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Presentation de la structure d’accueil

La faculté de médecine et de pharmacie de Fes est un établissement dépendant de
I’Université Sidi Mohammed Ben Abdellah. Elle a été inaugurée par SA
MAJESTE LE ROl MOHAMMED VI le 20 octobre 1999.
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o Méscine et de Phaimacie do s La faculté s'étend sur une superficie de Trois hectares et demi, sa surface
construite est de 17 893 m2. Elle comprend [20] :

Le Service des Affaires Générales :

Ce service gere les dossiers a caractére général, notamment :

- Les statistiques générales ;

- Les relations Faculté - Centre Hospitalier Universitaire.

Le Service des affaires économiques

Le Service des ressources humaine

Le Service de la Gestion des Cours et des Examens

Le Service des Affaires Estudiantines

Le Centre de Documentation et de I'Information Médicales (CDIM)
Le Service Informatique

La faculté dispose de différents locaux d'enseignements qui sont :

o Douze laboratoires de travaux pratiques et de recherches dont le laboratoire de biologie
moléculaire et de microbiologie ou ce stage s’est déroulé

o Quatre amphithéatres

o six salles de séminaires

o des salles de travaux dirigés

o une salle pour travaux pratiques d'informatique

o une salle de recherche de I'information et de réseaux externes

o une salle de thése

o un Centre de Formation Médicale continu avec sa salle polyvalente pour le déroulement des
conférences ; équipée d'un systeme multimédia et de matériel de traduction simultanée et de

projection.



Introduction

La biologie moléculaire est omniprésente en biologie médicale et plus particulierement en

microbiologie, de nombreuses études démontrent son importance dans le domaine du diagnostic.

Depuis I’invention de la technique d’amplification par PCR en 1983, la biologie moléculaire

s’est implantée rapidement dans les laboratoires de microbiologie clinique.

Dans I’¢tude d’Helicobacter pylori qui est un probléme de santé publique selon I’organisation
mondiale de la santé, qui estime sa prévalence a 50% dans le monde et 80% en Afrique, on a recouru
a des techniques de biologie moléculaire pour le diagnostic de cette bactérie, qui est maintenant bien
¢tabli que c’est une bactérie gram négative de forme spirochete, découverte dans I’estomac de
cadavres humains et de mammiferes ; c’est un microorganisme pathogeéne de la muqueuse gastrique,
qui est incriminé dans la gastrite aigué et chronique et dans la maladie ulcéreuse peptique. Il semble

aussi étre impliqué dans le cancer gastrique.

Les maladies gastriques désignent I’ensemble des pathologies et des lésions qui touchent
I’estomac. Elles incluent les ulcéres gastriques (plaies qui ne cicatrisent pas), le reflux gastro-

cesophagien, le cancer et également la gastrite, I’inflammation de la muqueuse de 1’estomac.

Apres la découverte de H. pylori dans I'estomac humain, les pathologies gastriques ont été
bouleversées. Le role pathogéne de cette bactérie au niveau de la muqueuse gastrique a été largement
étudié. Par conséquent, son implication dans les maladies gastriques les plus séveres de types

tumorales a été confirmée.

Cette étude a été réalisee au Laboratoire de Microbiologie et de Biologie Moléculaire de la
Faculté de Médecine et de Pharmacie de Fes en collaboration avec les services Gastro-Entérologie et
d’Anatomie Pathologique du CHU Hassan II de F¢s. Elle a pour objectif de valider les protocoles a
base de biologie moléculaire particulierement la technique de PCR par le génotypage de la région c
du géne VacA avec les pathologies gastriques en passant par une détection des infections a H. pylori

positives et négatives.



Chapitre 1 : Etude bibliographique

I. Histoire de Helicobacter pylori

Helicobacter pylori est une bactérie présente dans I’estomac depuis 1’origine de I’humanité, mais
la communauté médicale pensait que c’est impossible qu’une bactérie résiste a 1’acidité de 1’estomac
bien longtemps ; ils pensaient que les maladies de I’estomac sont liées a un régime alimentaire

inadéquat ou au stress.

En 1982, Barry Marshall et Robin Warren (Figure 1) ont réussi, pour la 1% fois, de faire une

culture d’une bactérie résidante de 1’estomac humain [1].

Apreés des études morphologiques de la bactérie détectée, cette derniére a été nommée Campylobacter
pylori vu sa morphologie et son caractere micro aérophile comparables a ceux de Campylobacter
jejuni. Puis, apres des études, le séquencage de I’ADN de cette bactérie a montré qu’elle n'appartenait

pas au genre Campylobacter, elle est placée dans un nouveau genre : Helicobacter.

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 1994 et apres des recherches, les scientifiques Warren et Marshall ont affirmé que la plupart
des ulcéres de I’estomac étaient causées par une infection de cette bactérie, plutdt que par le stress ou

le régime alimentaire, comme on le pensait auparavant.

En 2005, Marshall et Warren ont recu le prix Nobel en 2005 pour cette découverte qui a permis
d’accélérer le traitement des ulcéres avec des antibiotiques au lieu de n’utiliser que des antiacides

comme auparavant [1].

Figure 1 : Barry Marshall (a gauche) et Robin Warren (a droite) [1]



I1. Généralités sur I’Helicobacter pylori

1. Taxonomie

H. pylori est une bactérie appartenant au [2] :
Régne : Bacteria

Embranchement : Proteobacteria,

Classe : Epsilon proteobacteria,

Ordre : Campylobacterales,

Famille : Helicobacteraceae

Genre : Helicobacter

Espéce : Helicobacter pylori

2. Epidémiologie

a. Réservoir

Le milieu de transmission de cette bactérie n'a pas encore été déterming, bien que plusieurs études
aient émis I'hypothése que la cavité buccale constitue un réservoir pour H. pylori. D'autres ont
également signalé que la cavité buccale peut étre une source de transmission gastrique et de
réinfection ; cependant, ces résultats sont controversés. Nous avons passé en revue la littérature et
sélectionné les études qui rapportent une association entre les détections d'H. pylori dans la cavité
buccale (plague dentaire, salive, langue, tissu amygdalien, canaux radiculaires, muqueuse buccale)

chez I'nomme et chez I'animal, ainsi que dans I'estomac humain.[3]

La cavité buccale peut étre considérée comme le principal réservoir de cette bactérie. 1l existe une
corrélation entre l'infection par H. pylori dans la cavité buccale et les maladies parodontales,
I'inflammation des tissus buccaux, et la réinfection gastrique. Les chercheurs pensent que la bouche

est un réservoir et qu'elle joue un role crucial dans la transmission de H. pylori et I'infection gastrique.

H. PYLORI CHEZ LES ANIMAUX : UN RESERVOIR POSSIBLE : Selon Momtaz [3], on a
constaté que les vaches et les moutons avaient H. pylori dans leurs tissus gastriques. Les auteurs
émettent également la théorie que les moutons pourraient étre le réservoir naturel de la bactérie et étre

la source d'H. pylori dans les populations humaines.

b. Mode de transmission

Le mode de transmission de H. pylori est encore largement inconnu, l'infection ayant tendance

a étre contractée a un jeune age. Il est possible que I'infection soit transmise par différentes voies ;



la transmission de personne a personne se fait potentiellement par la voie fécale-orale et/ou gastro-
orale chez les enfants, et par la voie orale-orale chez les adultes. Dans les pays en développement,
I'infection peut se faire par I'eau. Les pratiques culturelles et les facteurs environnementaux peuvent

influencer le mode de transmission dans différentes populations humaines [4].

Certaines études suggérent que l'infection par H. pylori peut également étre contractée dans
I'environnement, soit par l'eau, soit par les animaux. La transmission par l'eau est possible ; on a
constaté que les formes coccoides des micro-organismes pouvaient survivre jusqu'a un an dans l'eau
d'une riviere, et les formes spiralées jusqu'a 10 jours dans I'eau d'une riviére froide [5]. Des études
épidémiologiques semblent confirmer cette possibilité ; chez les enfants péruviens buvant I'eau d'une
citerne, la prévalence de l'infection est beaucoup plus élevée que chez les enfants buvant I'eau du
robinet [6].

c. Prévalence de ’infection & Helicobacter pylori

La variabilité de la prévalence de cette infection dépend de plusieurs facteurs, les plus importants
étant I'age et les conditions socio-économiques du pays. Cependant, elle est tres fréquente dans les
pays en voie de développement et sa prévalence peut atteindre 90% [7]. Cette forte prévalence est

liée, entre autres, aux conditions sanitaires et I’absence de prévention et traitement.

3. Morphologie

H. pylori est Iégerement plus grande que les autres especes, (0,5-1,0 x 2,5-5 um) et est en forme
d'un baton, d'une spirale ou d'un "arc de beeuf" (figure 2), au cours de la culture, elle prend la forme
coccoide, qui est une forme de résistance, pour permettre a cette bactérie de survivre dans un
environnement hostile. Lophotriche (jusqu'a 5 flagelles) ou monotriche, parfois sous les deux formes

dans les populations [3].

Figure 2 : Morphologie d’Helicobacter pylori [1]

4. Caractéeres culturaux

H. pylori pousse sur les milieux pour les campylobactéries, mais il pousse mieux sur la gélose "au
chocolat”, se formant apres 2-7 jours. Le diametre des colonies est de 0,5-1,0 mm.



Sur une gélose au sang, une faible hémolyse est observée (figure 3). Pour la croissance, des conditions
micro-aérophiles ou une atmosphere enrichie en CO2 sont nécessaires. Dans des conditions aérobies

ou anaeérobies, les bactéries ne se développent pas [8].

Figure 3 : Colonies de H. pylori sur gélose au sang [1]

5. Caractéristigues biochimigues

L'Helicobacter pylori est un pathogene bactérien Gram-négatif mobile, en forme d'hélice, micro-
aerophilique et pathogéne, capable de se transformer d'une forme spirale en une forme coccoide pour

favoriser sa survie.
Oxydase +, Catalase +, le sulfure d’hydrogene ne se forme pas (SH2 -).

La principale caractéristique est : Uréase + : transforme l'urée en ammoniaque et en dioxyde de
carbone : Grace a sa forme hélicoidale et a ses flagelles, la bactérie se glisse a travers le mucus et
parfois les muqueuses de I'estomac en se fixant sur les cellules épithéliales grace a des adhésines,

alors elle sécrete une enzyme appelée « uréase ».

L’ammoniaque issu de la transformation de ’'urée neutralise 1’acidité gastrique qui est bénéfique
pour la digestion tout en tuant la plupart des bactéries. Cet ammoniac, toxique pour les cellules
épithéliales, va concorder avec d’autres produits sécrétés par H. pylori (protéases, catalases,
phospholipases...), endommager la surface des cellules épithéliales, déclenchant ainsi la formation

des ulceres [3].

6. Génome et diversité génétique

Le génome de H. pylori est sequencé depuis 1997 : il possede 1 667 867 paires de bases codant
pour 1590 protéines essentielles. Environ 30% des genes de Helicobacter pylori sont spécifiques a

I'espéce et une grande variabilité génétique peut étre retrouvée entre les différentes souches.

Cette hétérogénéité se manifeste par des taux de mutation et de recombinaison importants, par
I'acquisition d’ADN étranger (endogéne ou exogéne a l'espece) et par des différences au niveau de


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ammoniaque
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I'organisation des genes. Helicobacter pylori possede environ 1200 génes communs a toute I'espéce
et 200 a 400 geénes présents de maniére variable selon les souches. La majorité des différences

génétiques est retrouvée dans la zone de plasticité et dans I1lot de pathogeénicité cagA [8].

Parmi les génes de cette bactérie, le gene ureC, renommé glmM par De Reuse et al. en 1997
[9],code pour la phosphoglucosamine mutase, une enzyme catalysant I’interconversion de la
glucosamine-6-phosphate en glucosamine-1-phosphate, qui est ensuite transformée en N-
acétylglucosamine [9]. Bien que I’amplification par PCR de gImM puisse détecter H. pylori, les
chercheurs ont déterminé qu’elle a également détecté un certain nombre d’autres espéces

de Helicobacter.

7. Facteurs de virulence

La virulence d’H. pylori réside dans sa capacité d’adhérer aux cellules épithéliales et a continuer
d’exister tout en combattant 1’acide gastrique et en évitant la réponse immunitaire ; I’agent pathogene

attaque la muqueuse gastrique.

Quatre facteurs de virulence sont actuellement identifiés : cagA qui code pour un gene
immunodominant ; vacA qui est a ’origine de différentes activités cellulaires a savoir la formation
des canaux membranaires et 1’apoptose ; OipA qui est impliqué dans le développement du cancer

gastrique ; et DupA qui favorise 1’apparition de 1’ulcére duodénal [10].
Parmi les facteurs qui favorisent la colonisation :
e Lamobilité :

C’est un facteur indispensable a la survie et la colonisation de cette bactérie, en lui permettant de se
propager a travers le mucus. Cette mobilité est assurée par les flagelles qui sont protégées de 1’acidité

gastrique par une gaine qui les entoure [10].
e Activité uréasique :

H. pylori posséde un systéme de résistance qui lui permet de survivre dans 1’estomac malgré son pH
qui varie entre 4 et 6.5 ; cette résistance est due a I’activité uréasique d’H. pylori qui permet de
transformer 1’urée de 1’estomac en ammoniac, ce dernier va neutraliser partiellement 1’acidité
gastrique ce qui va protéger la bactérie et créer pour elle un environnement favorable pour son

développement [10].
e Adhérence bactérienne :

L’adhérence bactérienne est assurée par des interactions spécifiques entre les adhésines bactériennes

qui sont codées par des genes tels que : babA, babB, alpA, alpB et sabA et la cellule hote.
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Cette adhérence a 1’épithélium de ’estomac proteége la bactérie des mouvements gastriques et lui

permet d’étre en contact avec les €¢léments nutritifs de la cellule hdte endommagée [10].
e Persistance de la bactérie :

Aprés I’adhérence d’H. pylori dans la muqueuse gastrique, une réponse immunitaire est provoquee
contre la bactérie. Cependant, H. pylori peut s’échapper de cette réponse immunitaire, ceci lui
permettra la colonisation grace a un équipement enzymatique spécifique : la catalase, la superoxyde
dismutase et 1’alkyhydroperoxyde [10].

e Autres enzymes :

La colonisation d’H. pylori est favorisée par certaines enzymes qui fragilisent la barriere protectrice

du mucus.

H. pylori a une activité protéasique et peut détruire les protéines entrantes dans la composition du
mucus appelée mucine, il a également une activité lipase participant aux changements dans la

structure des phospholipides de I’épithélium gastrique [10].

8. Pathogénicité et toxicité

H. pylori n’est pas invasif, mais il colonise la cavité gastrique humaine et la muqueuse gastrique
(figure 4), ou il libére des protéines pathogénes et induit des dommages cellulaires et une
inflammation. Cette affection peut entrainer des symptomes cliniques d’infections, tels qu’un ulcere
duodénal ou un adénocarcinome gastrique. D’autres maladies courantes causées par une infection
comprennent la gastro-entérite, la gastrite diffuse et le cancer gastrique. Selon 1’organisation
mondiale de la santé, Helicobacter pylori est une sorte d’une bactérie cancérigene. Si I’hdte n’est pas
traité correctement, I’infection durera toute une vie et entrainera 1’évolution de la gastrite chronique

en un ulcére gastroduodénal. Le taux de mortalité varie selon les pays et 1’age, mais est généralement

faible, environ 2-4% [8].

Figure 4 : La muqueuse gastrique colonisée par H. pylori, examinée par microscope électronique a
balayage [1]



I11. Diagnostic d’H. pylori

Les différentes méthodes du diagnostic d’H. pylori sont regroupées dans le schéma suivant :

La recherche d'antigenes dans les selles

Méthodes non

s La sérologie

O L ; p
..3 Test respiratoire a l'urée marquée
o SOV
- — Endoscopie et biopsie
(@)}
< Histologi
= m istologie
A

Méthodes

invasives La culture

— Test rapide a l'uréase

— PCR (réaction de polymérisation en chaine)

Schéma 1 : différentes méthodes de diagnostic d 'H. pylori

1. Meéthodes non invasives

Sont des examens qui ne nécessitent aucune effraction de la peau, comme les prélévements du sang,

des selles ou injection d’un produit.

a) Larecherche d’antigénes dans les selles

Le test d’antigene des selles (stool antigen test SAT) est une méthode non invasive présentant
une bonne sensibilité et une bonne spécificité. Cette méthode détecte la présence d’antigenes d’H.

pylori dans les selles.

Il existe deux méthodes utilisées pour la détection d’H. pylori : les méthodes basées sur les essais
immunoenzymatiques (EIA) et les essais immunochromatographiques (ICA), qui utilisent soit des
anticorps polyclonaux, soit des anticorps monoclonaux. En général, les tests basés sur les anticorps
monoclonaux sont plus précis que les tests basés sur les anticorps polyclonaux, et les tests basés sur
les essais immunoenzymatiques fournissent des résultats plus fiables que les tests basés sur les essais
immunochromatographiques [11].

b) La sérologie

C’est un test basé sur la détection d’anticorps IgG anti-H. pylori. Ce test est freqguemment utilisé

car il est peu coliteux, rapide et acceptable par les patients, mais, ce test n’est pas fiable pour détecter



I’infection car les anticorps peuvent persister dans le corps pendant une longue période, donc on ne

peut pas distinguer entre une infection active et une exposition passée a H. pylori [11].

c) Test respiratoire a I’urée marquée

Le test respiratoire a I'urée (UBT) reste le test non invasif le plus populaire et le plus précis pour
diagnostiquer I’infection a H. pylori. En raison de ’activité uréase de cette bactérie, I’'urée marquée
au 3C ou 1C ingérée par le patient est hydrolysée en CO, marqué dans 1’estomac, puis le CO2 marqué

est absorbé par le sang et exhalé par la respiration, de sorte qu’on peut mesurer le CO2 marqué [11].
Tableau 1 : Performances des méthodes non invasives

Performances La recherche La sérologie Test respiratoire a

d’antigenes dans les I’urée marquée

selles
Diagnostic pré- Spécificité : excellente Excellente pour Excellent
thérapeutique Sensibilité : selon certains Kits
conditions et Mauvaise pour tous
expériences les tests rapides
Controéle éradication = Bonne Inadaptée Excellent

Caractéristiques

Recommandée en

controle d’éradication

Recommandée pour le

test initial quand les

Arrét des IPP pendant

2 semaines

chaque fois que les autres tests sont mis

tests respiratoires ne en défaut

sont pas possibles

2. Méthodes invasives

Ce sont des examens nécessitant une lésion de 1’organisme.

a) Endoscopie et biopsie

L’endoscopie est généralement utilisée pour diagnostiquer les maladies liées a H. pylori telles
que I’ulcere gastroduodénal, la gastrite atrophique, le lymphome du MALT et le cancer gastrique.
L’endoscopie est également un instrument couramment utilisé ; des échantillons de muqueuse
gastrique sont généralement prélevés a partir d’une biopsie pour des recherches plus approfondies
dans d’autres tests invasifs, notamment des tests rapides d’uréase, I’histologie, la culture et les

méthodes moléculaires (PCR).



La distribution inégale d’H. pylori dans I’estomac conduit inévitablement a des erreurs

d’échantillonnage dans les examens basés sur les biopsies [11].

b) Histologie

L’histologie est la premiére méthode utilisée pour la détection d’H. pylori, c’est une technique
avec une bonne sensibilité et une bonne spécificité ; elle est utilisee pour évaluer les lésions

histologiques de la muqueuse gastrique [11].
c) Laculture

La culture d’H. pylori a partir d’un échantillon de biopsie gastrique est une méthode spécifique
et sensible. A cause de la nature délicate de cette bactérie, sa culture in-vitro nécessite un milieu de

croissance, un milieu de transport et un environnement d’incubation spécifique.

Le diagnostic d’H. pylori a partir d’un milieu de culture repose sur les caractéristiques
morphologiques de la bactérie et les activités positives de 1’uréase, la catalase, et 1’oxydase. Ainsi
cette méthode permet d’établir un antibiogramme et étudier la résistance d’H. pylori a différents

antibiotiques [11].

d) Test rapide a uréase

C’est le test invasif le plus utilisé pour diagnostiquer une infection a H. pylori, car il est peu
colteux, rapide, hautement spécifique, facile a réaliser et largement disponible. Basé sur 1’activité
uréasique de cette bactérie capable de convertir le réactif du test d’urée en ammoniac, provoquant une

augmentation du pH et changement de couleur sur le moniteur du pH [11].

e) PCR (réaction de polymérisation en chaine)

La PCR est une méthode largement utilisée a partir d’échantillons de biopsies gastriques, de

salive, des selles ... ; elle présente une excellente spécificité et sensibilité par rapport aux autres tests.

Plusieurs génes cibles sont utilisés pour détecter 1’infection a H. pylori (VacA, UreC (glmM), UreA,

ARNr 16S, ARNr 23S...).

Parmi les avantages de la PCR : I’évitement des résultats faussement positifs, le nombre réduit de

bactéries nécessaires dans I'échantillon, et la rapidité des résultats [11].
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Tableau 2 : Performances des méthodes invasives

Performances Endoscopies et Culture Test rapide a PCR
biopsies Puréase
Diagnostic pré-  Excellente Spécificité : Bonne Excellente
thérapeutique excellente
Sensibilite : selon
conditions et
expériences
Controéle Bonne Bonne Sensibilité Données
éradication insuffisante insuffisantes
Caractéristiques Dépendantde la  L’antibiogramme Rapide, non Détection du
densité est demandé utilisable en géne de
bactérienne et les chaque fois que  contréle résistance
Iésions de la possible éradication clarithromycine
muqueuse et
détectée fluoroquinolones

V.

Pathologies induites par H. pylori

H. pylori induit plusieurs pathologies, dont les plus connues sont :
1. Gastrite
Est le résultat de la réponse immunologique et inflammatoire due a I’infection a H. pylori [10].

2. Ulcére duodénal

La présence d’H. pylori induit une augmentation de la sécrétion d’acide gastrique, ainsi, la
muqueuse duodenale déja affaiblie par les Tlots de métaplasie gastrique est soumise a une grande

concentration d’acide favorisant alors 1’apparition de 1’ulcére duodénal [10].

3. Ulcére gastrique

L’ulcére gastrique est généralement situé au niveau de la petite courbure ou la vascularisation est
terminale. La gastrite causée par H. pylori est a ’origine d’ischémie ; la bactérie stimule la production

de Platelet activating factor qui provoque une thrombose artérielle [10].

11



4. Lymphome gastrique

Au cours de la gastrite chronique induite par H. pylori, un afflux massif de lymphocyte arrivera
au niveau de 1’estomac, qui est normalement dépourvue de lymphocytes, dont 1’activation favorise
I’apparition de lymphome. Ce dernier provoque une destruction des glandes gastriques et conduit a

la formation des lésions épithéliales tumorales [10].

5. Adénocarcinome gastrique

H. pylori induit une métaplasie intestinale au niveau de 1’estomac, ce qui explique la fréquence

des cancers gastriques. Il est également a I’origine d’une atrophie gastrique généralisée.

Plusieurs substances sont responsables de la mutation au niveau des cellules épithéliales notamment

I’ammoniac, les phospholipases et les cytotoxines, qui peuvent causer des cancers gastriques [10].

V. Prévention et traitements

1. Prévention

Les mesures préventives consistent au lavage des mains, a la consommation d’aliments propres, de

boissons provenant de sources d’eau propre. Ces mesures concernent toute la population [10].

2. Traitements

Trois étapes sont suivies pour traiter I’infection a H. pylori :
e Traitement d’éradication :

Le but de ce traitement est d’obtenir une cicatrisation de 1’ulcére gastroduodénal et de prévenir la

survenue du cancer gastrique.

Le choix du traitement d’éradication doit tenir compte de plusieurs facteurs, parmi lesquels : la
prévalence de l’infection a H. pylori, la prévalence du cancer gastrique, la résistance aux
antibiotiques, le cout du traitement et les possibilites financiéres du patient, 1’allergie et la tolérance

médicamenteuse, et les effets secondaires [10].

o Le traitement d’éradication de premiére ligne :

Le traitement d’éradication est basé sur I’association d’un inhibiteur de la pompe a protons a deux
antibiotiques (amoxicilline-métronidazole pendant 14 jours ou amoxicilline-clarithromycine pendant

7 jours). Il s’agit du traitement standard universel [10].
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o Le traitement en cas d’échec d’éradication

Aprés I’échec d’une trithérapie par IPP-amoxicilline-clarithromycine pendant 7 jours, un traitement
substituant la clarithromycine par le métronidazole pour une durée de 10 jours peut étre proposé. Une
trithérapie combinant IPP-métronidazole-tétracycline ou une quadrithérapie associant IPP-
métronidazole-sels de bismuth et tétracycline peuvent également étre proposés. Aprés 1’échec d’un
traitement associant IPP-amoxicilline-métronidazole la substitution du métronidazole avec de la

clarithromycine peut étre une alternative [10].

Apreés deux échecs successifs, il sera nécessaire de détecter la résistance aux antibiotiques par un

antibiogramme.
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

I. Matériel et méthodes

Cette étude a été réalisée au sein du laboratoire de microbiologie et de biologie moléculaire a la
Faculté de Médecine et de Pharmacie de Fes sur une période de 8 semaines allant du 26/04/2021 au
18/06/2021. Ce travail porte sur 100 échantillons de biopsies gastriques provenant du service gastro-
entérologie pour les patients éligibles. L’identification de cette bactérie se fait par amplification d’une
région du géne glmM. Les échantillons positifs sont utilisés pour étudier les différentes pathologies

gastriques liées a la région ¢ du géne de virulence VacA.
Pour I’étude de ces genes, la technique d'amplification génique (PCR) est utilisee.

e Stérilisation du matériel

L’autoclave sert a stériliser le matériel (figure 5) dont on a besoin
pendant toutes les manipulations, a savoir les tubes Eppendorfs et les

cones.

En général, la stérilisation dure 1h dont 30 min pour que la température
augmente a 121.5°C, puis 25 min pour que la chaleur associée a

I’humidité dénature les protéines et détruit les germes, et le temps qui

reste pour le séchage et le refroidissement.

IR SR

Figure 5 : Autoclave

1. Extraction de PADN d’H. pylori :

Pour extraire I’ADN a partir d’une biopsie, les étapes suivantes sont exigées :

e Broyage

Les biopsies conservées dans un liquide physiologique PBS, sont broyées avec les batonnets
stériles contre la paroi du tube Eppendorf jusqu’au broyage total quand le milieu devient
homogeéne. Cette opération se déroule dans une hotte (figure 6).

«w

Figure 6 : La hotte
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Apres le broyage, il faut préparer une solution de lyse pour commencer 1’extraction.
e Préparation de la solution de lyse pour 5 tubes
- L’ajoutde 12.5 pL du Tris-HCI 1M (pH 9) : qui est un tampon biologique

- 3 pL du Triton (x100) : c’est un détergeant utilisé pour fragiliser la membrane.

Le Triton est trés visqueux, en ’ajoutant dans la solution, il faut « vortexer » puis chauffer

quelques secondes pour homogénéiser la solution.

- Rajouter 187.5 pL de H20

- Refroidir la solution a 4°C puis on ajoute 2 pL de la protéinase K (20mg/ml) : c’est une
endopeptidase qui coupe les liaisons peptidiques.

e Procédé d’extraction

- Apres le broyage, centrifuger les échantillons a 4000 rpm et 4°C pendant 15 min (figure 7-
a), on verse la phase aqueuse attentivement en préservant le culot.

- Ajouter 120 pL de PBS (1X) puis 40 pL de la solution de lyse préparée.

-« Vortexer » jusqu’a homogénéiser le mélange (figure 7-b) et on incube une nuit a 37°C

- Alasortie de 37°C, chauffer dans la plaque chauffante & 93°C pendant 10 min pour arréter
la protéinase K (figure7-c).

- Onincube a -20°C jusqu’a I’étape de la purification.

Figure 7 : a: centrifugeuse / b : vortex / ¢ : plaque chauffante

2. Purification

La purification suit les étapes suivantes :

- Laisser décongeler I’ADN extraite a température ambiante pendant 5 min a la sortie de -
20°C

- Ajouter un méme volume de phénol chloroforme que la solution de lyse + PBS (40 pL+
120pL = 160 pL de phénol chloroforme)

- Mélanger les tubes par des mouvements de haut en bas puis on centrifuge a 4°C et 4000 rpm

pendant 5 min
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- Transférer la phase aqueuse dans un nouveau tube
- Mesurer le volume du surnageant puis on ajoute 0.1*volume d’acétate de sodium 3M
- Ajouter 2*volume d’éthanol x100% par rapport au volume final obtenu : [(volume de
surnageant pris + volume d’acétate de sodium) *2]
- Incuber une nuit a -20°C
- Alasortie de -20°C, centrifuger & 4°C et 4000 rpm pendant 20 min
- Verser le surnageant et on ajoute I’éthanol 70% et on centrifuge a 4°C et 4000 rpm pendant
2 min
- Verser le surnageant et on laisse les tubes Eppendorfs secher a température ambiante
complétement puis on ajoute 140 pL de TE (1X)
- Conserver a -20°C jusqu’a I’étape de la PCR.
3. PCR
a) Principe

La réaction de polymérisation en chaine est I’amplification in-vitro d’un fragment d’ADN voulu 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".

b) Protocole d’amplification

Le protocole d’amplification des génes glmM et VacA-c est le suivant :
e glmM

L’amplification du géne glmM se fait par un couple d’amorce (tableau5) ; le fragment sens
correspondant a I’oligonucléotide Urecl, et le fragment antisens correspondant a 1’oligonucléotide
UrecB. La taille du gene glmM est de 294 pb [14]. Des cycles successifs de dénaturation,
d’hybridation et d’élongation sont effectués (tableau 3), en ajoutant dans le milieu les réactifs

suivants pour un volume total de 25 pL :

- 0.15 pL de chacune des amorces gimM (Urecl et UrecB) : sont des oligonucléotides qui se
lient spécifiquement a la séquence cible ; I’oligonucléotide sens est complémentaire de la
séquence 5°-3’, et I’oligonucléotide antisens est complémentaire de la séquence 3°-5’ (tableau
5).

- 0.2 pL de la taq polymérase

- 1pL desdNTPs
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- rajouter 18 pL de H20
- puis 2.5 pL du Tampon (10X) + MgCl;
- et3 uL d’ADN de H. pylori pur

Figure 8 : La hotte PCR

Tableau 3 : Conditions du PCR du gene gimM

Température (°C) Durée (min) Nombre de cycles
Dénaturation initiale | 94 5 1
Dénaturation 94 1 35
Hybridation 55 1
Elongation 72 1
Elongation finale 72 7 1

e VacAcl/c2

Pour I'amplification des séquences de la région polymorphe ¢ du gene de virulence vacA, les amorces
suivantes ont été utilisées : I’oligonucléotide sens c1-F avec I’oligonucléotide antisens R-nd permet
I'amplification d'un fragment correspondant au sous type cl (Tableau5), il délimite une région
génomique dont la taille varie entre 600 et 700pb. Cette région s’étend de la position 2206 a la position
2864 du géne [12]. Le fragment correspondant au sous type c2 a été amplifié par 1’oligonucléotide
sens c2-F avec I’oligonucléotide antisens R-nd, il s’étend de la position 2228 a la position 2906 du
géne vacA [13] (Tableau 5).

Si la région est délétée elle est appelée c1, sinon elle est appelée c2.
La PCR a été réalisée dans un volume total de 25 pl (tableau 4), contenant :

- 2.5 pL de tampon PCR 10X + MgCl;

- 0.15 pL de la Taq polymérase

- 0,5uL de dNTPs

- 0,13 pL de chacune des amorces (Tableau 5)
- 3 UL d'ADN.

- 18.59 pL de H20
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Tableau 4 : Conditions du PCR VacA

Température (°C) Durée (min) Nombre de cycles
Dénaturation initiale | 94 5 1
Dénaturation 94 1 35
Hybridation 55.5 1
Elongation 72 1
Elongation finale 72 7 1

La réaction PCR nécessite 1’utilisation des amorces sens et antisens des geénes glmM et VacA-C

Tableau 5 : Amorces des genes glmM et VacA cl/c2

Amorces 5’----- 3
Urecl

Région amplifiée gimM
(taille du gene : 294 pb) [14] 5" AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT 3’
UrecB

5" AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC 3’

Amorces 5°----- 3’

cl-F
5> ATC ATY SGT TAT GRH AAT GTT TCT 3’

Région amplifiée VacA cl/c2 | c2-F
5" ATT ATA ATT TAG TAG GAG TGC AAG G
39

R-nd
5 TTA TGC TCT AAACTGGCT A3’

4. Electrophorése

a) Principe

L’¢lectrophorese est une méthode de séparation de particules chargées €lectriquement 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, I’agarose utilisée est un polysaccharide extrait d'une algue
la rhodophyceée, qui permet d'analyser de maniere trés simple des fragments d’/ADN d'une centaine a
quelques milliers de nucléotides, obtenus apres digestion par des endonucléases de restriction ou

amplification par PCR.

18



b) Préparation du gel d’agarose

On prépare un gel d’agarose 1.5% : 1.5g d’agarose dans 100 mL de TBE (1X).

Le mélange est chauffé dans un micro-onde pendant 3 min de sorte que 1’agarose soit totalement
dissoute, on ajoute 3 uL de bromure d’éthidium, bien secouer avant de verser dans les moules puis

poser les peignes sans trouer le gel et laisser jusqu’a solidification du gel.
On conserve les gels préparés dans le TBE (1X) a ’abris de la lumiere.

c) Révélation des produits de PCR

9 uL du produit PCR sont additionnés au bleu de Bromophénol et sont déposés dans un puits du gel
d'agarose. La migration se fait a 100 volts pendant 1h 30 min. La visualisation des produits se fait sur

une plaque UV et leur taille est déduite a 1’aide du marqueur de poids moléculaire (50pb) (figure 9).

700 pb
600 pb
300 pb

Figure 9 : Image d’un gel d’agarose 1.5% montrant les produits d’amplification obtenus par les

couples d’amorces UrecB/Urecl, c1-F/R-nd et c2-F/R-nd
1 et 2 : produits PCR du géne gimM

3 : témoin négatif du géne gimM

4 et 5 : produits PCR du gene VacA-c2

6 : témoin négatif du géne VacA-c2

7 et 8 : produits PCR du gene VacA-cl

9 : témoin négatif du géne VacA-cl

10 : marqueur du poids moléculaire (50pb)

19



Il. Résultats et interprétations

1. Profil épidémiologique des biopsies

Lors de cette étude, un total de 100 ADN d’H. pylori extraits de biopsies gastriques a été utilisé.

a) Description des patients

La répartition des pathologies gastriques au sein de la population d’étude est représentée dans le

tableau 6.

Tableau 6 : Incidence des pathologies gastriques chez les sujets étudiés

Effectifs Pourcentage (%) | Pourcentage
valide (%)
Cancer gastrique 2 2,0 2,0
Ulcére gastroduodenal 24 24,0 24,0
Gastrite 74 74,0 74,0
Total 100 100,0 100,0

Parmi les 100 échantillons étudiés, le cancer gastrique est diagnostiqué chez 2 patients avec un
pourcentage de 2%, 1’ulcere gastroduodénal chez 24 patients avec un pourcentage de 24%. La gastrite

est la plus prédominante, elle est présente chez 74 sujets avec un pourcentage de 74% (figure 10).

FIGURE 10: REPARTITION DES PATHOLOGIES
GASTRIQUES DANS LES ECHANTILLONS
ETUDIES

M cancer gastrique ulcere gastroduodénal gastrite

<
~

24

b) Répartition de I’infection & H. pylori par le gene glmM

Les résultats de cette répartition sont donnés par le tableau 7. On constate que le gene gimM a montre
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Tableau 7 : Prévalence de I’infection a H. pylori

Effectifs Pourcentage (%) | Pourcentage valide
(%)
H. pylori négatives 32 32,0 32,0
H. pylori positives 68 68.0 68.0
Total 100 100,0 100,0

Parmi les 100 échantillons étudiés, 68 cas positifs soit un pourcentage de 68%, tandis que 32 patients

sont négatifs avec un pourcentage de 32% (figure 11).

Figure 11 : Répartition d'H. pylori par le géne
gimM

B H. pylori positives

B H. pylori négatives

c) Répartition des pathologies gastrigues a H. pylori par le géne VacA

Parmi les 68 échantillons positifs (tableau 8), la gastrite est observée chez 50 sujets avec un

pourcentage maximal de 73.54%, suivi par [’ulcére gastroduodénal avec un pourcentage de 23.52%,

Tableau 8 : pourcentage des différentes pathologies gastriques liées a la région ¢ du géne VacA

Effectif Pourcentage (%)
Cancer gastrique 2 2.94
Ulcére gastroduodénal 16 23.52
Gastrite 50 73.54
Total 68 100

et puis le moins dominant est le cancer gastrique avec 2.94% (figure 12).

21



FIGURE 12 : PREVALENCE DES INFECTIONS
A H. PYLORI EN FONCTION DES ATTEINTES
GASTRIQUES

B cancer gastrique M ulcére gastroduodénal gastrite
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23.52

2.94

d) Génotypage de la région ¢ du géne VacA de H. pylori

La détermination du statut de la région ¢ du gene VacA de H. pylori a été réalisée sur les 68
prélévements positifs. La présence du géne se traduit par 'amplification d'une région d’une taille entre
600 et 700 pb en utilisant le couple d’amorces c1-F/R-nd pour le sous type cl, et le couple d’amorces

c2-F/R-nd pour le sous type c2 (tableau 5).

Tableau 9 : Pourcentage des différents alleles de la région ¢ du gene vacA de H. pylori

Gene Type d’all¢le Effectifs Pourcentage (%)
VacA cl 12 17.6

c2 46 67.6

cl-c2 10 14.7

Total 68 100

Le typage moléculaire a montré que le génotype vacA c2 (absence de délétion) est prédominant
avec un pourcentage qui atteint 67.6%, alors que le sous type cl et la double infection c1-c2 ont

respectivement les pourcentages 17.6% et 14.7% (Tableau 9 et figure 13).

FIGURE 13 : REPA,RTITION DES TYPES
D'ALLELES DANS LES ECHANTILLONS POSITIFS
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2. Corrélation du génotypage avec les pathologies gastriques :

Dans la corrélation de la région VacA-c avec les pathologies gastriques, on exclut le type d’alléle
cl/c2 qui est d’un pourcentage de 14.7%, car ce type d’alléle ne permet pas de préciser si la pathologie

est liée a ’alléle ¢l ou c2.

Tableau 10 : Corrélation des sous types aux pathologies gastriques

Alléles Cancer Ulcere Gastrite Total Valeur de p
gastrique gastroduodénal

cl 0 (0%) 5 (33.3%) 7 (16.7%) 12 (20.7%) | 0.939

c2 1 (100%) 10 (66.7%) 35 (83.3%) 46 (79.3%)

Total 1 (100%) 15 (100%) 42 (100%) 58 (100%)

La corrélation des deux types d’all¢le de la région ¢ du géne vacA aux pathologies gastriques a été
étudiée. Les résultats de I'analyse ont montré une prédominance du génotype c2 (100%) contre 0%
pour le génotype cl dans le cas du cancer gastrique. Le sous type c2 a été détecté chez 66.7% des
patients souffrant de l'ulcere gastroduodénale contre 33.3% pour le sous type cl. Méme pour la
gastrite, la prédominance est détectée pour le sous type c2 (83.3%) contre 16.7% pour le sous type

cl. Ces reésultats restent statiquement non significatifs (p>0,05) (Tableau 10 et figure 14).

FIGURE 14 : CORRELATION DES TYPES
D'ALLELES AVEC LES PATHOLOGIES
GASTRIQUES
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3. Discussion :

Notre étude a montré que parmi les 100 patients étudiés, 74 sont atteints de la gastrite dont le
pourcentage est 74%, 24 souffrent de 1’ulceére gastroduodénal avec un pourcentage de 24%, tandis

que 2 patients sont atteints d’un cancer gastrique (2%).

Apres amplification par le géne glmM, 68% des extraits d’ADN sont révélés positifs. Ce taux
reste comparable a I’étude marocaine faite sur une population casablancaise dont le pourcentage des

échantillons positifs est 69.2% [19].

D’apreés cette étude marocaine, H. pylori est a ’origine de plusieurs pathologies gastriques, il
est a ’origine de 80% des gastrites, de 1 a 10% des ulceres gastroduodénaux, et de 1 a 3% des cancers
gastriques [19]. Ces résultats concordent avec les pourcentages obtenus pour les 68
échantillons positifs : H. pylori est a 1’origine de 73.54% de la gastrite, 23.52% de I’ulcére

gastroduodénal et 2.94% du cancer gastrique.

Les résultats du génotypage moléculaire de la région ¢ du gene VacA ont montré que le
génotype c2 est le plus fréquent avec un pourcentage de 46% suivie de c1 qui représente 12% de tous
les échantillons. Ces taux sont comparables a ceux obtenus dans la littérature [19] ou le sous type c2
prédominait sur c1 (63,8% pour c2 contre 28,6% pour cl).

Dans I’étude de la corrélation du génotypage avec les pathologies, on exclut la double infection
qui présente les deux alléles c1 et c2, car on ne peut pas conclure a quel génotype est liée la pathologie.

Pour un total de 58 échantillons (aprés exclusion de la double infection c1-c2), le cancer gastrique
est li¢ a 100% au sous type c2 contre 0% pour le sous type c1. De méme pour I’ulcere gastroduodénal
qui est lié a ¢2 d’un pourcentage plus élevé que celui de ¢l (66.7% contre 33.3%). En parlant de la
gastrite, le sous type c2 cause la pathologie avec un pourcentage de 83.5% contre 16.7% pour cl. La
fréquence du vacA c1 chez les patients souffrant du cancer gastrique au Maroc atteint 3% [19], ces
résultats ont été validés par le test statistique khi-deux, et sont en accord avec les résultats de la
bibliographie [19].
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I1l1. Conclusion :

L’infection a Helicobacter pylori est la cause la plus fréquente de gastrite et d’ulcere
gastroduodénal dans le monde. Presque toutes les personnes infectées par cette bactérie présentent
une inflammation de I’estomac (gastrite), qui peut affecter la totalité de I’estomac ou seulement sa
partic inférieure (antre). L’infection peut parfois entrainer une gastrite érosive, un ulcére de
I’estomac (gastrique) ou évoluer en cancer gastrique.

Dans notre étude, les échantillons provenant du service gastro-entérologie de CHU-Hassan |1
de Fés ont permis de déduire, que la gastrite est prédominante avec 74%. L ulcére gastroduodénal
présente un pourcentage de 24% alors que le cancer gastrique est le moins dominant avec un
pourcentage de 2%.

La répartition de I’infection a H. pylori par le géne gimM, a montré que le taux de positivité est
de 68% tandis que 32% des échantillons sont négatifs.

L’amplification par le géne VacA a montré, d’une part, que la majorité des souches portent
’allele c2 (sans délétion), tandis que la souche délétée est moins répandue. Et d’autre part, que la
corrélation des génotypes avec les pathologies gastriques a montré la dominance de ’all¢le ¢2 dans
les pathologies étudiées (cancer gastrique, ulcere gastroduodénal et la gastrite).

La technique de biologie moléculaire (PCR) est une méthode qui présente une excellente
spécificité et sensibilité, elle est prometteuse et constitue un outil incontournable dans la détection

de H. pylori dans les pathologies gastriques.
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