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Résumé

Helicobacter pylori est une bactérie a Gram-négatif, microaérophile colonisant
durablement 1’estomac humain. Sa présence est associée a diverses pathologies de sévérité
variable, dont la gastrite chronique, l'ulcére peptique, le lymphome du MALT et

I’adénocarcinome gastrique.

Son pouvoir pathogéne repose sur plusieurs facteurs pro-inflammatoire tels que I’ilot de

pathogénicité cag, la protéine OipA et la protéine VacA.

L’objectif de ce travail est de détecter la présence des souches de H. pylori chez des
patients en consultation endoscopique afin de les caractériser et de déterminer leur sensibilité

aux antibiotiques.

Nous avons utilisé des méthodes invasives nécessitant une endoscopie digestive haute
et des biopsies systématiques afin de réaliser des frottis colorés, uréase test et culture.
Dans cette étude H. pylori a été identifié par ses principaux caractéres culturaux,

morphologiques et biochimiques.

Seulement deux biopsies ont révélé la présence de H. pylori, cette abondance de
négativité ne signifie pas forcément 1’absence de la bactérie, elle est expliquée par la fragilité
du germe et sa nécessité a des conditions de transport, d’atmosphére et de culture trés

astreignantes.

La réalisation de 1’antibiogramme par la méthode de diffusion a révélé une seule
résistance, celle de la souche BHp8 au métronidazole (I’une des résistances les plus fréquentes

dans le monde).

La découverte des résistances permet de définir de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le

traitement d’éradication de I’infection a H. pylori.

Mots clés : Helicobacter pylori, pathologies gastroduodénales, antibiogramme, biopsies.



Abstract

Helicobacter pylori is a gram - negative bacterium , microaerophilic permanently
colonizing the human stomach . Its presence is associated with various pathologies of varying
severity, including chronic gastritis, peptic ulcer, MALT Ilymphoma and gastric
adenocarcinoma.

her pathogenicity based on several proinflammatory factors such as the cag

pathogenicity ilot, the OIPA protein and the VVacA protein.

The objective of this work is to detect the presence of H. pylori strains in patients endoscopic

consultation to characterize and determine their sensitivity to antibiotics

We used invasive methods require upper gastrointestinal endoscopy and systematic

biopsies to achieve stained smears , urease test and culture.

In this study H. pylori was identified by its main characters cropping , morphological and
biochemical.

Only two biopsies revealed the presence of H. pylori , this abundance of negativity
does not necessarily mean the absence of the bacterium , it is explained by the fragility of the

germ and the need to transport conditions , atmosphere and culture very demanding .

The completion of the susceptibility by the diffusion method revealed a single resistor

, that of strain BHp8 metronidazole (one of the most frequent resistance in the world).

The discovery of the resistance used to define new therapeutic strategies for eradication therapy

of H. pylori infection .

Keywords: Helicobacter pylori, gastroduodenal pathology , susceptibility , biopsies.
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Introduction

Introduction

Jusqu’au début des années 80, une éventuelle implication bactérienne dans les
pathologies gastriques n’avait jamais été envisagée. Seul le role de ’hyperacidité gastrique liée
au stress et a d’autres facteurs environnementaux et génétiques était pris en considération [1].

Il a fallu attendre les travaux de I'Australien Barry Marshall (1982) pour que le role
central de Helicobacter pylori dans l'ulcére du duodénum et de I'estomac soit reconnu [2]. Il est
aujourd’hui clairement établi que toute colonisation de la muqueuse gastrique par H. pylori
entraine une gastrite pouvant évoluer vers des formes plus sévéres d’ulcération ou de

transformation maligne [3].

H. pylori est une bactérie a Gram négatif, hélicoidale, incurvée ou droite. Sa principale
caractéristique biochimique réside dans son activité uréasique qui lui permet de résister a
I’acidité gastrique. La survie et la persistance de la bactérie sont liées a I’expression de plusieurs

facteurs de colonisation et de virulence [4].

La comparaison du génome des différentes souches séquencées a permis de mettre en

évidence une grande diversité génétique chez H. pylori.

L’infection de H. pylori est principalement transmis par deux principales voies oro-orale
et féco-oral. La moitié de la population mondiale est touchée par cette infection [5].
Le diagnostic de I’infection a H. pylori peut se faire par des méthodes directes (invasives)
notamment par la mise en culture qui a un gros avantage dans la détermination de la sensibilité
aux antibiotiques. Actuellement le taux de succes d'éradication de I’infection est a son plus bas
niveau, notamment en raison de la résistance aux antibiotiques [6].

L’objectif de ce travail est de détecter la présence des souches de H. pylori chez des
patients en consultation endoscopique afin de les caractériser et de déterminer leur sensibilité

aux antibiotiques.
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I. Généralités sur H. pylori
I.1. Historique

La découverte de | 'Helicobacter pylori a été tardive en raison de son habitat principal
qui est I’estomac humain. En effet ce dernier, compte tenu de son hyperacidité fut longtemps

considéré comme un milieu stérile et hostile a toute présence bactérienne [7].

De nombreuses observations suspectant la présence de bactéries dans 1’estomac humain n’ont
pas été validées par la communauté scientifique jusqu’a la mise en évidence de H. pylori dans
I’estomac humain par Barry Marshall et Robin Waren en 1982 [8].

Apres avoir échoués plusieurs fois a cultiver la bactérie les deux chercheurs ont
finalement réussi a visualiser les colonies en 1982 quand ils ont involontairement laissé leurs

boites de Pétri incubant pendant cing jours au cours du week-end de Paques [1].

s la baptisérent initialement Campylobacter-like organisme (CLO) en pensant que ¢’était une
nouvelle espéce du genre Campylobacter [1]. La bactérie fut ensuite nommée Campylobacter
pyloridis sur base de la suggestion de Skirrow [9]. Pour des raisons de grammaire latine, elle
prit le nom de Campylobacter pylori [9,10]. Puis finalement la bactérie devint Helicobacter
pylori en 1989 apres un séquencage de son ADN et d'autres études sur sa morphologie.
De ces études, ils ont découvert qu'il n’appartient pas au genre Campylobacter, mais plutdt a
son propre genre celui des Helicobacter [11].
La découverte de H. pylori a révolutionné lI'approche de l'ulcere, et I'axiome classique «pas
d'acide, pas d'ulcere » s'est complété par «pas de Helicobacter pylori pas d'ulcere» [2].

H. pylori est classé carcinogene de type I par I’Organisation Mondiale de la Santé en
1994 [12].

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 gastroduodenal.

Aujourd’hui, il est clairement établi que H. pylori est un germe pathogene de la

muqueuse gastrique de I’homme [13].

1.2. Taxonomie

H. pylori est une bactérie de forme hélicoidale découverte dans une zone de 1’estomac
proche du pylore, d’ou son nom [14]. Elle fait partie d’un nouveau groupe de bactéries appelé

super famille VI des bacilles Gram négatif, qui comprend 4 genres : Helicobacter,
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Campylobacter, Arcobacter et Wolinella [15]. L’analyse de I’ARNr 16S a permis de classer
I’espece H. pylori dans la subdivision des bactéries pourpres (protéobactéries) [16].

Actuellement, cette bactérie est classée dans le :
L—> Regne : Eubacteéries

|—> Embranchement : Proteobacteria,

|—> Classe : Epsilonproteobacteria.

|—'Ordre des Campylobacterales
|—> Famille des Helicobacteraceae
|—> Genre des Helicobacter

|—> Espece : Helicobacter pylori [17].

1.3. Caracteres bactériologiques

1.3.1. Culture et croissance

H. pylori est une bactérie trés exigeante nécessitant des conditions de culture
particuliéres. C’est une bactérie microaérophile c¢’est-a-dire qu’elle nécessite pour sa croissance
une faible proportion d’oxygene (3% a 5%) [18]. En outre 1’atmosphére doit étre humidifiée et
contenir une proportion de 6-10% de CO2 [18]. Cependant en subculture beaucoup de souches

peuvent croitre en atmosphére simplement enrichie en CO2 a 10% [19, 20].

La température optimale de culture est de 37°C. Cependant toutes les souches peuvent se
développer a des températures variant entre 33 et 40 °C. Le pH optimal de croissance est
compris entre pH 6,9 et 8,0 [18, 21].

Le contenu nutritionnel du milieu de culture est également spécifique a la bactérie. Pour
cela on utilise généralement un milieu constitué d’une base gélosée (milieu Brucella, coeur-
cervelle, Columbia, Wilkins-Chalgren ou Mueller-Hinton) additionnée de 10% de sang de
cheval, mouton ou humain. Certains auteurs ont proposé de remplacer le sang par du sérum (de
veau, de cheval ou humain). D'autres suppléments de croissance ont été proposés (vitamines,
R-cyclodextrine....) [19, 20].
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Pour bien isoler la bactérie et éviter toute contamination portant atteinte a sa viabilité,
on utilise des antibiotiques et des antifongiques [22]. Aprés I’incubation de la culture les
colonies de H. pylori apparaissent tardivement. En primo-culture, elles apparaissent en 3 a 12
jours sur gélose au sang. Les primo-cultures doivent donc étre incubées 12 jours et examinées
chaque jour a partir du troisiéme jour. En subculture, la croissance est plus rapide, les colonies
sont visualisées en 2 a 3 jours [19, 20].

Par ailleurs le meilleur échantillon pour réaliser une culture de H. pylori est les biopsies
gastriques. Le transport des biopsies doit étre effectué dans des conditions particuliéres pour

maintenir la viabilité des bactéries.

1.3.2. Morphologie

Les bactéries du genre Helicobacter sont Gram négatives, hélicoidales, incurvées ou
droites [23]. Ce bacille non sporulé mesure 0,5 a 1 um de large et 2,5 a 4 um de long [18, 24].
Il posséde a I'une de ses extrémités 4 a 6 flagelles unipolaires [18, 24], qui présentent la
particularité d’étre engainées et de comporter un bulbe terminal analogue a celui présent sur les
flagelles des bactéries du genre Vibrio [25]. La présence de ces flagelles associée a la forme
spiralée de la bactéerie confere a H. pylori une grande mobilité [25].

Au microscope optique, la morphologie peut varier entre une forme bacillaire en U, en
S, Cou en O. De plus lorsgue les cultures sont vieilles, apparaissent des formes coccoides non
viables. La forme coccoidale peut également étre observée dans un milieu pauvre ou dans des

conditions defavorables de culture [26].

Figure 1 : H. pylori vu au microscope électronique G x21,000 (Bergey’s Manual, 2005) [27].
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1.3.3. Biochimie

La bactérie H .pylori a un faible équipement enzymatique, elle ne peut pas dégrader
I’hydrate de carbone ni par fermentation ni par oxydation. Elle utilise les acides aminés et les
acides organiques comme source d’énergie mais pas les sucres, ce qui signifie que H. pylori est
une bactérie asaccharolytique [28].

Cependant certains travaux laissent supposer que H. pylori pourrait utiliser faiblement le
glucose par la voie des pentoses [29]. Signalons encore qu'elle peut produire son énergie par
méthanogenése a partir d'hydrogene.

Cette bactérie infectieuse qui ne colonise que la muqueuse gastrique [30] est capable de
produire un groupe d’enzymes nécessaires pour sa survie, son métabolisme et sa pathogénicite
[31]. Elle produit I’oxydase [32], la cytochrome catalase [33] et la superoxyde dismutase [34]
et synthétise également une y- glutamyl transférase, une leucine aminopeptidase, une DNase,
une phospholipase et aussi une phosphatase alcaline [35, 36]. Cependant la principale
caractéristique de H. pylori réside dans son activité uréasique qui lui permet de résister a
I’acidité gastrique, par modification de 1’environnement acide en milieu alcalin par I’hydrolyse

de I’'urée en ammoniac grace a son uréase [21, 28].

1.4. Caractéristiques génétiques et diversité des souches
H. pylori comme la plupart des bactéries possede un seul chromosome circulaire.

Son génome a été sequencé pour la premiere fois en 1997 a partir d’une souche référence

(souche 26695) chez un patient anglais atteint de gastrite chronique [37].

En 2010, 32 souches ont été séquencées [38]. La taille du génome, I’ordre des génes et I’ordre
des nucléotides different en fonction des souches. La taille de la séquence génomique varie de
1,5Mb a1,67 Mb Selon les souches. La teneur en GC dans le genome de H. pylori est de I’ordre
de 39 % [38, 39]. 30 % des genes de H. pylori seraient spécifiques a 1’espéce [40]. Ce qui reflete
la présence exceptionnelle de la bactérie dans I’acidité gastrique. Cependant environ 1200 genes
sont communs a toutes les souches, et 200 a 400 génes situés principalement dans des zones de
plasticité ou dans 1’ilot de pathogénicité cag (cagPAl), sont présents de maniére variable entre

les différentes souches [40].

Toutes les souches étudiées contiennent des plasmides. La plupart des souches portent de | a 3

plasmides, chez certaines, jusqu'a 6 plasmides ont été retrouvés [41].
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Tjia et al (1987) ; Graham et al (1988) puis Penfold et al (1988) rapportent que la taille des
plasmides varie de 3,7 a 147 Kb chez 35-58% des souches [42, 43, 44].

La comparaison du génome des souches séquencées a permis de mettre en évidence une
grande diversiteé génétique chez H. pylori [45].
Cette diversité peut €tre présentée sous 1’angle d’une microdiversité (polymorphisme
intragénétique) et d’une macrodiversité (absence ou présence d’un géne entre les souches) [46].
Le polymorphisme génétique (microdiversité) trouve entre le génome des différentes souches
séquencées apporte une explication au caractere quasi unique de chaque souche de telle sorte
que chaque souche isolée d'un sujet est virtuellement différente de toutes les autres [47, 48].
La macrodiversité concerne principalement la présence ou I’absence de génes entre les souches
(geénes spécifiques de souches).

Ainsi selon les différentes études publiées (Salama et al. 2000 ; Gressmann et al. 2005 ;
Han et al. 2007 ; Romo-Gonzalez et al. 2009) 20 a 25 % des genes étaient «souches-spécifiques
» OU « non-ubiquistes » [49, 50, 51, 52].
La plupart de ces genes codent pour des protéines de fonctions inconnues, des transposases ou
des genes appartenant au systeme de Restriction-modification [45].
Ces geénes non-ubiquistes sont localisés principalement dans 2 grandes régions de I’ADN
génomique de H. pylori, le cag PAI et la zone de plasticité (PZ), caractérisées par un GC %
différent de celui du reste du génome. Le cag PAI est principalement transmis sous la forme
d’un bloc unique de 27 génes, tandis que la PZ contient de multiples transposases,
endonucléases, suggérant des phénomeénes de recombinaison, insertion et délétion [45].

Malgré son exceptionnelle diversité génétique, cependant grace a 1’analyse du
polymorphisme génétique de 7 génes de ménage (atpA, efp, mutY, ppa, trpC, urel, yphC), il a

été mis en évidence une forte structure phyléogéographique chez H. pylori [53, 54].
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Il. Pathologies associées a I’infection a H. pylori
I1.1. Mode de Transmission de I’infection
H. pylori est principalement transmis par trois voies :

11.1.1. Transmission oro-orale

Helicobacter pylori a été retrouvé dans la bouche. Une transmission par voie orale a
partir de la bouche est possible. La prémastication d’aliments par la maman a été avancée
comme source de contamination de leurs enfants dans différentes populations [55].
L’utilisation de baguettes et le partage d’un méme plat au sein de communautés chinoises ont

été identifiés comme facteurs de risque de transmission [56].

11.1.2. Transmission féco-orale

L'isolement récent de H. pylori dans des selles de sujets africains, oriente plutot vers
une transmission de type féco-orale [57]. L'hypothese de la contamination a partir des selles a
été longtemps écartée, du fait que I'excrétion fécale de la bactérie est difficile a mettre en
évidence, en raison des concentrations bactériennes inférieures a celles des micro-organismes

pathogenes, habituellement rencontrés. [58].

11.1.3. Transmission gastro-orale

On peut certainement contaminer un sujet au cours d'une endoscopie digestive haute, ce
risque de transmission de H. pylori est un des motifs de désinfection du matériel endoscopique

entre deux examens [59].

11.2. Aspects Cliniques des pathologies liées a I’Helicobacter Pylori

L’infection a H. pylori a lieu généralement dans 1’enfance et persistera toute la vie s’il
n’y a pas de traitement d’éradication [60]. Chez tous les sujets infectés, il en résulte rapidement
une gastrite aigue suivie d’une gastrite chronique [61]. Dans la majorité des cas, environ 90 %,
la gastrite chronique évolue sans autre conséquence et reste asymptomatique [40,62].
Cependant dans environ 10 % des cas cette gastrite chronique évolue vers d’autres pathologies
séveres et symptomatiques en fonction de sa localisation dans I’estomac, de sa sévérité, du sujet
infecté et de la durée d’infection [60], Ces autres pathologies sont principalement des ulceres

(duodénal et gastrique) et des néoplasies gastriques (cancer gastrique et lymphome du Mucosa-
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Associated Lymphoid Tissue) [60]. La durée d’apparition de ces pathologies peut étre de
plusieurs dizaines d’années (environ 40 ans pour le cancer gastrique) [45]. C’est 1’une des

raisons pour laquelle la plupart des enfants infectés ne sont pas atteints de ces pathologies.

Chez un hote constitutionnellement “hypersécréteur” acide, H. pylori s’installe dans
I’antre (gastrite antrale) ou le pH est 1égérement plus élevé et I’infection pourrait évoluer vers
un ulcére duodénal. Chez le sujet “hyposécréteur” acide, H. pylori colonise toute la muqueuse
gastrique (Pangastrite) et I’infection évoluera plutot vers un ulcére gastrique ou un cancer
gastrique [61]. Quant au lymphome de MALT, sa localisation n’est pas spécifique et apparait

généralement dans une acidité normale [40].
11.2.1. Ulcéres

Les ulceres dus a H. pylori sont deux en fonction de leur localisation : ulcére duodénal
(au niveau du duodénum) et ’ulcére gastrique (muqueuse gastrique) [40, 63, 64]. On parle

d’ulcére gastroduodénal [63].

Il s’agit d’une lésion, une perte de substance de 1’épithélium de I’estomac ou du
duodénum. Sur le plan clinique le signe le plus palpable et commun est le signe anatomique,
cette lésion de la paroi de I’estomac ou du duodénum. L’ulcére a été observé chez des sujets ne
se plaignant de rien. Cependant certains signes sont partagés par la plupart des patients dont les
epigastralgies et le pyrosis. Les complications les plus sévéres de la maladie sont 1’hémorragie

digestive haute [65] et la perforation gastrique ou duodénale, cette derniére étant rare [66].

Des études épidémiologiques montrent que H. pylori est responsable de 80 % des ulceres
gastroduodénaux et le reste étant attribué a d’autres facteurs en particulier des AINS (Anti-

inflammatoire non stéroidien) [60].

11.2.2. Néoplasies gastriques

L’infection a H. pylori conduit également dans environ 1 % des cas a deux types de
néoplasies gastriques, les adénocarcinomes gastriques hors cardia (1 %) et le lymphome

gastrique du tissu lymphoide associé aux muqueuses (MALT) (0,1 %) [40].

L’adénocarcinome gastrique apparait au fil des décennies a la suite de modifications

histologiques de la muqueuse décrites sous le nom de cascade de Correa [67].
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Figure 2 : Pathologies gastriques induites par I'infection a H. pylori (Varon C et Megraud F, 2013) [40].

11.3. Déterminisme pathologique associé a I’Helicobacter pylori

H. pylori dispose de tout un arsenal de propriétés lui permettant de survivre dans

I’estomac et provoquer a long terme une variété de pathologies chez 1’hote [68].

La séquence d'événements qui conduit au développement d’une des pathologies implique tout
d’abord la colonisation gastrique par H. pylori, sa persistance dans I’estomac et des facteurs
conférant a la bactérie des propriétés pro-inflammatoires accrues, tels que I’ilot de pathogénicité

cag, la protéine OipA ou protéine activatrice des neutrophiles (HP-NAP), ces derniers sont

considérés comme des facteurs de pathogénicité.

Cependant d’autres facteurs ne dépendant pas de H. pylori comme les facteurs
environnementaux (facteurs nutritionnels) et les facteurs dépendant de 1’hdte (polymorphisme

génétique de 1’hdte) contribuent a 1’apparition des pathologies sévéres comme 1’ulcere et les

néoplasies gastriques [69].
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Par ailleurs les seuls déterminants pathologiques chez H. pylori peuvent étre répartir en
3 groupes : les facteurs de colonisation, les facteurs de persistance et les facteurs de
pathogénicite.

11.3.1. Facteurs de colonisation

Les facteurs de colonisation sont présents sur I’ensemble des souches cliniques [68]. Il
s’agit des facteurs qui assurent a H. pylori le pouvoir de coloniser la mugueuse gastrique. En
occurrence trois facteurs conférent a H. pylori le pouvoir de coloniser I’estomac : la mobilite,
I’'uréase pour la régulation du pH acide autour de la bactérie [70] et enfin les facteurs
d’adhérence assurant a H. pylori son adhésion aux cellules cibles, les cellules épithéliales

gastriques [71].
+ Mobilité

La mobilité de H. pylori est assurée par 5 a 7 flagelles unipolaires et engainés [68]. Cette
machinerie flagellaire aide la bactérie a fuir ’acidité gastrique, a atteindre I’épithélium et a se
propager a travers le mucus visqueux qui couvre les cellules épithéliales de la muqueuse

gastrique [72].

Les filaments flagellaires de cette bactérie sont constitués par des polymeéres de deux
sous-unités de flagelline, une majeure FlaA et une mineur, FlaB codées respectivement par les

génes flaA et flaB qui s'expriment en fonction des conditions environnementales.
+ Uréase

La majorité des souches étudiées produisent de I’uréase en grande quantité (6 a 10 %
des protéines totales) [68]. C’est cette enzyme qui assure a H. pylori sa résistance a 1’acidité
gastrique. En effet 1’uréase hydrolyse l'urée présente dans I'environnement gastrique,
permettant une production d'ammoniac et de carbonate. L’ammoniac issu de 1’hydrolyse capte
un proton et devient ammonium qui permet de neutraliser localement 1’acidité gastrique créant
ainsi un microenvironnement favorable au développement de la bactérie [73]. L'uréase de H.

pylori est principalement cytoplasmique [68].

Les genes codant pour ’'uréase sont organisés en un opéron bicistronique comprenant
les génes de structures de I'apoenzyme (ureA et ureB) et cing génes (urelEFGH) [68] dont

quatre (ureEFGH) codent pour les protéines accessoires qui activent 1’enzyme par

10
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incorporation des ions nickels [74] et un, urel codant pour une protéine membranaire assurant
le transport efficace de I’urée vers le cytoplasme ou a lieu la réaction d’hydrolyse.

Des études de cristallographie montrent que 1’uréase de H. pylori est un complexe
dodécamérique [(UreAUreB) 3]4 contenant 12 sous-unités catalytiques (UreB) fixant chacune
2 ions de nickel (24 ions/molécule) [68].

Cependant en plus des geénes de 1’opéron uréasique un certain nombre de génes ont été
identifiés comme modulant I'activité uréolytique chez H. pylori [68]. C’est le cas des génes
codant pour les protéines NixA (transporteur a haute affinité des ions nickel), HP548, HP511,
HP1041 ou la protéine FIbA [75]. Il a été demontré que des souches deficientes en une de ces
protéines semblent avoir une activité uréolytique diminuee [75].

L'uréase est aussi un déterminant essentiel a la virulence de la bactérie, I’ammoniac
produit sous 1’action de 1’uréase est cytotoxique et peut causer des dommages cellulaires [76].

Les souches mutantes non uréolytiques de H. pylori semblent incapables de coloniser la

muqueuse gastrique [77].

+ Facteurs d’adhérence

H. pylori grace a sa mobilité efficace peut traverser le mucus ou il se multiplie pour
atteindre les cellules épithéliales gastriques et y adhérer. L’adhérence est assurée par des
interactions spécifiques entre les adhésives de H. pylori et les cellules hotes [78]. L’adhésion
de H. pylori a I’épithélium gastrique est considérée comme un facteur essentiel a 1'implantation

de la bactérie au niveau de la muqueuse gastrique.
Un certain nombre d'adhésives ont été caractérisées a ce jour.
11 s’agit principalement des adhésines :

e BabA ((Blood group antigen binding adhesin)
BabA est codée par le géne babA (hp1243) [68] qui existe sous deux formes alléliques : bab Al
et bab A2, ce dernier se distinct de ’autre par une insertion de 10 pb dans la partie 3°. Il a été
démontré que les souches bab A2 expriment une adhésine fonctionnelle (BabAz2) qui se lie avec
les antigénes Lewis b (Leb), presents sur les cellules épithéliales gastriques.

e Sab A (Sialic acid binding adhesion)

Codée par le géne sabA (hp0725) SabA reconnait comme récepteur une forme sialylée des
motifs Lewis X [68] exprimés a la surface des cellules épithéliales.

L’expression de 1’antigéne sialylé Lewis x est induite durant I’inflammation gastrique

11
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chronique, ce qui indique que H. pylori peut moduler les motifs de glycosylation des
cellules de 1I’hdte pour améliorer 1’adhérence et la colonisation [79].
e Alp (Adhesin-like protein) Aet B

Les protéines AlIpA et AlpB sont codées respectivement par les genes alpA (hp0912) et alpB
(hp0913) [80] dont l'inactivation conduit pour chacun d'eux a une diminution de I'adhésion au

tissu gastrique humain [68].
11.3.2. Facteurs de persistance

Les facteurs de colonisation permettent a H. pylori de survivre a l'acidité et de se
multiplier au niveau de la muqueuse. Cependant pour pouvoir persister et se maintenir durant
des dizaines années, H. pylori doit faire face a la réponse humorale et cellulaire de I’hote.
Plusieurs études récentes montrent que la réponse immunitaire de 1’hote ne peut éliminer H.
pylori et par conséquent celui-ci peut demeurer longtemps dans 1’estomac en absence de
traitement d’éradication. Les macrophages sont connus comme les effecteurs les plus
importants dans la réponse innée contre H. pylori [69]. Cependant I’arginase de H. pylori peut
réduire la production de I’oxyde-nitrite(ON) par les macrophages et assure ainsi la survie de la

bactérie car 1’élimination du germe par les macrophages a été démontrée ON-dépendante [81].

H. pylori possede 3 enzymes pour résister au stress oxydatif généré par les cellules
phagocytaires : la catalase qui dégrade le peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygene [32,82],
la superoxyde dismutase (SOD) qui décompose les ions superoxydes en peroxyde d'hydrogene
enfin, I'alkylhydroperoxyde réductase (Ahp) [83].

Indépendamment de ces mécanismes enzymatiques d'échappement a la réponse
immunitaire, il a été suggéré que Il'abondante quantité d'antigenes relargués dans le milieu
extracellulaire, incluant la majorité des antigénes immunodominants, tels que l'uréase et la
catalase, pourrait saturer les anticorps locaux et rendre inefficace la réponse immunitaire locale
[68]. Certaines protéines pro-inflammatoires de H. pylori notamment CagA et VacA (cf.

facteurs de pathogénicités) ont une activité immunosuppressive.
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11.3.3. Facteurs de pathogénicité
H. pylori posséde plusieurs facteurs lui conférant des propriétés pro-inflammatoires tels que :
+ llot de pathogénicité cag (cagPAl)

Les souches de H. pylori ont été classees en deux catégories : celles qui possedent un
Tlot de pathogénicité cag (cag PAI) complet et fonctionnel et celles qui en sont totalement ou

partiellement dépourvues [84].

Le cag PAI est une région génomique de 40 kb contenant environ 31 génes. Le cag PAI
est inséré dans le gene chromosomique glr codant la glutamate racémase et présente les
caractéristiques d'un flot de pathogénicité. Cet ilot est caractérisé par : i) une grande taille
(environ 40 kb, 31 genes putatifs), ii) un contenu en GC de 35 % different de celui du reste du
génome (39 %), iii) la présence de séquences répétées de 31 paires de base (pb) aux extrémités,
iv) une présence variable de séquences d’insertion, v) des homologues a certains facteurs de
virulence, et vi) une instabilité génétique [85].

L'interaction d'une souche de H. pylori (dont I'ilot cag est pleinement fonctionnel) avec une

cellule gastrique humaine conduit :

a l'induction de la sécrétion d'interleukines IL-8, IL-10 et IL-12 par l'activation du

facteur nucléaire kappa B (NF-kappaB),

e a la sécrétion et la translocation de la protéine CagA dans la cellule puis sa
phosphorylation sur des résidus tyrosine,

e aun réarrangement du cytosquelette des cellules en contact associé a la formation de
structures en forme de pédestales et au phénotype dit de type « colibri » (forme allongée
des cellules),

e aune signalisation cellulaire associée a I'induction de facteurs transcriptionnels comme

la proteine activatrice 1 (AP-1) ; enfin a I'expression des proto-oncogénes c-fos et c-jun

[68].

+ Cytotoxine vacuolisante A (VacA)

Le géne vac A de H.pylori code pour une cytotoxine vacuolisante (Vac A) sécrétée a
I’extérieure de la bactérie [86] et agissant sur les cellules épithéliales. Ce gene est présent dans

toutes les souches, mais seulement certaines d’entre elles possedent une activité vacuolisante.
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Cette protéine hautement immunogéne est associé in vitro a différents phénotypes :

e cytotoxicité provoquant une vacuolisation lors de I'accumulation de VacA dans les
membranes endosomales des cellules épithéliales, par apoptose,

e perméalisation des mono-couches cellulaires : diminution de la résistance électrique
trans-épithéliale des cellules et hausse de la perméabilité aux ions Fe®*, Ni?* et aux
métabolites de petites tailles ; VacA pourrait avoir pour role de favoriser I'apport
nutritionnel nécessaire a la croissance de H. pylori au niveau de la muqueuse gastrique,

e formation d'un pore danion dans des bi-couches lipidiques et sur des membranes
plasmiques : des monomeéres de VacA, activés a pH acide et inséres dans une bi-couche
lipidique, se réassocient au niveau membranaire pour former un pore hexamérique

impliqué dans un transport d'anions (HCO3") [68].
+ Lipopolysaccharide (LPS)

Le lipopolysaccharide (LPS) de H. pylori a une faible activité biologique comparé a
celui des bactéries a Gram négatif de la famille des Enterobacteriaceae [68]. Il posséde
toutefois des propriétés qui lui sont uniques dans le monde bactérien, puisque qu'il porte des
résidus fucosylés associés a I'expression des antigénes Lewis X, ou Lewis Y ou Lewis H type |
similaires a ceux que I'on rencontre au niveau des glycoprotéines des cellules épithéliales de la
muqueuse gastrique [68]. Ces antigenes bactériens (Lewis) présentent des variations
antigéniques permettant a H. pylori d’échapper a la réponse immunitaire [87]. Le LPS de H.
pylori a été décrit comme faible activateur de la réponse immunitaire innée comparé a celui

d’autres bactéries Gram-négatif [88, 89].
+ Peptidoglycane (PG)

Le PG présente plusieurs fonctions biologiques et ses dérivés constitués de petits
fragments de PG (muropeptides) sont impliqués dans plusieurs mécanismes cellulaires tels que
I’activation des macrophages [90] et I’induction de cytokines [91, 92, 93] et de peptides
antimicrobiens [94]. Au cours de I’infection par H. pylori, le PG est un acteur fort de I’induction

de la réponse immunitaire innée et de I’inflammation.
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4+ OipA (Outer inflammatory protein)

OipA est une protéine membranaire inflammatoire de la famille OMP [95]. La présence
chez H. pylori du géne oipA fonctionnel est fortement associée aux ulcéres duodénaux, au
cancer gastrique et a des infiltrations accrues de polynucléaires neutrophiles [96, 97].
L’expression de OipA est associée a une production élevée d’IL-8 in vitro [98]. OipA joue un
réle dans I’induction de I’inflammation gastrique et la production des cytokines inflammatoires
IL-1, IL-17 et TNF-a chez les gerbilles de Mongolie [99]. Elle contribue également a
I’induction de la métalloprotéase matricielle MMP-1 (matrix metalloproteinase 1) fortement

associee au cancer gastrique [100].

4+ HP-NAP (H. pylori Neutrophil Activating Protein)

HP-NAP a été décrite en 1995 par Evans et al.[68]. Les travaux les plus récents sur HP-
NAP ont confirmé son réle dans le recrutement chimiotactique des polynucléaires neutrophiles

et des monocytes humains au site de I'infection [68].
4+ DupA (Duodenal ulcer promoting gene)

Le géne dup A est situé dans la zone de plasticité du génome de H. pylori et semble étre
un marqueur de virulence. In vitro, Dup A augmente la production d’IL-8 [101]. La présence

de dup A est associée au risque de développement d’un ulcére duodénal et/ou cancer gastrique
[102].
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Figure.3 : Déterminisme pathologique associé a H. pylori ( d’aprés Breurec S, 2011) [45].
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I11. Diagnostic de I’infection

Les méthodes de diagnostics pour la détection de I’infection a H. pylori peuvent étre
réparties en deux groupes :
Les méthodes directes invasives ayant recours a la fibroscopie gastrique haute avec biopsies
(méthodes biopsies dépendantes) et les méthodes non invasives regroupant les tests
diagnostiques ne nécessitant pas la fibroscopie gastrique haute (méthodes sans biopsies) [103].

I11.1. Les méthodes directes invasives

Elles consistent a pratiquer plusieurs biopsies de la muqueuse antrale ou fundique au
cours d'un examen endoscopique et a rechercher les bactéries dans ces prélévements biopsiques
[103].

+ Test rapide a I’uréase (CLO-test*)

Ce test est basé sur la propriété de H. pylori de posséder une uréase tres forte. Les
avantages de ce test sont sa facilité et sa rapidité. On obtient la réponse en salle d’endoscopie

en 20 a 30 minutes [28]. La limite de ce test est sa faible sensibilité : il faut en effet un nombre

de bactéries important (supérieur a 105/g) pour faire virer le test, ce qui limite son utilité pour
le contrdle de 1’éradication du germe apres traitement, car dans ce cas H. pylori, méme s’il n’a
pas disparu, ne sera pas détecté par cette méthode.

L’uréase test est constitué d’un gel d’agar contenant de I'urée, du rouge de phénol
comme indicateur de pH, des tampons et d’un agent bactériostatique. La biopsie gastrique est
déposée dans le gel qui a une coloration jaune. 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 °C.

+ Examen bactériologique

e Frottis coloré
Cet examen comporte la recherche de bactéries spiralées. Aprés coloration de Gram, les
bactéries incurvées ou spiralées sont recherchées. Elles apparaissent a Gram négatif et dans

certaines zones du frottis ont tendance a se trouver nombreuses [104].
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L'avantage de cette méthode ; consiste en sa simplicité et sa rapidité. La sensibilité de
détection est environ 80%. Cette méthode peut étre combinée a la culture ; mais elle implique
I'obtention d'une biopsie supplémentaire [105, 106].

e Culture

La culture est une méthode de référence pour la mise en évidence de la bactérie. Elle
permet 1’étude de la sensibilité aux antibiotiques et le typage de la souche.
Cette méthode nécessite des conditions particulieres de transport de la biopsie et un broyage.
Elle est effectuée sur un milieu enrichi, sélectif et spécifique, c¢’est pour cette raison elle est
cotteuse et fastidieuse, elle n’est justifiée que pour réaliser un antibiogramme en cas de
résistance a un premier ou un second traitement [106, 107, 108].

Les formes coccoides des vieilles cultures seraient pour certains, des formes de

dégénérescence. Pour d'autres des formes de résistance [109.110].

+ Examen anatomo-pathologique

L'examen anatomo-pathologique permet de mettre en évidence, avec coloration, la
bactérie au niveau du mucus et de la surface épithéliale [111]. Les coupes sont colorées par
diverses colorations : Hématoxyline Eosine Safran (HES), coloration de Giemsa modifiée au
Crésyl violet mais la plus répandue étant la coloration argentique (méthode de Warthin et Stary
[41]. Cette derniere peut donner d'excellents résultats, les bactéries apparaissent noires sur fond
jaunatre, mais elle est longue et délicate [106, 112].

Cette méthode diagnostic reste I'une des plus couramment utilisées. La sensibilité
augmentant avec le nombre de biopsies, il est conseillé a partir de 2 biopsies de I’antre et 2 au
niveau du fundus [113].

Apres coloration des coupes de biopsies, H. pylori apparait sous forme de bactéries

incurvées a la surface de I'épithélium de la muqueuse (figure.4).

Le gros avantage de 1’analyse anatomo-pathologique est qu’elle permet conjointement
le dépistage de la gastrite et la recherche de complications, telles qu’atrophie, métaplasie,

lymphome ou cancer.
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Figure 4 : Visualisation de H. pylori sur coupe histologique (d’aprés Marshall B.J et al, 1985) [10]

+ Amplification génique ou PCR

La détection de séquences d’ADN spécifiques de H .pylori dans des prélévements
gastriques (biopsies ; suc ; mucus) ou autres (salive ; plaque dentaire ; selles) se fait facilement
par I’amplification génique par la Polymerase Chain Reaction (PCR) [114]. Cette méthode est
connue pour sa rapidité et sa possibilité de mettre en évidence toutes les formes de H. pylori y

compris les formes cocoides non cultivables ou les bactéries mortes [115].

111.2. Les méthodes non invasives

I11.2.1. Test respiratoire a I’'urée marquée au carbone 13

Le test respiratoire a 1’'urée marquée repose sur 1’activité uréasique de H. pylori. Il
consiste a faire absorber au patient de 1’urée marquée au **C (isotope stable non radio- actif).
Le BCO, qui résulte par hydrolyse de I'urée est détecté dans 1’air expiré 30 min aprés
I’ingestion. La détection du CO> se fait par spectrométrie infrarouge ou spectrométrie de masse.
Le taux du 3CO, dégagé est comparé a celui obtenu juste avant I’ingestion [108, 116].

Le patient doit étre a jeun, et absorber une solution d’acide citrique ou de jus d’orange
avec 1’urée marquée au *3C principalement afin de retarder la vidange gastrique et allonger les
temps de contact entre 1’uréase bactérienne et I’urée 3C [117].

L’innocuité de ce test permet de le répéter a volonté¢ et donc de I'utiliser pour le
dépistage et le suivi des sujets infectés apres traitement.

Pratiqué 4 a 6 semaines aprés I’arrét du traitement d’éradication, ce test a une sensibilité de

90% et constitue la technique non invasive de référence pour confirmer 1’éradication [108, 116].
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Figure 5 : Principe du test respiratoire a 'urée marquée au 13C (d’aprés Mégraud F, 2010) [60]

111.2.2. Méthodes immunologiques
+ Recherche des anticorps sériques

La réponse humorale a I’infection par H. pylori est caractérisée par la production
d’anticorps spécifiques (principalement les immunoglobulines (IgG ,1gA ,IgM) qui peuvent étre
détectés dans le sang [114].Cette méthode est la plus utilisée, elle a une sensibilité et une
specificité supérieures a 90%. II s’agit d’un test ELISA son principe est fondé sur la mise en
évidence des anticorps 1gG anti-H. pylori qui peuvent étre détectés dans le sang.

La technique d’immuno-blot, I’une des autres techniques utilisées, qui met en évidence
des anticorps sériques spécifiques dirigés contre des antigenes de H. pylori , en particulier
I’antigéne Cag considéré comme un marqueur de virulence ; aussi 1’agglutination par test au
latex et la réaction de dot-blot sur papier filtre [116].Le taux élevé d’anticorps durant 1’infection
baisse progressivement dans les 4 a 6 mois suivant I’éradication. De ce fait, cette technique ne

peut étre utilisée que pour détecter précocement 1’éradication [107, 108, 118].

+ Recherches des antigenes de H. pylori dans les selles

C’est un test non invasif, de type ELISA, utilisé pour le diagnostic et le controle de

I’éradication. Sa fiabilité est équivalente a celle des tests respiratoires [119, 120].
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Elle est basée sur 1’élimination de H. pylori par les selles [121]. La recherche d'antigene
specifique de H. pylori s’effectue sur selles fraiches ou conservées a basse température ou
méme congelées a —70°C.
Différents kits sont proposés a cet effet ; ceux utilisant les anticorps monoclonaux
offrent de meilleurs résultats [122]. Sa sensibilité est de 95% et sa spécificité de 94% [123].
En pratique, ce test peut servir au diagnostic primaire de I’infection mais s’avere surtout
utile pour le contrdle de 1’efficacité du traitement d'éradication. Il pourrait étre utilisé comme

alternative au test respiratoire pour le contréle d’éradication [123].
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IV. Traitement de I’infection a H. pylori

IV.1. Evolution des traitements

H. pylori est sensible in vitro a de nombreux antibactériens ; néanmoins peu sont
efficaces pour son éradication in vivo.
Les gastro-entérologues doivent faire un choix rationnel parmi les agents thérapeutiques
disponibles en prenant en considération les caractéristiques optimales des antibiotiques

disponibles et les facteurs prédictifs de I'évolution du traitement de I'infection a H. pylori [124]

IV.1.1. Monothérapies

Les monothérapies proposées comme premier model thérapeutique, testaient des
molécules auxquelles H. pylori était sensible in vitro [125].

Les sels de bismuth ont été testés les premiers en raison de leurs propriétés

antibactériennes et de leur r6le dans le traitement anti-ulcéreux [126].

Les monothérapies antibiotiques (amoxicilline, nitroimidazolé et macrolides) ont

également utilisées [127].

Ces différentes monothérapies sont inefficaces in vivo, un taux d’éradication de H.
pylori est obtenu de 20 a 40 % [127].

L’oméprazole et la ranitidine ont aussi été étudiés en monothérapies, sans succes [126]

IV.1.2. Bithérapie

Les résultats décevants des monothérapies ont conduit a I’essai de différentes
bithérapies dont principalement
- Bismuth et un antibiotique.

- Un antisecretoire et un antibiotique [128].

Les bitherapies associant un antisécrétoire et un antibiotique donnaient des taux d'éradication
maximum de 60% [127] paraissant donc inefficaces pour étre utilisées en traitement de

premiére ligne.
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IV.1.3. Trithérapies

Les trithérapies associent un antisécrétoire a deux antibiotiques, permettent d’obtenir
des taux d’éradication supérieurs ou €gaux a 85%. A ce jour, les trithérapies constituent les
associations les plus performantes [126]. En Algérie, elles sont actuellement utilisées comme

traitement de premiere ligne.
IV.1.4. Quadrithérapie

En cas d’échec des trithérapies, une quadrithérapie peut-étre proposée, notamment aux
Etats-Unis. Elle est plus efficace avec des taux d’éradication allant de 95% a 100% mais
nécessite un programme de dosage compliqué. Elle est moins bien tolérée que les trithérapies.

Cette quadrithérapie consiste en 1’association [129, 130] :

- d’un inhibiteur de la pompe a proton (IPP) ou d’un antihistaminique H2.
- et d’une trithérapie associant un sel de bismuth a deux antibiotiques.
IV.2. Facteurs de I’échec du traitement médical

Il existe plusieurs causes d’échec du traitement. Cependant la Résistance de
H .pylori aux antibiotiques et la mauvaise observance du traitement sont les plus

courants.
IV.2.1. Résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est le facteur déterminant de 1’échec du traitement
d’éradication de H. pylori [131]. Cette bactérie peut développer des résistances a tous les
antibiotiques utilisés pour son traitement. Il s’agit toujours de résistances par mutations. Dans
une étude allemande, les mutations en positions A2143G et A2142G étaient respectivement
responsables de 52,8 et 36,1 % des résistances phénotypiques de la clarithromycine, La
résistance au métronidazole concernerait jusqu’a 59 % des souches [132]. La prévalence de la
résistance en 2009 évaluée sur un groupe des souches a montré que 13 % étaient résistantes a
la fois a la clarithromycine et au métronidazole [132].

L’apparition d’une résistance primaire a la clarithromycine est la principale cause de
I’inefficacité de la trithérapie a base de clarithromycine [133, 134]. L’impact clinique de la
résistance au métronidazole est plus faible [135, 136]. Cette résistance peut étre surpassée par

I’'usage de fortes doses de métronidazole et/ou I’addition d’IPP, de bismuth et de tétracycline
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[131, 137, 138, 139]. Une importante étude a trouvé qu’un traitement préalable par

métronidazole, quelle qu’en soit la raison, augmente le risque de résistance de H. pylori a cet
antibiotique [140].

En conséquence, le clinicien doit systématiquement s’enquérir aupres du patient d’un traitement
antérieur par macrolide ou métronidazole, quelle qu’en soit 1’indication, avant de prescrire un
traitement d’éradication. Dans les pays ou le bismuth est disponible, la quadrithérapie
comprenant un IPP doit étre préférée en cas de traitement préalable par clarithromycine ou

métronidazole.

La découverte récente des mécanismes de résistance aux principaux antibiotiques utilisés pour
éradiquer H. pylori et la mise en évidence de leur support génétique permettent aujourd’hui de

proposer des tests génétiques de détermination de la sensibilité aux antibiotiques.

Différentes méthodes fondées sur I’étude de I’ADN bactérien ont été mises au point pour
détecter les principales mutations conférant la résistance aux antibiotiques [62].

Ces tests s’appuient sur diverses méthodes d’amplification génique de type PCR (polymerase
chain reaction) et/ou des méthodes d’hybridation comme PCR—RFLP [141].

1VV.2.3. Mauvaise observance du traitement

Concernant I’observance, il est important pour les cliniciens d’insister aupres des
patients sur la nécessité de prendre 1’ensemble du traitement et les patients doivent
également étre informés des effets secondaires attendus. L’efficacité optimale des IPP
nécessite une prise double journaliere 30 a 60 mn avant le repas [142]. Les effets
secondaires les plus fréquents de la clarithromycine sont la dyspepsie, la diarrhée et une
sensation de go(t métallique. Les effets secondaires les plus fréquents associés a

I’amoxicilline sont la dyspepsie, les céphalées et la diarrhée.

Les effets secondaires du meétronidazole sont dépendants de la dose et
correspondent a un golt métallique dans la bouche, une dyspepsie. La tétracycline
incluse dans la quadrithérapie a base de bismuth peut provoquer une dyspepsie et une
photosensibilité. Le bismuth peut étre responsable d’un aspect foncé de la langue et des
selles, de nausees et d’une dyspepsie [142]. Les patients informés des la prescription
des effets secondaires sont moins inquiets et ont tendance a moins souvent arréter leur

traitement
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Cette mauvaise observance semble étre une importante cause d’échec de traitement qui

reliee a la lourdeur des thérapies et aussi aux effets secondaire des antibiotiques.
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1. Lieu de travail

Le présent travail a eté reéalise au niveau du service de microbiologie du CHU Dr

Benbadis de Constantine.
2. Etude microbiologique
2.1. Isolement et caractérisation de Helicobacter pylori
2.1.1. Prélevements

Des patients (N°08) présentant une symptomatologie gastroduodénale évocatrice,
subissent une endoscopie digestive haute afin de prélever des biopsies gastriques de 1’antre (2
fragments antrales), au niveau du service d’explorations endoscopiques, CHU de Constantine.

L’age, le sexe et I’aspect endoscopique des patients sont présentés dans le tableau. 11

Le matériel d'endoscopie (fibroscope et pince) est nettoyé entre chaque examen dans

une solution de Cidex. Apres désinfection, le matériel était rincé a I’eau de robinet.

Tableau. | : renseignements cliniques des patients

Patient 1 2 3 4 5 6 7 8

Sexe homme | femme | Homme | homme | homme | homme | femme femme
Age (ans) 28 70 51 40 60 22 48 18
Aspect Gastrite | Tumeur | Gastrite | Gastrite | Ulcere Gastrite | Muqueuse | Muqueuse

diffuse antrale | diffuse antrale

endoscopique | érosive | antrale | érosive | érosive | gastrique | érosive | normale | normale

2.1.2. Transport et conservation des biopsies

H. pylori est une bactérie fragile nécessitant donc des conditions de transport et de
conservation particulieres.

Les biopsies récupérés ont été transportées et conservées :

- Dans du sérum physiologique a 4°C, pour une durée de 4 heures (le délai entre le
prélévement et la réalisation de I’examen ne doit pas dépasser 4 heures).
- Dans du BHIB (Brain Heart Infusion Broth) glycérolé a 25 %, pour un temps

indéterminé (au dela de 4 heures).
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2.1.3. Ensemencement et caractérisation de Helicobacter pylori
Cette partic a pour but d’isoler et de caractériser des souches Helicobacter pylori,
impliquées dans diverses pathologies gastroduodénales a partir des biopsies gastriques antrales.

Les isolats sont utilisés pour tester la sensibilité et la résistance aux antibiotigques.

2.1.3.1. Broyage manuel des biopsies

Avant la mise en culture, les biopsies doivent étre broyées pour permettre la dispersion des
germes. Il existe deux types de broyage : le broyage manuel et le broyage mécanique qui donne
le meilleur résultat de dispersion et de libération des germes.

Dans ce travail le broyage manuel avec la lame a bistouri a été utilisé.

A T’aide de la lame a bistouri, chaque biopsie a été broyée séparément sur une lame

stérile placée dans une boite de Pétri.

A P’issu du broyage, les fragments ont subi trois traitements a savoir le test a I’'uréase, le frottis

coloré et la mise en culture (primoculture).
a. Test a I’uréase

Il est réalisé en déposant une partie de la biopsie dans le milieu urée-indole. Ce milieu
contient un indicateur coloré qui est le rouge de phénol. La présence de Helicobacter pylori
dans I’échantillon test se manifeste apres incubation a 37°C pendant 24 a 48h, par le virage de

I’indicateur au rose violacé.
b. Frottis coloré

La 2éme partie du broyat de chaque biopsie a été étalée en frottis sur une lame en verre
en présence d’une goutte d’eau physiologique. Apres séchage, les lames ont subi la coloration

de Gram.

La lecture des frottis est réalisée a I’huile d’immersion au microscope optique pour détecter la

présence de Helicobacter pylori a la surface de 1’épithélium de la muqueuse gastrique.
c. Mise en culture

Le restant du broyat de chaque biopsie est ensemencé sur milieu gélose Columbia
supplémenté du sang frais humain, d’un mélange d’antibiotiques (Helicobacter pylori sélective
supplement, oxoid) afin d’empécher la prolifération d’éventuel contaminant et des vitamines
(PVX-M, Biomérieux).
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Les boites sont placées dans une jarre en présence de deux sachets générateurs
d’atmosphére microaerophile ( Genbox microaer , Biomérieux ) et incubées a 37 © C a I’étuve

pendant 54 7 jours.
Les cultures sont contrdlées chaque deux jour & partir du 5°™ jour jusqu’au 12°™,

Cette primoculture permet d’isoler H. pylori sur les boites de Pétri mais un réisolement en

subculture est nécessaire pour obtenir des cultures riches.

2.1.3.2. Caractérisation des isolats
D’apres Cassel-Béraud et al. (1996) I’identification de H. pylori est basée sur ses
caractéres morphologiques, son examen microscopique et sur ses caractéres biochimiques
essentiels : uréase trés intense, catalase et oxydase [143].

a. Examen macroscopique

Aprés culture sur milieu gélose spécifique et sélectif et I’apparition des colonies suspectes,
une observation macroscopique de la forme, la taille, I’aspect et la couleur des colonies a été

réalisée.
b. Examen microscopique

Un frottis est préparé a partir des colonies suspectes, en fixant sur une lame en verre une

goutte de la suspension bactérienne, ce frottis est coloré par la méthode de Gram.

La lecture des frottis est réalisée a 1’huile d’immersion au microscope optique pour détecter la

présence des formes typiques de Helicobacter pylori.

c. ldentification des caracteres biochimiques

+ .Recherche de I’activité uréasique

A L’aide d’une pipette Pasteur, quelques colonies sont prélevées et introduites dans un
tube contenant de 1’urée-indole puis les tubes sont incubés pendant 24 heures. Un résultat positif

se traduit par le virage de couleur de la solution vers le rose violace.
4+ Recherche de la catalase

La présence de cette enzyme est detectée en déposant quelques colonies dans une goutte
d’eau oxygeneée & 10 volumes sur une lame en verre. L’apparition de bulles de gaz signifie que

I’isolat dispose de la catalase.
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+ Recherche de I’oxydase

A T’aide d’une pipette Pasteur, prélever des colonies et les déposées dans une goutte du
réactif de I’oxydase déposee sur un fragment de papier. La réaction positive est le virage rapide

de couleur vers le bleu.
2.2. Réalisation de I’antibiogramme

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilité et la résistance des isolats aux

différents types d’antibiotiques.

Dans ce travail, la méthode de diffusion en milieu gélosé (utilisation des disques

d’antibiotiques) a été utilisée. Cette méthode comprend les étapes suivantes :

La préparation du milieu Mueller-Hinton (gélose) supplémenté du sang frais humain et

des vitamines.

La préparation de 1’inoculum : ensemencer 1ml du sérum physiologique avec plusieurs

colonies jusqu’a avoir une suspension trés dense (3 unités Mac Ferland).

L’inoculum ainsi obtenu est ensemencé en nappe a I’aide d’un écouvillon sur milieu Mueller

Hinton et les disques d’antibiotiques y sont déposeés.

La sensibilité et la résistance des souches ont été évaluées par rapport a 4 disques
d’antibiotiques a savoir 1’amoxicilline, le métronidazole, la clarithromycine et la

ciprofloxacine.

L’incubation s’effectue a 37°C pendant 72 heures en microaérophilie (Genbox microaer |,

Biomerieux ).
-La lecture des résultats s’effectue par la mesure des diametres de la zone d’inhibition apparue.
3. Conservation des isolats

La conservation a court terme (une semaine environ) est possible sur boite si cette
derniére est maintenue a + 4°C en atmosphére microaérophile [144] Tandis qu'a long terme, on
racle le tapis bactérien a I'aide d'un écouvillon que I'on met dans un tube de 1ml de la solution
de conservation (bouillon nutritif, eau peptonée, BGT...) glycérolé a 25%, puis on congéle a -
80°C.
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. Résultats
1. lIsolement et caractérisation de Helicobacter pylori

1.1.Test a ’uréase a partir de biopsies

Le test a I’uréase est basé sur la production abondante de 1’uréase par H. pylori. Apres
incubation 24h & 48h a 37°C du milieu urée-indole ensemencé par le broyat de biopsies
gastriques antrales. Un virage de couleur de 1’orangé vers le rose violacé a été observé avec

quelques prélévements (photographie.l).

Photographie.1 : résultat du test a I'uréase a partir de biopsies.

1.2. Frottis coloré a partir de biopsies

L’observation microscopique a I’'immersion des frottis colorés, préparés a partir des
biopsies a montré la présence des bactéries incurvés a Gram négatif dans quelques biopsies.

Ces bactéries sont Helicobacter pylori (photographie.2).

r =

Formes isolées Amas de cellules
de H. pylori

Photographie. 2 : observation microscopique d’un frottis coloré par la méthode de Gram a partir des

biopsies gastriques G x100 (aprés zoom de la photo).
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1.3. Examen macroscopique

Aprés 5 jours d’incubation a 37°C en atmosphére microaérophile, de petites colonies
rondes, ont un contour régulier, transparentes a grisatres et luisantes apparaissent
(photographie.3). Ces caracteres culturaux correspondent a H. pylori .Un réisolement sur la
gélose Columbia au sang frais mais sans supplément est nécéssaire afin d’obtenir une nappe

bactérienne.

La gélose Columbia additionnée avec le supplément,le sang et les vitamines permet la
croissance de H.pylori.Ce qui indique que ce milieu constitue un mileu de base pour la

fabrication de la gélose au sang, qui est spécifique a la prolifération des souches H. pylori.

Photographie.3 : aspect macroscopique des colonies de H. pylori sur gélose au sang

1.4.  Examen microscopique

La coloration de Gram, réalisée a partir des colonies apparues, montre la présence de
bactéries Gram négatif. Elles se présentent sous la forme de bacille droit, incurvé, en virgule,
en forme de C, V ou S (photographie.4). Ce sont les caractéres morphologiques typiques a
H.pylori sous microscope optique. L’examen microscopique nous a permis 1’identification de

la pureté des souches.

Les bactéries évoluent rapidement au cours des repiquages vers des formes d’aspect

coccoide.

31



Résultats et Discussion |. Résultats

Coloration rose
des cellules de
H. pylori : Gram -

Photographie.4 : aspect microscopique des isolats sous microscope optique G x100 (apres zoom de

la photo).
1.5. Caractéristiques biochimiques des isolats

L'identification de Helicobacter pylori par les tests biochimiques consiste en une

recherche de l'uréase, de la catalase et de I'oxydase.

1.5.1. Recherche de I’activité uréasique

Apres incubation des tubes contenant le milieu urée-indole ensemencé par les isolats a
37°C pendant 24h, un virage de couleur de 1’orangé vers le rose violacé a été observé
(photographie.5). Ce résultat indique la présence d’une activité uréasique trés intense chez les

souches isolées, ce qui confirme leur appartenance a 1’espéce Helicobacter pylori.

Photographie.5 : résultat du milieu urée-indole a partir des isolats.
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1.5.2. Recherche de la catalase

Le dépot des colonies isolées dans le milieu d’eau oxygéné a 10 volumes a revélé
I’apparition des bulls d’air a la surface (photographie.6) .Ce résultat positif indique la présence

d’une catalase, un caractére biochimique essentiel lié & H. pylori.

Photographie 6 : test de catalase des isolats

1.5.3. Recherche de I’oxydase

Les colonies des isolats déposées dans une goutte du réactif de I’oxydase révelent
I’apparition d’une coloration bleue (photographie.7). Ce qui indique la présence d’une oxydase

caractérisant H. pylori.

Photographie.7 : test a 'oxydase des isolats

La positivité des trois tests biochimiques confirme 1’appartenance des isolats a 1I’espece

H .pylori.

Dans ce présent travail, on a pu isoler que deux souches de Helicobacter pylori & partir
de huit biopsies gastriques antrales provenant des patients présentant une symptomatologie
gastroduodénale.
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Les résultats de I’étude bactériologique des biopsies sont consignés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau lll : Résultats de I'étude bactériologique des biopsies

Biopsies | Coloration | Urée- Culture | Urée- catalase | oxydase

de Gram a | indole a indole a

partir  de | partir  de partir des

biopsies biopsies isolats
BHpl - + - nd nd Nd
BHp2 + - - nd nd Nd
BHp3 + + + + + +
BHp4 - - - nd nd nd
BHp5 + - - nd nd nd
BHp6 + - - nd nd nd
BHp7 - - - nd nd nd
BHp8 + + + + + +

Légende :

BHp : Biopsie Helicobacter pylori
+ @ positif
- . négatif

nd : non déterminé

2. Reésultats de I’antibiogramme

Un antibiogramme avec la méthode de diffusion en milieu gélosé (utilisation des disques

d’antibiotiques) a été réalisé pour chacune des deux souches.

Les résultats de la mesure du diamétre des zones d’inhibition basée sur la standardisation CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) sont présentés dans le tableau ci-aprés. Ces
résultats montrent une seule résistance de la souche BHp8 au MTR alors la souche BHp3 en est
sensible. Les deux souches sont sensibles aux autres antibiotiques Cip, AMX et CLR

(photograhie.8).

34



Résultats et Discussion

|. Résultats

O Diameétre critique provisoire :

Claritromycine, amoxiciline,métronidazole,ciprofloxacine: = > 22 mm

Tableau IV : résultats de I'antibiogramme des deux souches isolées

Souche 1 (BHp3) Souche 2 (BHp8)
Diametre | Sensibilité | Diametre Sensibilite
Antibiotiques o o
Claritromycine | = > 30 S 2=>20 S
(CLR) 15ug
Amoxicilline |=>30 S e >35 S
(AMX) 25ug
Métronidazole |=>20 S 2>6 R
(MTR) 4pg
Ciprofloxacine | = > 20 S a=>27 S
(Cip) 5ug
Légende : mm: millimetre ; R : résistante ; S: sensible

Photographie.8 : Résultats de I'antibiogramme sur gélose Mueller Hinton au sang frais
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I1. Discussion

H. pylori est I’agent pathogéne qui infecte I’homme, on estime 50% de la population
mondiale .Il s’agit d’une cause commune de dyspepsie et d’ulcere gastroduodénal

potentiellement curable [60]

Dans ce présent travail, les méthodes bactériologiques nous ont permis d’établir que
Helicobacter pylori était retrouvé liée aux pathologies gastroduodénales et des lésions
inflammatoires qui ont pour siége la muqueuse gastrique. L'analyse récente des différentes
publications [145] montre que ’infection a H. pylori peut étre asymptomatique (90 % des cas) ou
symptomatique pour 10 % des cas En effet dans notre travail H. pylori a été identifié dans un cas

asymptomatique (BHp8) et un cas symptomatique (BHp 3).

Nous avons utilisé des méthodes invasives nécessitant une endoscopie digestive haute

et des biopsies systematiques afin de réaliser des frottis colorés, uréase test et culture.

La recherche de Helicobacter pylori et de sa densité a été réalisée pour huit lames. Nous
avons pu observer 5 lames, certaines nous ont montré de rares bacilles, alors que pour les autres
la bactérie était sur tous les champs. Trois lames ont montré leur négativité totale du germe.
La distribution irréguliere du germe au niveau de l'antre et la densité des bacilles sont les
principales difficultés s'opposant a I'observation de ce germe d’aprés notre expérience.

La morphologie de Helicobacter pylori est caractéristique, ce sont de longs bacilles
Gram négatif en courte spire ou incurvés et rend donc le diagnostic sur frottis spécifique et de

sensibilité proche de celle de la culture [156]

Le test a ’'uréase est une méthode de diagnostic simple, rapide et facile a interpréter
puisqu'elle repose sur le virage du rouge de phénol. Ce virage est observé seulement dans 3 cas
de nos biopsies. Ce résultat est expliqué soit par I’absence de la bactérie dans la biopsie soit les
bactéries ne sont pas bien dispersées par le broyage ou bien du fait de I’extreme fragilité du

germe.

Un travail de Otth et al. réalisé en 2011 dans le sud du Chili sur 240 patients ont une
gastrite ou un ulcere gastrique, chaque biopsie gastrique a été homogénéisée et ensemenceée sur
une gélose au sang contenant un mélange sélectif des antibiotiques. Des boites de Pétri ont été
incubées a 37°C dans un environnement microaérophile pendant cing jours. H. pylori a été

isolée a partir de 99 patients sur 240 [147].
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La négativité d’un des traitements dont ont subies nos biopsies ne peut indiquer
I’absence ou la présence de H. Pylori sans certaines études complémentaires dont le diagnostic
moléculaire (PCR).

En effet la négativité des résultats est expliquée par plusieurs raisons, notamment par le type de

broyage, les problémes de transport et de conservation et par la qualité des biopsies.

En fait les biopsies doivent étre bien broyées pour une meilleure libération et dispersion des
colonies [148]. Une bonne dispersion permet de retrouver facilement les bactéries sur le frottis

coloré (coloration de Gram) et d’augmenter leur chance de coloniser le milieu de culture.

Dans cette étude nous avons utilisées le broyage manuel qui non seulement est délicat mais

également donne peu de résultats satisfaisants.

H. pylori est un germe trés fragile. En effet si la bactérie n’a pas été transportée et
conservée dans des conditions requises, elle meurt. Ceci conduira a I’échec de la mise en

culture.

Dans le deuxieme volet de notre travail, nous avons analysé la résistance /sensibilité aux
antibiotiques. En effet, le traitement d’éradication est basé essentiellement sur les antibiotiques.
Pour une meilleure prescription efficace aux patients, il revient de suivre I’évolution des
résistances de H. pylori aux antibiotiques. La détermination de la résistance est cependant

recommandée apres deux échecs de traitement de I’infection a H. pylori.

Classiquement un antibiogramme est réalisé afin de détecter les phénotypes des souches
résistantes. La difficulté technique de cette méthode est réelle en raison de la croissance lente
de H. pylori et de ses besoins culturaux spécifiques. Dans notre étude nous avons réalisé un
antibiogramme pour chaque une des deux souches, en utilisant la méthode de diffusion sur
gélose, milieu Mueller-Hinton enrichie du sang. Cette méthode est validée par la standardisation

CLSI pour I’étude de la sensibilité aux antibiotiques.

Il apparait dans nos résultats que les souches montrent une sensibilité a quatre antibiotiques
actuellement utilisés dans les traitements. Par ailleurs une seule souche BHp8 montre une
résistance au métronidazole. Ces résultats peuvent permettre de réorienter le traitement pour les

patients ayant fourni ces biopsies (BHp3 et BHp8).

Notre etude pouvait étre continuée par la recherche des genes impliques dans la
résistance de H. pylori au métronidazole.
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Conclusion

L’infection a H. pylori affecte I’ensemble de ’humanité. Elle concerne la
majorité des populations des pays en voie de développement, mais son incidence
diminue réguliérement dans les pays développés, probablement en raison de meilleures
conditions d’hygiéne liées au niveau socioéconomique plus élevé, qui limite les

possibilités de transmission interhumaine.

Notre étude repose sur la détection des souches H. pylori dans des biopsies
gastriques prélevées a partir des patients présentant une symptomatologie
gastroduodéenale .L’isolement et la caractérisation des souches sont réalisés par

I’utilisation des méthodes bactériologiques simples.

L’étude que nous avons menée a permis de mettre en évidence les
caractéristiques morphologiques et biochimiques des isolats qui confirment leurs
appartenances a 1’espece Helicobacter pylori. Ce travail est le premier du genre a étre

réalisé au CHU Benbadis de Constantine.

Les résultats obtenus ont montré que seulement deux biopsies ont révélé la
présence de H. pylori, cette abondance de négativité ne signifie pas forcément 1’absence
de la bactérie, elle est expliqué par la fragilité du germe et sa nécessité a des conditions

de transport, d’atmosphére et de culture trés astreignantes.

La réalisation de I’antibiogramme par la méthode de diffusion a révélé une seule
résistance, celle de la souche BHp8 au métronidazole (I’'une des résistances les plus

fréquentes dans le monde).

Les tests indirects et notamment le test respiratoire sont utiles pour tester
I’éradication. Les résultats sont toujours a discuter en fonction des traitements

antibiotiques ou anti sécrétoires que le patient aurait pu prendre récemment

Aujourd’hui sur le plan clinique, il est question d’évaluer I’influence de la diversité
génetique dans la pathogenicité des différentes souches de H. pylori. La diversité de H.

pylori est probablement a I’origine de la variabilité de son pouvoir pathogene.

En Algérie il existe trés peu de laboratoire qui pratiquent le diagnostic, du fait

de la prévalence des pathologies gastriques, il serait judicieux de mettre en place les
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méthodes de recherche bactériologique de cet agent hautement pathogéne au niveau

des différents laboratoires a travers le pays dans le but de traiter efficacement

I’infection en éradiquant H. pylori afin de prévenir la survenue du cancer gastrique .
De plus sur le plan recherche, nous projetons de réaliser 1’analyse des génes de

résistance.
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Annexe 1 : Mécanismes de résistance aux principaux antibiotiques utilisés dans le traitement

d’infection a H. pylori (modifié¢ d’aprés Korwin J.-D., 2004) [62].

géne gyrA

Antibiotiques Mécanisme de résistance | Genes Mutations principales
Clarithromycine Altération de ’ARNr 23S | ARNr23S ADNr 23S :
- A2143G
- A2142C
- A2142G”
- T2183C"
Métronidazole Inactivation des | rdxA Gene rdxA
nitroréductases NADPH .
frxA Gene frxA
insensibles a I’oxygeéne .
Gene fdxB
Amoxicilline Diminution d’affinité pour | plp Gene plp |
les protéines de liaison a la
pénicilline (PLP)
Tétracycline Altération de I’ARN 16S rRNA ADNr 16S :
ribosomal 16S * AGA965-967TTC.
* D¢létion G942
Fluoroquinolones | mutations (QRDR) du géne gyrA Gene gyrA

e Position 87

e Position 91

*Nouvelles mutations découvertes [148].




Annexe 2 : Avantages et inconvénients des différents tests a la recherche d’Helicobacter

pylori (d” aprés Emile C, 2008) [61].
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