2011)

Les genes Vac A Cag A, considérés comme des marqueurs de virulence sont responsables

de la production de cytotoxines et de I’induction d’une réponse inflammatoire intense (Pascale

M., 2011).

Le diagnostic de D'infection peut étre réalise par divers méthodes (invasive et non
invasive).la culture permet notamment de déterminer la sensibilité aux antibiotiques. Cependant
le taux d’éradication de I’infection est actuellement a son plus bas niveau, principalement en
raison de la résistance aux antibiotiques qui varie selon la localisation géographique. (Fontaine V,
Douat N., 2011) En revanche, la technique moléculaire utilisant la PCR présente une excellente
sensibilité et spécificité, ce qui la rend une méthode d’identification précise et fiable pour le

diagnostic de I’infection a Helicobacter Pylori (Mehasni S., 2019)



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kpossou%20AR%5BAuthor%5D
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Notre étude vise d’abord a identifier les génes de virulence (Vac A ml, Vac A sl, Cag A)
chez les patients présentant des symptomes gastroduodénaux ensuite a tester I’association entre
ces genes avec différents types de pathologies gastrique (gastrite chronique, ulcére) qui sont
identifiés dans notre populations d’étude et enfin comparer entre les différentes méthodes de

diagnostic de I’H.pylori (test d’uréase, test anatomopathologique, test PCR).
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1. Historique :

La premiére surprise a été la découverte de cette bactérie de grande importance clinique
seulement a la fin du 20e siécle. (Marshall B.J, Warren J.R., 1984)

En 1906 Walter Krienitz, un médecin allemand trouve des bactéries spiralées dans
l'estomac d'un patient atteint d’ulcére gastroduodénal (Mehasni S.,2019). Des micro- organismes
similaires auraient été observés dans la muqueuse gastrique de certains animaux et en ce qui
concerne I’homme. (Bigard, M. A, et Colin.R., 1996)

Steer et colin Jones (1975) découvrent chez 1’homme une association entre l’ulcere
gastrique et la présence a la surface de la muqueuse gastrique d’un micro-organisme visible au
microscope optique et de coloration Gram négatif (Mehasni S.,2019). En 1981, Marshall et
Warren, en raison de la forme spiralée de la bactérie et de la présence de flagelles engainees
définirent cet organisme comme un Campylobacter. H. pylori est classé carcinogene de type |
par I’Organisation Mondiale de la Santé en 1994. (SABRI Z., 2014)

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. (Mehasni S., 2019)
2. Caracteres bactériologique :

2.1.Structure :

H. pylori est une bactérie dont la structure externe est hélicoidale ; munie de flagelles ; un
agent pathogene gastro-intestinal pro-inflammatoire impliqué dans la pathogenése de la gastrite
chronique conduisant a l'ulcére gastroduodénal, au carcinome gastrigue ou au lymphome
(Maréchal BJ., 1983 et Nomura UN et al ; 1991). Elle possede 4 a 6 flagelles polaires et
conférant une motilité et permettant un mouvement rapide dans la muqueuse gastrique visqueuse
lui assurant ainsi une meilleure colonisation (Figure.1). C’est un bacille a gram négative spiralé
mesurant 2 a 4um de long et 0,5 a 1um de large qui peut également exister sous une autre forme

ronde dite coccoide viable mais non cultivable (Diplo B., 2020).
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Figure 1: H. pylori sous microscope électronique

A. H. pylori; B. Amas de H. pylori au niveau des cellules épithéliales gastriques (Tan S et
al., 2009)

2.2. Habitat :

Le réservoir de H. pylori est I’estomac humain. C’est le micro-organisme le plus
fréquemment retrouvé dans la muqueuse gastrique humaine en association avec les cellules

¢épithéliales humaines. Il vit préférentiellement dans I’antre gastrique. (Kendouli F et al., 2014).
3. Caracteres Biochimiques :

H. pylori utilise les acides aminés et les acides organiques comme source d’énergie ce qui

signifie que H. pylori est une bactérie asaccharolytique (Mehasni S., 2019).

H. pylori produit une uréase, une catalase, une oxydase, une alkylhydroperoxide réductase
et superoxyde dismutase qui lui permettent de résister au stress oxydatif généré par la réponse
immunitaire. Elle n’acidifie pas les sucres et son activité uréasique est trés intense, c’est une
enzyme qui lui permet la survie a un PH trés acide en présence d’urée. Toutes fois des travaux ont

montré qu’il pouvait utiliser faiblement la voie des pentoses (Diplo B., 2020).
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4. Exigence du germe :

La température optimale pour la croissance de ces bactéries est de 37°C (Sahi M.,1998).
La bactérie est sensible a I'oxygéne aux taux de l’air et requiert pour vivre une atmospheére
appauvrie en oxygéne. Elle requiert une concentration en Oz ¢e 3 a 6% (optimum de ’ordre de
5%) et une concentration en CO> de 6 a 10%. (Goodwin CS et al., 1989)

5. Caracteres génétiques :

Le génome de H. pylori a été séquencé pour la premiere fois en 1997 a partir de la souche
26695 chez un patient anglais atteint de gastrite chronique. 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 l'analyse génomique de 30 souches a abouti a une valeur moyenne de 1,71 Mb (Mehasni S.,
2019). En effet, les différences entre les souches s'expriment par des variations dans la taille des
génomes, des réarrangements chromosomiques, la présence de séquences d'insertion, des genes
spécifiques de souches, des genes mosaiques, la présence éventuelle de mutations ponctuelles et
plus spécialement dans le géne de I'ARN ribosomique 23S conduisant a la résistance aux
antibiotiques (SALAUN L., 2001).

Le séquencage du génome de Helicobacter pylori a permis de comprendre de nombreux
points concernant la pathogénicit¢ de cette bactérie. Il existe aujourd’hui sept génomes
d’Helicobacter pylori qui ont été séquencés dont quatre ont été publiés : la souche J99 ; la souche
26695 ; la souche HPAGL1 ; la souche G27. Les genomes de ces trois premieres souches ont 1379
genes en commun et possédent 10% de genes spécifiques. Toutes ces souches possedent I’1lot de

pathogeénicité cag (Sabri Z., 2014).

Le génome est composé d’une partie stable et d’une partie variable entre les souches d’ou
la diversité entre les souches. Il existe des Tlots de pathogénicité tels que cag et vag. Helicobacter

pylori est I'une des bactéries pathogenes présentant d’importantes variations génétiques entre les

souches (Sabri Z., 2014).
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6. Polymorphisme génétique associé a Helicobacter pylori :

Les populations de H. pylori sont génétiquement trés diverses, en raison de mutations
ponctuelles et de substitutions, insertions ou délétions plus importantes pouvant impliquer un ou
plusieurs genes ou segments multigéniques (y compris des genes de restriction/modification et au

moins un flot de pathogénicité).

Un groupe spécial de polymorphismes implique des séquences répétées (répétitions
mononucléotidiques ou dinucléotidiques) pres des extrémités 5' des génes appelées « génes de
contingence » (Martin J. Blaser et Douglas E. Berg., 2001).

Le génome de H. pylori présente plusieurs caractéristiques uniques dans sa structure
spatiale :

» Environ 1 % du génome code pour une famille composée de 32 protéines de la membrane
externe, appelées protéines des pores de la membrane externe des cellules. Ces protéines
sont probablement liées & une sensibilité aux antibiotiques.

» Plus de 20 homologues contenus dans le génome de H. pylori sont associés a une
restriction et a une modification de I'ADN.

» Ces homologues peuvent étre impliques dans la dégradation de I'ADN intra ou
extracellulaire, ou dans l'activation de la recombinaison de I'ADN.

» De nombreux génes plastiques connus ne sont pas liés a la pathogénicité, mais sont plut6t
homologues a I'enzyme modifiée par restriction.

» La production de genes de H. pylori est associée a la biosynthése des lipopolysaccharides
et au systeme de modification de restriction de I'ADN (Yu-Li Chen et al., 2016).

6.1. Polymorphisme Vac A :

Le gene Vac A et Cag A ne sont pas toujours présents dans toutes les souches de H.pylori
(Kishk R., 2021). Ceci est di a des polymorphismes dans le gene VacA, en particulier a
I'extrémité amino-terminale (région s), au milieu du gene (région m), et dans la région
intermédiaire (région i). Le polymorphisme s2 donne une toxine inactive. Ainsi, les souches avec

I'alléle s2 sont souvent appelés "VacA négative" (Esther Nina O., 2016).
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L'identification ultérieure de la région i a montre que le polymorphisme il est un facteur de
risque significatif et indépendant du carcinome gastrique et fortement associé au polymorphisme
s1, tous deux associés aux ulceres gastroduodénaux. Il a été suggéré que le typage de la région i
de VacA pourrait suffire a déterminer le potentiel pathogene de la toxine. Les souches de l'allele
slml et il ont été le plus souvent associées aux ulceres et au cancer gastrique. Plus
probablement, VVacA facilite l'acquisition des éléments nutritifs et I'amélioration de la capacité de
H. pylori & coloniser I'épithélium gastrique. (Dacie R. Bridge et D. Scott Merrell., 2013) (Tableau
1)

Parmi les combinaisons alléliques possibles, les alleles vacA s1/ml sont la combinaison la
plus virulente, tandis que les génotypes s1/m2 et s2/m2 ne présentent pratiquement aucune
cytotoxicité (Dacie R. Bridge et D. Scott Merrell., 2013).

In vivo, les souches cagA * augmentent le risque d'ulcére gastroduodénal, de gastrite
atrophique et de cancer gastrique distal par rapport aux souches cagA ~. Un deuxieme locus
polymorphe de H. pylori est vacA, qui code pour la cytotoxine vacuolante. Les souches de H.
pylori du sous-type sla vacA sont généralement fortement toxigenes et cagA * et ont également

été associées a des résultats cliniques plus graves (Nina Salima et al., 2001).
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Tableau 1 : Répartition des souches virulentes associés aux pathologies selon la localisation

géographique

Cancer gastrique Asie
Vac Asl/ml Ulcere gastro-duodénal Japon
Inflammation gastrique Corée
Atrophie gastrique
Cancer gastrique
Vac Asl/ml/il Lésion précancéreuse Pays occidentaux
Belgique
Vac Ail/cl/dl Carcinome gastrique Portugal
Amérique du Sud
Asie
Reflux RGO Asie
Vac A s2/m2 Gastrite Amérique du Nord
Europe
Asie
Vac Am2 Lymphome du MALT Europe
Cancer gastrique Chine
CagA+/VacAsl Dommages histologiques Japon

6.2. Polymorphisme Cag A :

CagA est une oncoprotéine produite par Helicobacter pylori, ayant un poids moléculaire de
120 a 145 kDa en raison de ses polymorphismes C-terminaux issus d'une expansion répétée
variable. Codé par le géne CagA situé dans 1’ilot de pathogénicité Cag (Cag PAI). Les souches
positives pour CagA provoquent des inflammations plus graves de la muqueuse gastrigque,
pouvant conduire a un ulcére gastroduodénal ou un cancer gastrique, des troubles
cardiovasculaires, hématologiques et neurologiques. (Hiroko Nishikawa et Masanori
Hatakeyama., 2017).

11
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CagA agit en interagissant avec diverses protéines hodtes via sa queue C-terminale
désordonnée, contenant des motifs répétés EPIYA (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala) et un motif de
multimérisation CM. Les polymorphismes de cette queue influencent la virulence de CagA et
I'issue des maladies gastro-intestinales. Lorsqu’elle est phosphorylée par les kinases de 1'hote, le
motif EPIYA déregle la protéine tyrosine phosphatase 2 (SHP2), induisant une signalisation
mitogéne pro-oncogene. Le motif CM, quant a lui, inhibe l'activité kinase du régulateur de
polarité 1b (PAR1b). (Hiroko Nishikawa et Masanori Hatakeyama., 2017).

Les polymorphismes des motifs EPIYA et CM sont cruciaux pour laction
physiopathologique de CagA dans H. pylori, déterminant I'étendue de son effet oncogene (Hiroko
Nishikawa et Masanori Hatakeyama., 2017).

6.3. Polymorphisme génétique de I’hote :

Des études ont identifie 52 polymorphismes génétiques dans les génes codant pour des
cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-1B, I'IL-6 et I'IL-8, ainsi que des cytokines anti-
inflammatoires comme I'IL-1RN et I'IL-10, ce qui joue un réle crucial dans le résultat clinique
final chez un individu donné. Plus spécifiquement, chez les patients porteurs d'alleles produisant
de maniére élevée des cytokines pro-inflammatoires et d'alleles produisant de maniére faible des
cytokines anti-inflammatoires en augmentant le risque de développer des affections telles que la

gastrite atrophique, les ulcéres gastriques. (Hwang IR et al., 2002)

La cytokine interleukine (IL1 PB) est I’'un des inhibiteurs physiologiques les plus puissants
de la sécrétion gastrique acide. Elle est ainsi la cytokine clé de la réponse inflammatoire de 1’hote
a H. pylori. Certains polymorphismes du géne codant pour I'IL1 B (Hwang IR et al., 2002). lls
sont associés a un risque accru de développer une hypochlorydrie et une gastrite atrophique en
réponse a l’infection par H. pylori, conditions préalables au développement d’un CG par H.
pylori. 1l a été démontré que les effets combinés des génotypes pro-inflammatoires de I’IL1 B et
des facteurs de virulence bactériens de H. pylori (présence du géne cagA, génotype vacA s1/ml)

conduisent a un risque nettement accru de développer un CG.

12
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7. Epidémiologie :
7.1. Prévalence de P’infection dans le monde :

La prévalence de l'infection a Helicobacter pylori dans une communauté est liée a trois
facteurs :

> Le taux d'acquisition de l'infection par H. pylori, c'est-a-dire I'incidence.
> Le taux de perte de I’infection.
> La persistance prolongée de la bactérie dans la muqueuse gastroduodénale entre
I'infection et I'éradication (RE Pounder et Ng D., 1995).
L'infection & H. pylori est une des infections bactériennes les plus fréquentes dans le
monde. Si bien que la prévalence en Asie, en Amérique latine et dans les pays en voies de

développement est supérieure a 90%.

En Europe de I’Est la prévalence est de 50 a 70% et dans les pays occidentaux elle est de
30%. La prévalence dépend de I’age, du pays d’origine du patient, de la zone géographique et des

conditions socio-économiques (Sabri Z., 2014).

Dans les pays industrialisés, une minorité d'enfants est infectée et la prévalence de
I'infection augmente proportionnellement pendant la vie d'adulte. L'infection touche 20% de la

population de moins de 40 ans et 50% de la population de plus de 60 ans (Salaun L., 2001).
7.1.1. Gradient géographique :

Dans les pays en voie développement notamment les pays d’Afrique, la prévalence est
constante de la grande enfance a 1’age adulte (Diplo B., 2020). Les facteurs de risque de
I’acquisition de I’infection par H. pylori sont fréqguemment liés a la pauvreté. Ils comprennent le

manque d’hygiene, le partage de lit pendant ’enfance et le faible niveau d’éducation des parents.

L’organisation mondiale de gastroentérologie (OMG) observe une prévalence élevée de H.
pylori chez ’adulte, soit 70% & 90% EN Amérique du sud et de 50% a 80% en Asie (Diplo B.,
2020). (Figure.2)

13
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Prevalence of
Helicobacter pylori
] unknown

] <40%

B 40-49%

Il 50 - 69%

M >70%

The Bahamas and Guadeloupe Arabian Sea South China Sea

Figure 2 : Prévalence mondiale de I’infection a H. pylori (Wan Ying Lai et al., 2017)

8. Source de contamination :

Les différentes sources potentielles de contamination par Helicobacter pylori comprennent

les vomissements, la salive, les selles et I'eau (Mégraud F, 2003).

Les vomissures des sujets infectés contiennent du liquide gastrique avec la présence

persistante de H. pylori, capable de survivre quelques heures dans I'environnement.

La salive, parfois positive en raison de régurgitations, peut également héberger la bacteérie,

comme démontré par une étude utilisant la technique de PCR (Sabri Z, 2014).

Les selles des sujets infectés représentent une source potentielle de contamination, bien que
la survie de la bactérie dans I'environnement soit difficile a concevoir en raison de son adaptation
a sa niche écologique (Sabri Z ,2014) avec une constatation non constante de la présence

d'organismes viables pendant un court transit (Mégraud F,2008).

14
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L'eau dans les régions avec des systéemes d'assainissement limités peut &tre contaminée par
les matiéres fécales humaines (Ramy K et al., 2013) montrant la présence de formes viables de la

bactérie, bien que l'infection par I'eau contaminée reste a prouver.
9. Mode de transmission :
9.1 La voie oro-oral :

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-
cesophagien 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
meéres qui prémastiquent les aliments des enfants (Mégraud F., 2003).

9.2 La voie féco-oral :

Dans les pays en développement, la voie fécale-orale est plausible, dans les pays
développes, les facteurs de transmission fecale-orale semblent avoir disparu, ce qui est en accord
avec un taux de transmission actuellement rare, et probablement essentiellement par voie orale-
orale (Mégraud F., 2003). La transmission de H. pylori a un autre héte a partir des selles pourrait
se faire directement par les mains en cas d’hygiéne déficiente ou encore a cause de 1’ecau ou

d’aliments contaminés (De Korwin. D et Lehours. J., 2010).
10. Pathogénicité de H. pylori

10.1 Infection par H. pylori

L’infection a Helicobacter pylori est désormais reconnue comme la principale cause
d’infection attribuable au cancer dans le monde. Il est responsable de la plupart des

adénocarcinomes gastriques de type intestinal (Varon ch et Mégraud F., 2013).

La gastrite liée a H. pylori est asymptomatique dans la majorité des cas (85%) mais peut

évoluer vers des pathologies plus séveres comme le lymphome gastriqgue du MALT dans environ
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0,1% des cas, I'ulcére gastrique et duodénal dans 5 a 10% des cas et 1% des cas qui présentent

une gastrite atrophique évolue vers un adénocarcinome (Mehasni S., 2019).
10.2.  Pathologie digestive associee a H. pylori :
10.2.1. Gastrite aigue ou chronique :

Elle se définie histologiguement comme un état inflammatoire persistant de la muqueuse
gastrique diffus ou localisé, associé a des altérations épithéliales pouvant évoluer vers l'atrophie
et/ou la métaplasie intestinale (Christian S et al., 2016). Elle induit une infiltration massive de

polynucléaires neutrophiles au niveau de la muqueuse gastrique.

L’inflammation et la persistance de H. pylori permettent le passage de la gastrite aigue vers
une gastrite chronique. La gastrite fundique ou touchant I’ensemble de I’estomac est
généralement associ¢é a une hypochlorhydrie pouvant évoluer vers 1’ulcére gastrique puis une

atrophie avec un risque de cancer gastrique (Mehasni S., 2019).
10.2.2. Ulcere gastrique et duodénal :

Les ulceéres se caractérisent par des lésions pénétrant jusqu’a la couche musculaire. H.
pylori est responsable de 70% des ulcéres gastriques et de 90% des ulceres duodénaux. (Doffou

A.,2020). Les ulceres peuvent évoluer vers un cancer gastrique.

L’ulcére gastrique est localisé au niveau de I’antre, plus précisément dans la région de
transition entre le corps de I’estomac et I’antre. La gastrite a prédominance corporelle conduit a
une hypochlorhydrie et prédispose a l'ulcération gastrique et a l'adénocarcinome. (Doffou
A.,2020)

L’ulcere duodénal est localisé au niveau du bulbe duodénal qui est le plus exposé a I’acidité
gastrique. L'inflammation a prédominance antrale entraine une production accrue d'acide a partir

du corps non enflammé et prédispose a l'ulcération duodénale (John C. Atherton., 2006).
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10.2.3. Adénocarcinome gastrique :

Ce cancer touche 10 & 70 personnes pour 100 000 selon les pays (Sobhani I., 2004). Il
représente la 4e cause de mortalité par cancer chez les hommes et la 5éme cause de mortalité

par cancer chez les femmes.

Il existe deux types d’adénocarcinomes gastriques : le type diffus composé de cellules
néoplasiques individuelles infiltrantes qui ne forment pas de structures glandulaires et
I’adénocarcinome de type intestinal qui progresse a travers une série d’étapes histologiques. (A.

ZAANAN., 2023)

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 (Pascale M.,
2011). La fréquence des polymorphismes génétiques plus ou moins virulents des génes cagA et
vacA dans les différentes populations du globe est bien corrélée avec le taux d’incidence de
cancers (Mehasni S., 2019).

10.2.4. Lymphome gastrique de MALT :

C’est un lymphome extra-ganglionnaire, qui se développe a partir du tissu lymphoide
associé aux muqueuses (MALT). 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.

Le lymphome se caractérise alors par une prolifération monoclonale des lymphocytes B de

la zone marginale des follicules lymphoides (Zucca et al., 1998).
11. Pathogénicité :
11.1 Facteur de colonisation :

L'Helicobacter pylori (H. pylori) déploie plusieurs mécanismes pour assurer sa survie et sa
virulence dans I'environnement gastrique. Tout d'abord, son expression abondante de l'uréase,
une métalloenzyme a nickel localisée dans le cytoplasme, confére a la bactérie une résistance

exceptionnelle a l'acidité gastrique. Cette uréase, codée par un opéron bicistronique et des genes
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accessoires, hydrolyse I'urée pour maintenir le pH intracellulaire pres de la neutralité. Cependant,
la production d'ammoniac par l'uréase peut étre cytotoxique pour I'épithélium gastrique. (Mehasni
S, 2019 et Diplo B, 2020).

De plus, la motilit¢ de H. pylori est assurée par la rotation flagellaire, facilitant sa
propulsion a travers le mucus gastrique visqueux. Les filaments flagellaires, composés de co-
polyméres de flagellines, sont enveloppés dans une gaine protectrice, empéchant la libération
d'épitopes immunogénes et permettant a la bactérie d'échapper a la réponse immunitaire.
(Mehasni S, 2019 et Diplo B, 2020).

Enfin, l'adhérence de H. pylori a la muqueuse gastrique est cruciale pour sa multiplication
et persistance. Des adhésines telles que BabA, SabA, AlpA, et AlpB facilitent cette adhérence,
permettant a la bactérie de se localiser principalement dans la couche de mucus et a proximité des

cellules épithéliales gastriques. (Mehasni S, 2019 et Diplo B, 2020).

Ces mecanismes d'adhérence sont specifiques, interagissant avec divers récepteurs
cellulaires, et contribuent a la virulence de H. pylori en favorisant sa colonisation et en modulant
son interaction avec les tissus gastriques. Ces stratégies combinées permettent a H. pylori de
persister dans la muqueuse gastrique, contribuant ainsi a sa pathogénicité (Mehasni S, 2019 et
Diplo B, 2020).

11.2 Facteur de persistance :

La persistance de linfection par H. pylori est rendue possible par des stratégies
d'échappement aux défenses immunitaires incluant des mecanismes enzymatiques, des capacités
a faire varier les motifs antigéniques présents a sa surface et le relargage d'antigénes immuno-
dominants servant de leurres aux anticorps (Pascale Mustapha., 2011). Helicobacter pylori
possede de nombreux atouts pour résister :

» La superoxyde dismutase (qui décompose les ions superoxydes en peroxyde d'hydrogéne
et en oxygene).
» La catalase (qui dégrade le peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene).

» Une famille d’enzymes dénommées peroxyrédoxines dont la plus connue est
I'alkylhydroperoxyde réductase.
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» Des protéines antioxydantes dont une protéine (NapA).
» Une thioredoxine réduisant le stress oxydactif.

» Une série d’enzymes (dont une endonucléase) qui réparent les dommages oxydatifs de
I’ADN (Sabri Z., 2014).

11.3 Facteurs de virulence majeurs :
11.3.1 llots de pathogénécité 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 (Mehasni S ,2019). Les souches
CagA positif de H. pylori sont associées a une plus grande inflammation et un risque accru
d'ulcére et de cancer chez les humains et les animaux en expérience (Esther Nina Ontsira, 2017).
Cet ilot code un systéeme de sécrétion de type 1V (SSTIV) ainsi que des proteines de la famille
Cag. Le SSTIV permet la translocation de la protéine CagA, du peptidoglycane (PG) ainsi que
d'autres éléments a l'intérieur de la cellule épitheliale (Diplo B., 2020).

L'appareil consiste en une douzaine de protéines (VirB 1-11 et VirD4) assemblées pour
former 3 sous-parties interconnectées un complexe cytoplasmique/intracellulaire, un canal
couvrant la double membrane et un pilus externe. Les protéines constitutives du SSTIV peuvent
former des complexes homo ou heétérotypiques dont plusieurs sont indispensables au bon

fonctionnement de la machinerie du systeme.

Parmi les protéines essentielles pour la translocation de CagA et/ou l'induction de I’IL. -8
au cours de l'infection, on peut citer les protéines Cag6, CagZ, CagS et CagM (Diplo B., 2020).
(Figure. 3)
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Figure 3: Architecture proposée du systeme de sécrétion de type 1V de H. pylori (Diplo
B., 2020)

La protéine bactérienne CagA est codée par le gene cagA présent a I'extrémité 3’ de I’lot
cag PAI. 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. En fonction des séquences flanquantes
des motifs EPIYA, 4 segments EPIYA peuvent étre distingués, EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C
et EPIYA-D. (Mehasni S., 2019) (Figure.4)
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Figure 4 : Représentation schématique des motifs CagA et EPIYA (Pierre Valk et al., 2012)
La phosphorylation de la protéine CagA entraine des altérations morphologiques cellulaires
désignés par « becs de colibris » (Mehasni S ,2019) CagA perturbe également le cycle de la
cellule épitheliale via l'activation du facteur de transcription AP-1 qui est a l'origine de
I'expression des proto-oncogenes tels que c-fos et c-jun La protéine cagA non phosphorylée peut
aussi avoir des effets pathogenes a I'intérieur de la cellule. Sa simple translocation entraine
I'activation aberrante de la B-catenine, des altérations au niveau des jonctions cellulaires apicales

et une perte de polarité cellulaire (Diplo B., 2020).
11.3.2 Cytotoxine vacuolisante (Vac A) :

Le géne vacA code pour une protéine de 140 kDa qui au cours de sa sécrétion va étre clivée
aux extrémités N-terminale et C-terminal au niveau extracellulaire. La protéine mature est clivée
en deux sous-unités A et B de 33 et 55 kDas liés 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 (Emilie Bessede., 2012).

Cette protéine hautement immunogeéne induit in vitro une vacuolisation intracellulaire et est
capable d'immunosuppression en bloquant l'activation des lymphocytes T, ce qui contribue a la
persistance et a la longévité de l'infection (Diplo B., 2020). La vacuolisation n’est pas le seul

effet de I’intoxication par VacA.

La protéine VacA perturbe la fonction de barriére des cellules épithéliales, ce qui permet
une fuite de nutriments essentiels tels que le fer, le nickel, et les acides aminés. Ceci améliore
probablement la croissance de H. pylori (Esther Nina Ontsira Ngoyi., 2017). La séquence de

vacA présente une grande diversité allélique au niveau de trois principales régions :
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» La région s codant pour la séquence signal de la protéine, elle correspond a 2 alléles
différents avec s1 (les sous types sla, s1b et s1c) qui est associé a la toxine complétement
active, et s2 qui produit une extension N-terminal courte bloquant la formation de
vacuoles.

» La région i (intermédiaire) codant pour la sous unité p33. Cette région est divisée en 3
alleles i1, i2 et i3.

» Larégion centrale m codant pour une partie de la sous unité p55 avec les alleles m1 et m2
(m2a et m2b), m1 provoque une activité vacuolisante plus forte que m2. (Figue. 5)

> La région de délétion d dont le rdle reste encore mal connu est divisée en 2 alléles : d1
sans délétion et d2 avec une délétion de 69 a 81 pb (Mehasni S., 2019).

vacA s1/i1/d1/m1

s1 i d1 m1

vacA s2/i2/d2im2

ARR L
s2 i2 d2 m2

Figure 5 : Représentation schématique des alléles Vac A (Mehasni S., 2019)

La protéine vacA altere la structure de la cellule épitheliale, agit sur le cycle cellulaire et
joue un r6le dans la modulation de la réponse inflammatoire. Elle peut s'accumuler au niveau de
la membrane interne des mitochondries induisant une diminution du potentiel transmembranaire
mitochondrial, une libération du cytochrome C. l'activation des capasses 8 et 9 et l'induction de
I'apoptose (Diplo B., 2020). (Figure. 6)

22




Géneralités sur HELICOBACTER PYLORI Synthese Bibliographique

H. pylori

*

Vacuolisation ) Mitochondrie |

* Cytochromec '*

Vam..,,,,:*
* 7

Apoptose

VacA

Action immunosuppre

Altération de la

Altération de la Inhibition de la
phagocytose prolifération et capacité a présenter
maturation des les antigénes par les
Iymphocytes T Iymphocytes B

Figure 6: Effet pathologique de VAC A sur les cellules de I’hdote (SEBASTIEN BREUREC.,
2012)
11.3.3 Les lipopolysaccharides (LPS) :

La majorité des souches de H. pylori expriment le LPS qui contient des antigenes
oligosaccharidiques fucosylés structuralement similaires aux antigenes du groupe sanguin humain

De plus, dans 85% de cas, les LPS de H. pylori sont porteurs d’antigénes Lewis similaires a ceux
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que I'on retrouve au niveau des glycoprotéines des cellules épithéliales de la muqueuse gastrique,
ce qui permet a la bactérie d’échapper a la réponse immunitaire de I’hote Le LPS de H. pylori a
été décrit comme faible activateur de la réponse immunitaire innée comparé a celui d’autres

bactéries Gram-négatif (Kendouli F et al., 2014).
12. Transition épithélio-mesenchymateuse :

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) caractérise un processus dynamique et
réversible, au cours duquel les cellules perdent leurs caractéristiques épithéliales et développent
des propriétés mésenchymateuses. (Jacek Baj et al., 2020). (Figure. 7)

H. pylori implique une carcinogénése gastrique liée a I’infection par cette bactérie est entre
autres due a la transformation de cellules qui tapissent I’estomac (E.Bessede et coll., 2013). Cette
bactérie est la conséquence des effets d’une protéine présente dans certaines souches

d’Helicobacter pylori, la protéine CagA. (Jacek Baj et al., 2020).

Les souches de H. pylori CagA positives avec CagA contenant des motifs EPIYA
fonctionnels pour la phosphorylation présentent une expression significativement plus élevée de
marqueurs mesenchymateux tels que la vimentine, Snail et ZEB-1 et le marqueur de cellules
souches CD44.

En outre, les microARN (miARN) suscitent un intérét croissant, car ils joueraient un role

dans la carcinogenese et la progression gastriques (Jacek Baj et al., 2020).
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Figure 7: Schéma de la transition épithéliale-mésenchymateuse et marqueurs épithéliaux et
meésenchymateuses (Baj, J., 2020)

13.Symptomes de P’infection de H. pylori :

De nombreuses personnes atteintes d’une gastrite provoquée par une infection a H. pylori
ne présentent ni symptomes ni complications comme un ulcére gastroduodénal de 1’estomac ou
du duodenum. (Nimish Vakil., 2023) Un a 2% d'entre eux seulement présente suffisamment de
symptdémes pour consulter. Ce sont entre autres douleurs stomacales ou abdominales, reflux

acide, régurgitation, vomissements, éructations, flatulences ; nausées.

L'infection peut étre symptomatique ou asymptomatique on estime que 70% a 80% des

infections sont asymptomatiques (Diplo B., 2020).
14. Résistance aux antibiotiques :

Contrairement a la majorité des bactéries, H. pylori devient résistant aux antibiotiques par
une acquisition de mutation ponctuelle au niveau de chromosomes bactérien. Le taux de
résistance aux antibiotiques est beaucoup plus élevé en cas d’échec d’éradication et est
proportionnel au nombre de tentatives infructueuses (Fontaine.V et Douat N., 2011). Certaines
souches de H. pylori sont résistantes a la fois aux imidazoles et a la clarithromycine, ce qui

complique la recherche d'une association efficace, méme en disposant d'un antibiogramme.
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La résistance aux fluoroquinolones a été associée a une diminution de 66,7% du taux

d'‘éradication. Plus récemment, l'utilisation directe de la PCR sur les biopsies gastriques sans

passer par la culture bactérienne a permis de faire le diagnostic d'infection et de résistance aux

antibiotiques en 2 a 3 heures avec une bonne sensibilité et spécificité (Kendouli F et al., 2014).

(Tableau 2)

Tableau 2 : Mécanisme de résistance aux principaux antibiotiques utilisés dans le

traitement de I’infection a H.pylori et les cibles principaux (Kamiri., 2007 et Fontaine V,

Antibiotiques

Clarithromycine

Métronidazole

Amoxilline

Tétracycline

Fluoroquinolones

Douat N.
Mécanisme de
résistance
Altération de I’ARNr
23S

Inactivation des
nitroréductase
NADPH insensible a
I’oxygene
Diminution d’affinité
pour les protéines de
liaison a la pénicilline
(PLP)

Altération de ’ARN

ribosomal 16S

Mutation (QRDR) du
gene gyrA

, 2011)

Geénes

ARNTr23S

rdxA+frxA

Gene PLP

16S ARNr

Gene gyrA
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Mutation principale

ADNTr 23S :
A2143G
A2142G
Gene rdxA
Gene frxA
Gene frxB

Gene PLP1

ADNTr16S
AGA965-6967TTC
Délétion G942
Gene gyrA
Position 87
Position 91
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15. Diagnostic de H.P :
15.1. Méthode invasive :
15.1.1. Anatomo-pathologique :

Le diagnostic initial d’une infection par H. pylori était effectu¢ par une analyse
histologique. Cette méthode diagnostique reste I'une des plus couramment utilisées (Fontaine V,
Douat N., 2011).

Cette méthode a en outre I'intérét d’évaluer les lésions de la muqueuse, telles que

I’inflammation, I’atrophie, la métaplasie intestinale et la dysplasie (Esther Nina O., 2016).

La fiabilite de cette technique va dépendre du nombre et du site des biopsies, du type de
coloration, du pathologiste (compétence de 1’observateur et temps qu’il consacre a 1’observation),
des circonstances de prélevement (prise d’antibiotique, hémorragie) car les bactéries ne sont pas
réparties de maniére homogeéne au niveau de la muqueuse d’ou la nécessité de faire plusieurs
biopsies : deux biopsies fundiques et antrales et une biopsie au niveau de I’angulus de fagon a

éviter le biais d’échantillonnage (Sabri Z., 2014).
13.1.2 Test rapide a I’uréase :

Ce test est basé sur la propriété de H. pylori de posséder une uréase trés forte. Les
avantages de ce test sont sa facilité et sa rapidité. On obtient la réponse en salle d’endoscopie en
20 & 30 minutes. La limite de ce test est sa faible sensibilité : il faut en effet un nombre de
bactéries important (supérieur a 10 5 /g) pour faire virer le test, ce qui limite son utilité pour le
contrdle de I’éradication du germe apres traitement, car dans ce cas le H. pylori, méme s’il n’a
pas disparu, ne sera pas détecté par cette méthode. La biopsie gastrique est déposée dans le gel

qui a une coloration jaune. (Kendouli F et al.,2014)

En cas de présence de H.pylori sur le fragment biopsique, I’activité uréasique a pour
conséquence la production d’ammonium et de bicarbonate a partir de I'urée. Cette réaction vire

au rouge violacé a une température comprise entre 30 et 40° (Kendouli F et al.,2014).
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Les gros avantages du test rapide a ’'uréase sont sa simplicité, son faible cofit et sa facilité
d’exécution. Il s’effectue facilement dans une salle d'endoscopie. Lors d’un premier dépistage et
en dehors de tout traitement, la positivité de ce test peut étre suffisante pour démarrer le
traitement (Fontaine V, Douat N., 2011)

13.1.3 Culture:

Seule méthode permettant de déterminer la sensibilité de H. pylori a tous les antibiotiques.
Elle est recommandée chaque fois que possible et particulierement apres échec d'un traitement
d'éradication. Deux biopsies de l'antre et du fundus sont nécessaires. C'est la méthode qui
présente une meilleure spécificité (100%) et une sensibilité de 70 a 90%. Elle est utile pour
I'adaptation du traitement antibiotique (Diplo B., 2020).

13.1.4 L’amplification génique (PCR) :

L’amplification génique a une excellente sensibilité et spécificité pour le diagnostic de
I’infection (Jean-Charles Delchier et al., 2015). La PCR est une technique qui permet d’obtenir
rapidement de multiples copies d’un fragment d’ADN bactérien cible, plusieurs techniques sont

utilisées :

La PCR standard multiplex et la PCR en temps réel détectent plusieurs cibles (présence de
H. pylori et résistance a la clarithromycine) et la PCR multiplex couplée a I’hybridation sur
bandelette détecte en plus la résistance aux quinolones. (D. LAMARQUE., 2012).

13.2 Méthode non invasive :
13.2.1 Sérologie :

La sérologie détecte les anticorps 1gG spécifiques de H. pylori dans le sérum. Ses avantages
sont son faible co(t, sa large disponibilité et sa rapidité de réalisation (Jean-Charles Delchier et
al., 2015). Le taux élevé d’anticorps durant I’infection baisse progressivement dans les 4 a 6 mois
suivant 1’éradication. De ce fait, cette technique ne peut étre utilisée que pour détecter
précocement 1’éradication. Il s’agit d’un test ELISA, son principe est fondé sur la mise en
évidence des anticorps IgG anti-H. pylori qui peuvent étre détectés dans le sang. D’autres

techniques sont utilisées, telles que la technique d’immuno-blot, qui met en évidence des
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anticorps sériques spécifiques dirigés contre des antigénes de H.pylori en particulier I’antigéne

Cag consideré comme un marqueur de virulence (Kendouli F et al., 2014).
13.2.2 Test respiratoire a l’urée :

Le test respiratoire a 1'urée marquée détecte une infection active par la mise en évidence
d’une activité uréasique. En présence de H. pylori, I’ingestion d’urée marquée par un isotope non
radioactif du carbone (13C) est suivie du rejet de CO2 marqué dans I’air expiré dont la quantité
peut étre mesurée. (Figure. 8)

Ces performances sont ¢galement excellentes pour contrdler 1’éradication. La
reproductibilité est excellente. 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 1’arrét du bismuth ou des antibiotiques et

au moins deux semaines apres I’arrét d’un traitement par IPP. (D. Lamarque., 2012).

Ingestion d'u{ée '3C0O, dans I'air expiré
marquée au '3C

Passage 13COz /
dans le sang Passage '*CO,

Uréase H. pylori
/
~_/ —HBicarbonates '*C

l
: | {/\ dans les alvéoles
+ammonium

Figure 8: Principe du test respiratoire alluré marqué au 13¢ (Mehasni S., 2019).
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13.2.3 Détection antigénique dans les selles :

La recherche d’Ag de H. pylori dans les selles est réalisée avec un anticorps monoclonal
dirigé contre la bactérie (HELUWAERT F.,2022). Cette technique est aussi performante que le
test respiratoire (J.-D. de Korwin., 2020).

16. Traitement :

Le traitement n’est pas urgent ; il doit étre différé chez la femme enceinte ou allaitante. 11
doit étre si possible guidé en fonction de la sensibilité de la bactérie aux antibiotiques, notamment
a la clarithromycine. Dans ce cas, il est possible de traiter le patient efficacement par « trithérapie
guidée » pendant 10 jours.

L’efficacité du traitement doit €tre systématiquement controlée par un test a I’'urée marquée
car aucun antibiotique n’est efficace a 100 %. Si I’évaluation de la sensibilité de la bactérie aux
antibiotiques n’a pas pu étre réalisée, le traitement est alors « probabiliste ». Il est aujourd’hui
nécessaire de recourir a des quadrithérapies associant un inhibiteur de la pompe a protons (IPP) et
3 antibiotiques pendant 10 a 14 jours. (Haute Autorité de Santé HAS., 2017)

Deux types de quadrithérapies existent, 'une dite « concomitante » sur 14 jours (IPP,
amoxicilline, clarithromycine, métronidazole) et l'autre « avec bismuth » sur 10 jours (IPP, sel de
bismuth, tétracycline, métronidazole). La quadrithérapie « avec bismuth » est a privilégier en cas
de prise antérieure de macrolide ou d’allergie a I’amoxicilline. La encore, un test de contrdle a

I’urée marquée est recommandé. (Haute Autorité de Santé HAS., 2017)

On notera que les anciennes modalités de traitement « probabiliste » par trithérapie de 7
jours associant un IPP et 2 antibiotiques ne sont plus efficaces face a 1’augmentation des
antibiorésistances. (Haute Autorité de Santé HAS., 2017).
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1% ligne
Traitement séquentiel 10j ou | Quadrithérapie bismuthée
| I
Echec échec
2¢ ligne | |
Quaorltneraplelmsmumee 1] Traitement Jéquentiel 10j
Echec échec
\ Culture ou PCR /
3" ligne Thérapie en fonction de sensibilité

la Clarithromycine et aux quinolones

e CIS: IPP-amoxicilline - clarithromycine 10 jours
e CIR: IPP- amoxicilline — Iévofloxacine 10 jours

e CIR: IPP- amoxicilline — métronidazole 14 jours

Figure 9: Les 3 lignes de traitement de I'infection a H. pylori recommandées en France
(Guillemot G., 2015)
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1. Matériels biologiques :

Les biopsies ont été réalisées au niveau de I’antre, fundus et angulus chez chaque patient.
Les biopsies ont été prélevées en salle d’endoscopie du Service de gastro-entérologie du Centre

Hospitalier Universitaire, ainsi que dans le secteur privé de Tlemcen.

1.1. Type d’étude :

Il s’agit d’une étude descriptive analytique réalisée dans une période de 06 mois allant de
janvier a juin 2024 effectué au niveau du Centre Hospitalier Universitaire du CHU de Tlemcen
dans le but d’une étude moléculaire sur la pathogénicité de 'THELICOBACTER PYLORI.

1.2. Lieu d’étude :
Cette étude a été mené dans les services suivants :

e Service Gastro-entérologie CHU de Tlemcen.
e Service Anatomo-pathologie CHU de Tlemcen.

e Cabinet privé de Gastro-entérologie a Tlemcen.

1.3. Population étudiée :

L’étude a inclus 95 patients symptomatiques adressés au Centre Hospitalo-Universitaire
CHU de Tlemcen au niveau du Service gastro-entérologie et dans le secteur prive, pour une

endoscopie digestive haute.

1.3.1. Critéres d’inclusion :

Patient adultes 4gés de 18 ans et plus.
Patients des deux sexes.
Toutes pathologies gastro-duodénales.

N’ayant jamais recu un traitement d’éradication contre H. pylori.

YV V V V V

Le consentement des patients des objectifs de 1’étude.
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1.3.2. Critéres d’exclusion :

» Prise d’un traitement d’éradication contre H. pylori dans les deux semaines précédant
la fibroscopie.

> Le refus du patient a participer a I’étude.
1.4. Collecte des données :

Le recueil des données a été réalisé a I’aide d’un questionnaire comportant des informations
sociodémographiques, I’histoire de la maladie, les antécédents médicaux et familiaux des patients

et un compte rendu de ’endoscopie digestive.

2. Meéthodes :

2.1. Identification HELICOBACTER PYLORI :
2.1.1. Prélevement des biopsies :

La recherche de H. pylori a été basée sur des méthodes directes invasives, nécessitant une
fibroscopie. Les patients présentant une symptomatologie gastroduodénale, se présentaient a jeun

pour subir une endoscopie digestive haute.

Deux prélévements biopsiques de muqueuse gastrique sont réalisés au niveau de I’antre,
fundus et angulus pour chaque patient a ’aide de pince a biopsies stérile. Les biopsies prélevées
sont placées, un dans un tube contenant 1.5 ml urée indole et ’autre prélevement dans des flacons

stériles contenant 100ml d’eau distillée pour 1’étude moléculaire.

Le matériel d'endoscopie (fibroscope et pince) est nettoyé entre chague examen. Apres

désinfection, le mateériel est rincé.
2.1.2. Transport et conservation des biopsies :

Les biopsies récupérées ont été transportées dans une glaciere contenant des accumulations
de froid de -4 C° et sont conservées dans du sérum physiologique et dans un milieu urée indole
frai, au niveau du Laboratoire de la faculté SNV Abou Bkr Belkaid, le délai entre le prélevement

et la réalisation de ’examen ne doit pas dépasser les 4 heures.
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2.1.3. Test rapide al'uréase :

En présence de I'enzyme uréase d'origine bactérienne, l'urée subit une hydrolyse se

transformant en ammoniac et en CO3»-.

Cette réaction s'accompagne de l'alcalinisation du milieu et du virage de I’indicateur de pH.
Au bout de quelques minutes, la teinte jaune-orangé initiale du milieu évolue vers un rose

fuchsia.
La dégradation de l'urée par l'uréase suit la réaction suivante :
CO(NH2); + 2 H20 — 2 NH4* + CO3;-

L'hydrolyse des ions NH,* en NH3 (ammoniac) induit une alcalinisation significative du
milieu, manifestée par le virage de couleur de l'indicateur de pH (le rouge de phénol) passant de

sa teinte acide a une nuance basique (rose fuchsia).

Reéalisation du test : un échantillon de biopsie fraichement prélevé est place dans un tube a
essai en verre a 25 ml contenant 1,5 ml de milieu Urée-Indole dans I'heure suivant le

prélevement.

Le test est considére positif si le milieu Urée-Indole, dans lequel la biopsie est immergée,
change de couleur de jaune-orangé a rose fuchsia dans un délai de 30 minutes a 1 heure,

indiquant une activité ureasique.

En revanche, le test est considéré négatif si aucune modification de couleur n'est observée
apres une heure. Les biopsies présentant un test d'uréase positif sont ensuite sélectionnées pour la
recherche des genes de virulence et de résistance aux antibiotiques. Il est important de noter que
lorsque le test d'uréase est positif uniquement dans l'antre et le fundus, seule l'antre est utilisé

pour les analyses en biologie moléculaire.
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2.2. Examen anatomopathologique :

C’est un examen histologique utilisée pour la détection de H. pylori. Cette approche

présente également l'avantage d'évaluer les altérations de la muqueuse.

La presence d'inflammation ne permet pas de confirmer une infection active si la bacterie
n'est pas détectée. En revanche, l'absence de cellules inflammatoires dans le chorion indique
I'absence d'infection. (Esther Nina O.,2016)

2.2.1. Frottis coloré :

Cette technique de laboratoire est employée pour détecter la présence d'Helicobacter pylori
dans des echantillons de biopsies. Elle consiste a colorer ces échantillons soit avec une solution
de Giemsa (qui donne une teinte bleue) soit avec une coloration a I'nématoxyline-éosine (HE,

avec une teinte rose).

Ces colorants se fixent de maniere spécifique sur les structures cellulaires de Helicobacter
pylori. La coloration permet ensuite une observation microscopique plus nette et precise de la
bactérie, facilitant ainsi son identification. L'observation au microscope a révélé la présence de
bactéries bacillaires a Gram négatif, présentant une forme spiralée, en virgule, en C, en V ou en
S.

2.3. Etude moléculaire :
2.3.1. Detection des genes de virulence :

2.3.1.1. Extraction d’ADN de Helicobacter pylori a partir des biopsies

gastriques :
Broyage des biopsies :

Une biopsie a été décongelé a température ambiante pendant 15 min, transféré dans un tube
Eppendorf stérile, puis broyée a ’aide d’un broyeur mécanique ultraturax pour obtenir un broyat

homogeéne.
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Extraction d’ADN :

L’extraction des ADN est réalisée a I’aide des Kits wiraspin tissue DNA pour I’isolement de
I’ADN a partir d’une large variété des tissus animaux, organes et cultures cellulaires. Ce kit est
spécifié a extraire I’ADN sur colonnes de spin a membrane de silice fonctionne sur le principe de

liaison des acides nucléiques avec la silice.

Le matériel d’extraction d’ADN de H. pylori était composé de réactifs tels que la protéine
K 20mg (qui est conservé avec des paques de glagons a -20C°), I’éthanol froid 1ml qui est
rajouter au solution ICB5 et WBS5, lysis binding buffer 4ml (LBB5), inhibitor clean buffer 7ml
(ICB5), Wash buffer 5ml (WB5), Elution buffer 2ml (EBS5). (Figure.10)

& WIRAGEN

Molecular Research Tools

Wash Buffer WP IEE)
¥4 40mi of absolute &

‘ ¢
Clean Buffer!
B rabsot” i d
"ding Buffer (8%

Figure 10: kit wiraspin d’extraction ADN (Wiragen)

e 1°° étape : Mettre la solution de différents échantillons contenant la biopsie gastrique
(d’un poids environ 10 a 20mg) dans un tube Eppendorf de 1.5ml et les faires centrifugé 3
min a 12000 g afin de récupérer la biopsie et obtenir un maximum de cellules lyser.

e 2™ &tape : Aprés centrifugation ajouter 200pl de lysis buffer et 20ul de protéine k pour
lyser les protéines, ensuite mixer le mélange pendant 2min et incuber tous les échantillons
pendant 1h a 70C°.

o 3™ étape : Apres incubation ajouter 100ul d’isopropanol pour but de précipiter la
méduse "ADN et le séparer des protéines et d’autres contaminant présent dans la

solution.
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Transférer le contenu dans un tube spin qui a pour role d’attacher I’ADN a la colonne et le
séparer de la solution. Centrifuger pendant 1 min a 12000 g (jeter le surnagent aprés chaque
centrifugation), ensuite ajouter 500ul de I’inhibitor clean buffer pour nettoyer I’ADN puis

centrifuge 1 min a 8000 g. (Figure.11)

Colonne spin

Figure 11: Colonne de spin d’ADN

o 4% étape : Ajouter 500pl de Wash buffer puis centrifugé 1 min a 8000 g (répéter 1’étape

deux fois et mettre a la centrifugeuse 1 min a 13000 g).

Placez la colonne dans un tube propre de 1,5ml et laisser sécher les tubes environ 15 min ; mettre

I’¢lution buffer dans un bain marie a 70C° pour le préchauffer.

o 5°M étape : Ajoutez 30 & 100pl d’élution buffer au centre de la colonne et laisser reposer

environ 5 min puis centrifuger 1 min a 8000 g pour extraire I’ADN. (Figure.12)
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Figure 12: Extraction et purification d’ADN (Wiragen)
Tableau 3 : Role des differents tampons utiliser dans I’extraction d’ADN
Composants Role
Lysis Buffer Un tampon contient des détergents pour briser les cellules afin de

L’inhibitor clean buffer

Wash buffer

L’élution buffer

libérer leur contenu

Permet d’éliminer les inhibiteurs qui peuvent interférer avec les
applications en aval comme la PCR

Nettoyer et éliminer les impuretés (contaminants) des échantillons
lors des processus de purification

Libérer et collecter les molécules purifiees

Vérification de la quantité et de la qualité d’ADN extrait par le spectrophotomeétre :

La spectrophotométrie est la plus répandue et évalue la quantité d’acides nucléiques par

mesure de I’absorbance a 260 nm. Leur pureté est évaluée en mesurant 1’absorbance a 280 nm et

230 nm. (Figure.13)

Calculer la concentration d’ADN :

Pour savoir la concentration d’ADN soit on peut faire une lecture directe sur

spectrophotometre ou bien on la calcule selon la loi beer-Lambert, a une Absorbance

1
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correspond environ 50 pg/ml d’ADN double et une longueur de 10mm et & (coefficient

d’extinction) a 50pg/ml, I’équation est la suivante :
A=0D= ¢.L.C(ADN) ——— [ADN]=A260x 50pg/ml x 50 ( Facteur de dilution)
Pureté d’ADN :

+ Ratio 260/280 :
Permet de détecter une contamination des acides nucléiques par des protéines, la valeur

entre 1,8 et 2,0 indique une bonne pureté de ’ADN.

+ Ratio 260/230 :
Compris entre 2,0 et 2,2 indique une bonne pureté de I’ADN et un faible ratio signifie une
contamination par les polysaccharides, du phénol ou des sels

Protocole du spectrophotométre Nano drop :

e Nettoyer les surfaces de mesure

e Appliquez 2 ul de solution blanche. (Elution Buffer) sur la surface de mesure
e Mesurez le blanc et nettoyez les surfaces apres

e Appliquez 2 ul de I’échantillon sur la surface de mesure

e Mesurez I’échantillon et nettoyez les surfaces aprés chaque mesure
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Figure 13: Représentation d’une spectrophomeétrie Nanodrop Laboao LND-100 (Wiragen)

2.3.2. Amplification génique (PCR) associé aux genes de virulence :
2.3.2.1. Elaboration d’amorce :

Nous avons utilisé le logiciel Primer 3 (https://www.primer3plus.com/index.html) pour

I’élaboration des amorces (Rili,ines et al., 2021 et Héléne Scornec., 2020) ( Tableau 4 )

e Lesconditions d’une bonne conception des amorces :
- La longueur des amorces
- Latempérature de fusion
- Contenu en GC (%)
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Primer3Plus e Primer3Plus Pimelwe b

sélectionne les amorces dune séquence JADN A propes Code source pick primers from 2 DNA sequence About Source Code

Paire | ok

Amorce gauche 1 - 1294011 Helicobacter pylori vacuolating cytotoxin h Pair]

Séquence: CTACGGCTGCCACTAATGTG LefiPrmerl: Primer F

Début : 1997 Longueur:20pb  Tm:394°C CV:350% TOUT:50 S0I:30 Sequence Y

Bonne amorce 1 - | U23401.1 Helicobacter pylor vacuolating cytotaxin h Start: 346 Length: 21bp Tm 325°C GC: 33% ANY: 20 SELF: 00

Siquence GCGTCAMATAATTCCAAGG RihtPomer |- [Pine, R

Début : 22040 Longueur:20pb  Tm:373°C CV:400% TOUT:50 S0I:20 Sequence

Tl u rodu- 24436 hccrtngne L 1 St 631 Leagic 19%  Tw 628°C GG 326%  ANY: 40 SELF: 00
lequel:30 Product Size: 286 by ParAqy40  ParEad:00

Envoyer & Primer3Manager || Reset Fom Send o Primer3Manager | F

A B

Primer3Plus Frimeridanager Aide
sélectionne les amorces d'une séquence d"ADN A propos Code source
Paire 1 :

Amorce gauche 1 : |NZ_CP071982 1 - 542550-546107 Chromosome MT|

Séquence: | GTTGATAACGCTGTCGCTTC |
Deébut : 95 Longueur : 20 pb Tm : 58,5 °C CV :50.0 % TOUT : 4.0 SOIL: 1.0
Bonne amorce 1 : |NZ_CF’U?1 982.1 . 542550-546107 Chromosome MTl

Séquence | GATCCCCAAATTTCTGAAAGC |
Debut - 346 Longuesur : 21 pb Tm : 59.9 °C CWV :429 % TOUT : 7.0 SOI:3.0

Associez n'importe

Taille du produit : 252 pb Fin de paire : 3,0

lequel : 4.0
| Envoyer a Primer3Manager | | Reset Form |
1 ATGACTARCG ARAXACTATTCGA CCARAACARAACCAR CARAARCCGARG CGECTTTTAR
51 CCCGGCAGCA ATTTATCAAT AATCTTCAAG TAGCTTTTCT TAAR CTTCGAT
101 AACGCTGTCG CTTC ATACGA TCCTGATCARA AAACCAATCG TTGATAAGAR
151 CGATAGGCEAT ARACAGCGCANRC CTTTTCATCG AATCTCGCAR TTARGGGARG
201 AATACTCCAR TARAAAGCCGATC ARARRILTCCTA ACCARARARAGC AARTCAGTATT
251 TTTCAGACTT TATCAATAAG AGCAATGATT TAATCAACAR AGACGCTCTC
301 ATTGATGTGSG AATCTTCCAC ARRGA GCTTT CAGAAATTTG GGGATC AGCG
351 TTACCAAATT TTCACAAGTT GGGTGTCCCA TCAARACGAT CCGTCTARAARA

C

Figure 14 : Elaboration des amorces du géne Vac A par le logiciel primer 3 plus. A : les

amorces du Vac Aml. B : les amorces du Vac A s1.C : les amorces du Cag A
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Tableau 4 : les séquences d’amorces utilisées pour I’amplification des genes de virulence

par PCR

Région Amorces T° Amplicons (Pb)
VacAS1 F:5ATGGAAATACAACAAACACAC 3 52.5 286 pb

R : 5CTGCTTGAATGCGCCAAAC 3 62.8
VacAml  F:5CTACGGCTGCCACTAATGTG 3 59.4 244 pb

R : GCGTCAAAATAATTCCAAGG 3 57.3
CagA F : GTTGATAACGCTGTCGCTTC 3’ 58 252 pb

R : 5 GATCCCCAAATTTCTGAAAGC 3’ 59.9

Apres élaboration des amorces nous avons Vérifié la spécificité des amorces par le logiciel
in silico PCR amplification (http:/insilico.ehu.es/PCR/)

2.3.2.2. Laréalisation de la PCR :

Le matériel d’amplification génique était composé d’un kit d’amplification constitué de :

La réaction PCR est de 50 pl

Buffer de la Taqx 10 (Il permet de protéger I’activité de I’enzyme)
DNTp 2.5 Mm

Amorce Vac A sl et Vac A met Cag A (Forward 10pl, Reverse 10ul)
Taq 5

DdH-0 10 pL

ADN 1la2upl

AN N N NN
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e Les différentes étapes de la PCR :
16" étape :

> Solution meére :
Les amorces Vac A sl, Vac A m et Cag A doivent étre diluées en ajoutant 200 pL de
ddH20. Agiter soigneusement le mélange pour que les amorces se décolle de la paroi des tubes
ensuite centrifuger pour récupérer les gouttelettes d'eau. (Figure.15)

Figure 15: Représentation des 3 primers (Vac A s1, Vac A met Cag A)
» Solution fille :
Dans un tube Eppendorf de 1.5 ml prélever 20 ul de la solution mére (amorce + ddH-0) et
180 pl de ddH20.

» Solution Mix des 3 primers :
Préparé le mélange mix de PCR pour 30 tubes (c’est-a-dire 10 tubes pour chaque 3
primers), qui est composé de 401 pl de ddH20, 55 pl de buffer, 44 pl de dNTP, 13.75 pl
d'amorce et 11 pl de la Tag. (Figure.16)

Remplir les tubes avec le mélange et ajouté 2 uL d’ADN extrait de nos patients et faire

centrifuger 30 tubes avant de les mettre dans le thermocycleur.
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Solution mix 1

Solution mix 2

Solution mix 3

Figure 16: Préparation des solutions mix des 3 primers

2°Me étape :

La seconde étape est celle de la dénaturation. Elle se fait a 94 C° pendant 4 minutes. On
réalise 35 cycles :

e Dénaturation a 94 C° pendant 30 secondes
e Hybridation a 50 C° pendant 30 secondes

e Elongation a 72 C° pendant 1 minute, suivie d’une derniere élongation pendant 10
minutes & 92 C°.

Mettre les tubes dans le thermocycleur pendant 2h10 minutes. (Figure.17)
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AN

MiniAmp

Figure 17: Représentation d’un thermocycleur PCR (MiniAmp Wiragen)

3Me étape :

> Préparation du gel d’agarose :

e Diluer 50 ml de TAE (10%) (tris acétate /EDTA) et ajouté 450 ml d’cau distillée.

e Dans un bécher, mélanger 1g d’agarose avec 50 ml de TAE dilué.

e Chauffer le mélange dans un micro-ondes jusqu'a ce que I’agarose soit complétement
dissoute, laisser refroidir quelques minutes.

e Ajouter 1 pl de Golden view au melange pour donner une couleur a I’agarose.

e Remplir le support peigne avec le gel (pour former des puits d’ADN) et laisser refroidir
environ 15 min.

e Placer le support dans la cuve d’électrophorese et le remplir avec le mélange de TAE et

d’eau distillé. (Figure.18)
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Figure 18: Formation des puits d’ADN (Wiragen)

» Préparation des échantillons :

e Mettre 4 ul de marqueur de taille qui possede 100 pb dans le premier puit.

e Prendre 3 ul de tampon de charge et le mélanger avec 10 uL d’ADN.

» Migration et visualisation des bandes :

e Brancher les électrodes et allumer la machine a électrophorese a 130V pendant 25 min

pour la migration puis visualisation des bandes qui correspond aux fragments d’ADN

sous lumiére UV. (Figure.19)

Figure 19: Migration électrophorétique sur gel d’agarose 1% (Wiragen)
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3. Etude statistique :
Les données ont été traitées par le logiciel Minitab 20.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage (%) pour effectuer le test Khi2 on a réalisé
des analyses des composantes principales (ACP), des tests de régressions linéaires multiples chez

nos patients présentant des symptdmes gastroduodénaux.

Les résultats sont considérés statistiquement significatifs a partir d’une valeur de p< 0,05.
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1. Description de la  population

1.1.Caractéristique sociodémographique :

Dans cette étude, 95 patients ont été collectées ayant subi des biopsies gastriques agé de 18
a 80 ans, 55 étaient de sexe féminin, avec une prévalence de (58%) et 40 de sexe masculin, avec
une prévalence de (42%) et un sexe ratio H/F de 0,72 et une prévalence globale de 61%. Leur age

moyen était de 45 ans (avec un écart type de 15,77). (Figure.20)

Répartition des sexes

B Femmes
Hommes

Figure 20: Répartition des sexes H/F
Un diagramme en colonnes illustre le taux d’infection a Helicobacter Pylori. Les résultats
révelent que chez les femmes le taux de succes a HP+ est de 17% et le taux d’échec est de 22%,
tandis que chez les hommes, le taux de positivité est de 6% et le taux d’échec est de 16%.
(Figure.21)
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Taux d'infection a Helicobacter pylori
22%

25% 17%

16%

20%
15%
10%
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Femmes Hommes
m Succés m Echec

Figure 21 : Taux d’infection a Helicobacter pylori

1.2. Tranches d’age selon le siége :

La gastrite antéro-fundique est la pathologie la plus fréquente dans toutes les tranches
d'dge, suivie par la gastrite chronique. L'ulcére bulbaire est moins fréquent et semble se
manifester principalement chez les jeunes adultes (20-39 ans) et les personnes agées (60 ans et
plus). (Figure.22)

80%
70%
60%

50%
40%
30%
20%
10% l l

0%
20-29ans 30-39ans 40-49ans 50-59 ans 60-70 ans Plus de 70
ans

H Ulcére bulbaire Gastrite antéro -fundique Gastrite chronique

Figure 22 : Répartition des tranches d’age selon les siéges
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1.3. Parameétre du bien-étre social :

La majorité des patients prélevés vivaient dans des conditions de promiscuité, ce qui
signifie qu’ils partageaient leur logement avec plus de 2 personnes par piéce en moyenne (62%),
d’autres était plus de 5 personnes mais ne partageaient pas les méme picces (43%). En outre, la

consommation d’alcool et de tabac était rare parmi les patients préleveés.
1.4. Antécédents familiaux :

Sur un total de 95 patients, 47% avaient des antécédents familiaux de pathologies gastro-
duodénale sans préciser ni la gravité ni le siege, et 5% d’entre eux avait un syndrome ulcéreux,

une prévalence de 21% des patients n’avait pas d’antécédents familiaux. (Figure.23)

47%
50%
40%
30%
20%
5%
10% ,.‘
0% :
Antécédent familiaux Syndrome ulcéreux
1 Oui ®non

Figure 23 : Répartition des antécédents familiaux et syndrome ulcéreux
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1.5. Les genes virulents :

Notre étude avait mis en évidence la présence des facteurs de virulence selon
I’amplification par PCR et a donné les résultats suivants : 60% des patients possedent Vac A
ml/Cag A+, 10% des cas possédent les génes Vac A ml/sl+ et 30% n’ont pas les geénes de
virulence Vac A ml-, s1- et Cag A-. (Figure.24)

Vac A
m1/Cag A+

60%

mVac A ml/cag A mVac Asl/ml = Vac A ml/sl/ Cag A-

Figure 24: La répartition des génes de virulence

1.6. Les differents types de pathologies gastriques selon le siege :

Le tableau suivant représente la distribution des taux d’infection a Helicobacter Pylori dans
les différentes pathologies gastro-duodénales. Révélant que 66% des cas sont associés a une
gastrite chronique, 83% a une duodénite chronique, et 80% d’ulcére gastrique et bulbite, 0%

d’adénocarcinome n’ont pas de HP+. (Tableau 5)

Tableau 5: Répartition des pathologies gastro-duodénales a HP+

Aspect endoscopique Nombre Hp+ Pourcentage %
Gastrite chronique et superficielle 70 46 66%
Adénocarcinome 9 0 0%

Duodénite sub-aigie 6 5 83%

Bulbite 5 4 80%

Ulcere bulbaire 5 3 60%

Total 95
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HP+ : Helicobacter pylori positive

2. La mise en évidence de la présence de H. pylori dans les biopsies

gastriques :

2.1. La prévalence de I’infection a H. pylori selon le test a I’uréase :

La prévalence de I’infection a H. pylori, évaluée a I’aide du test rapide a I'uréase, était de
55%. Les résultats ont révélé un taux de positivité similaires dans I’antre, le fundus et dans
I’angulus sans différence significative entre les biopsies de I'antre et celles du fundus et de

I’angulus. (Figure.25)

La spécificité du test a I'uréase était de 70%, les échantillons de biopsies gastriques soumis
a un test d’uréase, six ont montré un changement de couleur indiquant un résultat positif.
Cependant, certains échantillons négatifs du test d’uréase, se sont révélés positifs par PCR et

inversement. En outre, un échantillon s’est avéré négatif a ’examen anatomopathologique mais

positif par PCR.

HP+

Figure 25: Principe du test a 'uréase

2.2. La Preévalence de I’infection a H. pylori selon le frotti coloré

L’observation de longs bacilles Gram-négatifs allonges, colorés en rose par le colorant H. E
(Hématoxyline-éosine) et en bleu par le colorant Giemsa, présentant une structure hélicoidale,

indique la présence de H. pylori avec une spécificité de 80% selon le test anatomo-pathologique.
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Cette observation confere au diagnostic par frottis une spécificité et une sensibilité similaires a
celle de la culture. (Figure.26)

Présence HP+

Figure 26: Frotti coloré par Giemsa et H.E en présence H.P x100 (Service anatomo-

pathologie CHU-Tlemcen)
3. Caractere biochimiques associé a Helicobacter pylori :

L'identification de Helicobacter pylori par les tests biochimiques consiste en une recherche
de la y-glutamyl transférase, de la phosphatase alcaline, de la nitrate réductase, a l'uréase, de la

catalase et de l'oxydase pour but de déterminer la sévérité et la charge bactérienne (Figure.27)

e Catalase et oxydase : lls ont été détectés chez environ 90% des souches avec une forte
activité enzymatique dans les groupes Hp. G et Hp. UB tandis que les autres groupes
possedent un pourcentage plus faible.

e v-GT : Les groupes Hp G et Hp UB montrent une activité similaire et élevée avec un
taux de 45%, et une forte charge bactérienne ce qui est probablement due a la sévérité de
ces pathologies, contrairement aux autre groupes Hp B et Hp UG résultent une
diminution d’activité enzymatique.

e P.A: Les résultats sont pratiguement similaires avec un taux de 42%.

e N.R : possédent une légére activité enzymatique avec un taux de 17 % dans le groupe

Hp. G et une faible activité chez les différentes pathologies.
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e UTB: Le test de I'uréase montre une forte positivité¢ dans les groupes Hp G et Hp UB

avec une moyenne de 58%.

60%
50%

40%

30%

20%

10% .LL|
C

0%
Catalase Oxydase

EHPB mHpG mHpUB Hp UG

Figure 27: Déterminaison de la variabilité enzymatique chez les souches d’Helicobacter

pylori
4. Détermination de la concentration et la pureté d’ADN extrait a partir des

biopsies gastriques :
On a extrait une moyenne de 86% a partir des biopsies gastriques, avec 43% HP positives.

Concentration d’ADN :

Les acides nucléiques ont la propriété¢ d’absorber les U.V trés fortement a une longueur
d’onde de 260 nm ce qui permet de déterminer la concentration d’ADN en ng/ul des échantillons

et nos échantillons posséde une bonne concentration qui varie entre 20 et 50 ng/pl (Tableau 6)
Pureté de PADN :

+ Rapport A260/A280 :
Selon le tableau (6) les mesures du rapport d’absorbance A260/A280, nos échantillons

présentent une pureté adéquate avec des valeurs comprises entre 1.8 et 1.9
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+ Rapport A260/230 :

Selon le tableau (6) les mesures de rapport d’absorbance A260/A230, nos échantillons
présentent une faible pureté, avec des valeurs comprises entre 1.89 et 0.85 ce qui est inférieur a 2.
Ces résultats indiquent la présence de contaminations dues a des impuretés ou des substances
absorbant a 230nm

Les échantillons d’ADN ont une bonne concentration et une pureté adéquate qui permet des
applications en biologie moléculaire tel que la PCR et le séquencage.

Tableau 6 : Résultat d’ADN extrait apreés lecture par le spectrophotomeétre

Echantillons Concentration d’ADN en A 260/280 A 260/230
ng/ul nm nm

1 37,04 1.870 1,255
2 30,45 1,915 1,870
4 49,9 1,865 1,490
6 36,05 1,892 1,270
7 24 1,860 1,30
8 20,35 1,902 1,048
9 36,05 1,844 1,314
11 21,2 1,789 1,111
12 22,2 1,982 0,856
13 13,75 1,964 0,965

Comme exemple :
Echantillon 1 : (Figure.28)

v' Concentration ng/ul: 37.4
v" Absorbance A260/A280 nm: 1.87
v" Absorbance A260/A230 nm: 1.3
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User | Guest DNA-dsDNA : 2024/05/08))20.38:15
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Figure 28: Quantité et pureté d’ADN extrait de échantillons 1 (Wiragen)
Echantillon 4 : (Figure.29)

v' Concentration ng/ul: 49.9
v Absorbance A260/A280 nm: 1.86
v Absorbance A260/A230 nm: 1.50
User | Guest _DNA-GsDNA [

Blank measurement over 30 minutest sasSS

AutoChe D E
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Absorbance(10mm)

270 295
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Figure 29: Quantité et pureté d’ADN extrait de I’échantillon 4 (\Wiragen)
5. Détection des genes de virulence de H. pylori par PCR :

5.1.Caractéristiques générales des patients porteurs des genes de virulence :

La PCR en temps réel a été réalisé a Oran au niveau du laboratoire Wiragen, les résultats

ont montré que 70% des biopsies avaient une PCR positive pour un ou plusieurs génes de
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virulence tandis que 30% étaient négatifs a tous les génes. Leur tranche d’age varie entre 37 et 66

ans, avec une predominance féminine de 60% portent les genes de virulence.

5.2. La détection des genes de virulence (Vac Am, Vac As, Cag A) de H.
pylori :

Le géne Vac A a été détecté positif dans 70% des cas et 60% avec différentes combinaisons

génotypiques.

Certains échantillons négatifs du test d’uréase (10% des cas), se sont révélés positifs par

PCR et 20 % des cas s’est avéré négatif a I’examen anatomopathologique mais positif par PCR.

Le test Khi2 montre qu’il existe une différence significative entre les différentes méthodes

d’identification de la présence d’H. pylori. (Tableau7)

Tableau 7 : Les différents méthodes d’identification d’H. pylori

Meéthodes Positive (%) Négative (%) P value

PCR 70% 30%

Uréase 60% 40% 0.016
Anapathe 50% 50%

5.2.1. Génotypage Vac A :

Le gene Vac A régions s et m éte présent une forte amplification, avec une prédominance

de 70% du gene Vac A ml+ tandis que le géne Vac A sl était présent dans une seule souche de

HP (10%).

La Figure. 30 montre la présence du gene Vac A sl avec une taille de 286 pb dans un seul
puit, le géne Vac A ml était présent dans plusieurs puits avec une taille de 244 pb (Figure. 30,

annexe 2)
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5.2.2. Genotypage CagA :

Le gene Cag A été présent dans les 60% des cas, La Figure. 31 montre la présence du gene
Cag A+ dans les 60% des cas, et dans plusieurs puits avec une taille de 252 pb (Figure. 31,

annexe 2)

Le gene vag A m1 est retrouvé en association soit avec le géne Cag A+ soit avec le gene sl
(Figure. 30,31)

Vac A ml/slicag A —
Vac A ml/slicag A —
Vac A ml/slicag A —
Vac A ml/slicag A —
Vac Aml/sl/cag A -

Vac A ml+

Vac A ml/slicag A —
Vac Aml+

Vac A ml/slicag A —

Vac A ml+
Vac A ml+
Vac A ml+
Vac A ml+
Vac A ml+
Vac Aml+

p=

500 pb

100 pb

Figure 30: Electrophorése de migration sur gel d’agarose a 17. des génes de virulence de
I’H. pylori Vac A m1, sl et Cag A (Wiragen)
M : Marqueur de taille
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Figure 31: Electrophorése de migration sur gel d’agarose a 17, de résultats des genes de
virulence de I’H. pylori Vac A ml, sl et Cag A (Wiragen)
M : Marqueur de taille

Le tableau résume les paramétres anthropomeétriques, cliniques en fonction des génotypes
(Vac Aml, Vac Asl et Cag A+) de notre population d’étude (Tableau 8)

Concernant le sexe, il existe une différence significative (p=0.04) du sexe en fonction des
génotypes avec une prédominance féminine, 50% des femmes avaient les 2 genes de virulence

Vac A m1/Cag A+. Tandis que ce génotype est retrouvé que chez 10% des hommes. (Tableau 8).

Le test khi 2 montre que I’4ge est significativement différent selon les génotypes, dont 50%
des patients agés de plus de 35 ans avaient le gene Vac A m1/Cag A + et 10% des cas présentent
soit Vac A ml/sl soit sont négative pour tous les génes de virulence. Le gene Vac A ml/ Cag A+
était présent aussi chez les patients qui avaient un age de 35 ans ou moins (< 35), sinon les autres

patients étaient négatifs pour les génes de virulence (Tableau 8).
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Tous les patients atteints de gastrite chronique de notre population d’étude étaient positifs
pour tous les génes de virulence, dont 30% des cas avaient le géne Vac A m1/Cag A+ et 10% des
cas avaient Vac A m1/Vac A s1+. Tandis que les patients avec une gastrite, 20% des cas avaient le
génotype Vac A ml /Cag A+ et 20% des cas n’avaient pas les génes de virulence. Pour I'ulcére

10% des cas soit présente le génotype Vac A ml1/Cag A+ (p=0.00) (Tableau 8)

Tableau 8 : Les parametres anthropométrique, cliniques en fonction des génotypes identifiés

par PCR dans notre étude.

Parameétres VacA VacA VacA -/CagA- P value
m1/sl m1/Cag A+

Sexe (%)

F 10% 50% 20% 0.04

H 0% 10% 10%

Age

<35 0% 10% 20% 0.00

>35 10% 50% 10%

Pathologies

Gastrite chronique 10% 30% 0% 0.00

Gastrite 0% 20% 20%

Ulcere bulbaire 0% 10% 10%

Nous avons réalise une étude analytique de régression multiple, nous avons intégré toutes
les combinaisons génotypiques Vac A ml/sl, Vac A ml /et Cag A) qui sont retrouvées dans notre
population d’étude en fonction des différentes pathologies. Le modéle de régression a retenue Vac

A m1/Cag A+ avec une p =0.003, R?=31%, R? (ajusté)=23% et une équation de régression :

Les pathologies= 0,667 + Cag A+ 0 - 0,400 Cag A+0,0 Vac Aml +0,333 Vac Aml
+0,0 Vac Aml/Cag A+ 0+ 1,400 Vac Aml/Cag A+
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Tableau 9 : Régression multiple des différents génotypes en fonction des pathologies

identifiées dans notre population d’étude

Les génotypes Coef Coef Ert
Constante 0,667 0,223
Cag A+ -0,400 0,422
Vac A ml+ 0,333 0,445
Vac A ml/Cag A+ 1.400 0.422

P value
0.006
0.46
0.461
0.003

Nous avons réalis¢ 3 plans d’ACP et un dendrogramme (Figure. 32), le plan ACP 1-2 avec

une inertie de 74% montre une forte liaison du génotypes Vac A ml /Cag A+ avec la gastrite

chronique, tandis que le génotype Vac A + sl s’oppose fortement avec la gastrite chronique

(Figure. 32)
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Figure 32: Représentation d’un Plan ACP et dendrogramme des différents génotypes Vac A

m1, sl et Cag A et différentes pathologies Gastro-duodénales
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L’¢épidémiologie de I’infection a H. pylori différe considérablement d’une région a une
autre dans le monde (RAAF N.,2018), elle est la 2° infection bactérienne chronique la plus
répandue au monde, sa prévalence est de 45 a 50 % de la population mondiale. Cependant, elle
est élevée dans les pays en voie de développement et plus faible dans les pays industrialisés
(GUILLEMOT G., 2015). Certaines recherches ont trouvé que l'infection a H. pylori a eu

tendance a diminuer ces dernieres années dans beaucoup de pays.

Ainsi dans cette étude, nous avons procédé en premier lieu a déterminer les caractérisations
moléculaires de la pathogénicité de Helicobacter pylori a partir de biopsies gastriques, qui a été

réalisé au niveau de la wilaya de Tlemcen.

La distribution des patients atteint de HP+ selon les deux sexes présentent une
prédominance féminine soit 58% et un sexe ratio H/F de 0.72, ce qui rejoint les résultats trouvés
dans une étude marocaine de 2010 a 2016 qui ont constaté que sur 938 individus ayant HP+, 59
% étaient des femmes. (M. Sokpon et al., 2016)

La prévalence globale de I’infection a HP selon notre étude été de 61%, ce qui est en accord
avec des études faites récemment en Asie de 1’Ouest et en Ameérique du Sud avec 60 % a 70 % de
la population infecté (L Erdman et al., 2019). En Etats-Unis 2023, la prévalence est de 50%,
I’infection est plus fréquente dans la population noire plus précisément en Afrique suite a un

environnement propice a la contamination et le manque d’hygiene (H.A.H. Joutei., 2007).

Contrairement en Europe, comme dans le cas de la France avec une prévalence globale
comprise entre 15 et 30 %. (Eurofins, infectiologie Helicobacter pylori ;2023 et L Erdman et al.,
2019 et Nimish V, MD.,2023)

L’age moyen des patients était de 45 ans (Ecart type 15,77) avec un minimum de 18 ans et
un maximum de 80 ans. La tranche d’age la plus représenté était celle de 37 jusqu’a 51 ans, ce
qui rejoint les résultats trouvés dans une étude faite en Afrique plus précisément en Céte-D’ivoire
réalisé en 2020 qui ont constaté que sur 169 individus, la tranche d’age la plus présenté était

celles des 51 ans avec un age moyen de 43.5 ans. (Diplo B., 2020)

Nos résultats ont révélé que 62% des patients vivaient dans des habitations collectives, en

ce qui concerne les antécédents familiaux de pathologies gastro-duodénale, ce qui est assez
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similaire aux résultats d’une étude menée en Cote-d’Ivoire, ou environ 79,9% des patients
vivaient en promiscuité c'est-a-dire avec plus de deux personnes par habitat. 58.6% avaient des
antécédents familiaux et des syndromes ulcéreux. (Diplo B ;2020)

Par ailleurs, une étude socio-économique réalisée a Bénin, montre que 80.6% des patients
vivaient en couple et 36% vivaient dans une habitation de plus de dix personnes. De plus, 17.2 %

rapportaient un antécédent familial au premier degré d’ulcére (Aboudou Raimi K et al., 2021)

D’autres études ont montré que la prévalence de la gastrite chronique a H. pylori varie de
72 a 91,3% en Afrique et de 64 a 100% en Europe et en Amérique du Nord. Selon des résultats
nationaux, la prévalence de la gastrite chronique a H. pylori a été de 89.25%. (N. ATTAF., 2004)

Concernant I'ulcére gastrique qui est responsable d’un taux de mortalité de 2,5%, Il est a
noter que cette population atteinte de gastrites et d’ulcéres constituerait un terrain a risque pour la
survenue d’un cancer. (H.A.H. Joutei., 1998-2007).

En Chine, une étude a révélé que la prévalence de I'infection augmente avec I'dge avec un
taux le plus élevé de 57,58 % dans le groupe d'age de > 60 ans et diminue dans la tranche d’age
de 40 a 60 ans (Danni L et al., 2023), ce qui est en accord avec notre étude dont les patients de

plus de 60 ans augmente le risque de I’infection et de plus la sevérité de la pathologie.

Notre étude a montré un taux d’infection de 55% selon le test a ’uréase et une spécificité
de 70%, ce qui correspond les resultats réalisés sur 137 patients en Amérique du sud, 67,5% était

positif a I’uréase et possede une specificité de 88,1%. (H montes et al., 2003)

La PCR est une technique permettant d’obtenir rapidement de multiples copies d’un

fragment d’ADN bactérien cible a partir de biopsies gastriques (HELUWAERT F., 2022)

Elle est plus précise et plus fiable avec une spécificité de 100% (Singh V et al., 2008) pour
le diagnostic de I’infection a H. pylori (Mehasni S., 2019). Elle est congue pour cibler des
séquences bien spécifiqgues du génome de Helicobacter pylori. Contrairement aux test

anatomopathologie et I’'uréase se sont révélé négatifs sur certaines populations de notre étude.
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Dans une étude tunisienne portant sur 101 patients, la rentabilité diagnostique de I'examen
anatomopathologique des biopsies gastrique pour la détection de H. pylori a été de 79% en
comparaison avec I'étude génétique PCR., en revanche dans notre étude portant sur 10 patients la
concordance entre la PCR et I'examen anatomopathologique a été de (80%) (L. Chtourou.,2021)

L'identification moléculaire de H. pylori et la détection des génes vacA et cagA ont été
réalisées a l'aide d'amorces spécifiques (M Bachir et al., 2018), dont le polymorphisme est a la
base d’un déterminisme pathologique plus ou moins sévére, et considérée comme un candidat
potentiel responsable de la virulence de H. pylori ainsi que de la cause de lI'inflammation et de la
formation d'ulcéres dans I'estomac et le duodénum (Keiji O et al., 2000)

Nos résultats ont révélée que 60% des souches de HP présentent le géne de virulence Cag A,
10% Vac A sl, tandis que 70% des souches possedent le gene Vac A ml et 60% ont des
combinaisons génotypiques différentes Vac A m1/m2/Cag A et Vac A m1/sl.

Nos résultats étaient proches de ceux d'une étude régionale, les génes vacA et cagA ont été
identifiés respectivement dans 61,6 % et 53 % des souches de H. pylori. Sur les 60 souches de H.
pylori, 66 % possedaient au moins un gene de virulence et 34 % ne présentaient aucun géene de
virulence. (Kishk R., 2020)

Notre étude était presque similaire avec les pays du moyen orient plus précisement a Iran
en 2020 dont 27,88% des souches avaient le génotype Vac A s1/m1l et il a été démontré que les
génotypes vacA tels que ml, sl étaient les alleles vacA les plus répandus parmi les patients
iraniens atteints d'ulcére gastroduodénal. (Massoud K et al., 2020). La présence du gene cagA
variait de 50 % a 99 % dans la région. Le taux de souches cagA positives était inférieur aux

données européennes et nord-américaines (74 % a 88 %). (H Sedaghat et al., 2014)

En 2020, parmi les 74 patients positifs pour H. pylori, 94,5 % étaient positifs pour le géne
cagA et 91,8 % pour le géne vacA. (H Masoumi Asl., 2020)
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En Asie de I'Est, le taux était plus élevé avec un pourcentage de 85,3 % étaient positifs pour
cagA (163/191). Les génotypes Vac A ml étaient parmi les génotypes les plus répandus qui
hébérgeant le géne Cag A (Massoud Keikha et al., 2020). Les souches cagA (+) étaient plus
fréquentes chez les patients atteints d'ulcére gastroduodénal. (Zhonghua Nei Ke Za Zhi., 2000)

Au Maroc, 59,6 % des cas étaient positifs pour cagA et l'alléle unique vacA (s ou m) était le
profil le plus prédominant (31,27 %). (S Alaoui Boukhris et al.,2013)

Selon le test khi 2 nos résultats ont révélé que 1’age est significativement différent selon les
génotypes, dont 50% des patients agés de plus de 35 ans avaient le géne Vac A m1/Cag A + et

10% des cas présentent soit Vac A m1/s1 soit sont négative pour tous les génes de virulence.

Tous les patients atteints de gastrite chronique de notre population d’étude étaient positifs
pour tous les génes de virulence, dont 30% des cas avaient le géne Vac A m1/Cag A+ et 10% des
cas avaient Vac A ml/Vac A sl.

La Régression et I’ACP montrent que le génotype Vac A m+/Cag A+ est corrélé a la

pathologie gastrite chronique avec une P significative de 0.003, R?>=31%, R? (ajusté)=23%.
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Conclusion et perspectives

L’infection a Helicobacter pylori constitue un probléme majeur de santé¢ public, Sa
prévalence varie selon le lieu géographique, le statut socioéconomique et I'age. Cette étude a été
réalisé au niveau de la wilaya de Tlemcen, 1’objectif de ce travail avait pour but de déterminer la
diversité génétique en particulier les génes de virulence par PCR et tester I’association entre ces

genes avec les différents types de pathologies gastriques (gastrite chronique et 1'ulcére).

Helicobacter pylori a été détecté a partir des biopsies gastriques au niveau antral, fundique
et angulaire chez des patients présentant des pathologies gastro-duodénales plus ou moins sévere.
La présence de cette bactérie est retrouvée dans 66% de gastrites chroniques, 83% duodénite
subaigie, 60% ulceres bulbaire et 80% bulbite.

Quant a la recherche moléculaire, la PCR multiplex est une méthode plus fiable (avec une
spécificité de 100%) en comparaison avec le test a I’'uréase et le test anatomo-pathologie, et cela

va servir d’un bon diagnostic de I’infection a H. pylori.

Cela nous a permis d’identifier 21 souches de Helicobacter pylori, les souches que nous
avons pu isoler révelent des particularités biochimiques avec présence élevés de 100% pour la
catalase et oxydase et 36% de nitrate réductase, isoler de patients qui présentent essentiellement

des gastriques chroniques et des ulceres gastriques et bulbite.

Les génotypes Vac A et Cag A ont été identifiés a partir des biopsies gastriques et les profils
génotypiques Vac A sl+/ml et Cag A + étaient impliqué dans la chronicité de I’infection plus
élevés dans les gastrites chroniques et les ulceres gastriques, dont 60% était Vac A m1/Cag A + et
10% Vac A ml1/sl+.

L’éradication de H. pylori nécessite une approche multifacette combinant des nouvelles
stratégies de traitement et des préventions basé sur les genes de virulence qui existe dans notre
population, et la recherche de nouvelles cible thérapeutiques comme la vaccination et une
thérapie antimicrobienne aux genes Cag A et Vac A. La recherche moléculaire va conduire a des
avancées significatives dans le diagnostic grace a la PCR, le traitement et la prévention des

maladies associés.
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Annexe 1 : Fiche d’enquéte

Etude sur I’Helicobacter pvlori

Préléevement N° :
Date de prélévement :
Nom du malade :
Prénom du malade :
Age :
Sexe :
[] Féminin [] Masculin
Tél/ Adresse :
HABITAT
Nombre de piéces :

D 1-2 piéces D 3-4 pieces D plus de 4 piéces

Nombre de personnes habitant dans le domicile :

D < 5 personnes D de 5 - 10 personnes D > 10 personnes

Nombre de sanitaire dans le domicile :

[] 1 sanitaire [[] plusieurs

ANTECEDANT FAMILIAUX
[] Oui [[] Non
ANTECEDANT MEDICAUX
Consommation d’antibiotiques (Macrolides) dans les 15 jours :
[] Oui [T] Non
SI1 OUI ; préciser la nature :
Le traitement a-t ’il- été efficace ?

[] Oui [C] Non

Avez-vous déja été diagnostiqueé (e) ?

[] Oui [C] Non

Avez-vous déja fait une fibroscopie gastro-duodénal ?

[] Oui [C]Non

Membre de familles se plaignant du syndrome ulcéreux ou épigastriques

[] Oui [] Non
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PATHOLOGIE LIE AH. PYLORI

|:| Ulcere gastrique ou Bulbaire
D Adénocarcinome gastrique
|:| Lymphome du MALT

[[] Tabagisme

[] Alcoolisme

[[]Bulbite subaigué

TABLEAU CLINIQUE
Aspect endoscopique :
Avez-vous déja subi une biopsie pour confirmer la présence d’H. pylori ?

[] Oui [[] Non

Avez-vous déja fait une sérologie ?

[] Oui [] Non
TEST AL’UREASE
Antre :

[] Positive [] Neégative
Fundus :

[[] Positive O Négative
RESULTAT DE LAPCR
Geéne de virulence : |:| Vac Aml, sl |:| CagA
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Annexe 2 : Electrophorése de migration sur gel d’agarose a 17 de résultats de
I’amplification d’ADN codé par puits
A. Génotypage vac a :
Le géne vac a régions s et m été présent une forte amplification par PCR dans le puit 1,5,10,11
avec une prédominance de 70% du géne vac a m1+ tandis que le gene vac a sl était présent dans

une seule souche de HP (10%) et une faible amplification des génes dans les puits 2,3,4,6

e Puits1,2,3,4,5,6c¢et10: présence du gene vac a m1 avec des tailles de 244 pb

e Puits 11 : Présence du géne vac a sl avec une taille de 286 pb.

e Puits 15 et 20 ont été négatifs

B. Génotypage Cag A :
Le géne Cag A été présent dans les 60% des cas, dont le puit 30 été positive avec une taille de
252 pb, et les Puits de 16 jusqu’a 29 été Cag A négatif.
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