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Résumé

L’infection persistante par H. pylori engendre une gastrite chronique qui peut évoluer vers un
ulcére gastroduodénal ou méme un cancer gastrique. L’évolution de I’infection vers ['une de
ces maladies graves dépend de 1’état du systéme immunitaire de 1’hote, de la variabilité
génetique de H. pylori et de certains facteurs environnementaux. Les génotypes du géne de
virulence vacA de H.pylori jouent un réle important dans la pathogenése des maladies gastro-
intestinales. A c6té des régions s, m et i, une nouvelle région génomique situé¢ a I’extrémité 3’
du geéne vacA a été récemment identifiée, elle peut se présenter sous deux formes alléliques
notées cl/c2 (cl: delétion de 15 de base/ c2 : Absence de délétion) et semble jouer un réle
dans la sévérité de 1’infection. Dans ce travail, la caractérisation de cette région et 1’analyse de
son association avec les pathologies gastriques ont été effectués. Afin de réaliser ce travail
200 extraits d’ADN obtenus a partir de biopsies H. pylori positifs ont été amplifiés par PCR

pour le génotypage de cette région.

Les résultats de cette étude ont montré une prédominance du génotype c2 (absence de
délétion) chez la population étudiée. Une association statistiqguement significative a été
obtenue entre ’ulcere et le cancer gastrique et les patients de sexe masculin. Le génotype cl
est plus prédominant dans les cas de cancer gastrique (54,5%) mais cette corrélation n’est
statistiquement pas significative (p=0,09.). Ceci est fort probablement lié a la petite taille de
I’échantillon étudié. Ainsi, une étude sur une série plus large est nécessaire pour évaluer
I’importance de 1’utilisation de vacA cl dans la prédiction de 1’évolution de I’infection et de

’utilisation de vac Ac comme marqueur de pathogénicité.
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I- REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

INTRODUCTION

Apres la découverte de Helicobacter pylori dans I'estomac humain, les concepts concernant
les pathologies gastriques ont été bouleversés. Le role pathogéne de cette bactérie au niveau
de la muqueuse gastrique a été largement étudie. Dés lors, son implication dans les maladies
gastriques notamment les plus séveres de types tumorales a été confirmée (IARC, 1994).

La présence de divers genes de virulence polymorphe au niveau du génome de H.pylori lui
permet d'exercer un fort pouvoir pathogéne sur I'h6te ce qui engendre une évolution vers

différentes pathologies gastriques (Labigne , 1996).

H.pylori qui colonise sélectivement I'estomac humain est devenue un déterminant majeur des
maladies gastroduodénales. Le géne de cytotoxine vacuolisante A (vacA), qui code pour la
toxine multifonctionnelle vacA est un gene de virulence de H.pylori qui joue un rdle
fondamental dans I'incidence des maladies associées a cette bactérie. 1l est présent chez toutes
les souches et comprend 5 régions polymorphes m, i, s et d en plus d’une région vacA c qui a
été nouvellement identifiée (Bakhti et al.,2016). Cette derniere est située a I'extrémité 3' du
géne vacA. Le role déterminant des différentes régions m,i,s et d dans la pathogenese de
H.pylori a été montré, mais jusqu'a présent, les études sur I’implication de la région vacA ¢
dans les maladies gastroduodénales restent tres limitées. L’objectif de ce travail porte sur la
caractérisation de cette région a partir de prélevements gastriques H.pylori positifs obtenus
chez la population Marocaine, ainsi que 1’étude de son association avec les différentes

pathologies gastriques.


https://fr.wikipedia.org/wiki/%E2%85%A0

1- Historique

Depuis longtemps, I'estomac humain était qualifié de stérile vu sa forte. Les scientifiques
considéraient que les maladies gastriques sont liées a un régime alimentaire inadéquat ou au
stress acidité (Mégraud, 2005). En 1906, un médecin Allemand a observé pour la premiere
fois des bactéries spiralées dans I'estomac humain mais les scientifiques restaient convaincus
de la stérilité gastrique. En 1982, la premiére culture d'une bactérie résidante dans I'estomac
humain a été obtenue par Barry Marshall et Robin Warren. Malgré cette découverte
révolutionnaire, la communauté medicale n'a pas été convaincue que les maladies gastriques
sont essentiellement infectieuses. Aprés des études morphologiques de la bactérie détectée,
cette derniére a été nommée Campylobacter pylori vu sa morphologie et son caractere micro-
aerophile comparables a ceux de Campylobacter jejuni. Ensuite, les études portant sur la
caractérisation génétique et phénotypiques de cette bactérie ont permis de I'individualiser dans

un nouveau genre et de la baptiser Helicobater pylori (Mégraud, 2005).

En 1994 et apres un long débat les maladies gastriques ont été qualifiées de pathologies
essentiellement infecticuses dont 1’agent responsable est Helicobacter pylori et qui sont

guérissables par un simple traitement antibiotique (IARC, 1994).

2- Epidémiologie de L Helicobacter pylori

2-1. Réservoir :

L'estomac est I'habitat principal de H.pylori (Cover et Blaser, 2009). Il peut y avoir une
extension de H.pylori dans le duodénum proximal ou I'cesophage distal, comme elle a
également été retrouvee dans I'épithélium gastrique ectopique dans le diverticule de Meckel
(Ackerman et al., 2003). H. pylori a été trouvée dans la salive, la plague dentaire et les

excréments (Fernandez et al., 2011).

La présence d'un réservoir environnemental de H.pylori a été toujours suspectée. Grace a des

techniques moléculaire (PCR et d’hybridation in situ en fluorescence), I'ADN de cette



bactérie a été retrouvé dans 1’eau (Giao et al., 2008 ; Azevedo et al., 2009 ; Atapoor et al.,
2014).

Plusieurs études ont reporté qu'il y a une relation entre la consommation de quelques aliments
et I'infection a H.pylori (Goodman.,1996) mais cette bactérie n'a jamais été détectée ni par

culture ni par technigue moléculaire dans aucun aliment.

L'hypothese que H.pylori soit une zoonose a été mentionnée dans plusieurs études mais elle
n'a jamais eté retrouvée chez les animaux. D'autre espéces appartenant au genre Helicobacter
ont été détectées chez quelques animaux notamment Helicobacter suis qui a été retrouvée
chez le porc (Ghill et al.,2009).

2-2 Prévalence de I’infection a Helicobacter.pylori

Une grande proportion de la population mondiale est infectée par H.pylori. La variabilité de
la prévalence de cette infection dépend de plusieurs facteurs, a citer les plus importants qui
sont I'age et les conditions socio-économiques du pays. En fait, I'infection a H.pylori survient
dans plus 90% des cas pendant I'enfance (<5ans) (Granstrom et al., 1997) et est moins
fréquentes dans les pays industrialisés (25% a 30%). Cependant, elle est trés répandue dans
les pays en voie de développement et sa prévalence peut atteindre 90% (WGO, 2010). Cette
forte prévalence est liée, entre autres, aux conditions sanitaires précaires et 1’absence du

traitement (Nurgalieva et al., 2002 ; Vale et Vitor., 2010).

2-3 Transmission :

Jusqu'a présent, le mode de transmission de H.pylori reste mal connu. La transmission gastro-
orale a été suspectée apres une grande prévalence de I'infection chez les gastro-entérologues.
Elle se fait par le biais de micro-gouttelettes de jus gastrique qui proviennent lors des
endoscopies (Hildebrond et al., 2000). Les vomissements et les reflux gastro-intestinaux

présentent les principaux moyens de ce mode de transmission (Mitchell et al., 1992).

Malgré la confirmation de la présence de H.pylori dans la cavité buccale et la salive, aucune

étude n'a montré la transmission de la bactérie par voie oro-orale (burger et al., 2008).



A cause de sa sensibilité a la bile, H.pylori ne peut survivre que briévement dans l'intestin lors
du transit intestinal (Azzapoor, 2009), ce qui fait que sa présence dans les selles est rarement
rencontrée. Le fait que les selles peuvent renfermer des formes d’H.pylori viables, en cas de
transit accéléreé, la transmission par voie féco—orale peut avoir lieu. Ce mode de transmission
est généralement décrit dans les pays en développement et est lié a une mauvaise hygiéene

fécale ou au non traitement des eaux (Mégraud et al., 2003).

3- Caractéristique bactériologiques :
3-1 Taxonomie :

H.pylori est une bactérie appartenant a la division des Proteobacteria, la classe des
Epsilomproteobacteria et I'ordre des Campylobacterale. Elle fait partie de la famille des
Helicobacteriacae (Mégraud et Lehours, 2007) et est qualifiece de chef de file du genre

Helicobacter, elle est spécifique de I'Homme (Solnick et Schauer, 2001).
3-2 Morphologie :

H.pylori est un bacille gram -, spiralé, non sporulant qui mesure 2 a 6 um de long et 0,5 a 1
um de large (De Mascarel et Merlio, 1989). Il se présente sous forme spiralée, incurvée ou
en forme de U ou O dans les jeunes cultures qui peuvent évoluer vers des formes coccoides
non cultivables en milieu défavorable. Cette bactérie est caractérisée par la présence de

flagelles unipolaires engainés par une double couche phospholipidique.

Figure 1: Morphologie de H.pylori en microscope électronique a balayage

(http://preveengeorge.blogspot.com/2011/02/h-pylori-and-peptic-ulcers.html)




3-3 Caractéristiques culturaux :

H.pylori est une bactérie tres exigeante, son isolement et sa culture exigent des milieux de
culture enrichis en sang ou bien en sérum, elle peut étre cultivée soit sur la Gélose
Columbia/Brucella de Wilkins Chalgren enrichie a 10% de sang de cheval ou de sang de

mouton ou sur gélose sélective H.pylori (PYL) de biomérieux.

H.pylori est micro-aerophile et exige une atmosphére humide qui contient 2 a 5% d'O2 et
10% de CO2 pour une croissance optimale (Mégraud et Lehours ,2007). Les colonies
apparaissent apres une incubation de 2 a 5 jrs a 37°C. Elles sont translucides, réguliéres, non

pigmentées et présentent un diameétre de 1 mm.

3-4 Caracteres biochimiques :

L'adaptation de H.pylori au milieu gastrique et son pouvoir pathogene nécessitent un
équipement enzymatique adéquat. La plus importante enzyme de H.pylori est I'urease qui lui
permet de résider dans I'estomac humain malgré son extréme acidité. D'autres enzymes lui
permettent de faire face a la réponse immunitaire et sont indispensables pour sa persistance (la
Catalse, la superoxyde dismutase...).

3-5 Génomes et diversité génétique :

Le génome de H.pylori est constitué d'un seul chromosome circulaire d'une taille de 1,6mbp
(De Reuse et Bereswill, 2007). 1l code pour environ 27000 protéines dont 500 sont reconnues
spécifiques a la bactérie, ce qui fait de I'Helicobacter pylori une bactérie particuliére
(Lamarque, 1998). Une partie du génome, qui comprend environ 1200 génes, est essentielle a
la physiologie de la bactérie et elle est commune a toutes les souches en plus chaque souche
posséde des séquences caractéristiques et uniques (Gressmann et al., 2005). Le génome de
H.pylori présente un grand polymorphisme entre les différentes souches. Cette variabilité
génétique est di aux génes de virulence qui sont tres polymorphes. Ce polymorphisme



implique une grande variabilité du pouvoir pathogene et permet a H.pylori de s’adapter

parfaitement a son environnement (Blaser et Berg, 2001).
Pathogénicité de H.pylori

H.pylori est une bactérie a fort pouvoir pathogéne, sa présence dans I'estomac implique
toujours une gastrite qui est une inflammation de la muqueuse gastrique. La gastrite passe
généralement inapergue au premier stade de I’infection, et évolue vers une gastrite chronique
laguelle peut rester asymptotique chez la majorité des sujets, mais elle peut conduire a des
pathologies trés séveres notamment 1’ulcére gastroduodénale et des pathologies tumorales.
L'évolution de la maladie dépend de 3 facteurs : les génes de virulence de la souche, I'néte et

I'environnement (wroblewki et al., 2010).

1- Facteurs de virulence bactérienne

La virulence de H.pylori réside dans sa capacité d'adhérer aux cellules épithéliales, persister
en résistant a I'acidité gastrique et en échappant a la réponse immunitaire, pour finalement
exercer son pourvoir pathogéne en agressant la muqueuse gastrique. Ces différentes
fonctionnalités sont conférées a H.pylori grace a son génome qui code pour différentes
enzymes et protéines dont chacun a un réle dans la virulence. Les génes ure, l'ilot de
pathogénicité cag PAI et le géne vacA sont parmi les génes déterminant de la pathogénicité de

H.pylori.
1-1 Facteurs de colonisation et de persistance bactérienne :
1-1-1 Activité uréasique :

La capacité de H. pylori a se développer dans I'environnement acide de I'estomac dépend de la
génération de grandes quantités (10-15% de protéines totales) de l'enzyme ‘uréase * (Ha et
al.,2001). En produisant de l'ammoniac et du CO2 a partir de l'urée de 1’héte, l'uréase
neutralise I'acidité gastrique et permet a H.pylori de proliférer (Perez et al., 1992). L'uréase de
H. pylori est principalement localisée dans le cytoplasme, mais presque 20 % sont libérées

dans le milieu de culture ou trouvées absorbées a la surface des cellules. Les souches



d’H.pylori déficientes en uréase n'ont jamais été isolées chez les patients et sont présumées ne

pas étre infectieuses (Mobley et al., 2001).

L'uréase est codée par plusieurs génes : 2 genes qui codent pour la structure de I'apoenzyme
(ureA et ureB), et cing genes (urel, ureE, ureF, ureG et ureH) qui codent pour des protéines

participant a I'activation de I'enzyme par incorporation des ions nickels (Ha et al., 2001).

La résistance de l'enzyme a l'acidité lui est garantie grace a la formation d'un complexe
hyper compact constitué de 12 sous unités ureA et 12 sous unités ureB sur lesquels se fixent

24 ions de Nickel. (Ha et al.,2001).

Le gene urel code pour une protéine qui forme un pore a urée au niveau de la membrane
plasmique. Ce dernier permet un transport adéquat de I'urée quand la bactérie se trouve

dans un milieu acide (McGee et al., 1999). Ce géne est indispensable a la survie de H.pylori.

Uréase y

/./' e

iH, + H,0

Figure 2 : Activité de I’enzyme uréase

(www.pasteur.fr/formation/AAEIP/Downloads/Hilde de Reuse .ppt)

1-1-2 Mobilité :

La mobilité de H.pylori est un facteur indispensable a sa survie et a la colonisation de la
mugqueuse gastrique. Sa forme spiralée et ses flagelles unipolaires lui permettent de passer
rapidement par le suc gastrique et pénétrer dans la couche du mucus (Hazell et al., 1986). La
fonctionnalité de I'appareil flagellaire de H.pylori exige I'expression d'une quarantaine de
genes et qui est bien régulée grace aux protéines FibA, FigR et FIgE (Tomb et al., 1997).


http://www.pasteur.fr/formation/AAEIP/Downloads/Hilde

1-1-3 Adhérence bactérienne :

Une fois H.pylori atteint la surface des cellules épithéliales de I'ndte, elle y adhére grace a ses
adhesines qui sont codées par une multitude de génes tel que : le géne babA, babB , alpA alpB
et sabA.

Le géne babA code pour I'adhesine Bab qui se fixe sur I'antigene fucolysé "lewis b" localisé a
la surface des cellules épithéliales (llver et al., 1998). L'inactivation des génes alpA et alpB
conduit & une diminution d'adhésion aux cellules épithéliales gastriques (Odenbreit et al.,
1999).

1-1-4 Autres enzymes :

La colonisation de la muqueuse gastrique par H.pylori est renforcée grace a certaines
enzymes qui affaiblissent la barriere protectrice du mucus. H.pylori possede une activité
protéasique qui permet la destruction d'une protéine entrant dans la composition du mucus
nommée la mucine, et posséde aussi une activité lipasique qui participe dans l'altération de la

structure phospholipidique de I'épithélium gastrique.

1-1-5 Persistance de la bactérie :

Apres l'adhérence et la prolifération de H.pylori au niveau de la muqueuse gastrique,
I'infection commence a se manifester. Ceci engendre une réponse immunitaire (humoral et
cellulaire) spécifique contre la bactérie. H.pylori peut s'échapper ou résister a cette réponse et
ceci grace a son équipement enzymatique a citer : la superpxyde dismutase, la catlase et
I'alkyhydroperoxyde (Hazell et al., 1986 ; Odenbreit et al., 1996 ; Pesci et al., 1994 )



1-2 Facteurs d'altération tissulaire

1-2-1 llots de pathogénicité Cag PAI :

L’ilot de pathogénicité cag PAI est une région génomique qui comprend une trentaine de
génes. Ces derniers codent pour des protéines de la famille cag et pour un systeme de
sécretion de type 4 (SSTIV) (Tegtmeyer et al., 2011 ;Roesler et al., 2014). L’ilot n'est pas
présent dans toutes les souches de H.pylori. Ainsi les souches sont classées en 2 catégories : la
premiere comprend les souches de type 1 qui possedent dans leur génome un flot de
pathogénicite, et la deuxiéme englobe les souches de type 2 qui en sont dépourvus. Toutes les
souches, indépendamment de la présence de cet Tlot, provoguent une gastrite, mais la présence
de cette région génomique accroit le risque des maladies ulcéreuses, gastrites severes et du

cancer gastrique. (Wroblewski et al., 2010; Roesler et al.,2014).

Le systéeme de sécrétion de type 4 (SSTIV) est un complexe multimerique de structure
analogue a une seringue qui assure le transport de diverses macromolécules a travers la
membrane cellulaire. Il contribue a la virulence de H.pylori en permettant le passage de
facteurs bactériens a l'intérieur de la cellule épithéliale. L'une de ces protéines, cagE, qui est
un composant structurel du systeme de sécrétion fonctionnel de type IV et l'inactivation de
son produit génique annule I'administration des protéines de H. pylori dans les cellules hotes
(Roesler et al., 2014).

Un autre composant du systeme de sécrétion, cagL, fonctionne comme une adhésine
bactérienne spécialisée qui se lie a et active les récepteurs de l'intégrine a5p1, déclenchant
I'administration de molécules effectrices bactériennes dans le cytoplasme des cellules hotes
(Kwok et al., 2007). cagL relie le systeme de sécrétion de type IV aux intégrines a5p1 sur les
cellules cibles et active la kinase d'adhésion focale de I'h6te. La protéine cagA est un autre
composant qui cause de nombreux effets déléteres sur la cellule épithéliale. Ce complexe de
sécrétion induit aussi la synthése de I'll-8 a partir des cellules épithéliales (Roesler et al.,
2014).

Dans le cytoplasme des cellules épithéliales de I'ndte, une tyrosine kinase permet la
phosphorylation des résidus tyrosine présent au niveau d’un motif répétés « Glu-Pro-lle-Tyr-

Ala » (Motif EPIYA) de la protéine cagA. La protéine cagA agit aussi sur une tyrosine



phosphatase (SHP-2) et implique des changements dans la signalisation de la cellule
(YYamaoka, 2012).

1-2-2 Gene de virulence vacA

Le géne vacA code pour la cytotoxine vacuolisante vacA qui est une protéine de 140 KDa qui
se clive aux extrémités N-terminale et C-terminale lors de sa sécrétion pour donner 2 sous
unités A et B de 33 et 55 KDa liées de fagon non covalente (Rieder et al., 2005). La grande
sous unité permet a la toxine de se lier aux cellules épithéliales pour qu'elle soit internalisée et
se localiser autour du noyau (Garner et Cover, 1996). Toutes les souches d’H.pylori possédent
le gene vacA, mais seulement 40% de ces bactéries ont un effet vacuolisant. Le gene vacA
comprend 5 régions polymorphes : (s) signal qui code pour une partie de I'extrémité N-
terminale de la protéine; (m) milieu, code pour une partie de la sous unité B terminale de
55KDa; (i) intermédiaire, situé entre s et m et qui possede un réle fonctionnel dans les
activités de création de vacuoles et la région (d) de suppression qui comprend une suppression
de 81pb située entre les régions m et i ) vacA ¢, nouvellement décrit est site polymorphe ,
identifié dans la région terminale 3' du géne vacA . Ce dernier se présente sous 2 formes c1/c2
avec cl présentant une délétion de 15pb (Bakhti et al., 2016).

La région (s) du vacA présente différents sous type sla, slb, slc et s2, alors que la région (m)
est subdivisée en 2 sous types m1 et m2. La diversité allélique de ces différents sites conduit a
une multitude de combinaisons alléliques possible et par conségquent a une activité
cytotoxique variable selon les souches (Piazuelo et al., 2010). La prévalence de chaque sous
type de ces régions peut différer d'un pays a un autre. La combinaison allélique la plus
virulente des sous types de ces 2 régions est s1m1, suivie de s1m2 alors que s2m2 ne posséde
pas d'activité cytotoxique et s2/ml est rare (Paniagua et al., 2009 ;Kusters et al, 2006;
Roesler et al., 2014), cela a été confirmé par plusieurs études dans différents pays. Dans
d’autres rapports plus récents, la prévalence des alleles des régions (1) (i1,12) et d (dletd2 ) a
été étudiée et corrélée avec les deux autres sous types déja cités, ’alléle il est plus répandu et

fortement associé aux pathologies gastriques que i2 (Chung C. et al., 2010).
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Figure 3: Géne de virulence vacA de H.pylori (Tran et al., 2016)

1-2-3 Associations des différentes souches H.pylori avec les pathologies gastriques

L'association des différentes combinaisons alléliques avec les pathologies gastriques a été
étudiée, en Chine. Peng. et ces coll ont trouvé que la combinaison vacA s1m2 est fortement
associée a l'ulcere gastroduodénal (Peng. et al., 2000). Une autre étude effectuée en
Allemagne, a montré une grande association entre la combinaison vacA slml avec l'ulcére
(Rudi. et al., 1998). Le cancer gastrique a été associé dans plusieurs études aux souches vacA
sim1 (Stephan. et al., 2000).Basiri et col ont conclu que le sous type d1 est étroitement

associé au cancer gastrique et aussi a 1’ulcére gastrique (Basiri et al., 2014).

C- Maladies associés a l'infection a H.pylori :

L'infection par H. pylori, acquise le plus souvent dans 1’enfance, persiste toute la vie et elle
engendre différentes pathologies connues la gastrite chronique, ’ulcére gastroduodénal, le

cancer gastrique et le lymphome du MALT.


http://www.mdpi.com/search?authors=Tran%20Thi%20Huyen%20Trang&orcid=
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1- Gastrite :

La gastrite est une réaction inflammatoire de la muqueuse gastrique résultante de l'infection
par H.pylori. Au début de I'infection, la forme aigue passe dans la plupart des cas inapercue,
mais par la suite, cette maladie devient chronique. La gastrite est la l1ésion de base et I'élément
clé dans la pathogénie liée a H.pylori. Elle est caractérisée par une introduction massive de
polynucléaires neutrophiles et de lymphoplasmocytes dans la muqueuse gastrique
correspondant a la réaction inflammatoire. 1l existe 2 type de gastrites chroniques, la premiere
est de type A qui est atrophique obligatoirement et d'origine auto-immune alors que la
deuxieme est de type B qui peut étre atrophique ou non et elle est d'origine non auto-immune.
Selon les classifications européennes, la gastrite chronique liée a H.pylori correspond a la

gastrite chronique de type B (Courillon-Mallet et Fléjou, 2005).

La gastrite chronique causée par H.pylori est asymptomatique chez la plupart des sujets (70%)
(de Korwin et Lehours, 2010). Selon des facteurs liés a la bactérie et les propriétés génétiques
de I'néte, elle peut évoluer vers différentes formes: la pangastrite, la gastrite fundique
atrophique, la gastrite antrale. Selon sa localisation, La gastrite chronique va permettre
I'induction soit d'un effet positif soit d'un effet négatif sur la sécrétion acide (Mc coll et al.,
2000). L'évolution vers la maladie ulcéreuse ou duodénale dépend du degré d'acidité.

2- Ulcere gastroduodénale :

La pathologie ulcéreuse gastroduodénale survient suite a un déséquilibre entre les facteurs
d'agression (prise d'anti-inflammatoires, sécrétion d'acide, tabac) et les facteurs de défense et
de réparation (mucus) dans la muqueuse gastrique. L'ulcére n'est pas toujours symptomatique.
Il est caractérisé par une douleur épigastrique quotidienne qui survient a distance des repas.
Parfois il peut méme se compliquer d'hémorragie, de sténose ou de perforation (Bouarioua et
al., 2007). La maladie ulcéreuse engendre des lésions arrondie profonde recouverte d'une
fausse membrane jaunéatre (Bouarioua et al., 2007). La mise en évidence de la lésion est
possible grace au diagnostic en endoscopie digestive haute. H.pylori est le principale agent
causant les ulcéres gastriques et duodénaux (90% des cas ) (Pospai et al., 2005). Elle a été
détectée chez 90% des sujets ulcéreux (Bouarioua et al., 2007). Mais l'ulcére ne concerne que

10 a 15% des sujets infectés par H.pylori (HAS,2010). Il y a d'autres facteurs qui peuvent



favoriser I'apparition de l'ulcére, parmi eux, le stress, la sécrétion acide et le polymorphisme

génétique.

3- Cancer gastrique :

Le cancer gastrique est classé cinquieme selon sa fréquence et troisieme par sa mortalité
(Ferlay et al., 2012) . L'agence internationale de recherche sur le cancer a qualifié H.pylori
d'agent carcinogéne de type 1 (IARC 1994). Le risque de développer un cancer chez un sujet
infecté par H.pylori apres 30 ans d'évolution de I'infection est de 1% (Courillon-Mallet, 2009).
L'infection a H.pylori est la principale cause du Cancer gastrique (80% des cas) (INCa, 2014),

mais elle n'est pas le seule responsable vu la présence d'autre facteurs.
4- Lymphome gastrique du MALT:

Une association étroite entre le lymphome gastrique du MALT et la présence de H.Pylori
existe (Parsonnet et al., 1994). En fait, presque 90% des malades portent la bactérie (Konturek
et al., 2000). L'estomac est normalement dépourvu de lymphocytes. Suite a une infection
chronique par H.pylori, la réaction inflammatoire se traduit par une introduction massive de
lymphocytes dans la muqueuse gastrique. Parfois, le tissu lymphoide s'organise en follicule
lymphoide. Le lymphome est caractérisé par une prolifération monoclonale des lymphocytes
qui se trouvent dans la zone marginale des follicules lymphoide ce qui entraine une
destruction des glandes gastriques et conduit a la formation des Iésions épithéliales tumorales
(Ruskone- Fourmestraux, 2002).

Les principaux symptdmes de ce lymphome sont non spécifiques: fiévre, nausées, fatigue, une
perte de poids, anémies et douleurs abdominales. Le traitement consiste a une antibiothérapie.
L'éradication de la bactérie permet la rémission dans certains cas (Ruskone-Fourmestraux et
al., 2001). Dans le cas des lymphomes présentant un haut degré de malignité, le recours a une

chimiothérapie ou a une radiothérapie est obligatoire (Bommelaer et Stef, 2009).



II- MATERIEL ET METHODES

Dans cette étude retrospective réalisée au sein du laboratoire de Microbiologie et de Biologie
moléculaire de la Faculté de Médecine et de Pharmacie de Fés (FMPF), 200 extraits d'ADN
H.pylori positifs (identifié par amplification d’une région du géne urec) et pris au hasard, ont
été utilisés pour la détermination du genotype de la région ¢ du géne de virulence vacA. Cet
ADN a été préalablement extrait a partir de biopsies gastriques obtenues chez des patients
souffrants de pathologies gastriques et recrutés au service de gastro-entérologie du centre
hospitalier universitaire Hassan Il de Fés entre 2009 et 2015. Les données
sociodemographiques et cliniques de ces patients, qui ont consenti a participer a une étude sur

I’infection a H.pylori, ont préalablement été obtenues.

Pour le génotypage de la region C du géne vacA de H.pylori, la technique d'amplification

génique (PCR) est utilisée.

Cette étude a été approuvée par le comité d'éthique Hospitalo-universitaire de Fés.

A- Reéaction de polymérisation en chaine

1- Principe :

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) permet une amplification exponentielle in
vitro d’une séquence cible de ’ADN a partir de deux amorces oligonucléotidiques
complémentaires des extrémités 3 des deux brins d’ADN encadrant la séquence a amplifier
sous I’action d’une ADN polymérase thermostable, chaque amorce est allongée dans le sens

5°->3".

Pour I'amplification des séquences de la région polymorphe ¢ du gene de virulence vacA,
deux couples d'amorces ont été utilisées. Le premier couple permet I'amplification d'un
fragment correspondant au sous type c1, il delimite une région genomique dont la taille varie
entre 600 et 700pb. Cette région s’étend de la position 2206 a la position 2864 du gene vacA
(H.pylori Genbank accession number : LC420374.1). Le fragment correspondant au sous type c2

a eté amplifie par le deuxiéme couple d’amorce, il s’étend de la position 2228 a la position
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2906 du gene vacA (H.pylori Genbank accession number: GQ331974.1) (Tableau2). Dans

chaque réaction PCR, un témoin positif et un témoin négatif sont utilises.

2- PROTOCOLE :

La PCR a été réalisée dans un volume total de 50 pl contenant :

- Immol/l de tampon PCR 10X

- 1,5 mM Mgclz2

- 2U deTaqg polymérase

-0,2 mM de dNTPs

-0,5 UM de chacune des amorces(Tableaul)

-7 uL d'ADN.

Tableau 1 : Conditions de PCR:

Température °C Duree Nombre de cycles
Dénaturation 96 3min 1
initiale
Dénaturation 96 40 secondes
Hybridation 55 40 secondes
Extension 72 40 secondes 35
Extension finale 72 7 minutes 1




Tableau 2 : Amorces utilisées pour les PCR

Amorces Séquence Taille Temperature | Position sur le Référence
31 , L géene vacA

(5’a3’) du d’hybridation Position (Genbank
produit | (°C) accession number )
PCR
(pb)

cl-F ATC ATY SGT TAT 2206---2229
GRH AAT GTT TCT (ID : LCA420374.1)

600-700 55

TTATGC TCT AAA 2846---2864 .
R-nd CTG GCT A (ID :LC420374.1) | (Bakhti et
Et al., 2016)
2888---2906
(ID : GQ331974.1)
ATT ATA ATT TAG 600-700 2252---2228
o TAG GAG TGC AAG G 55 (ID: GQ331974.1)

B- ELECTROPHORESE
1- Principe:

L’analyse des fragments d’ADN en fonction de leur taille est un procédé usuel en biologie
moléculaire. Cette méthode repose sur une technique électro phorétique utilisant différents
supports. L’¢lectrophorese est une méthode de séparation de particules chargées
électriquement par migration différentielle sous I'action d'un champ électrique. Elle se réalise
sur des supports gélatineux, de type acrylamide ou agarose. Dans notre étude 1’agarose est
utilisé, qui est un polysaccharide extrait d'une algue, la rhodophycée qui permet d'analyser de
maniere  trées simple des fragments d'ADN dune centaine a quelques
milliers de nucléotides, obtenus aprés digestion par des endonucléases de restriction ou

amplification par PCR




Préparation du gel d’agarose :

100ml du TBE 1X a été ajouté a 1,5 g d’agarose, puis le mélange a été chauffé dans la micro-
onde pour 3 min de sorte que 1’agarose soit totalement dissout. Ensuite le gel a été versé dans

le moulage et laissé jusqu’a solidification.
Révélation des produits de PCR :

10ul du produit PCR sont additionnés du bleu de Bromophénol et sont déposés dans un puits
du gel d'agarose. La migration se fait a 100 volts pendant 50 min. La visualisation des
produits se fait sur une plaque UV et leur taille est déduite a 1’aide du marqueur de poids

moléculaire.

C- Analyse statistique :

L'analyse statistique des données a été réalisée a l'aide du logiciel EPI-INFO (version 3.5.4).
Un descriptif de la population étudiée a été effectué. L’analyse uni variée a été réalisée afin
de corréler les pathologies gastriques aux facteurs étudiés ainsi qu’aux sous types de la région
c du vacA. La corrélation entre les facteurs étudiés et le génotype de la région c a été
également étudiée. Tous les résultats dont le p < 0,05 ont été considérés comme

statistiquement significatifs.



I11-RESULTATS

1- Population étudiée :
Lors de cette étude rétrospective, un total de 200 ADN H. pylori positive extraits de biopsies
gastriques ont été utilises. Les patients chez qui ces biopsies ont été obtenues sont agés entre
18 et 85 ans avec une moyenne d’age de 48,6 ans (écart-type 15,95 ans). Presque la moitié
(48,5%(97/200)) d’entre cux sont de sexe masculin et 51,5% (103/200) de sexe féminin.
Dans cette série, le pourcentage de patients ayant déclaré une consommation d’alcool est de
10,5% (21/200), alors que 30,5% (61/200) sont tabagique (active ou passive). Environ les
deux tiers des patients (n = 134/200, 67%) provenaient des zones urbaines et 51,5%
(n=103/200) ont un niveau socio-économique défavorable. La pathologie gastrique
diagnostiquée chez la plupart des patients est la gastrite a 69% (139/200), suivie de 1’ulcére a
20,5% (41/200) puis du CG a 10% (20/200). Les informations sociodémographiques ainsi

que le diagnostic des patients sont présentés sur le Tableau3.

Tableau3 : Descriptif de la population étudiée

Variant n(%)
Age <40 ans 58/200 (29%)
>40 ans 142/200 (71%)
Sexe Homme 97/200 (48,5%)
Femme 103/200 (51,5%)
Tabagisme Oui 61/200 (30,5%)
Non 139/200 (69,5%)
Consommation | Oui 21/200 (10,5%)
d’Alcool Non 179/200 (89,5%)
Milieu Rurale 66/200 (33%)
Urbain 134/200 (67%)
Niveau socio- | Favorable 25/200 (12,5%)
éco Moyen 72/200 (36%)
Défavorable 103/200 (51,5%)
Diagnostic Cancer 20/200 (10%)
gastrique
Ulcere 41/200 (20,5%)
Gastrite 139/200 (69%)
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2-Génotypage de la région ¢ du gene vacA de H.pylori

La détermination du statut de la région ¢ du gene vacA de H.pylori a été réalisée sur les 200
échantillons. La présence du gene se traduit par I'amplification d'une région d’une taille
variant entre 600 et 700 pb en utilisant un des deux couples d’amorces (Figure 5). Au total,
une amplification a été obtenue dans 167 cas alors qu’aucune amplification n’a été obtenue

avec les 33 cas restant.

600pb

Figure 4 : Image d’un gel d’agarose a 1,5% montrant les produits d’amplification obtenus par
les couples d’amorces c1-F/R-nd et c2-F/R-nd

1: Témoin négatif

2 : Témoin positif

3 et 5: Produits d’amplification par le couple d’amorces c1-F/R-nd et correspondant a VacA
cl

4 : Produit d’amplification par le couple c2-F/R-nd et correspondant a vacA c2

M : Marqueur DNA LAdder 100 pb

En fait, une bande d'une taille d’environ 600 a été obtenue avec le couple d’amorces c2-F/R-
nd dans 100 cas. Cette bande correspond au génotype C2. Alors qu’une bande d'une taille
d’environ 600 a été obtenue avec le couple d’amorces c1-F/R-nd dans 38 cas correspondant a
C1. Une infection simple a été obtenue dans 138 des cas, alors que la présence des deux

génotypes a été notée dans 29 des cas.



Le typage moléculaire a montré que le génotype vacA c2 (absence de délétion) est le plus
prédominant avec un pourcentage qui atteint 50% (100/200), alors que le sous type c1, la
double infection cl-c2 et les extraits d’ADN non génotypés ont respectivement les
pourcentages 19%, 14,5% et 16,5% (Tableau 4).

Tableau 4 : Fréquences de différents alleles de la région ¢ du géne vacA de H.pylori:

Géne Type de I’alléle n (%)

vacA ¢ cl 38/200 (19%)
cl-c2 29/200 (14,5%)
c2 100/200 (50%)
Non génotypé 33/200 (16,5%)

3- Corrélation des facteurs étudiés aux pathologies gastriques :

Les pathologies gastriques ont été corrélées a I'age, le sexe, le milieu de vie, le niveau socio-
économique, le tabagisme et la consommation d'alcool. Les résultats ont montré que tous les
types de pathologies étaient prédominants chez les patients agés de plus de 40 ans (p >0,05).
Une association statistiquement significative a été établie entre le sexe et les pathologies
(p=0,0031). En fait, une prédominance d’ulcére a été notée chez les participants de sexe
masculin (70,7% contre 29,3% chez les femmes). La méme tendance a été observée dans le
cancer gastrique. Par contre, la gastrite prédominait chez les femmes avec un pourcentage de
55%. La consommation d'alcool présentait une association significative avec les pathologies
gastriques. Cependant, aucune association n'a été observée entre le tabagisme, le milieu et le

niveau socio-économique avec les pathologies (Tableau 5).




Tableau 5 : Facteurs étudiés et pathologies gastriques.

Variable Cancer gastrique Ulcére Gastrite
(n=20) (n=41) (n=139)

Age <40 ans 5/20(25%) 14/41 (34,1%) | 39/139 (28,1%)
>40 ans 15/20(75%) 27/41 (65,9%) | 100/139 (71,9%)
Valeur p 0,68

Sexe Homme 11/20(55%) 29/41 (70,7%) | 57/139 (41%)
Femme 9/20(45%) 12/41 (29,3%) | 82/139 (59%)
D 0,0031

Tabagisme Oui 4/20(20%) 18/41 (43,9%) | 38/138 (27,5%)
Non 16/20(80%) 23/41 (56,1%) | 100/138 (72,5%)
D 0,07

Alcool Oui 5/20(25%) 7141 (17,1%) | 9/138 (6,5%)
Non 15/20(75%) 34/41(82,9%) | 129/138 (93,5%)
p 0,01

Milieu Rurale 9/20(45%) 17141 (41,5%) | 40/139 (28,8%)
Urbain 11/20(55%) 24/41(58,5%) | 99/139 (71,2%)
p 0,15

Niveau socio- | Favorable 1/20(5%) 3/41 (7,3%) 21/139 (15,1%)

éco Moyen 6/20(30%) 14/41 (34,1%) | 52/139 (37,4%)
Défavorable | 13/20(65%) 24/41 (58,5%) | 66/139 (47,5%)
p 0,35

4- Correlation des sous types de la région ¢ du vacA aux pathologies

gastriques :

La corrélation des deux types de la région ¢ du géne vacA aux pathologies gastriques a été

étudiée. Lors de l'analyse statistique, les cas de double infection ainsi que les extraits non

génotypés n'ont pas été pris en compte. Les resultats de I'analyse ont montré une




prédominance du génotype cl (54,5%) contre 45,5% pour le génotype c2 dans le cas du

cancer gastrique. Le sous type c2 a été détecté chez 80% des patients souffrant de l'ulcére

gastroduodénale. Ces résultats restent statiquement non significatifs (p>0,05) (Tableau 6).

Tableau 6 : Corrélation des sous types aux pathologies gastriques :

Variable Cancer gastrique Ulcére Gastrite Valeur p
cl 6/11 (54,5%) 6/30 (20%) 27/98 (27 ,7%)
c2 5/11 (45,5%) 24/30 (80%) 71/98 (72,4%) 0,09
Total 11 (100%) 30 (100%) 98 (100%)

5- Corrélation des sous types de la région ¢ du vacA aux facteurs étudiés :

La corrélation de différents facteurs étudiés aux sous types de la région ¢ du géne vacA a été

effectuée. Une prédominance du génotype c2 est notée chez les sujets agés de plus de 40 ans

avec une valeur de p proche de la significativité. Aucun des résultats n'a été statistiquement

significatif (Tableau 7)




Tableau 7 : Corrélation des sous types de la réegion ¢ du vacA aux facteurs étudiés

Variable cl c2

Age <40 ans 18/39 (46,2%) 24/100 (24%)
>40 ans 21/39 (53,8%) 76/100 (76%)
Valeur p 0,06

Sexe Homme 18/39 (46,2%) 48/100 (48%)
Femme 21/39 (53,8%) 52/100 (52%)
Valeur p 0,42

Tabagisme Oui 11/39 (28,2%) 34/100 (34%)
Non 28/39 (71,8%) 66/100 (66%)
Valeur p 0,26

Alcool Oui 3139 (7,7%) 11/100 (11%)
Non 36/39 (92,3%) 89/100 (89%)
Valeur p 0,29

Milieu Rurale 13/39(33,3%) 34/100(34%)
Urbain 26/39(66,7%) 66/100(66%)
Valeur p 0,47

Niveau socio-éco Favorable 4/39 (10,3%) 11/100 (11%)
Moyen 14/39 (35,9%) 33/100 (33%)
Défavorable 21/39 (53,8%) 56/100 (56%)
Valeur p 0,94




DISCUSSION :

H. pylori induit une gastrite chronique chez tous les patients infectés. Cette gastrite peut
évoluer vers des pathologies gastriques plus séveres, notamment l'ulcére peptique, et le cancer
gastrique (IARC ,1994). La progression de la maladie dépend des genotypes bactériens, de
I'néte et des facteurs environnementaux. Certaines études ont rapporté une corrélation
significative entre les génotypes de H.pylori et les différentes pathologies gastriques
(Nogueira et al., 2001 ; Soltermannet al., 2007) ainsi qu'une variabilité de la distribution des
génotypes selon les zones géographiques (Khedmatet al., 2012). Parmi les facteurs de
virulence qui présentent une association avec les pathologies le cagA et la vacA sont les plus
caractérisés. Pour le vacA, nombreuses sont les études qui portent sur la corrélation des
génotypes des régions m, s, i et d aux différentes pathologies gastriques mais pour la région c,

uniquement deux études en Iran et une au Bangladesh ont été menée.

Au Maroc, le génotypage de H.pylori circulant dans la région de Fés a été réalisé sur une large
série et les régions vacA s, m et i ont été caractérisées (Alaoui et al., 2013). Cependant, le
profil de la région C du vacA, qui a montré une forte association avec le cancer gastrique en
Iran, reste indéterminée (Bakhti et al., 2016). Ainsi, dans la présente étude, 200 extraits
d’ADN obtenus de biopsies appartenant aux patients souffrant de différentes pathologies
gastriques ont été analyses par PCR afin de génotyper la région ¢ du géne de virulence vacA
de H.pylori. Apres le typage moléculaire, la relation entre les génotypes et les différentes

pathologies gastriques a été étudiée.

Les patients dont les préléevements ont été utilisés dans cette étude présentaient une des

pathologies gastriques suivante: gastrite, ulcére ou cancer gastrique

La corrélation des différentes variables (age, sexe, niveau socioéconomique, tabagisme et
consommation d'alcool...) aux pathologies gastriques a montré que la prévalence de ces
pathologies est plus élevée chez les patients agés de plus de 40 ans. Ceci est en accords avec
les résultats obtenus dans d'autres études (Freddy ,1991; Alaoui et al., 2013). En fait,
I’infection par H.pylori survient essentiellement pendant 1’enfance (Granstrom et al.,1997) et
I'évolution de l'infection vers les autres pathologies séveres se fait en quelques annees si la
bactérie n’est pas éradiquée. Ceci explique en partie la prévalence de ces pathologies chez les

patients ayant un age avancé.



Une prédominance d’ulcére a été notée chez les participants de sexe masculin (70,7% contre
29,3% chez les femmes). Ce taux est comparable a celui obtenu en Iran (80,3%) chez les
hommes (Bakhti et al.,, 2016). De méme, la prévalence du cancer gastrique est plus
importante chez les hommes que chez les femmes (55% contre 44,5% chez les femmes), la
méme prévalence est obtenue en Iran mais avec un taux beaucoup plus élevé que celui obtenu
dans notre série (88% contre 12% chez les femmes) (Bakhti et al., 2016).

Méme si le tabac est un facteur augmentant le risque de développement de 1’ulcere duodénal
(koivisto et al, 2008)et la progression des Iésions néoplasique et I'évolution vers le cancer
gastrique (Camargo et al., 2007; koivisto et al., 2008), dans cette série, aucune association
significative n’a été notée entre le tabagisme et les pathologies gastriques séveres. Ceci peut
étre expliqué par la petite taille de ’échantillonnage ou par la présence d’autres facteurs
environnementaux ou nutritionnels.

De méme, aucune association n’a été notée entre la consommation d’alcool et les différentes
pathologies gastriques. Ceci confirme les résultats de plusieurs autres études (Stevens et al.,
2010 ; HAS., 2010).

Les résultats du typage moléculaire de la région ¢ du vac A ont montré que le génotype c2 est
le plus fréquent avec un pourcentage de 50% (100/200) suivie de c1 qui représente 19% de
tous les échantillons. Les taux déterminés sont comparable a ceux obtenus dans d'autres
études notamment ceux en Iran ou le sous type c2 prédominait sur c1 (63,8% pour c2 contre
28,6 pour cl) (Bakhti et al.,2016). Cependant, ils sont différents de ceux obtenus au
Bangladesh, ou une prédominance du génotype c1 avec un pourcentage de 53,6% (Aftab et
al., 2017) a été notée. Ce résultat confirme la différence de distribution des génotypes
H.pylori suivant les régions géographiques. Sur le total des prélevements analysés, 16,5%
d’extraits d’ADN n’ont pas pu étre génotypés. Ce taux reste supérieur a celui obtenu en Iran
(0,9%) (Bakhti et al., 2016). Ceci peut étre d0 a des mutations au niveau de la région cible et
confirme la grande variabilité génétique de H.pylori. Cependant, 29 des 200 (14,5%)
échantillons ont présenté les deux génotypes clet c2 a la fois, ce qui est plus ou moins
comparable aux résultats obtenus en Iran (6,6%) (Bakhti et al.,2016). Ces extraits
correspondent aux biopsies des patients qui présentent une double infection par au moins
deux souches de H.pylori dont une présente le génotype cl et I’autre c2. L’étude menée en
Bangladesh n’a mentionné aucune double infection (Aftab et al., 2017) .

Les études effectuees sur la région ¢ du vacA ont montré que le génotype cl est fréquemment
détecté chez les souches ayant les génotypes slml qui sont les plus répandus et les plus
virulents du monde (Paniagua et al., 2009 ;Kusters et al, 2006; Roesler et al., 2014 ; Aftab et



al., 2017) , alors que le génotype c2 est associé au moins virulentes s2m2(Bakhti et al.,2016 ;
Bakhti et al.,2017).Au Maroc, les études réalisées dans la région de Fés, ont montré une
prédominace des génotypes vacA s2m2 (Samia et al., 2013 ; El khadir et al., 2016).
L’association du génotype c2 aux souches s2m2 (Bakhti et al.,2016 ; Bakhti et al.,2017).et
I’abondance de ces souches vacA s2m2 au Maroc peut expliquer la fréquence élevée du
génotype c2 trouvée dans notre étude. Une corrélation entre différentes génotypes du vacA
(s,m et c) doit étre realisée pour confirmer cette hypothese .

Pour étudier les différentes associations « genotypes-pathologies », les cas non types et les cas
présentant une infection multiple ont été ¢liminés de 1’analyse statistique. La double infection
présente les deux genotypes cl et c2 ce qui ne nous permet pas de conclure a quel géenotype
les maladies pourront étre associées. L'analyse de la corrélation des sous type de la région ¢
du vacA aux pathologies gastriques a montré que la fréquence du vacA cl chez les patients
atteints du cancer gastrique (54%) était supérieur a ceux atteints d'ulcére (20%) et de gastrite
(27,7%). La fréquence du vacA cl chez les patient souffrants du cancer gastrique en Iran
atteint 80% ce qui présente une forte association entre ce génotype et la pathologie citée
(Bakhti et al., 2016 ). Méme si le résultat obtenu dans notre étude n'est statiquement pas
significatif (p=0,09), il pourra confirmer le résultat obtenu en Iran ou le génotype cl est
significativement associé au cancer gastrique (Bakhti et al., 2016; Bakhti et al., 2017). L'étude

d'une série plus large et nécessaire a effectuer.



Conclusion :

Cette étude rétrospective préliminaire est la premiére étude réalisée en Afrique et parmi les
rares a 1’échelle internationale visant & caractériser la région ¢ du gene vacA de H.pylori et a
étudier la corrélation de ses génotypes aux pathologies gastriques. Il en sort que les souches
circulant dans la région de Fés sont majoritairement porteuses de I’allele vacA c2. D’autre
part, I’analyse de la corrélation entre les différents génotypes aux maladies gastriques a
montré une prédominance de vacA cl dans les cas de cancer gastrique. Ce resultat doit étre

confirmé par 1’étude d’une large série.
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