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Résumé
H.pylori est une bactérie connue par sa capacité de prevags maladies gastriques, qui peuvent évoluer
vers un cancer gastrique. L'infection s’acquiélie@palement pendant I'enfance.
Une étude préliminaire, a été réalisée chez demenéigés de 15 ans et moins, admis au servicéditstne
du CHU-Hassan Il Fés pour des pathologies gassigiedont la PCR a montré qu’ils sont infectés par
H.pylori. Elle a pour objectif de déterminer le profil atdistribution génotypique de cette bactérie dass |
régions de Fés ainsi que sa relation avec lesreliftés pathologies gastriques, le sexe et I'ageedfzmts.
Ainsi, des biopsies gastriques prélevées de laepantrale de I'estomac des enfants ont été adedypar
PCR pour déterminer les génotypes Aet le statut de lilétag PAI d’H.pylori. Un total de 47 enfants
H.pylori positifs, ont été inclus dans I'étude.
Les résultats de cette étude ont montré une prédmoe du génotype s2i2m2 (46,81%) et des alleles s2
(80,85%), i2 (70,21%) et m2 (68,09%) séparémenitteChstribution est comparable a celle retrouvéezc
I'adulte Marocain et différente de celle obtenuagkes autres pays. Cependant, le taux du gegé\a été
de 14,9% et semble faible par rapport a celui d&tdans différentes études et aussi chez I'adusteobhin.
Une association significative a été obtenue eptgehecag Aet les alléles s1 (p = 0,00005) et m1 (p = 0,01)
du genevac Aconfirmant les résultats obtenus dans différeagsplLa recherche de I'llot de pathogénicité
cag PAI s’est avérée meilleure en ciblant le géag E Ce dernier peut étre utilisé comme marqueur de la
présence de cet ilot et donc du degré de viruldeda bactérie. Les corrélations faites entre &stypes
d’H.pylori et les différentes pathologies gastriques, le seXége montrent que les génotypes As2, i2 et
m2 sont plus fréquents chez les enfants présemt@ngastrite chronique et le génotyae Asl, i1, ml et le
génecag Asont plus prédominant chez les enfants de moir ales, tandis que le génotyyec Asl1/2 et
m1 et le géneag Asont plus prédominant chez le sexe masculin. Fduta taille de I'échantillonnage, ces
associations s’averent non significatifs (p < 0,QH)e étude plus large serait utile pour mieux népe a cet

objectif.
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Erreur ! Signet non défini.

Introduction

Avant les années 80, aucune implication bactérietaes les pathologies gastriques n'a été
envisagée. Avec la découvertdddlicobacter pylori(H.pylori), la relation entre la colonisation de

la mugueuse de I'estomac et les pathologies gassigéveres capables d’évoluer en cancer est
devenue claire (Marshall at., 1984).
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H.pylori colonise plus de 50% de la population mondiale, &tt de ce fait considérée ubiquitaire

(Torres etal., 2000). L’infection par cette bactérie est lasmla plus fréquente de la gastrite
chronique. Elle est aussi largement impliqguée daimlogie de l'ulcére duodénal, de l'ulcéere
gastrique, du cancer gastrique et du lymphome dé MASuerbaum edl., 2002). Ces pathologies
se rencontrent principalement chez I'adulte etltéstle plus souvent d’une infection généralement
acquise pendant I'enfance.

En effet, I'évolution de l'infection est influeneéar plusieurs facteurs tel la réponse immunitaire
de l'enfant les facteurs environnementaux, l'alitagion, I'dge de l'infection et la variabilité
génétique de H.pylori(Azuma edl., 1998 ; Correa edl.,1995 ; Varis etal., 1998). Les souches
d’'H.pyloriprésentent une forte hétérogénéité génétique gmiblse jouer un rdéle dans la
pathogénicité (Achtman ei., 1999). Les génes les plus caractérisés sordreogg Aet le gene
vac Aqui est constitué de trois régionsri et s». La prévalence et I'implication des différents
profils génotypiques dans les pathologies gastsiqdiéferent d'un pays a l'autre. Cependant,
'association entre génotype et réponse au traiténeste toujours discutée.

Au Maroc, ainsi qu’aux pays nord Africains, les déas sur la prévalence de l'infection par
H.pylori chez I'enfant reste défaillantes. De méme, lagehce, la distribution et I'association des

différents génotypes avec les différentes pathekgiont jamais été étudies.

Chapitre | : Revue bibliographique

La bactérie : Helicobacter pylori

Historique de la découverte de la bactérie
Helicobacter pyloria été découverte par le pathologiste Australidm Jobin Warrren. Ce dernier
avait remarqué des bactéries spiralées dans lpsiesogastriques en 1979 (Marshalbkt 1984)
mais n’a pu cultivée la bactérie qu’en 1982 (Malistizal., 1984). Cette bactérie a été classée dans
le genre Campylobacter et nomn@&@ampylobacter pyloridisPour des raisons de grammaire latine,
elle a été ensuite nommé&ampylobacter pyloriEnfin, en 1989 et apres révélation de certaines

différences au niveau structurelle, génétique ephmogique avec les Campylobacters, elle a eu le
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nom de «Helicobacter pylori »(Goodwin etal., 1989) En 1994,H.pylori a été classée comme

agent carcinogéene de type | par I'Organisation Maledde la Sante (Parkin et., 2005). La
découverte deH.pylori, a valu le prix Nobel de médecine en 2005 pour ad®sx chercheurs

australiens (JR.Warren et JB.Marshall).

Taxonomie et classification
L’analyse de I'ARNr 16S a permis de classer I'egpéc pylori dans lasubdivision des bactéries
pourpres (protéobactéries) (Olsealgtl994). Actuellement, cette bactérie est cladsés le :
Regne : Eubactéries,
Embranchemen®roteobacteria
ClasseEpsilonproteobacteria
Ordre :Campylobacterales
Famille Helicobacteraceae
Genre Helicobacte(Garrity etal., 2005).

Microbiologie d’H.pylori
H. pylori est une bactérie Gram-négatif, flagellaire, qusane 0,5 a 0,9 um de large et 2 a 4 um de
long (figure 1).In vivo, elle se présente sous forme d’un bacille spmakx 1 a 3 spires (Enroth et

al., 1999). En culture, elle peut se présenter scastids formes: sphérique, en C ou en U.
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Figure 1:Morphologie d’H.pylori en microscope électronique (x 30 000). (Copelanda.,
2012)

Croissance et caractéristiques biochimiques
H. pylori est une bactérie microaérophile. Sa croissanceptshale dans une atmosphéere a 5%
d'oxygene et 6-10% de CO2,sur milieu solide comteda sang et enrichi avec divers facteurs de
croissance (vitamine BL2, L-glutamine et la L-cyo&) (Goodwin e@al., 1989). Les cultures sont
obtenues de facon optimale a une température deC3aprés 3 a 5 jours d’incubation. Toutes les
souches peuvent se développer a des températurast\entre 33 et 40 °Qn vitro, H. pylori ne
tolere pas le faible phelle croit a un pH qui varie entre 5,5 et 8,5. Ikt gptimal de croissance
varie entre pH 6,9 et 8,0 (Goodwinatt, 1989 ; Megraud etl., 1985)
H. pylori produit 'oxydase (Hazell el., 1991), le cytochrome catalase (Maieakt 1996) et le
supéroxyde dismutase (Pesci el., 1994). La bactérie synthétise eégalement une
glutamyltransférase, une leucine aminopeptidaseursd phosphatase alcaline (Mégraud et
al.,1985)La principale caractéristique H.pylori réside dans son activité uréasique qui lui permet
de résister a l'acidité gastrique, en créant unirenmement alcalin par hydrolyse de l'urée
(Marshall efal., 1990 ; Megraud etl., 1985).

Habitat de la bactérie
Le réservoir naturel ¢i.pylori est 'estomac de 'hnomme ou elle s’attache aululesd épithéliales
de la muqueuse gastrique (Marshalbkt 1984). Cette bactérie peut coloniser méme lauausge
gastrique de certains animaux comme les chats ehdritons (JG Fox., 1990 ; Handt 1993ore
etal.,2001).
H.pylori peut étre isolée a partir de la matiere fécalpatsonnes infectées (Thomas., 1992). Des
formes non cultivables ont été détectées par PCRagulaque dentaire de 'lhomme (Hardoakt
1995), dans I'eau (Hulten &k. 1990) et dans des échantillons de différentaalis (Tytgat edl.,

1995). Cependant, I'implication de ces trois st@sime réservoirs H.pylori n’est pas confirme.

Mode de transmission
La transmission de H.pylori peut étre interhumaine, hydrique, alimentaire zZmonotique
(Mégraud., 1995 ; Sharon &kt,2006 ; JG Fox., 1995 ; Handtadt, 1994 ; Dore eal., 2001;Hulten

etal., 1996 ; Bellak eal., 2006; Queralt efal., 2005). La transmission interhumaine, de persa@nne
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personne, se fait par voie fécale-orale ou oraddeorCette transmission est soutenue par la forte

prévalence de l'infection au sein des membres deé@me famille. L'isolement des souchebl.d’
pylori génétiquement identiques chez ces personnesmenfiavantage cette hypothése (Drumm et
al., 1990; Malaty etl., 1991; Perez-Perez &t, 1990) La transmission féco-orale #.pylori est
confirmée par la mise en évidence de.piylori dans les féces (Bellak ak, 2006). Les preuves en
faveur de la transmission orale-orale sont inde®@t se basent sur la présendé.@ylori dans la
plague dentaire (Mégraud., 1995; Hardo adt 1995). La transmission gastro-orale par les
vomissures a également été suggérée et reposa pogdence de la bactérie dans les sécrétions
gastriques (Axon., 1995; Tygat., 1995).

Les sources d'eau et les expositions liées ardagonnement en eau, sont des facteurs de risque
de l'infection (Bellak efal., 2006). Les enfants qui se baignent dans leérésij les ruisseaux, les
étangs et qui boivent des cours d'eau ou qui comssrhdes légumes crus sont plus susceptibles
d'étre infectées (Goodman at., 1996). H. pylori a également été détectée dans différents
echantillons d'aliments (Karen &t, 1996). La transmission iatrogene a égalementi@éamentée

apres l'utilisation d'endoscopes et accessoiressengiques mal désinfectés (Tygat., 1995).

Traitement et résistance d’H.pylori
Le traitement d’'une infectiontd. pylori inclut un inhibiteur de la sécrétion acide et awins deux
antibiotiques. L'inhibiteur de la sécrétion acideup étre un antagoniste des récepteurs H2 de
I'histamine (anti-H2) ou un inhibiteur de la pomaegoroton (IPP). Ce dernier reste le plus utilisé
pour son efficacité(Gisbert at., 2003).

+ Traitement de premiére ligne

Pour I'éradication dH.pylori, le traitement de premiére ligne, actuellement maoandé, est une
trithérapie de 7 a 14 jours, associant un IPP (dodbse) et deux antibiotiques (clarithromycine +
amoxicilline ou clarithromycine + métronidazole) éNertheiner etl., 2007) Ce traitement permet
d’éradique. pylori dans environ 70% des cas (Graharal €22007).

+ Traitement de deuxieme ligne

Apres un échec d'éradicationH’ pylori, les antibiotiques déja employés dans les prétésien

associations thérapeutiques ne sont pas réutiliségaitement de deuxieme ligne consiste en une
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guadri-thérapie de 10 a 14 jours et incluant lenRith (IPP + Sels de Bismuth + tétracycline +
meétronidazole). Le taux d’éradication obtenu edtatdre de 85% (Fischbach at, 2004).

+ Traitement de troisieme ligne

Aprés le deuxieme échec d'éradication, la thérapst adaptée en fonction des antibiogrammes
(Malfertheiner etl., 2007).

+ Le traitement séquentiel

Le traitement séquentiel est composé d’'un IPP éadexicilline pendant 5 jours, suivi par un IPP
plus deux autres antibiotiques (clarithromycine let tinidazole) pendant 5 jours.Le taux
d’éradication obtenu avec ce traitement est supea®0% ( Zullo eal., 2007). Ce traitement a été

méme suggéré recemment comme traitement de preligieeg Gatta el 2009)

+ La résistance bactérienne

La résistance bactérienne aux antibiotiques egtifeipale cause d’échec de traitement. Elle peut
étre primaire (présente avant le traitement) owrséaire (développée au cours de la thérapie). La
résistance a la tétracycline ou a I'amoxicillineé rese (Gerrits etl.,2002 ; Kwon etal., 2000).
Cependant la résistance aux nitroimidazoles (migtaaole ou tinidazole) et aux macrolides
(clarithromycine) (Graham etl., 1998 ; Huang eal., 1999)est de plus en plus importante. Cette
résistance est a l'origine d’'un échec d’éradicagbdont le taux varie entre 55% a 70% en cas de
résistance a la clarithromycine et entre 25 & &r%as de résistance a la métronidazole (Dore et
al., 2000 ; Fischbach et., 2004 ; Megraud F., 2004 ; Van der Woudealgt1999).

H.pylori chez I'enfant
L’infection a H.pylori s’acquiert principalement pendant I'enfance. Denbreuses études ont
montré que I'dge d’acquisition de l'infection, laépalence et les symptdomes cliniques different
selon les pays. Une grande différence est notée t# pays développés (PD) et les pays en voie
de développement (PED). Ainsi, la prévalence d#dition aH.pylori varie de 1,8% chez les
enfants de moins de 1 an a 30% a I'age de 15 ass Be nombreux PED, la prévalence dépasse
souvent 50 % chez les enfants de moins de 5 amsgiteindre 90% a I'dge adulte (Bardhan.,

1997). Chez I'enfant de moins de 10 ans, la patfielalcéreuse est rareet les ulcéres gastrique et
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duodénal sont reliés a l'infection phpylori dans environ 25% et 90% des cas respectivement

(Gormally etal., 1996). L'infection acquise, tot dans I'enfansemble étre associée a un plus grand

risque de développer un cancer gastrique a I'agkea(Blaser eal., 1995).

La réinfection

L’éradication dH.pylori n’exclue pas la possibilité d’'une réinfection. toajorité des réinfections
ont lieu dans l'année qui suit I'éradication avat taux qui peut atteindre 13%. Le taux de
réinfection chez l'adulte varie entre 2,4 et 20%vant différentes études (Borody at, 1992 ;
Forbes etl., 1994). Ce taux est plus élevé chez les enf&viesver etal., 2003)et varie entre 2% a
12.8 % par année suivant les pays ou les régidiagiéta etal., 2005 ; Mitchell etal., 1998 ;
Halitim etal., 2006 ; Najafi eal., 2010). Ainsi, il a été démontré que le risquewsh de réinfection
est plus important dans les zones de forte prégald’H.pylori comparerent aux zones de faible

prévalence (Magista et., 2005).

Facteurs de colonisation

Mobilité

La mobilité dH.pylori est un élément essentiel pour la colonisatiore &idle la bactérie a fuir de
I'acidité gastrique et d’atteindre I'épithélium, ¢& pH est proche de la normale. Elle lui permet
aussi de se propager a travers le mucus visquawogure les cellules épithéliales de la muqueuse
gastrique (Schreiber eatl., 2004). A cet endroit la bactérie bénéficie dummémeécanisme
cytoprotécteur que I'épithélium gastrique (Schreideal., 2004)

La mobilité de IH.pylori est assurée par cing a sept flagelles unipolaites. flagelles sont
entourés par une gaine, qui les protege de l'acigéstriqgue (Geis ail., 1993). Les filaments
flagellaires de cette bactérie sont constituésdear polymeres de deux sous-unités de flagelline :

une majeure FlaA et une mineur, FlaB (Leyinglet1992 ; Suerbaum at., 1993).

Résistance a I'acidité
Le pH de la muqueuse gastrique peut varier engie645. Cette acidité empéche la colonisation de
'estomac sauf qudil.pyloriposséde un systeme de défense qui lui permet titeréa une telle
acidité (Schade dl., 1994 ; Burne eal., 2000). Cette résistance est due a I'enzyme ergab

transforme I'urée en ammoniac et en carbamateatlgamate, se décompose spontanément en une
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autre molécule d'ammoniac et de dioxyde de carlBoene etal., 2000). Cette action uréasique

permet de neutraliser localement l'acidité gas&igen créant ainsi un microenvironnement
favorable au développement de la bactérie (Stirad),€2002).

L'uréase dH.pylori est composée de deux sous unités UreA et UreBesodéspectivement par les
genesureAetureB (Mobley etal., 1995). Les souchesHl'pylori mutantes, incapables de produire

'uréase, semblent incapables de coloniser la mugpigastrique (Tsudaat, 1994).

Adhésion
L'adhésion d4.pylori a la muqueuse gastrique joue un réle importans ¢meolonisation. Elle est
assurée par des interactions spécifiques entred&de bactérienne et les cellules hétes (Hessey et
al.,1990). L'adhérence a I'épithélium gastrigue pewt@ger la bactérie contre les mouvements
gastriques (Amieva etl., 2008) et lui permet aussi d’étre en contact d@s@léments nutritifs des
cellules hétes endommagées (Marinalet2006). Les adhésines les plus décrites sont Bai4,
SabA et DupA et font partie des protéines de lanbrane externe (OMP) (llver at., 1998) Ces

derniers sont codés par plus de 30 genes.

+ Bab A(Blood group antigen binding adhesin)
La protéine Bab A est la protéine d’adhérence leumicaractérisée di.pylori. Elle est codée par
le génebab Aet présente un poids moléculaire de78 kDa (Boréh.£1993). Le génebab Apeut
exister sous deux formes alléliqubab Aletbab A2 BabA2 difféere de Bab A1 par une insertion
de 10 pb dans la partie 3’ (Backstroma&t2004) Cette différence permet aux soucloed A2
d’exprimer une adhésine fonctionnelle qui se li@caves antigénes LewWigLeb) (Figure 3),
présents sur les cellules épithéliales gastriglves(étal., 1998).
Les souchebabA2 sont significativement associées aux pathologieplus graves comme l'ulcere

et 'adénocarcinome (Gerhardadt, 1999).

+ Sab A(Sialic acid binding adhesion)
L'adhésine Sab A a la propriété de se lier auxganis sanguins Lewigl.ex) (Figure 3) portants
un acide sialique. Ce sont des lipides particulealyl-dimeric-Lewisx glycosphingolipid) qui se
trouvent a la surface des cellules épithélialesh@éai etal., 2002). La densité bactérienne est plus
importante chez les patients qui produisent desanix élevés de sialyl-Lex et qui sont infectés par
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des souches Sab A positive (Shealgt2006). Cette adhésine peut causer des gasthitesiques

en activant les monocytes et les neutrophiles (netal., 2005). Elle est aussi associée au risque

de développement du cancer gastrique (Ymaokh,e2006).

+ Oip A (Outer inflammatory protein)
La protéine Oip A est une adhésine de 34 kDa cuéanitialement identifiée comme une protéine
induisant une réponse pro-inflammatoire (Yamaokalet2000). Toutes les souchedHddylori,
possédent le ger@p A qui code pour cette protéine (Yamaokaakt 2000). L'expression de ce
gene est fortement associée a une augmentatioexgession des interleukine-8 (IL-8) (Yamaoka
etal., 2002).

+ Dup A (Duodenal ulcer promoting gene)
Le genedup Aest situé dans la zone de plasticité du génoideogiori et semble étre un marqueur
de virulenceln vitro, Dup A augmente la production d’IL-8 (Luat, 2005). La présence deip A
est associée au risque de développement d’'un uliceréénal et/ou cancer gastrique (Schmidt et
al., 2009).

Lypopolysacharide
L’enveloppe cellulaire di.pylori contient un lipopolysacharide (LPS) constitué djpmly- ou
oligosacharide lié de facon covalente a un lipideLAnsemble forme l'antigene O (figure 2)
(Moran etal 1995 ; Moran etl., 1992 ; Rietschel el., 1994). Les motifs répétitifs des chaines
latérales de I'antigéne O de certaines souchidspyllori, ressemblent a la structure des antigénes
des groupes sanguins de type LéwisLewis (Aspinall etal., 1996). Ce mimétisme permet a la
bactérie a se camoufler et d’échapper a la répomsrinitaire, ce qui I'aide a la colonisation. Les
propriétés endotoxiques et immunologiques du LPS.pylori sont plus faible que celles des
entérobactéries (Sakamotoatt 1989). Le LPS deH.pylori induit une réponse immunitaire faible
(insuffisante pour éliminer la bactérie) permettdatprolonger I'infection (Moran., 1995 ; Moran.,
1996).
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Figure 2: Structure du lipopolysaccharide dH. pylori (Chaput etal., 2006)

Facteur de virulence d’H.pylori

H.pylori possede plusieurs facteurs de virulences donadiésinesipA, dupA(déja cités) et aussi
ice A, vac A et cad.e géneice Aexiste sous deux formes alléliqueg Al etice A2. La fonction
deice Al n'est pas encore clair, mais ce géne présergehamologie significative avec une
endonucléase de restriction de type Il. L'expresdiwe Al est éventuellement associée a l'ulcére
gastroduodénal (Peekat,1998 ; van Doorn «il., 1998).

Le génevac Acode pour une cytotoxine qui induit une vacuol@atdes cellules épithélialas
vitro (Leunk et al., 1988); Alors que lecag A est un géne qui code pour un antigéne
immunodominant de poids moléculaire élevé varianfld0 a 140 kDa. L'expression de ces deux
génes est associée a la sévérité des pathologstsqgas notamment l'ulcere et le carcinome
gastrique (Covacci etl., 1993 ; Xiang eal., 1995).

La cytotoxine vacuolisante Vac A

Le genevac A
Le génevac Ad'H.pylori code pour une cytotoxine vacuolisante (Vac A) &&er a I'extérieure de
la bactérie (Telford eal., 1994) et agissant susslcellulesépithéliales. Ce géne est présent dans
toutes les souches, mais seulement certaines @’elidss possédent une activité vacuolisante. Il est
composé de trois parties variables dénommées « s»» et « i». (Atherton etl, 1995 ; Rhead et
al, 2007).La région «s », existe sous forme d'urelallde type sl ou s2 (Atherton al
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1997). Parmi les souches de type sl, il y a les-smes sla, slb et slc (van Doormlet1998).

De méme, la région « m » existe sous forme d'ualalte type m1l ou m2 (Atherton a,
1997). Parmi les souches m2, deux sous-types éridéntifiés et sont désignés m2a et m2b (van
Doorn etal., 1998). La région « i » existe aussi sous formaleux différents alléles, I'allele i1 et
l'alléle i2 (Rhead edl, 2007).

La production de la cytotoxine vacuolisante VacsA lgge a la structure en mosaique du géae

A, et donc de la combinaison entre les différenéggons du gendn vitro, I'activitécytotoxique
difféere d’'une souche a l'autre. Les souches de silel/ml1-ou-m2 induisent en général un haut
niveau de vacuolisation, tandis que les souchea&/si2 induisent peu de vacuolisation, et les
souches s2/i2/m2 sont dépourvues d’effet cytotaxi@Rhead eal, 2007).

La protéine Vac A

Le génevac Acode pour une protéine précurseur de 140 kDa noMatéA, qui donne apres
maturation une toxine d'environ 88 kDa. La matoratde la protéine précurseurs se fait par 3
clivages: le premier clivage lors de sa traversg&adnembrane interne via le systéme de sécrétion
de type IV, une séquence signal de 33 acides ammmé&terminal est clivée ; le deuxieme clivage
se produit lors de sa traversée de la membranenextal la partie C-terminale de 33 kDa de la
protéine reste attachée a la membrane externe fianinéexport et la sécrétion de la protéine
mature par un mécanisme de type auto-transpottgikgeme clivagese fait au niveau d'une boucle
sensible a la protéolyse entre le fragment N-tesinile 33 kDa (p33) et le fragment C terminal de
55 kDa (p55). Ces deux fragments restent physigoeassociés et forment un monomere (Schmitt
etal., 1994 ; Cover adl., 1992)

Les monomeres de Vac A peuvent s'organiser entunelge de plus de 900 kDa dite "en fleur",
de 6 a 7 pétales et constitués chacun par l'assocides deux polypeptides de 33 et 55 kDa
(monomere de 88 kDa) (figure 3) (Lupettiabt 1996 ; Reyrat adl., 1999).
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Figure 3: Structure tridimensionnelle de la protéire Vac A (Gangwer etal., 2007)

Effet physiopathologique de la protéine
La protéine Vac A possede des propriétés physiofiglyues qui ont un effet néfaste sur la
mugueuse gastrique. C’est une cytotoxine qui indaoi vacuolisation des cellules épithéliales
(Leunk et al.,, 1988)et l'apoptose. Elle possede aussi une racttamunosuppressive et

inflammatoire (Figure 6).

1.3.1 Vacuolisation des cellules

La micro injection de Vac A ou la transfection dagmides contenant le gérac Adans des
cellules HeLA entraine la formation de vacuolesaicellulaires, montrant que la protéine agit sur
une cible intracellulaire (Bernard &t, 1997.

Des études avec des bicouches lipidiques planesontré que Vac A forme des canaux sélectifs
d'anions, grace aux monomeres qui s'activent aHiragide. La premiere étape de l'entrée de la
toxine Vac A dans les cellules cibles consiste Bes& leur membrane plasmique, puis elle s'insére
dans la bicouche lipidique pour former un port me&eque impliqué dans le transport d’anions. La
formation de ces ports permet I'entré de NH4Cl dansellule. L'accumulation de ce dernier dans
le cytosol cellulaire, crée une pression osmotidales le cytosol plus élevée que celle présente a
I'extérieure de la cellule. Les vacuoles seraidntsaune conséquence du rétablissement de la

pression osmotique (Coveradt, 2005).
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1.3.2 Induction de I'apoptose

Le phénomene de I'apoptose engendré par la prot&geA, a été démontré aussi bien vitro
gu'’in vivo (Galmishe etl., 2000). Lorsque des cellules en culture sontéeaiavec la protéine Vac
A purifiée, une réduction du potentiel transmemhbiamitochondrial et I'activation des protéines
pro-apoptotiques Bak et Bax. Cette activation pelmébération de cytochrome ¢ (Isomotoadt
2010 ; Kimura etal., 1999; Willhite et al., 2003 ;Willhite etal., 2004). Ces deux effets sont
caractéristiques d’'un affaiblissement de la peritiéalmembranaire mitochondriale et suggerent
l'initiation d’'une mort cellulaire (Galmishe at., 2000 ; Willhite etl., 2004)

1.3.3 Action inflammatoire

La protéine Vac A peut activer des voies de siga#ibn cellulaire pro-inflammatoires apres liaison
a un récepteur cellulaire tel le récepteur a 'E@pidermal Growth Factor) (Cover a&it, 2005 ;
Nakayama etil., 2006 ; Seto eal., 1998). Cette liaison stimule la sécrétion detokipes pro-
inflammatoires, IL1 3, TNF-alpha, IL6, IL10, IL1S{pajatura edl., 2002).

1.3.4 Action immunosuppressive

La protéine Vac A peut pénétrer dans le cytoplasiee lymphocytes aprés reconnaissance du
récepteur CD18 et interférer avec la sécrétioninietleukine 2 (Sewald edl., 2008).

Cette action immunosuppressive provoque : i) utézation de la maturation du phagosome (Zheng
et al., 2003), ii) une altération de la capacité a prteseles antigenes par les lymphocytes B
(Molinari etal., 1998), iii) une inhibition de la prolifératiort de la maturation des lymphocytes T
et B (Gebert eal., 2003 ; Sundrud etl., 2004 ; Torres «l., 2007).

llot de pathogénicité cagPAl

Organisation génétique de l'ilot cag PAI
L'analyse des régions bordant le geag Aa conduit a la découverte d'une grande région
chromosomique ayant les caractéristiques d'urdédgtathogénicité, nomneagPAI (Akopyants et
al., 1998 ; Censini edl., 1996) Cet ilot est caractérisé par : i) un pourcentagdases CG plus
faible que celui du reste du génome, ii) la préseaie deux séquences répétées et directes (aux
extrémités de l'ilot), iii) la présence de séquensimilaires a celles retrouvées chez des phages, i

la présence de transposons.
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L'llot de pathogénicitéagPAl est une région d'environ 40 kb située a I'exttéri du géne codant

pour le glutamate racémase. Cet ilot code pourystese de sécrétion de type IV(SSTIV) ainsi
que des protéines de la famille Cag (Bourzaal.e2005). Le séquencage de l'ikagPAla montré

la présence deux régions interrompues par une géguertermédiaire. Ces deux régions ont été
nommees région | et région Il. La régioag | contient neufs cadres de lectures ouverts (ORe) (d
B a L) etlarégion Il contient deux ORF : S etCefsini etal., 1996) (figure 4).

L’ilot de pathogénicitecagPAl ce trouve flanqué entre deux ORRpA et tnpB) codant pour des
transposases. Ces deux transposases sont flanguéeux séquences d’insertions (IS 605) qui
contiennent des séquences repétés directes (CTTTA&)présence des réepétitions directes
suggerent que la régimagPAl a été acquise pat. pyloria travers un événement de
recombinaison (Censini dl., 1996). En effet, l'analyse de [lillaagPAl montre une grande
similitude entre le géneag E et le genevirB4 responsable de I'exportation de I’ADNt chez
Agrobactérium tumefacier(8vVard etal., 1998), et le genBTLC responsable de I'expression de la
toxine de coqueluche ch&ordetella pertussigWinans etal., 1996). Ces genes proviennent d'un
systeme de conjugaison présent dans des plasmittésaasmissible (Lessl at., 1994).

La faible teneur ducagPAlen GC (35%) par rapport au reste du génome (381-4isse supposer
gue lecag dérive d'un plasmide ou d’'un phage, éventuellénpam transmission horizontale
(Groisman etl., 1993 ; Li efal., 1995).
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Figure 4: Représentation schématique de la régiorag (S.Censini etil., 1996). Les genes de
types cag et leur sens de lecture sont représentigr des fleches

Le systeme de sécrétion de type IV (SSTIV)
L’ilot cagPAId’'H.pylori code pour un SSTIV qui médiatise la translocatienCag A dans les
cellules hotes (Bourzac at., 2005). Plusieurs génes de tygag essentiels pour la translocation de
la protéine Cag A présentent des homologies avwegéaes qui codent pour des composants du
systeme de sécrétion de type IV (T4SSs) d'autieices bactériennes Gram-négatives (Akopyants
etal., 1998 ; Churin eal., 2003 ; Fischer «il., 2001). Lors de la fixation d€. pylori aux cellules
épithéliales gastriques, le SSTIV est formé ergseblactéries et les cellules de I'héte sous forne d
pilis (Rohde etal., 2003 ; Tanaka «il., 2003). L'appareil consiste en une douzaine ad¢épres
(VirB 1-11 et VirD4) assemblées pour former 3 spasies interconnectées: un complexe

cytoplasmique/intracellulaire, un canal couvrarddaible membrane et un pilus externe (Figure 5).
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Figure 5: Schéma de 'appareil de sécrétion de typ® d’H. pylori avec les différentes
protéines le constituant (Chaput e#l., 2006)

La protéine Cag A
Le Cag A est un antigene immunodominant de poidecataire élevé variant de 120 a 140 kDa.
Comme cet antigene est exprimé par la plupart oleshes produisant la cytotoxine vacuolisante, le
géne codant pour cette protéine est appadeA pour« gene associé a la cytotoxine » (cytotoxin
associated gene) (Tummuruagt 1993 ; Covacci &l., 1993)
La variation de la taille de Cag A est due a lsspnge d'un nombre variable de séquences répétées
situées dans sa région C-terminale. Ces séquedpéttes ont d’abord été classés en deux types :
types de I'Est Asiatique et types d’Ouest. Chaadme&es ségquences répétées de la protéine Cag A
contient le motif « Glu-Pro-lle-Tyr-Ala » ou ausgdmmeé « EPIYA » (Tammer at., 2007) (figure
6). Le motif EPIYA est trés conservé et seulemerd petite fraction des souches présente un motif
modifié tel que EPIYT, ESIYA ou ESIYT (Xia @i., 2009). Ces motifs ont été par la suite classés
en quatre catégories : A, B, C et D (Steiralet 2002 ; Tammer atl., 2007). La tyrosine de ces
motifs peut étre phosphorylée. Cette phosphorylatimche le plus souvent les motifs C et D. A
chaque séquence Cag A est additionné le type desma®IYA qui le compose (comme ABC ou
ABD). Les segments EPIYA-A et EPIYA-B sont toujoupsésents quel que soit I'origine
géographique des souches. Cependant, le motif Ef1¥At caractéristique des souches d'Afrique,
d’Amérique et d’'Europe « Western Cag A » tandis lgumotif EPIYA-D est présent quasiment et
uniquement chez les souches isolées de patierdatvilans I'est de I'Asie (« East Asian Cag A »)
(Tammer etal., 2007). Le nombre du motif EPIYA-C peut variex fi a 3 motifs, tandis que le

segment EPIYA-D est en général unique.
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Figure 6: Polymorphisme structurel de la protéine @g A (Yamaoka, 2010) Le type « Western
Cag A » contient les segments EPIYA-A, EPIYA-B et BEIYAC. Le type « East AsianCag A »
contient les segments EPIYA-A, EPIYA-B et EPIYAD (Yamaoka etal., 2010)

2.3.1 Effets de Cag A sous forme phosphorylée

Dans les cellules épithéliales, la tyrosine desifm@PIYA est phosphorylée par les kinases de la
famille Abl et Src (sarcome) (Asahi el.,2000 ; Stein etal., 2002). La protéine Cag A
phosphorylée interagit avec plusieurs effectedtigi@rieur de la cellule héte. Son associationave
la tyrosine phosphatase SHP-2 induit I'activatiaes ERK (Extracellular signalling Regulating
Kinase) 1 et 2 qui sont responsables de la méibkeraitose (Higashi edl., 2002). Les cellules
ainsi infectées développent une morphologie appeldecs de colibri » correspondant a une
élongation cellulaire (Segal at, 1999). La protéine Cag A présentant les moti#$YRA de type C

ou D a plus d'affinité pour la tyrosine phosphat&¢P-2 (Hatakeyama al., 2005). Ce type de
motifs se trouve en particulier en Asie du Sud Estqui explique la forte incidence de cancer au
Japon et dans une partie de la Chine (Higashi,e2002).In vitro, les souches présentant un « East
Asian Cag A » induisent une sécrétion plus impaeahiiL8 que les souches avec un « Western
Cag A ». Plus le nombre de motifs EPIYA-C chez desiieres était important, plus la sécrétion
d’IL8 était importante (Argent etl., 2004).
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2.3.2 Effets de Cag A sous forme non phosphorylée

La protéine Cag A non phosphorylée peut aussi ades effets pathogenes a l'intérieur de la
cellule. Sa translocation dans la cellule peut raénér une activation de If-caténine, des
altérations au niveau des jonctions cellulairesalps et une perte de polarité cellulaire. (Amieva
al., 2003 ; Saadat ai., 2007 ; Murata-Kamiya &tl., 2007). La conséquence de I'ensemble de ces
processus est une déstabilisation de I'épithéliumstrgjue qui potentiellement contribue au

processus carcinogene ldepylori.

Distribution géographique des génotypes d’Helicabapylori
La distribution géographique des génotypesl.pylori differe d’'un pays a un autre et d'un
continent a un autre. La répartition géographidee alléles s1 et s2 du vac A ainsi que le géne
cag Aest rapportée dans le tableau 1 (van der Woudan €999 ; Al Qabandi «dl., 2005).

Tableaul: Répartition géographique des alleled s2 du géne vac A et du gene cag A

Localisation Nombre sl s2 Multiple Négatif

géographique de (%) (%) (%) /[ non
patient typé

(%)
L'Europe 422 284 61 75 (18) 2 (0.5)
(67) (14,5)

Amérique du 73 67 16 12 (16) 0

nord (62) (22)

Amérique 105 75 5 (5) 25 (24 0
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centrale et du (71)

Sud

L'est de I'Asie 74 70 1(1) 34 0
(95)

Australie 28 16 8 (29) 4 (14) 0
(57)

Afrique du Nord 33 12 16 5 (15) 0

Egypte) (36) (49)

Moyen-Orient 67 26 30 8 (12) 3(4)
(39) (45)

Asie du Sud-Est 22 16 4 (18) 0 2(9)
(73)

Afrique (Egypte, 9 2 5 (56) 2 (22) 0

Somalie) (22)

Middle-East 67 26 30 8 (12) 3 (4)
(33) (45)

Aspects cliniques des pathologies associéed .gylori

L’infection a H.pylori peut causer des maladies gastriques qui peuvehiatwers un cancer. Au
début de l'infection, une gastrite aigue s’instatepeut évoluer en une gastrite chronique. Cette
derniere peut évoluer a son tour vers un ulcasgrgduodénal, un lymphome de MALT ou un

cancer gastrique.

Gastrites aigué et chronique
La phase aigué de la colonisation parpylori peut étre associée a des symptémes, comme les
nausées, les vomissements et une inflammation deulgueuse gastrique. Dans cette phase la
bactérie induit une infiltration massive de polyl@aires neutrophiles au niveau de cette muqueuse.

La phagocytose des bactéries provoque la libérateosubstances toxiques induisant des lésions.
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Cette phase est souvent associée a une hypochiehgdi peut durer des mois (Kustersakt
2006 ; Graham dl., 2004). Cet état inflammatoire ainsi que la @asice de la bactérie marquent

le passage d’'une gastrite aigue vers une gadtritaicjue.

Ulcere gastroduodénal
Les ulceres gastriques ou duodénaux sont défimsrmdes |ésions muqueuses avec un diametre
d'au moins 0,5 cm, pénétrant a travers la muqueuseulaire (Sander ai., 1999). Les ulceres
duodénaux en particulier se produisent entre @m0 et 50 ans, tandis que les ulcéres gastriques
surviennent principalement chez les sujets deg#u40 ans.
Les deux maladies ulcéreuses gastriques et duadesant fortement lieesHapylori. Environ 95%
des ulcéres duodénaux et 85% des ulcéres gastsquesu lieu a l'infection l.pylori (Kuipers et
al., 1995).

Cancer gastrique
Dans la carcinogenése gastrighepylori peut agir soit directement soit indirectementreduisant
une réponse inflammatoire. En effet, la présenkkepylori dans la mugueuse gastrique est associée
a la synthése de différentes substances (I'ammol@iaghospholipases, et des cytotoxines) qui
provoguent des Iésions au niveau des celluleséjaitbs et pouvant conduire a une prolifération de
ces derniers (Bechi at., 1996).
Le cancer de l'estomac est classé en deux typ&sldgiques le premier de type intestinal et le
second de type diffus (Lauren., 1965). En outirgfeletion de la muqueuse gastrique plgpylori et
sa persistance provoque des mutations au niveacelledes épithéliales qui pourront induire le
cancer gastrigue. Ces mutations peuvent touchlesewdies du cycle cellulaire en altérant la
protéine pl6, les voies d’induction de I'apoptose d’altération de BCL2 et de SC-1 ainsi que
I'altération les protéines suppresseurs de tumebBset APC (adenomatous polyposis coli) (Moss
SF., 1998 ; Nardone at., 2003 ; Tahara eil., 1995).

Lymphome du MALT
Une association entre une infection chronigu¢ @ylori et le lymphome gastrique du MALT a été
reconnue dans les années 1990. Ce lymphome egnphdme a cellules B et résulte probablement
de la stimulation antigénique chronique a celldigd-ischbach eal., 2004). La prolifération crée
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des conditions favorables a une instabilité génétides cellules B conduisant a I'apparition de

mutations.

Récemment, une translocation de type t(11 ; 18} (a21) s’est révélée associer au lymphome de
MALT de bas grade (Dierlamm at., 1999) (Dierlamm J 1999). Cette translocation ifstervenir
deux geneanltl (MALT lymphomaassociated translocation-1) qui est para-caspase humaine et
un inhibiteur d’apoptoseapl2, dont I'une des fonctions serait d’inhiber les cagsa Cette
translocation produirait une fusiohPI2-MLT1 qui aurait la capacité d’activer NF-kB (nuclear
factor-kappa Byl'ou la protection des cellules de I'apoptose (Uztal., 2000).
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Objectifs Du travail

H.pylori colonise plus de 50% de la population mondialeénfettion s’acquiert principalement
pendant I'enfance et la réponse immunitaire defdlety les facteurs environnementaux et des
facteurs liés a la souche déterminent son éwriudu cours du temps. L'implication ¢epylori
dans les pathologies gastriques a été trés biesirile et la majorité des études indiquent une
association entre génotype et pathologie. En efstsouchesag A positives etvac Asl sont
connues pour un pouvoir pathogéne plus élevéeagusduchesag A-etvac As2 respectivement
et sont impliquée de ce faite dans les pathologgetrique les plus graves. La détermination de la
présence de l'llot de pathogénicitagPAl est tres importante pour déterminer le génotypéade
souche. Ainsi d’autres marqueurs de la présendélatecagPAl ont été rapportés, notamment le
genecag E La distribution des différents génotypes variandpays a un autre. La majorité des
études visant a corréler les génotypds.glylori avec les pathologies gastriques, ont été menés
chez I'adulte et dans les pays européen. Une studke a été réalisée chez I'adulte Marocain et a
révélé une distribution génotypique différente ddecdes pays Européens et Américains. Ainsi la
distribution des différents génotypes chez I'enfetrdon association avec les différentes pathaogie
restent inconnue.
Ainsi, pour combler cette défaillance, nous nousnre@s proposes de réaliser une étude
préliminaire prospective chez des enfatfgylori positifs. Ce travail a pour objectifs de :

+ déterminer les génotypesttipylori circulant chez I'enfant dans notre région

+ établir une corrélation entre les différents gépegyet les différentes pathologies gastriques

rencontrés chez I'enfant.
+ Déterminer les amorces adéquates permettant undeumei détection de [flot de

pathogénicite&éagPAl
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Chapitre Il : Matériel et méthodes

Prélévement
Les enfants consultant au service de pédiatrieetitre hospitalier universitaire Hassan Il (CHU),
pour lesquels une endoscopie a été prescrite otitipa a cette étude aprés consentement de leurs
parents. A I'endoscopie, des biopsies gastriquadiépantrale) sont prélevees et utilisées pour le
diagnostic de H.pylori. Sont inclus dans I'étude, les enfants de moinssdans et chez lesquels le

diagnostic moléculaire montre une infectioH.@ylori (PFE Ettamimi, 2013).

Caracteéristiques cliniques et sociodémographiques
Les données cliniques et sociodémographiquesvetata chaque enfar.pylori positive et
participant a I'étude sont collectées, et les ltémides diagnostics endoscopique et histologique

ainsi que I'age et le sexe des enfants ont ete(R&E Ettamimi, 2013).
Amplification génique ou PCR

Principe de la PCR
La PCR réaliser une succession de réactions dieatdpn d'une matrice simple brin d'ADN. La

séquence cible est multipliée par syntheses sueessa I'aide d’amorces oligonucléotidiques et
d’'une ADN polymerase thermostable. Chaque cyclB@R est constitué de 3 étapes : dénaturation,
hybridation des amorces et polymérisation. La segeieible étant doublée a chaque cycle, le taux

d’amplification (théorique) est dé' Ph = nombre de cycles).

Préparation d’ADN
Les biopsies sont initialement broyées dans du RPBBosphate buffered saline). Aprés
centrifugation de 15 min a 13500 rpm, le culot eestuspendu dans 120 pl du tampon PBS et

additionné de 40 pl d’'une solution de lyse. Cettatgon est composée de :

Tris HCI 1 M (pH=9) » 2.5uL
Triton (1,5%) » 0.6 pL
Protéinase K (0,02mg/m# » 0.4 uL
H.O » 37.5uL

Ensuite, les tubes sont bien agités avec le vatéxcubés 3h a 37°C. Enfin, la réaction de lyse es

inactivée par chauffage a 93°C pendant 10 min.
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Le produit de lyse est directement utilisé dansédastions d’amplifications

Amorces utilisées
Afin de déterminer les genotypesk.pylori, des amorces spécifiques pour les géaesA cag A,
cag EetcagPAlsont utilisés.

Tableau2: Amorces utilisés dans I'étude

Geéne Amorce Séquence de I'amorce Taille
duproduit
(Pb)
cag A cagsc-F 5-GTTGATAACGCTGTCGCTTC-3 350
cag3c-R 5-GGGTTGTATGATATTTTCCATAA-3
F1 5-GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG-3’ 349
B1l 5-CTG CAAAAG ATT GTT TGGCAGA-
3
vac VAI-F 5-ATGGAAATACAACAAACACAC-3’ 259/286
Asl/s2 VAI-R 5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3
vac VAG-F 5-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3 567642
Am1/m2 VAG-R 5'-GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3
vac Ail VacF1 5-GTTGGGATTGGGGGAATGCCG-3 426
VacC1lR 5-TTAATTTAACGCTGTTTGAAG-3’
vac Ai2 VacF1 5-GTTGGGATTGGGGGAATGCCG-3 432
VacC2R 5'-GATCAACGCTCTGATTTGA-3
cagPAI cag A-R S'- 550
cag A-F CCAAATACATTTTGGTAAATAAAC-3
5-CTCTTTTTGTGCCTTTGATTGAA-3
cag E cagE-F1 5-GCGATTGTTATTGTGCTTGTAG3’ 329
cagE- 5-
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R1 GAAGTGGTTAAAAAATCAATGCCCC-
3!

Amplification des génes vac A et cag A par PCRiphekt

3.4.1 Principe de la PCR multiplex
Il existe une variante de PCR, qui est la PCR mpleiti et qui permet d’amplifier plus d'un
amplicon a la fois, par I'utilisation d'au moinsi¢ramorces. Les produits de PCR ne seront alors

compétitifs que pour la polymérase, les dNTP eD\A

3.4.2 Technique d’amplification des génesc Aetcag A

La PCR multiplex est utilisée pour amplifier urégigence du géremg Aainsi que deux séquences

du géenevac A(« s » et « m ») permettant de distinguer leidifices alléliques au niveau de ces
séquences (sl ; s2 et m1 ; m2). Ainsi, pour le ganel deux paires d’amorces sont utilisées : vac
I-F/vac I-R pour « sl ; s2 » et vac G-F/vac G-Rrpoml ; m2 » ; cag 3C-R/cag 5C-F sont utilisés
pour amplifiercag A

Le mélange réactionnel utilisé pour cette ampliferacontient : 2 unités (U) de la Taq polymérase
(Platinum®Taq DNA Polymerase), une concentrationdlXtampon, 200 uM de dNTP, 3 mM de

MgCl2, 100nM de chaque amorce et 7uL du produliysie. Le volume final est ajusté a 50 L par

ajout de I'eau distillée stérile.

Le mélange réactionnel est sujeté a une amplifinatians un thermocycleur (Applied biosystems
veriti 96-well thermal cycler). Le programme d’arfiphtion consiste en 35 cycles de :

- Dénaturation de 1 min & 94°C

- Hybridation de 1 min a 55°C

- Elongation de 1 min a 72°C

Ce Programme est précédé d'une dénaturation mitlel 5 min a 94°C et se termine par une

élongation prolongé de 7 min a 72°C.

Amplification du géne cag A, cag PAI, cagE, etAdc
Afin de confirmer le résultat obtenu pour le statutgenecag A une amplification de l'ilotagPAl
et du géneagE est effectué. La taille de I'llatagPAlest d’environ 4 Kb, et les amorces utilisées

délimitent Tlot et une région adjacente de 550Iphduant I'llot des deux cotés. Vue sa taille, cet
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flot ne peut pas étre amplifié dans les conditm$CR. L'absence d’amplification confirme donc

la présence de cet ilot de pathogénicité alorsrguamplification d’une région de 550 pb implique

une délétion de cet Tlot.

cag PAE 4kb

Figure 7 : Schéma de la régid 550 pt |par les amcescag A-R/cag A-F

Le genecag Eest I'un des genes présént dans I'dagPAl sonamplification permet de confirmer

la présence doagPAl

Le genecag A est aussi recherché par PCR en utilfSaht un dmeicouple d’amorce F1/B1 dans
le cas ou les résultats de I'amplification avepremier couple d’amorce est ceux de I'amplification
du cagPAlsont contradictoires.

La région «i» du geneac Aprésente deux sous types « il » et «i2 ». Casaisrpeuvent étre
distingués en utilisant la méme amorce (sens) et deorces spécifiques (anti-sens) a chaque type
allélique. Les réactions sont réalisées séparément.

+ Technique d’amplification

Pour chacune des PCRa€ i, cag A, cag Eetcag PA), le mélange réactionnel est composé de 2 U
de la Tag polymérase, une concentration 1X du tamnpd0 uM de dNTP, 3 mM de MgCIl200

nM des amorces cag A-R/cag A-EdgPA), cag F1/B1 €ag A) F1/R1 (cag E) vaci Fl/vaci C1R
(allele « i1 » devac A et vaci Fl/vaci Ac2R (alléle «i2 » daac A)et 7 uL du produit de lyse. Le
volume final est ajusté a 50 pL par I'ajout de lighstillée.

Le programme d’amplification consiste en 35 cycfggceédés d’une dénaturation initiale de 5 min

a 94°C et se termine par une élongation prolonge e a 72°C.
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Les 35 cycles consistent a une dénaturation dea3¥’C, une hybridation d’'une minute a 56°C

pour les genesag A cagPAletvac Ai, et a 56°C pour le gereag E et enfin une élongation d’'une

minute a 72°C.
2.2 Révélation du produit d’amplification par électrapise

2.2.1 Principe de I'électrophorése
La technique de I'électrophorése en gel d'agarsisbasée sur la séparation des acides nucléiques
chargés négativement sous I'effet d'un champ &leetet selon leur poids moléculaire. La distance

de migration est inversement proportionnelle adpaonoléculaire des molécules a séparer.

2.2.2 Gel d’'agarose

La visualisation des produits d’amplification esalisée sur un gel d’'agarose a 2%. Il est préparé e
diluant 2g d’agarose dans 100 ml d'un tampon TBE (¥ir annexe). La solution est portée a
ébullition. Apreés refroidissement, 1ul de bromukétlidium (BET) est rajouté au gel. Ce dernier
est coulé dans la plaque réservée a cet effetmitme y est déposé. Une fois solidifié, le peigne

est retiré et les produits PCR sont déposés sépatém

2.2.3 Protocole

Dans I'étape de I'électrophoréese, 10 pL du prodaitPCR de chaque réaction est mélangé avec 2
puL du tampon de charge, et déposé dans les puiisgel d’agarose préparé a 2%.

Pour déterminer la taille du produit d’amplificatide marqueur de taille de 50 pb est déposé dans
un puits. Aprés migration dans le tampon TBE, leegé visualisé sous les rayons ultraviolets pour

la lecture des résultats.

2.3 Analyse statistique des résultats

L’'analyse statistique des résultats est réalisaide du logiciel « Epi info V7 ». Les différentes
corrélations sont réalisées par ce logiciel erisatilt le test Chi 2 (} avec un interval de confiance
de 95%. Sont considérées significatives toutesde®lations ayant un « p » inférieure a 0.05.
Les corrélations effectuées sont :

- Corrélation entre les alléles du gevae Aet le géneag A

- Corrélation des genesc Aetcag Aavec les caractéristiques sociodémographiques

- Corrélations des gengac Aetcag Aavec les caractéristiques cliniques
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Résultats

Des biopsies gastrigues ont été prélevées sur h&nte souffrant de diverses pathologies
gastriques. La rechercheHdpylori par PCR a montré que 47 cas y sont positifs (Pf&iE™Mi.,
2013). Ces 47 enfants représentent la populatiodiéd. H. pylori a été génotypée a partir des
biopsies prélevées chez ces enfants. Ainsi, lestggasvac Aet les statutcag A et cag Bnt été

déterminés.

Description de la population étudiée
La population étudiée compte 47 enfants chez lésque diagnostic moléculaire a montré une
infection aH.pylori. Plus que la moitié de ces enfants ont été de f@emmin [53,19%, (25/47)]
versus 46,81% (22/47) de sexe masculin. Les enfanitété subdivisés en deux groupes d’ages : le

groupe 1 est composé des enfants de moins de & sngroupe 2 comporte des enfants de 9 ans a
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15ans. Ainsi, 66 % (31/47) des enfants appartienaemroupe 1 et 34 % (16/47) appartiennent au

groupe 2.

Les biopsies prélevées ont fait objet d’un examistologique. Les résultats de cet examen ont
montré que 4,25 % (2/47), 93,62 % (44/47), et 70R21(33/47) des enfants présentent une
muqgueuse normale, gastrite chronique, atrophieeotisement. L’'atrophie et la gastrite chronique
peuvent étre présentent chez le méme enfant.

Les résultats de I'endoscopie ont montré que 2%71{24/47) des enfants présentent une muqueuse
normale, 59,57 % (28/47) présentent une muqueodelare et 21,27 % (10/47) présentent une
muqueuse érythémateuse. La muqueuse a la foisaiaat érythémateuse peut étre observée chez

le méme patient.

Détermination du profil génotypique d’H.pylori chisanfant
L’élaboration du profil génotypique’td.pylori est basée sur la détermination du génotype A
avec ses trois régions et du statad (cag Aetcag B. Ce dernier est confirmé par le staagPAl
Une PCR multiplex a été réalisée pour détermingype des alleles des régions s (sl et s2) et m
(m1 et m2) dwac Aainsi que le statut deag A L'amplification de s donne un produit de 259 pb
pour sl et de 286 pb pour s2 tandis que le prabamplification de m est de 570 pb pour m1 et de
646 pb pour m2. L'amplification deag A donne une bande de 349 pb. Quelques profils sont
représentés sur la figure 8.
L’amplification devac Ai donne une bande de 426 pb pour il et 432 plodeip (figure 9).
Le couple d’amorces cag A-R/cag A-F délimite ungio® d’environ 40 Kb correspondant a l'ilot
cagPAl In vitro, I'amplification d’un produit d’'une telle taille npeut étre réalisée. De ce fait,
'absence d’amplification avec ce couple d’amorigmisie la présence des genes composant l'ilot
cagPAlet la présence d’un produit de 550 pb signifies@nce de cet ilot. Et donc les prélevements
présentant un produit d’amplification avec ce ceufibkmorces sontag Aet cag Enégatifs. Les
résultats des différentes PCR réalisées sur le&cHantillonsH.pylori positifs sont rapportés sur le
tableau 3.
Ces résultats montrent un taux plus élevé desalk®2, m2 et i2 par rapport aux alleles s1, ml et i
respectivement. Les combinaisons alléliques ddérdiites régiongac Aont été élaborés et sont
présentées sur le tableau 3. Le profil génotypiprainant est le s2i2m2 (46,81 %) suivi du s2m2
(%12,77) (le i n'a pas pu étre déterminé). La pnésades deux types alléliques d’au moins une des
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régions s, m, ou i duac Asignifie la présence de deux souches difféereraes te prélevement en

guestion (infection multiple). Ainsi, une infectionultiple a été détectée dans 8.51% des cas. Le
génotypevac An’a pu étre déterminé que dans 2,13% des caséhatype incomplet (une ou deux
régions dwac Ane sont pas typées) a été obtenu dans 34,05%adeFandis que les deux genes

cag Aetcag Eont été détecté dans 7 cas parmi les 47 étudiiéa sne prévalence de 14,9%.

Détection du statut cag par les différentes amorces
Pour déterminer le statut « cag », trois pairesndi@es ont été utilisées. Deux paires sont utgisée
pour la détection des geneag Aet cag E séparémentet la troisieme pour vérifier la présence
I'absence de lilotcag PAI Une comparaison entre les résultats obtenus lageamorcesag A
(cag5c-F/cag3c-RLag EetcagPAlété effectuée et représentée dans le tableau 4.
Le génecag A a aussi été recherché par PCR en utilisant uri@ae couple d’amorce (F1/B1)
dans 20 cas positifs pour l'ilot de pathogéniciég PAI(absence d’amplification avec les amorces
du cagPA) et négatifs avec le premier couple d’amorcesZJcdg/cag3c-R). Une amplification de

deux échantillons a été obtenue avec ce coupleatts.

Tableau3: Statut du gemag A prévalence des alleleac Aet différentes combinaisons alléliques
obtenus

Genes % (nbr/T)

vac sl 14,89 (7/47)
As 2 80,85 (38/47)
vac i1 6,38 (3/47)
Al i2 70,21 (33/47)
vac ml 10,64 (5/47)
Am m2 68,09 (32/47)
Génotypevac A incomplet

vac Ai2 4,26 (2/47)
vac As2 10,64 (5/47)
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T vachsaz | 638 @A |

vac As2m2 12,77 (6/47)

Associations Simple deac A

vac As2i2m2 46,81 (22/47)

vac Aslizml 4,26 (2/47)

vac Aslizm2 4,26 (2/47)

Infection multiple 8,51 (4/47)

Non typé 2,13 (1/47)

cag A 14,9 (7/47)

cag E 14,9 (7/47)

+ nbr/T : nombre des alléles et des génotypes détéubdéale des échantillons

+ % : pourcentage des alléles et génotype détectés
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mLs/0pb —»

cagA349pb — » 350 pb
S2Z286pb —p
slzoypp —*
100 pb

Figure 8: Analyse sur gel d’'agarose a 2% montrant es produits d’amplification obtenus par
PCR multiplex

1: Produit d’amplification d’'un prélevement de ggme s1/mil¢ag A
2: Produit d’'amplification d’un prélévement de ggme s2/m2

3: Produit d’amplification d’'un prélevement de g8me s2

4: Produit d’amplification d’un prélevement non éyp

M: Marqueur de taille de 50 pb
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i2 432 pb
350 pb

i1 426 pb

Figure 9: Analyse sur gel d'agarose a 2% des prodis d’amplification del’alléle i1 (1a — 4a) et
de l'alleéle i2 (1b -4b) du geneac A obtenus par PCR ; M : Marqueur de taille de 50 pb

Tableau4: Comparaison entre les résultats d’amatifin des génesag A(cag5c-F/cag3c-REag
E et de l'ilotcag PAI
cag A cagE Total
3 3 cagPAl
cag PA} 22 22 22
cagPAIl+ 20 18 25
Total 47 47 47

NB : CagPAlpositif signifie absence d’'une amplification (prase de l'ilotcagPA)

L’amplification du génecag Edonne un produit de 329 pb, tandis que le pratiainplification du

génecag Aavec les amorces F1/B1 est de 349.
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Les résultats montrent que tous tegy A+ sontcagE+, et que le nombre desg E+ (nbr = 7) est

supérieur a celui desag A+ (nbr = 5). L'utilisation du couple d’amorces F1/Bhg A a permis de
confirmer la présence dsmag Adans les deux échantillomsg E+, et cag A-avec les amorces
cag5c-F/cag3c-R.

D’autre part, tous lesag E+ et lescag A+ sont descagPAHK. Cependant, 18 cas présentaient un
cagPAH etcag E, alors que 20 étaienbgPAH etcag A.

Les résultats obtenus apres vérification de lagme&s du géneag A par la deuxieme paire
d’amorce, ont montré une présence du gagedans 7/47 des prélevements.

Résultats des corrélations effectuées
Les différentes corrélations testées ont été emdisa I'aide du logiciel kpi info V7 ». Les
corrélations considérées significatives sont cauoqt un p inférieure a 0,05.
La p value a été calculée en éliminant les prél@rmmprésentant un génotypac A multiple et
aussi ceux non typés.
Le cag Aa été considéré positif dans le cas ou il a étéct® par au moins une seule paire

d’amorce.

4.1. Corrélation entre les alléles du gene vac A etdeggcag A

Le statutcag Aa été corrélé au statubc As, m et i. Parmi lesagA+ 54,14% sont s1 versus
28,57% qui sont s2, et pour les alleles m, 57,1dft scagA+ versus 42,86% qui sont m2.

Ces résultats obtenus montrent une associatioifisgive entre le geneag A et les allelegac A
sl, etvac Am1.

La corrélation ducag Aavec les alléles de la région «i» n'a pas ejéifstative, maiscag A

semble plus lié a i2 par rapport a il. Le tablgamontre les résultats issus de ces corrélations.

Tableau5b: Corrélation entre les alléles du geaeAet les génesag A

vac A cag A% (nbr/T) P
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cag cag A-
A+
S sl 57,14 33,33 0,00005
4/7) (2/140)
S2 28,57 87,50
(2/7) (35/40)
Non 14,29 7,50
typé a/7) (3/40)
ens
I i1 14,29 0 0,41
a/7)
4 71,43 65
(5/7) (26/40)
Non 14,29 35
typé a/7) (14/40)
eni
M m1l 57,14 2,50 0,01
4/7) (1/40)
m2 42,86 67,5
(3/7) (27/40)
Non 0 30
typé (12/40)
en
m

4.2. Corrélation des génes vac A et cag A avec les ténatiques sociodémographiques

+ Relation entre 'age des enfants infectés et le getnpe d’H.pylori
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Le pourcentage des allelgac Amontre que les alléles s1, i1, ml et le geag Asont plus

prédominant dans la premiere tranche d’age, alaes Igs alleles s2, i2, et m2 sont plus
prédominant dans la deuxieme tranche d'age (tab&8au.a corrélation entre I'age et le

génotype de la bactérie reste non significative.

Tableau6: Corrélation entre I'age et le génotypd joylori

genesac Aetcag A <9 De 9 a P
15 ans
% (nbr) % (nbr)
S sl 16,13 6,25 0,58
(5) (1)
s2 74,19 87,50
(23) (24)
Non 9,68 6,25
typé en (3) (1)
S
I il 3,23 0 0,12
(1)
i2 61,29 75 (12)
(19)
Non 35,48 25 (4)
typé en (11)
[
M ml 9,68 6,25 0,85
(3) (1)
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m2 58,06 81,25
(18) (13)
Non 32,26 12,5
typé en (10) (2)
m
cag A cag A+ 16,13 12,50 0,89
(5) (2)
cag A- 83,87 87,50
(26) (14)
Total des tranches d’ages 31 16

£ Relation entre le sexe des enfants infectés et kEnoptype dH.pylori

Aucune corrélation n'a pu étre obtenue entre leoygre dH.pylori et le sexe des enfants.
Cependant, les alléles s ont tendance a se lisexa masculin, contrairement aux alléles « i », qui
ont une tendance a se lier au sexe féeminin. Psualleles « m », le m1 est plus lié au sexe féminin
alors que le m2 a une tendance a se lier au seseutita

En ce qui concerne le génag A le pourcentage desmg A+est plus élevé chez le sexe masculin.
Les résultats de cette corrélation sont illusttédestableau 7.

Tableau7: Corrélation entre le génotypk gyloriet le sexe

Genesvac Aetcag A Masculin Féminin P
% %
(nbr/T) (nbr/T)
S sl 13,64 (3 12 (3) 0,9
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s2 86,36 72 (18)
(19)
Non 0 16 (4)
typé en
S
I i1 0 4 (1)
i2 63,64 68 (17) 0,2
(14)
Non 36,36 (8) 28 (7)
typé en
[
M ml 0 16 (4)
m2 72,73 60 (15) 0,14
(16)
Non 27,27 (6) 24 (6)
type en
m
cag A cag A+ 18,18 (4) 12 (3) 0,55
cag A- 81,82 88 (22)
(18)
Total 22 25
4.3. Corrélations des génes vac A et cag A avec lescbgniatiques cliniques

+ Diagnostique histologique
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Aucune corrélation significative n’a été obtenudr@rle génotype et le profil histologique. En
revanche, les pourcentages montrent que les afi&|e2 et m2 sont prédominants dans les gastrites
chroniques, alors que les alleles s2 et m1 etni [gas prédominant dans les cas d’atrophie.

Pour lecag A les pourcentages deag A+ ont été a peu prés égaux. Les résultats obtemis so
représentés dans le tableau 8.

Tableau8: Corrélation entre le génotypk gylori et les profils histologigues

Genes vac A et Gastrite chronique Atrophie
cag A % = % P
(nbr) (nbr)
sl 13,64 0,54 9,09 0,43
s (6) (3)
s2 77,27 78,79
(34) (26)
Non 9,09 12,12
typé (4) (4)
ens
il 2,27 0,71 3,03 0,083
i (1) (1)
i2 68,18 66,67
(30) (22)
Non 29,55 30,30
typé (13) (10)
eni
ml 9,09 12,12 0,33
(4) (4)
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m m2 70,45 69,7
(31) (23)

Non 20,45 18,18

typé 9) (6)

en

m
cag cag 15,91 0,45 15,15 0,93
A A+ (7) (5)

cag 84,09 84,85

A- (37) (28)
Total des 44 33
pathologies

+ Diagnostic endoscopique

surtout les deux gastrites érythémateuse et nadulai

érythémateuse. Le tableau 9 montre les résustss ide cette corrélation.

Tableau9: Corrélation entre le génotypk gylori et le profil endoscopique

Aucune corrélation significative n'a pu étre obterantre les différentes pathologies et le génotype
d’'H.pylori. Les résultats obtenus montrent que l'allele sth@ tendance a se lier a la muqueuse

normale, tandis que l'i2 et le m2 sont lié plusaaghstrite érythémateuse. L'allele s1 caractérise

En ce qui concerne le gersag A le poucentage desg A-est plus élevé que celui deag A+

dans les trois différents états de la muqueuse; amepourcentage plus élevé pour la gastrite

Génevac A Muqueuse normale Gastrite nodulaire Gastrite érythém:
% P % P %
(Nbr/T) (Nbr/T) (Nbr/T)
sl 0 0,14 13,79 0,74 30 (3)
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s2 92,86 75,86 70 (7)
(24) (22)
Non 7,14 10,34 0
typé 1) (3)
ens
i1 7,14 1 0 0,32 0
1)
i2 50 (7) 68,97 80 (8)
(20)
Non 42,86 31,03 20 (2)
typé (6) 9)
eni
m1l 7,14 0,36 6,90 0,7 10 (2)
M (1) 2)
m2 64,29 65,52 70 (7)
) (19)
Non 28,57 27,59 20 (2)
type (4) (8)
en
m
cag cag 14,29 0,93 10,34 0,23 20 (2)
A A+ (2) 3)
cag 85,71 89,66 80 (8)
A- (12) (26)
Total des 14 29 10
pathologies
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DISCUSSION

Dans les pays nord-africains, le profil génotypicgiel.pylori n’a jamais été déterminé chez
'enfant. Ce travail est le premier de son genreagpermis de déterminer le profil génotypique de
cette bactérie chez les enfants marocains présetitmentes pathologies gastriques.

Cette étude prospective préliminaire a été réalisde 47 biopsiesH.pylori positifs comme
déterminé par amplification d’'une séquence de 29RppenaireC. Les statutsag Aetcag Eainsi
gue les sous-typesc As, i et m ont été déterminés.

Nos résultats montrent une dominance des allele€B835%) et m2 (68.09) par rapport aux
allélessl (45.2%) et m1 (10.64%) du géme A Cette distribution est completement différente de
celles rapportées dans plusieurs études (Zivat.,e2011 ; Anderson el., 2000 ; Talarico eal.,
2009), notamment I'étude Brésilienne (De Gusmaal.e2000). Dans cette derniére, les alleles du
vac Asl et ml sont les plus dominants avec des tauk2d&% et 61,8% respectivement. En
revanche, nos résultats sont relativement en a@a@d ceux rapportés chez I'adulte dans l'unique
étude qui a été réalisée dans la région de FésaamocMAlaoui etal, 2012). Le génotypage du gene
vac Aa montré aussi la prédominance des deux aN@les\s2 et m2 par rapports aux autres, avec
un pourcentage de 50,2% et 57,6% respectivement.

En ce qui concerne la région «i» dac A l'allele i2 (70,21%) et plus dominant que I'aeil
(6,38%). Cependant, une étude realisée en Bulgatedanov etal, 2012) et corrélant les
génotypesvac Ai aux différentes tranches d’ages, a montré ggeehfants agés de 6 a 17 ans
présentent une prédominance de l'alléle i1 (58,88Mparé a i2 (41,9%). Les alleles de la région
«i» du genevac An'ont pas encore été génotypé chez l'adulte auoMamour réaliser une

comparaison.
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Ainsi, la distribution des génotypesc A dans notre étude, differe de celle des autres. pays

L’association des génotypesc As et m (lors d’'une infection simple), montre geegénotype
s2m2 (59,58%) est le plus prédominant suivi de s{#26%) et s1m2 (4,26%). Tandis que le
génotype s2ml n'a pas été détecté chez I'enfamie@ant, les études menées chez les enfants
d’autres pays, notamment Brésiliens et Iraniensntreat une prédominance du génotype slml
avec des taux de 73,49% et 61,8% respectivemenG{Benao eal., 2000 ; Zivar egl., 2011 ;
Zhou etal., 2012). Tandis que I'étude effectuée au Maroczchedulte, a montré un profil
génotypique comparable a celui obtenu chez I'enfaatgénotype le plus prédominant a été le
s2m2 (51%) suivi par le sIm1 (32%) et le s1m2 e}, Rvec une rare présence du s2ml (2,1%).
L’association des trois alleles dac A donne toujours une prédominance du genotygpe A
s2i2m2 (46,81%). Tandis que I'étude menée en Bidgamontré une prédominance du génotype
vac Aslilml avec un pourcentage de 45,5% (Yordanal;,€2012).

Dans cette étude, I'infection multiple (justifiearga présence de deux alleles différents appartena
a la méme région) chez I'enfant a été rapportés @bil% des cas. Ce taux reste comparable a
celui retrouvé dans notre région chez I'adulte§%®), (Alaoui etal., 2012).

Pour le statutag A les résultats de la présente étude ont montriaible taux du geneag A
comparativement aux études menées chez I'enfastdlaotres pays notamment I'lran et I'Estonie
(Zivar etal., 2011 ; Anderson etl., 2000). Dans ces derniers, les tauxag Aont été de 62,8% et
87% respectivement. Ce taux est aussi infériewd obtenu chez I'adulte marocain et qui est de
42,3% (Alaoui etal., 2012).

Le taux decag Adéterminé avec une seule paire d'amorces (cagagB¢-R) est de 10,63% et
celui ducag Eest de 14,9%. La comparaison de ces taux aveesediats dwcagPAl permet de
confirmer que l'utilisation des amorces F1/R1 (plaudétection diwag E)représente une meilleure
alternative pour déterminer le statut cagPAIl Les mémes résultats ont été obtenus dans d’autres
études, notamment celle de Boyanova et col. endBeldBoyanova eal., 2011) qui ont montré
gue la recherche deag E permet une meilleure identification des soucheslemtes. Le résultat
contradictoires obtenu avec les différents amoxhesag (pas d’amplification avec le couple
d’amorces (dicagPA) et aussi avec ceux utilisées pour la détectiooaduAetcag B dans 18 cas
peuvent étre expliqués par une délétion de lageai | qui contient les genesag Aetcag E
(généralement utilisés comme marqueurs de la préssucagPA) comme il a été démontré dans

'étude de Baghaei et col. en Iran (Baghaealet2009). Cette hypothese doit étre vérifiee par la
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recherche d’'un gene marqueur de la présenceadll de l'ilot de pathogénicité (gérmag T par
exemple) (Baghaei et., 2009).

Différentes études réalisées dans différents pawaent que leag Aest significativement associé
aux sous typegac Asl etvac Am1 (Atherton eal., 1995 ; Atherton etl 1997 ; Rudi eal., 1999 ;
Andreson etl., 2002 ; Yordanov dal., 2012 ; Sumeesh at., 2011). Les résultats obtenus dans la

présente étude confirment cette donnée. En effegd Aest significativement lié awac Asl (p

= 0,00005) evac Am1 (p= 0,01).

Une étude menée au Brésil a montré une assocsitioificative entre les allelesac Asl et ml
d’'H.pylori et I'dge des enfants (9ans et plus) (De Gusmad.,e2000). Dans la présente étude la
corrélation entre I'age et les différents génotydés.pylori n’a donné aucun résultat significatif.
Cependant, les alleles s1, i1, m1 et le geageA+ sont plus prédominant chez les enfants de moins
de 9 ans alors que les alleles s2, i2, m2 sontgidominant chez les enfants agés de 9 ou plus.
L’absence d’un résultat significatif peut étre leefaible effectif étudié.

La corrélation entre le sexe et le génotype cordites résultats obtenus dans une autre étude et
concluant I'absence d’'une liaison entre les deutefas (Yordanov l., 2012).

La corrélation du génotypeac Aavec le profil histopathologique reste contradietsuivant les
études (Atherton &l., 1995 ; De Gusmao at., 2000 ; Zivar etl., 2011 ; Yordanov dl., 2012 ;
Talarico etal., 2009), (Celik etal., 1998 ; Loeb eal., 1998). Les corrélations entre le génotype
d'H.pylori et les pathologies gastrique, réalisés dans diffés études, révelent toujours une
association significative entre les allelesc Asl, i1, ml et le géneag A+ avec la pathologie
ulcéreuse (les ulceres duodénaux) et entre ldesllac As2, i2, m2 avec les pathologies moins
séveres notamment la gastrite chronique (Celik.etl898 ; Atherton eal., 1995 ; Rhead dl.,
2007). Dans cette étude, préliminaire aucune associsignificative n'a pu étre obtenue entre les
génotypes et le profil histologique ou endoscopidDeci peut étre lié au faible effectif étudié.
D’autre part, I'absence de cas d’ulcere et le t@exé de la gastrite chronique peut étre expliqué

par la prédominance des génotypas As2, i2 et m2.
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Conclusion

Cette étude est la premiére étude réaliséeHspylori chez I'enfant au niveau des pays nord-
africains. Elle contribue a I'enrichissement desirdies relatives au profil génotypique de cette
bactérie. Elle a permis de déterminer la divergégotypique d4.pylori chez I'enfant marocain, et
qui est en accord avec celle rapportées chez tadlains I'unique étude qui a été réalisée dans la
région de Fés. Les génotypesc As2i2m2 avec les alleles s2, i2 et m2 sont les pl@dominants,

et le taux decag Aest de 14,9%. Le taux d’atrophie élevé détechs datte étude (I'atrophie est
considérée comme une lésion précancéreuse) eshaalarce qui impose linstauration d’'un
protocole de diagnostic et d’éradicatidii.pylori chez I'enfant. L'importance de la détermination
du statut de Illot de pathogénicitdgPAldans la prédiction du taux de virulencélgiylori, exige

la recherche de plus de marqueurs déterminant é&semee. La comparaison entre les résultats
rapportés par les amorces du géag Aet du geneag E révelent la fiabilité du gensagEdans la

recherche de cet Tlot.

Perspectives

Cette étude préliminaire en comparaiso avec I'étdddisée chez I'adulte (alaoui et al, 2013) a
permis de montrer la difféerence de la prévalencéimfection aH.pylori entre I'enfant et I'adulte
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marocain. Plusieurs corrélation ont été vérifieessnm’ont pas été statistiqguement significatives.

Ainsi une étude sur un plus grand effectif, notamiven élargissant I'étude sur d’autres regions,
doit étre réalisée pour pouvoir déterminer I'asstich entre les génotypesHipylori et les
différents profils histologiques et les différenfesthologies gastriques. La détermination du statut
de I'llot cag PAHes souches H.pylori doit étre vérifiee en utilisant des génes margueuour les
deux régions de I'flotoagl et cagll). D’autres marqueurs de la virulenceHdylori doivent étre

déterminés et recherchés notamment le gepeA
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Annexe

1. Le tampon TBE

Le TBE est un tampon de migration utilisé en étgatoréseLa composition dece tampon pour une
concentration de 10X est:
Tris base - 108g/L
Acide borique————> 55¢g/L
EDTA — >  93g/L
Le pH du tampon est mesuré par un pH métre, etéapsin pH 8, avec du HCI et du NaOH.
Ensuite le TBE préparé est stérilisé et dilué a emeentration 1X (100ml du tampon 10X dans
900ml de I'eau distillée stérile).

2. Le tampon PBS

Le tampon PBS sert surtout a rincer les cellulea &s conservés. La composition du tampon
PBS a une concentration 10X est:

KCI s 29l
NacCl —_ > 80g/L
NaHP O 144g—>

KH?PO, ———> 2/4g/L
Apres la préparation du tampon, il est ensuitalist&et dilué a une concentration de 1X.
3. La solution de lyse

Le rble de chacun des réactifs de la solution thahse cellulaire est :
- Le Tris HCI joue le réle d’'un tampon.

- Triton (X100) est utilisé pour perméabiliser lesmieanes cytoplasmiques et nucléaires.

- La protéinase K permet de digérer les cellules ‘extihire les acides nucléiques
(ADN ou ARN).

- Tris HCI :

Pour 1L de Tris HCI, 157,64 g de Tris (1M) est dige dans 1L d’eau distillée stérile.

4. Les réactifs de la PCR

Le role de chacun des réactifs de la solution thahse cellulaire est :
- I'ADN a amplifier, qui sert comme un ADN matrice
- Les oligonucléotides (ou amorces), spécifiques efyjment d'’ADN voulu, pour s’hybrider
aux séquences complémentaires sur les brins opdes&SDN matrice flanquant la région
cible
- I'ADN polymérase (ici la Taq polymérase), qui inient dans la réplication d’ADN
- Le tampon, pour maintenir le pH stable
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- MgCl,, qui donne un pH et une concentration saline a@énau bon fonctionnement des

amorces et de la Taq polymérase.
- mélange des quatre désoxyribonucléotides consditgi 'ADN

- l'eau distillée, utilisé dans la réaction commeabateur

5. Le bromure d’étidium

Le bromure d'éthidium est un agent d'intercalaionramment utilisé comme marqueur d'acide
nucléique dans les laboratoires de biologie mo&l Lorsqu'il est exposé a des rayonnements
ultraviolets, il devient fluorescent avec une couleuge-orangée, 20 fois plus intense lorsqutil es
lié a I'ADN.

Le bromure d'éthidium est un produit dangereux, dpit étre manipulé avec précautions. Les
résidus doivent étre éliminés comme un déchet dangele bromure d'éthidium ayant la faculté
de se lier a I'ADN, il possede un effet mutagéeneadrtant, et pourrait étre également cancérigéne et

tératogene
6. Le tampon de charge

Préparation du tampon de charge

- 2,5 mg de Bleu de bromophénol
- 300 pul de glyceérol
- 700 pl d’eau distillée stérile

Utilisation du tampon de charge

Le bleu de bromophénol est utilisé comme marqueloré afin de vérifier le bon déroulement

d'une électrophorese sur gel de polyacrylamide'unedlectrophorése en gel d'agarose.

Le bleu de bromophénol est Iégérement chargé négagint & un pH modéré : il migre alors dans
la méme direction que de I'ADN ou des protéines sute gel.

La distance de migration varie en fonction de lasité du gel et de la composition du tampon, mais
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dans les conditions typiques d'utilisation (gegarose a 1% dans un tampgddE), le bleu de

bromophénol migre a la méme distance qu'un fragai&mN d'environ 500 paires de bases.

7. Stérilisation du matériel

La stérilisation du matériel s’effectue a I'aidaid’autoclave, qui utilise la vapeur d’eau comme un

agent stérilisant. La température dans I'autockwgmente jusqu'a 120°C, ainsi la chaleur associée
a I'humidité provoque la destruction des germesgéatisant une dénaturation protéique.

Les matériaux stérilisés sont: I'eau distillée,PBS, le TBE, les connes de la micropipette, les

tubes eppendorf et les tubes de PCR.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214




