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Résumé

R é s u m é
H.pylori est une bactérie répandue dans tous les pays et dans tous les continents. A

l’échelle mondiale, sa prévalence est supérieure à 50%. Cette bactérie constitue un problème
de santé publique notamment dans les pays en voie de développement. L’infection entraine
une gastrite pouvant évoluer vers des formes sévères d’ulcération et de transformation
maligne.L’H.pylori est classé comme agent carcinogène de classe I par l’IARC. Une étude
prospective a été conduite d’Avril à Décembre 2014 sur un total de 45 patients qui
consultaient dans le service de médecine interne et le service de gastroentérologie au Centre
hospitalo-universitaire CHU NEDIR Mohamed. Cette étude avait pour objectif de
diagnostiquer H.pylori par des techniques invasives (Test rapide à l’uréase, culture et examen
histologique).

Notre série a démontré que sur un total de 45 patients atteints de pathologies
gastriques associées à H.pylori, 1 3% (n= 06 )se sont avérés positifs après culture et 80%
(n=36) positive à l’examen histologique des biopsie et que la positivité à H.pylori était de
82% (n= 19) chez les femmes et de 77% (n=17) chez les hommes selon les résultats
d’histologie. Notre étude a démontré également que H.pylori est impliquée dans 71% (n= 32)
des gastrites, 4% (n= 2)des ulcères et 24% (n=11) des cancers gastrique (Uniquement 2 sont
avérés positifs après culture). Cet agent à l’origine de ces différentes pathologies gastriques a
comme siège préférentiel l’antre gastrique avec un taux de 57% (n=26) de notre population.

La recherche de cette bactérie par l’examen histologique  reste l’examen de référence
pour le diagnostic de l’infection dans notre étude. L’étude anatomo-pathologique des biopsies
gastrique permet non seulement de détecter H.pylori, mais aussi d’évaluer les lésions
histologiques associées et de diagnostiquer d’éventuel cancer parfois à un stade précoce par la
découverte de lésions précancéreuse telle que l’atrophie, la métaplasie intestinale et la
dysplasie.

La culture de H.pylori avec étude de la sensibilité aux antibiotiques est recommandée
chaque fois que possible et particulièrement après échec d’un traitement d’éradication. Cette
technique reste délicate à cause des caractères exigent de la bactérie en milieu de transport, et
milieu de culture, dans notre étude, sur un total de 45 patients uniquement  06 cultures était
positives à H.pylori cela est du au manque de moyens et au contraintes rencontrées lors de la
conservation des biopsies.

Mots clés : H.pylori, cancer gastrique, gastrite, culture bactérienne.



Abstract

A b s t r a c t
H.pylori is a bacterium spread in all the countries and all the continents. On a

worldwide scale, its prevalence is higher than 50%. This bacterium constitutes public health
problems in particular in the countries in the process of development.The infection involves a
gastritis being able to evolve to severe forms of ulceration and malignant transformation.
H.pylori is classified like carcinogenic agent of class I by the IARC.An exploratory study was
led from April to December 2014 on a total of 45 patients who consulted in the service of
internal medicine and the service of gastroenterology in the Teaching hospital university
hospital NEDIR Mohamed.This study aimed to diagnose H.pylori by invasive techniques (fast
Test with urease, culture and histological examination).

Our series showed that on a total of 45 patients reached of gastric pathologies
associated with H.pylori, 06 proved to be positive after culture and that positivity with
H.pylori is of 82% among women and 77% at the men according to the results of histology.

Our study also showed that H.pylori is implied in 71% of the gastritides, 4% from the
ulcers and gastric 24% of cancers (Only 2 are proven positive after culture).This agent at the
origin of these various gastric pathologies has like sits preferential the gastric cave with a rate
of 57%.

The search for this bacterium by the histological examination remains the examination
of reference for the diagnosis of the infection in our study.The anatomo-pathological study of
the biopsies gastric not only makes it possible to detect H.pylori, but also to evaluate the
associated histological lesions and to diagnose possible cancer sometimes at an early stage by
the precancerous discovery of lesions such as the atrophy intestinal metaplasy and dysplasy.

The culture of H.pylori with study of the sensitivity to antibiotics is recommended
each time possible and particularly after failure of a treatment of eradication.

This technique remains delicate because of characters require bacterium in medium of
transport, culture and conditions of conservation.

Keywords:H.pylori, gastric cancer, gastritis, bacterial culture.
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Jusqu’au début des années 80, une éventuelle implication bactérienne dans les

pathologies gastriques n’avait jamais été envisagée. Seul le rôle de l’hyperacidité gastrique

liée au stress et à d’autres facteurs environnementaux et génétiques était pris en considération,

avec comme conséquence la prescription de quantités astronomiques d’antiacides à de très

nombreux patients durant des générations, sans jamais parvenir à éviter les rechutes. La

récente découverte (1983) de l’implication d’Helicobacter pylori (H.pylori) dans l’étiologie

des pathologies gastriques par Barry James Marshall et John Robin Warren a révolutionné le

monde de la gastroentérologie avec en prime l’attribution, en 2005, du Prix Nobel de

Médecine et de Physiologie à ces imminents chercheurs Australiens. Il est aujourd’hui

clairement établi que toute colonisation de la muqueuse de l’estomac par H.pylori entraîne

une gastrite pouvant évoluer vers des formes plus sévères d’ulcération ou de transformation

maligne. H.pylori est la seule espèce bactérienne reconnue par l’Organisation Mondiale de la

Santé (OMS) comme étant cancérigène pour l’Homme. L’infection est généralement acquise

dans l’enfance et perdure pendant des dizaines d’années. Près de la moitié de la population

mondiale est infectée dont 78% en Algérie (Joutei et al., 2010). Cette bactérie vient en tête

des facteurs déclencheurs du cancer de l’estomac, qui vient en deuxième position des cancers

les plus répandus en Algérie. On estime que 8 personnes sur 10, en Algérie, sont porteurs de

la bactérie, soit 90% de la population. Le cancer de l’estomac est plus répandu chez les

personnes âgées de 50 à 60 ans dont les hommes sont les plus touchés par cette pathologie.

Les prévisions de l’Institut national de Santé Publique font état de 45000 nouveaux cas de

cancer par an, soit 120 cas pour 100.000 habitants, tandis que celui du cancer de l’appareil

digestif est de 20 cas pour 100.000 habitants (4000 cas /an) (Santé-Mag,2013). Le diagnostic

de l’infection peut se faire par différentes méthodes. Le gros avantage de la culture (méthode

invasive) est la détermination de la sensibilité aux antibiotiques. Actuellement le taux de

succès d'éradication de l’infection est à son plus bas niveau, notamment en raison de la

résistance aux antibiotiques.

L’éradication de H.pylori est difficile car les antibiotiques utilisés doivent parvenir

dans le mucus gastrique et y atteindre une concentration bactéricide malgré le milieu acide qui

diminue leur activité. En outre,H.pylori a une capacité élevée de variation génomique,

responsable de l’émergence fréquente de résistance sous la pression de sélection des

antibiotiques.Ces contraintes expliquent que les traitements d’éradication doivent associer

deux antibiotiques et un traitement antisécrétoire à forte posologie pour élever le pH intra

gastrique (Conférence de consensus,1999).
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Dans ce contexte que s’inscrit notre étude dont les objectifs sont les suivants :

 Nous nous sommes attachés dans cette étude à préciser la corrélation entre la présence

de l’adénocarcinome gastrique et la présence de H.pylori par la mise en évidence directe de

cette bactérie à partir de biopsies gastriques prélevées chez les malades qui présentaient une

symptomatologie évocatrice d’une pathologie gastroduodénale.

 Evaluer la prévalence de H.pylori chez les ulcéreux et les adénocarcinomes.

 Isolement et caractérisation phénotypique et biochimique d’ H.pylori à partir des

biopsies gastriques de malades porteurs d'ulcère gastrique et d’adénocarcinome gastrique.

 Examen anatomopathologique et cytologique des biopsies gastriques prélevées par

endoscopie digestive haute.

 Tester la sensibilité des souches isolées avec certains antibiotiques les plus

couramment utilisés dans les schémas d’éradication (Imidazolés, Macrolides, Cyclines

Amoxicilline).

Le travail que nous allons faire pour atteindre ces objectifs comprend trois parties :

 Une première partie constituée par un ensemble de rappels d’ordre bibliographique.

 La deuxième partie rappelle les principales caractéristiques biochimiques et

microbiologiques de H.pylori. Les principaux facteurs de virulence bactériens sont détailles

ainsi que les diverses pathologies associées à la bactérie.

 Une troisième partie correspond à notre travail personnel, constituée par l’exposé de

notre méthodologie et les résultats obtenus  et la conclusion.
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CHAPITRE 1 : HELICOBACTER PYLORI.

1- Historique de la découverte de la bactérie :

En 1906, un médecin allemand, Walter Krienitz, a observé pour la première fois
desbactéries spiralées dans l’estomac d’un patient atteint d’un cancer (Rickeset al., 2006).Les
scientifiques de l'époque étant convaincus de la stérilité de l'estomac, vu la très forte acidité
qui y règne, n'accordent pas d'importance à cette observation pensant qu'il ne peut s'agir que
de contaminants. (Mégraud, 2005).Ce n'est qu'au début des années 1980 que de telles
bactéries sont cultivées et étudiées : Robin Warren, un pathologiste australien constate la
présence de bactéries spiralées, dans la moitié des biopsies gastriques qu'il prélève. Il fait
l'hypothèse qu'elles sont à l'origine de gastrites chroniques et d'ulcères gastroduodénaux,
pathologies que l'on pensait, jusque-là, liées au stress ou à la nourriture épicée (Ferrand,
2009). Intéressé par ces résultats, Barry Marshall, un étudiant de Robin Warren, a été le
premier à réussir à cultiver cette bactérie en 1982 (Marshall and Warren, 1984; Megraud,
2005). De par ses similarités avec Campylobacterjejuni, cet organisme a tout d’abord été
dénommé Campylobacterpylori. Cependant, différentes études portant sur les caractères
génétiques (séquences des ARNr 16S, pourcentage de G+C) et phénotypiques (morphologie,
structure, composition en acides gras, activités enzymatiques) ont permis d’individualiser
cette bactérie dans un nouveau genre, et de la renommer H.pylori(Goodwinet al., 1989).

H.pyloriest classéecarcinogène de type I par l’Organisation Mondiale de la Santé
etaujourd’hui, il est considéré comme l’agent étiologique principal des cancers lies
auxinfections bactériennes (Parkinet al., 2005). La découverte de H.pyloria valu le prix Nobel
demédecineà ces deux chercheurs australiens (FigureN°01)et maintenant, il est clairement
établi quetoute colonisation de la muqueuse gastrique par H.pylorientraine un état
inflammatoirede gastrite, pouvant évoluer vers des formes plus sévères d’ulcération (ulcères
gastriqueset duodénaux) ou de transformation maligne (cancer gastrique et lymphome du
MALT).
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Figure N°01 : Photo de Warren et Marshall.
2- Caractéristiques générales :

2-1 Taxonomie actuelle :

La classification actuelle de l’espèce H.pylorimontre une appartenance au règne des
Eubactéries, à l’embranchement des Proteobacteria, à la classe des Epsilonproteobacteria, à
l’ordre des Campylobacterales, à la famille des Helicobacteraceaeet enfin au
genreHelicobacter (Garrityet al., 2005). La méthode de référence pour la détection et
l’identification des espèces du genre Helicobacter est apporté par des techniques de biologie
moléculaire en particulier par l’étude de la séquence de l’ARN 16S (Okoliet al., 2009).
Aujourd’hui, au moins 31 membres de ce genre autres que H.pyloriont été décrits
(Haesebroucket al., 2009). En fonction du tropisme de ces bactéries, les espèces du
genreHelicobacter peuvent être classées en deux groupes : les espèces gastriques et les
espècesentérohépatiques (enterohepaticHelicobacter species, EHS). Toutes les espèces
gastriquespossèdent une uréase à l’inverse de la plupart des EHS (Pot et al., 2007). Les
espècesgastriques, comme H. heilmannii, semblent posséder un pouvoir pathogène et
êtreresponsables de gastrites, d’ulcérations gastriques, de carcinomes ou de
lymphomes(Boyanovaet al., 2007; Nishikawaet al., 2007; Qualiaet al., 2007). Plusieurs
espèces d’EHSont été associées à un spectre pathologique large allant de l’inflammation au
cancer du tractusdigestif et du système hépatobiliaire et à un risque augmenté de calculs
biliaires (Bohr et al., 2007; Pandey, 2007; AbuAl-Soudet al., 2008; Vivekanandan and
Torbenson, 2008).

 Autres espèces du genre Helicobacter :

A ce jour, on dénombre une quarantaine de Helicobacter autres que H.pylori(NHPH
= Non-H.pylori Helicobacter). Certaines espèces ont un tropisme gastrique; la majorité
estcependant constituée d’espèces entéro-hépatiques.

 Espèces gastriques :
Des NHPH avec une morphologie spiralée ont été détectés chez de très rares patients

(< 0,5%) ayant subi une endoscopie (Holck et al., 1997; Solnick et al.,1993).Initialement
tousregroupés sous le vocable H. heilmanii, le séquençage à permis de caractériser 5
principales
espèces que l’on retrouve aussi au niveau de l’estomac des animaux (Haesebrouck
etal.,2009),H.suis, espèce la plus fréquente chez l’homme, isolée pour la première fois par
uneéquipe vétérinaire belge à partir de l’estomac d’un porc (Baele et al., 2008).
H. felis, retrouvé chez les chats et les chiens. L’homme serait un hôte occasionnel.
H. bizzozeronii, cultivé pour la première fois en 1996 (Andersen et al., 1996) etidentifié
comme tel, quelques années plus tard (Jalava et al., 2001).H. salomonis, isolé également de
l’estomac des chiens et Candidatus Helicobacterheilmanii, nom proposé par l’équipe du
Professeur Ducatelle (Belgique), en cours dereconnaissance (Smet et al., 2011).

 Espèces entéro-hépatiques :
Elles sont retrouvées dans le tractus intestinal et le foie des mammifères et desoiseaux.

Elles peuvent occasionner des inflammations ou des affections malignes chez desindividus
présentant un déficit immunitaire.Les principales espèces retrouvées chez l’homme sont:
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H. canadensis, H. canis, H. cinaedi, H. fennelliae, H. pullorum, H. rappini et H.winghamensis
(Jay et al., 2001, Laharie et al., 2009).

2-2 Caractères morphologiques :

H.pylori est une bactérie de forme hélicoïdale découverte dans une zone de l’estomac
proche du pylore, d’où son nom, sa définition se résume en 3 mots : hélico (du Grec
hélikoide,qui veut dire spiralé), bacter(bâtonnet) ; pylori désigne le pylore ce qui donne un
bâtonnet spiralé du pylore (Bigard, 2004). Elle se présente sous forme d’un bacille à Gram
négatif spiralé ou incurvé de 2,5à 5 micromètres de long sur 0,5 à 1 micromètre de large
(Denis et al.,2007).In vitro sur gélose au sang  des Petites colonies, de taille uniforme,
translucides  se forment et les organismes peuvent être caractérisées morphologiquement par
la coloration de Gram et de leur spirale typique ou l'apparence en forme de tige(Figure
N°02).La bactérie ne forme pas de spores mais peut adopter une forme coccoïde lorsqu'elle
atteint la phase stationnaire de croissance, Ces formes coccoïdes sont censés représenter une
adaptation à un milieu hostile; ils semblent être plus résistants et peuvent permettre à
l'organisme de survivre pendant des périodes en dehors de l'hôte humaine  ou dans les
matières fécales (O'Rourke et Günter, 2001).

Au microscope électronique révèle que la bactérie possède 3 à 6 flagelles polaires et
engainés  conférant une motilité et permettant un mouvement de rotation caractéristique
rapide(mouvement péritriche) dans la muqueuse gastrique visqueuse lui assurant ainsi une
meilleur colonisation (O’Toole et al., 2000)A l’extrémité distale de ses flagelles on observe
un disque ou bulbe que l’on retrouve dans aucune autre espèce d’Helicobacter (Figure N°03).

FigureN°02: Examen microscopique d’une culture après coloration de Gram.
H.pyloriapparait sous diversesformes: bacillaire, incurvé, en U en C ou en O.

(Photo de VY. Miendje,CHU-Brugmann)
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FigureN°03: Visualisation de H. pylorien microscopie électronique
(Photo du prof.YutakaTsutsumi, université de Fujita, Japon).

2-3 Croissance et caractères culturaux :

In vivo, la croissance de H.pyloriest difficile et lente (2 à 7 jours en atmosphère
microaérophile à 37°C) et nécessite des milieux riches additionnésde sang, de sérum ou de
suppléments d’enrichissement (Owen, 1995). La bactérie est sensibleà la composition gazeuse
de l’environnement et ne pousse que dans une atmosphèremicroaérobie, typiquement
composée de 5% d’oxygène, 5% de dioxyde de carbone,2% d’hydrogène et 88% d’azote, et
une température comprise entre 33 et 40°C (Megraudetal., 1985; Owen, 1995).

2-4 Caractères biochimiques et physiologiques :

H.pylori possède des enzymes antioxydantes que sont lasuperoxydedismutase et la
catalase qui protègent les bactéries des radicaux libres lui permettant une résistance au stress
oxydatif généré par la réponse immunitaire ainsi que d’autres éléments de défense tels que
l’alkylhydroperoxideréductase (Kusterset al., 2006). Elle peut égalementrésisterà l’acidité
gastrique en hydrolysant l’urée en ammoniac, grâce à son ureasetrès active. L’activité de
l'uréase bactérienne est cliniquement importante, car elle constitue la base de plusieurs tests
invasifs et non invasifs pour diagnostiquer l'infection(Sheila E Crowe, 2013).

Elle a un métabolisme respiratoire et trouve son énergie principalement dans
laphosphorylation oxydative,elle est caractérisée par l’incapacité à fermenter les sucres et à
hydrolyser l’hippurate (Megraudet al., 1985; Owen, 1995). Elle dispose d’un cytochrome
oxydase, des amidases, peptidases,phosphatases alcalines, phosphatase acide, ADNase,
gamma glutamyltranspeptidase, leucine aminopeptidase et lipase estérase,H.pylori est RM et
VP négatifs (Ferrand, 2009).

2-5 Caractéristiques génotypiques :

H.pyloricompte parmi les espècesbactériennesprésentant le plus grandpolymorphisme
génétique (Taylor et al., 1992; Jiang et al., 1996; Linz et al., 2007). Cette diversitégénétique
permet àH.pylorid’adapter son génotypeà celui de son hôte (Israeletal., 2001b; Giannakiset
al., 2008) et est probablement à l’origine de la variabilité de son pouvoir pathogène.

Le génome de H.pylori est séquencé depuis 1997 : il possède 1 667 867 paires de
bases codant pour 1590 protéines essentielles. Environ 30% des gènes de H.pylori sont
spécifiques à l'espèce et une grande variabilité génétique peut être retrouvée entre les
différentes souches .Cette hétérogénéité se manifeste par des taux de mutation et de
recombinaison importants, par l'acquisition d'ADN étranger (endogène ou exogène à l'espèce)
et par des différences au niveau de l'organisation des gènes.H.pylori possède environ 1200
gènes communs à toute l'espèce et 200 à 400 gènes présents de manière variable chez les
différentes souches (Gressmannet al., 2005; Josenhanset al., 2007; Salamaet al., 2000). La
majorité des gènes variablement présents est retrouvée dans la zone de plasticité et dans l’îlot
de pathogénicité cag(De Reuse and Bereswill, 2007).
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L'importance des taux de mutationqui est de l’ordre de 6,2-9,2x10-7, et de
recombinaison serait due au manque d'efficacité du système de réparation de H.pylori
(Bjorkholmet al., 2001).

De plus, H.pylori peut posséder des plasmides ou des systèmes d'import d'ADN qui lui
permettent d'augmenter son adaptabilité(Hofreuter and Haas, 2002; Karnholzet al.,
2006).Ainsi, les analyses in silico ont permis de montrer que les gènes de ménage ou de
virulence peuvent être transférés entre bactéries. Ces gènes peuvent provenir d'autres espèces
du genre Helicobacter mais également d'autres genres bactériens (Ferrand, 2009).

3- Epidémiologie :

L’infection à H.pyloriest extrêmement commune à travers le monde : de  20 à 90 %
des individus adultes sont infectés selon les pays. Sa prévalence  est trèsélevée dans les pays
en voie de développement ou elle peut atteindre 90% alors qu’elle peut ne pas dépasser 20%
dans les pays industrialisés (Krejs, 2010).En effet, sa prévalence est > 90% en Asie, Amérique
latine et pays en voie de développement, de 50 à 70% en Europe de l’Est et de 30% environ
dans les pays Occidentaux (Biomnis,2012).
Dans une étude menée entre 2003 et 2004, les chercheurs du CHU del’Hussein-Dey ont
dévoilé une extrême fréquence de l’infection chronique par H.pylori dans la population
générale. Sur un échantillon de 400 enfants et 431 adultes, il a été retrouvé une prévalence
moyenne de 37% chez l’enfant (56% à l’âge de  16 ans) et de 86% chez l’adulte (96% pour
les adultes de plus de 50 ans). Selon les conclusions de ces travaux, en Algérie la
séroprévalence est très élevée, acquise très tôt dans l’enfance (Guechi, 2008).

Une fois acquise, elle persiste durant des décades voire toute la vie si absence de
traitement, représentant ainsi un risqueévolutif pour l’individu colonisé .Les données
épidémiologiques : le réservoir bactérien, le risque d’infection au sein de la population, les
circonstances et modes de transmission etc.… apporterontautant de précisions nécessaires
pour le contrôle et laprévention de cette infection.

4- Les facteurs de risque de l'acquisition de l'infection par H.pylori:

Ils sont fréquemment liés à l’état socio-économique défavorable des familles, on
entend par là le niveau économique qui détermine la taille du logement (partage des lits
pendant l’enfance) et son niveau sanitaire,le risque d’infection est accru lorsque plusieurs
personnes sont en contact étroit, c’est le cas d’une famille nombreuse(plusieurs enfants dans
la mêmechambre, ce qui est très courant en Afrique) (Malaty et al., 1996 ; Brown et al.,
2000). Ces conditions sont améliorées dans lespays industrialisés.

5- Réservoir de H.pylori:

Le seul réservoir significatif de H.pylori est l'estomac humain, bien que la bactérie soit
retrouvée chez le chat domestique et certains primates (Ferrand, 2009).Néanmoins la bactérie
a étéretrouvée au niveau du duodénum, de l’œsophage, du rectum, des selles, de la salive et de
la plaque dentaire. A ce jour, contrairement à l’estomac humain, l’isolement de H.pylori à
partir des selles (Thomas et al., 1992 ; Kelly et al., 1994, Haggerty et al., 2003 );du vomi
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(Parsonnet et al., 1999)ou de l’eau contaminée (Lu et al., 2002)a pu être effectuée dans de très
rares cas.Plus récemment, ila été mentionné queH.pylori peut coloniser la vésicule biliaire et
des voies biliaires.

6- Mode de transmission :

L’étude de la voie de transmission de l’infection à H.pyloriest  délicate à cause de son
caractère asymptomatique dans la plupart descas. On estime d'ailleurs que 70 % des infections
sont asymptomatiques. La plus forte prévalence étant observée dans les communautés
(familles ou institutions) de personnes ayant des contacts rapprochésce qui explique la
transmission interhumaine  de personne à personne. L’infection est acquise durant la petite
enfance le plus souvent par une transmission intra-familiale(mère/enfant, fratrie). Tout se joue
au stade de l’enfance : si un individu n’est pas infecté avant l’âge de 10 ans, le risque qu’il le
soit plus tard est très faible (Megraud, 2002).

6-1 Transmission direct :

Les sources les plus probables de transmission directe de l’infection sont :

 La voie oro-orale : Ce mode de transmission peut être potentialisé par les habitudes
alimentaires spécifiques, tels que la prémastication des aliments par la mère avant
l'alimentation des enfants qui est ainsi considérée  comme la figure clé de transmission à la
descendance (Kivi et al., 2006 ; Vale et al., 2010).

 La voie gastro-orale :Un taux élevé d'infection active à H.pylori a été détecté dans la
fratrie des enfants infectés présentant des épisodes de vomissements (Luzza et al., 2000 ;
Perry et al.,2006)confortant l’hypothèse d’une forte transmission de l’infection dans les
communautés d’enfants ou les régurgitations et vomissements sont fréquents (Axon,
1995).L'hypothèse gastro-orale explique aussi l’observation d’une plus forte  prévalence de
l’infection à H.pylori chez les gastro-entérologues effectuant des endoscopies (Mitchell et al.,
1989 ; Lin et al., 1994 ;Velasco Elizade et al., 2007).

 La transmission féco-orale : Pour avoir une conséquence sur cette transmission, faut-
il encore que ces bactéries soient viables. la survie de la bactérie est  sans doute possible en
cas de transit accéléré  comme cela a été montré chez des nourrissons atteints de diarrhée et
chez des adultes chez qui la diarrhée avait été induite (Perry et al., 2006).

6-2 Transmission indirecte :

L’homme pourrait aussi s’infecter indirectement via l’alimentation, les eaux non
traitées, les animaux; cependant, il n'est pas encore prouvé que ce soient des véhicules
naturels ou primaires de la transmission (Malaty et al., 2007, Vale et al., 2010).

Connaitre l’épidémiologie d’une infection et le mode de transmission de sonagent est
essentiel pour proposer des mesures de santé publique visant à limiter la diffusion de la
maladie et donc à maitriser ses conséquences pathologiques.
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7- Pathologies associées à l’infection à Hélicobacter pylori :

7-1 Rappel anatomo-histologique de l’estomac :

7-1-1 Anatomie descriptive de l’estomac :

L’estomac est la portion du tube digestif en forme de poche, située entre l’œsophage
etle duodénum. Chez l’être humain, l’organe est en forme de J majuscule. A l’âge adulte il
faitenviron 15 cm de haut, contient 0,5 litre à vide, et peut contenir jusqu’à 4 litres. L’estomac
esten rapport anatomique avec le foie, la rate, le pancréas, le diaphragme et les intestins.

 Il présente une ouverture en haut, le cardia qui permet la jonction avec l'œsophage.
 Le fundus de l'estomac ou grosse tubérosité est mince et moins épais que les autres

parties.Il a une principale fonction sécrétrice et comporte des glandes gastriques sur un quart
de son épaisseur.

 L’antre, ne sécrète ni enzymes ni acide chlorhydrique, mais reçoit ces produits avec
les aliments, continuant la décomposition commencée plus haut. Sa musculature est beaucoup
plus importante, ce qui fait que son action est beaucoup plus mécanique que sécrétoire.

 La partie inférieure, pylore, comprend le muscle sphincter pylorique, qui permet la
sortie cadencée du chyme gastrique dans le duodénum. Tout comme le cardia, un sphincter
qui empêche le reflux du contenu duodénal vers l’estomac (Figure N°04) (Sherwood, 2006).
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Figure N°04 :Anatomie de l’estomac(Sherwood.,2006).
7-1-2 Histologie de l’estomac :

Surleplanhistologique,laparoiinternedel’estomacestconstituéededifférentescouche
s (Figure N°05):

La muqueuse : C’est la première couche en contact avec le bol alimentaire.
Elleestconstituée par l’épithélium et la lamina propria ainsi que d’une fine couche de muscle
lisselaséparant de la sous-muqueuse. Elle est recouverte demucus.

La sous-muqueuse : Constituée d’une couche de tissu conjonctif fibreux
etvasculariséassurant l’irrigation des cellulesgastriques.

La couche musculaire: Constituée de 3 couches defibres:

- La couche musculaire oblique interne est responsable du mouvement
debrassagemécaniquedesaliments.Cettecoucheestspécifiqueàl’estomacetn’estprésentéedansa
ucunautreorganedusystèmedigestif.Laparoimusculaireinternedel’antreestplusépaisse que
celle du fundus assurant des contractions plusforcées.

- Lacouchemusculairecirculairequiestégalementplusforteauniveaudel’antre.Cett
ecouche est concentrique à l’axe longitudinal del’estomac.

- La couche musculaire longitudinaleexterne.

La sereuse : elle est composée de plusieurs couches de tissu conjonctif en
continuité aveclepéritoine qui recouvre la totalité de la paroi externe del’estomac.
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Figure N°05 : Histologie de l’estomac (Sherwood, 2006; Kierszenbaum,2006).
7-2 Pathologies associées à l’infection par H.pylori :

Chez toutes les personnes infectées, la colonisation de la muqueuse de l’estomac par
H.pylori entraîne une inflammation de la muqueuse gastriquedéfinie par des lésions
endoscopiques dénommée gastrite. Elle peut être cliniquement latente. Le plussouvent,
asymptomatique (> 70% de cas) ou bien se manifester par des épigastralgies (douleur
épigastrique, de la partie supérieure de l'abdomen). L'endoscopie et les biopsies montrent des
lésions souvent diffuses, multiples et de degré variable : lésions érythémateuses  et muqueuse
d’aspect pétéchiale(Causse, 2013)(Figure N°06), odème et lésions purpuriques
(rougeur)(Figure N°07), érosions et nodules superficiels (Figure N°08).

La physiopathologie de l’infection à H.pylori se manifeste par deux phases :

 Phase aigue :

Elle apparait après ingestion, pénétration et déplacement de H.pylori dans le mucus
grâce aux flagelles. L’activité uréasique de H.pylori permet sa survie en milieu acide en
alcalinisant le milieu ambiant grâce à la production d’ammoniac.

20% des bactéries adhérent aux cellules épithéliales par l’intermédiaire  de récepteurs
spécifiques. H.pylori provoque une diminution de la couche de mucus, fragilisant ainsi la
muqueuse et lèse l’épithélium en produisant des cytotoxines ou des enzymes protéolytiques
induisant l’altération des jonctions intercellulaires.

Cette phase est caractérisée par une inflammation aigue avec présence de
polynucléaires. L’Il-8 secrétée par les cellules épithéliales en réponse à l’infection par
H.pylori permet le recrutement des polynucléaires neutrophiles qui, en phagocytant les
bactéries, vont libérer des substances toxiques entretenant les lésions. Cette phase est de
courte durée.

L’infection aigue s’accompagne d’une séroconversion avec la présence très transitoire
des IgM, suivie d’une réponse IgG qui perdure alors tout le temps de l’infection (Skouloubris
et Labigne,1999 ; Soubhani et al., 2000 ; Lamarque et al.,2003) .

 Phase chronique :

En absence d’éradication, une phase chronique survient. Elle est caractérisée par une
inflammation chronique active et une réponse immunitaire spécifique. Les polynucléaires
persistent mais l’infiltrat inflammatoire est alors plutôt, constitué de cellules mononuclées,
macrophages et lymphocytes T.

La présence de follicules lymphoïdes est fréquente et très importante chez l’enfant. La
stimulation immunitaire, qui entretient la réaction de la muqueuse, semble due à la libération
par H.pylori de nombreux facteurs immunogénes (Skouloubris et Labigne,1999 ; Soubhani et
al., 2000 ; Lamarque et al.,2003).

Cet état inflammatoire ainsi que la persistance de la bactérie sont des étapesclé dans le
passage de la gastrite aigue vers une gastrite chronique (Kusters et al., 2006) (Figure N°09).



Etudes bibliographiques

12

.

Figure N°06 : Gastrite érythémateuse diffuse positive à H.pylori(Causse, 2013).

Figure N°07 : Gastrite antrale positive à H.pylori(Causse, 2013).

Figure N°08 : Gastrite érosive et nodulaire positive à H.pylori(Causse, 2013).
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Figure N°09: Évaluation de la gastrite à H.pylori selon la classification de Sydney
(Dixon et al., 1996).

Dans 10 à 20% des cas, la gastrite chronique évoluera vers des formesaiguës avec
notamment des pathologies gastroduodénales telles que l’ulcère gastroduodénal(Marshall et
al., 1984), le cancer gastrique ou le lymphome du MALT(Mucosa-Associated Lymphoid
Tissue) à faible degré de malignité (Wotherspoon et al.,1991). L’évolution de la gastrite
chronique va varier en fonction de la localisation del’infection (Graham, 1989 ;Correa, 1992 ;
Uemera et al., 2001). Une gastrite à prédominanceantrale est caractérisée par une
hypersécrétion acide (El Omar et al., 1995). Elle évoluera dèslors vers un risque accru
d’ulcère duodénal (pas de cancer gastrique). Une infection du fundusentraînera une
hyposécrétion acide due à une raréfaction des cellules pariétales; elle évolueravers l’ulcère
gastrique, puis vers une gastrite atrophique chronique avec risque de cancergastrique. Dans ce
cas, l’hypergastrinémie réactionnelle jouerait un rôle essentiel dans lacroissance tumorale par
son effet trophique (Hansson et al., 1996).

7-1-1 Ulcèresgastro-duodénal :

Les ulcères gastriques et duodénaux se caractérisent par des lésions d’au moins 0,5cm
de diamètrepénétrant jusqu’a la couche musculaire. Ces deux types d’ulcères sont fortement
associes àH. pylori et se développent dans les sites ou l’inflammation est la plus sévère
(Kusters et al., 2006).

L’ulcère gastrique : Est localisé vers l’antre, plus précisément dans la région de
transition entre le corps de l’estomac et l’antre.
L’ulcère gastrique résulte d’une pangastrite associée à une normochlorhydrie ou une
hypochlorhydrie (Atherton, 2006) (Figure N° 10A).
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L’ulcére duodénal : Est localisé au niveau du bulbe duodénal qui est le plus expose à
l’acidité gastrique. La gastrite à prédominance antrale associée à une hyperchlorhydrie
entraine le développement de l’ulcère duodénal (Atherton, 2006).

Les patients atteints d’ulcère duodénal présentent des scores d’inflammation très élevés,
des niveaux élevés de gastrine et d’acidité (el-Omar et al., 1995).

La combinaison de ces facteurs physiopathologiques ainsi qu’un défaut de rétrocontrôle
de la sécrétion acide contribuent fortement au développement de l’ulcère duodénal qui
finalement est la résultante directe de l’inflammation de la muqueuse gastrite et indirecte par
le biais de l’infection par H.pylori.

Les sujets qui développent des ulcères duodénaux sont protégés du risque de
développement du cancer gastrique. L’infection pourrait également jouer un rôle dans
l’apparition de polypes gastriques (Furuta and Delchier, 2009) (Figure N°10B).

FigureN°10 : ulcère gastrique prépylorique (A), multiple ulcère bulbaire (B)
(Furuta and Delchier, 2009).

7-1-2 Gastrite atrophique et métaplasie intestinale :

L’inflammation chronique induite par H.pylori peut entrainer une destruction
desglandes gastriques et une perte de l’architecture normale de la muqueuse gastrique ce qui
provoque la mise en place d’un épithélium de type intestinal.

Cet état de gastriteatrophique et métaplasie intestinale a lieu chez 50% des patients
infectés par H.pylori etaux endroits où l’inflammation est la plus sévère (Kuipers et al., 1995).

Le risque dedévelopper une gastrite atrophique dépend de la distribution de
l’inflammationchronique active. Les patients chez qui la production d’acide est diminuée
montrent uneprogression plus rapide vers l’atrophie (Kuipers et al., 1996).

Les régions de métaplasieintestinale s’amplifient au cours du temps et augmentent
considérablement le risque decancer gastrique en fonction de la sévérité de l’atrophie (El-
Omar et al., 1997).
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7-1-3 Lymphomes gastriques du MALT :

A l’état normal, la muqueuse gastrique est quasiment dépourvue de lymphocytes.
L’infectionà H.pylori a pour conséquence un afflux de lymphocytes de type B qui ont
lescaractéristiques des lymphocytes normalement présents au niveau des plaques de Peyer.
Lastimulation inflammatoire secondaire à l’infection à H.pylori peut aboutir à la formation
defollicules lymphoïdes réactionnels. Lorsque ces follicules réactionnels sont nombreux,
unaspect micronodulaire de la muqueuse gastrique peut être observé en endoscopie.
Lelymphome gastrique du MALT (« Mucosa Associated Lymphoma Tissue ») correspond à
uneprolifération monoclonale des lymphocytes B de la zone marginale des follicules
lymphoïdes.

L’éradication de H.pylori entraîne, dans 70 à 80% des cas, la régression de
lymphomesgastriques du MALT de faible degré de malignité (Bayerdorffer et al., 1995).

A un stade plus avancé de malignité, la guérison par éradication de H.pylori est plus
aléatoire, sans doute dufait de l’accumulation d’anomalies génétiques cellulaires irréversibles
(Ng et al., 2000 ;Du, 2011) (FigureN° 11).

FigureN°11:Lymphome gastrique du MALT, chez une patiente de 46 ans, visualisé par
endoscopie et histologie(Suzuki et al., 2009).

(A) Endoscopie réalisée 1 mois après éradication de H.pylori. Lésion nodulaires montrant des
spots rouges dans le fond de l’image.
(C) Image histologique correspondante, coloration Hematoxylin éosine. Infiltrat de cellules
lymphocytaires formant des lésions lympho-épithéliales.
(B) Endoscopie réalisée 22 mois après éradication. Régression des lésions.
(D) Image histologique correspondante. Nette régression de l’infiltrat de cellules
mononuclées.
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7-1-4 Cancer gastrique :

L'infection par H.pylori et l'inflammation chronique qui en résulte est une étape
importante dans l'initiation et le développement du cancer gastrique.

En général, il est à noter que la colonisation par H.pylori provoque une forte réponse
immunitaire systémique, la création d'un environnement avec une inflammation chronique
réduit l'acidité de l'estomac qui favorise la croissance d'autres bactéries dans l'environnement
gastrique, le maintien de l'inflammation et de réduire ainsi le taux de vitamine C dans le jus
gastrique. L'inhibition de la sécrétion d'acide gastrique est favorable à une modification de
l'antre, initiant une atrophie gastrique et la métaplasie intestinale, qui caractérisent les lésions
précancéreuses (Kim KK et al.,2009).

H.pylori est à l’origine d’une inflammation chronique de la muqueuse gastrique qui
évoluelentement vers des stades pré-néoplasiques, l’atrophie gastrique, la métaplasie
intestinale, ladysplasie puis le carcinome gastrique (Varon et al., 2009). L’évolution de ces
lésionshistopathologiques est connue sous le nom de « cascade de Correa », en référence à
l’auteurqui fut le premier à la décrire avant la découverte de H.pylori (Correa et al., 1975;
Peek and Blaser, 2002) (Figure N°12).

Il est maintenant admis que l’éradication de H.pylori a le potentiel de prévenir
l’évolutionvers l’adénocarcinome gastrique (Malfertheiner et al., 2005).

Figure N°12 : Rôle d’H.pylori dans le développement des pathologies gastroduodénales basé
sur la cascade proposée par Correa (Correa,1996).

a. L’atrophie gastrique.
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L’atrophie gastrique est définie par une perte des structures glandulaires de la
muqueusegastrique, associée à une perte des cellules spécialisées et ainsi à une diminution des
fonctionssécrétoires de l’estomac (Dixon et al., 1996).

b. La métaplasie intestinale.

La métaplasie intestinale correspond au remplacement de cellules épithéliales
gastriques pardes cellules de type intestinal (Figure N° 13).

Figure N°13 :Représentation schématique d’un modèle de la génération du cancerépithélial gastrique par les cellules souches (modifiée d’après Houghton et al., 2005).

La métaplasie intestinale résulte probablement de la différenciation de cellules
souchesprogénitrices locales en cellules du type de l'intestin grêle ou du côlon du fait des
conditionsenvironnementales.

La métaplasie intestinale est caractérisée par la présence au niveau de laglande
gastrique de cellules de type intestinal, à savoir des cellules caliciformes quiproduisent le
mucus nécessaire à l’évacuation des matières solides et à la protection de lamuqueuse (ou «
goblet cells »), des cellules de Paneth impliquées dans la défense vis-à-visdes pathogènes
présents dans la lumière intestinale et des entérocytes qui assurent la fonctiond’absorption
(Jass and Filipe, 1981).

c. La dysplasie.
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La dysplasie gastrique est caractérisée par des variations dans la taille, la forme et
l'orientationdes cellules épithéliales. On observe également un élargissement, une atypie des
noyaux, etune distorsion au niveau de l’arrangement glandulaire.

d. L’adénocarcinome gastrique.

Environ 1 million de cas de cancer gastrique sont diagnostiqués par an, classant
cecancer 4eme à l’échelon mondial. En France, le cancer gastrique est la troisième cause
demortalité par le cancer digestif (Ferlay et al., 2010).

Sur le plan histologique, le carcinome gastrique se présente sousdeux formes : le
cancer gastrique diffus compose de cellules néoplasiques individuellesinfiltrantes qui ne
forment pas de structures glandulaires et l’adénocarcinome de typeintestinal qui progresse à
travers une série d’étapes histologiques (Correa, 1996;Wroblewski et al., 2010).

Ce dernier est initie par la transition d’une muqueuse normalevers une gastrite
chronique superficielle suivie d’une atrophie gastrique et d’une métaplasie intestinale pour
enfin engendrer une dysplasie et un adénocarcinome(Sipponen et al., 2000) (FigureN° 14).

Figure N°14 : Coupe histologique des deux types d’adénocarcinome gastrique
(Wroblewski et al., 2010).
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CHAPITRE 2 :MECANISME PHYSIOPATHOLOGIQUE DE L’INFECTION A
H.PYLORI.

1- Facteurs de virulence :

H.pylori est particulièrement bien adapté à la colonisation de la
muqueusegastriquegrâce à de nombreux facteurs bactériens tels qu’une uréase et des flagelles.
D’autresfacteurssont responsables d’une inflammation locale au site de colonisation tels
quelelipopolysaccharide(LPS),desadhésines,unappareildesécrétiondetypeIV(T4SS)etunecytot
oxine VacA. L’intervention de ces différents facteurs bactériens amèneàl’affaiblissement de la
barrière épithéliale et à des lésions gastriques apparentes lorsdel’observation par endoscopie
de l’estomac. De tout cela, cag PAI est le plus puissant et le composant de virulence le plus
étudié(Yamaoka, 2010).

Les différences observées dans l’évolution de l’infection par H.pylori,
gastritesuperficielle, atrophie gastrique, ulcères ou cancers, proviennent sans doute de trois
facteurs distincts, à savoir le fonds génétique de l’hôte, les facteurs environnementaux mais
surtout lesfacteurs de virulence bactériens. Depuis la découverte de la bactérie, de nombreuses
étudessont essayé de répondre aux deux questions suivantes :

- Existe-t-il des souches de H.pylori plus virulentes que d’autres ?
- Existe-t-il des facteurs de virulence spécifiquement impliqués dans l’évolution de

l’infection par H.pylori vers un développement tumoral ?

1-1 Les facteurs de virulence importants pour la colonisation de l’hôte :

Les cellules épithéliales de la muqueuse gastrique se protègent de l’acidité gastrique
ensécrétant continuellement du mucus il est produit par les cellules cardiales, pyloriques et
fundiques (cellules du collet). Le mucus gastrique correspond à un ensemble
deglycoprotéines, formant une couche extracellulaire de 1 à 1,5 mm d'épaisseur qui tapisse
toutela muqueuse gastrique. Ce mucus forme donc une barrière de protection contre
l’aciditégastrique, puisque le pH à la surface de la barrière est de 1.5 alors qu'il est de 7.4 en
zoneprofonde au contact des cellules. Afin d’échapper à l’environnement hostile que
représente lalumière de l’estomac, H.pylori va coloniser la muqueuse gastrique en traversant
la couche demucus grâce notamment à son uréase, ses flagelles, sa forme incurvée particulière
et sesadhésines.

1-1-1 Mobilité et chimiotactisme :

La mobilité de H.pylori est un facteur indispensable à la colonisation de la
muqueusegastrique par la bactérie. Des mutants aflagellés de H.pylori sont incapables de
persister dansla muqueuse gastrique de porcelets mais génèrent une réponse immunitaire
témoignant de leursurvie transitoire dans l'estomac (Eaton et al.,1992). H.pylori possède 5 à 7
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flagelles polairesengainés de 3 μm de long et une morphologie spiralée qui lui permettent, lors
de soningestion, d'abréger son séjour dans le suc gastrique, de pénétrer dans la couche de
mucus etde s'y mouvoir. La mobilité de H.pylori dans le mucus gastrique est assurée par la
machinerieflagellaire dont la fonctionnalité requiert l'expression d'une quarantaine de gènes
identifiésdans le génome de H.pylori (Tomb et al.,1997). Ce chimiotactismepermettrait à la
bactérie de se placer dans un milieu favorable à son développement. L’uréasepourrait
également jouer un rôle dans le chimiotactisme bactérien (Hazell et al., 1986;Nakamura et al.,
1998).

1-1-2 Résistance à l’acidité gastrique :

L’environnement gastrique est un environnement hostile à la majorité
desmicroorganismes, cependant H.pylori est capable d’y survivre et de s’y développer.
Cetterésistance à l’acidité gastrique est essentiellement due à la présence de l’uréase.
Lepourcentage de la masse protéique représenté par cette enzyme correspond à 6 à 10% de
lamasse totale bactérienne, montrant le rôle essentiel de cette molécule (Labigne and De
Reuse,1996). Elle hydrolyse l'urée présente dans l'environnement gastrique en permettant la
production d'ammoniac et de dioxyde de carbone. L’ammoniac produit par l’uréase capte un
proton pour former l’ammonium, ce qui permet à la bactérie de maintenir son pH
intracellulaire proche de la neutralité. La production d’ammonium participerait également à
l’endommagement de la barrière épithéliale gastrique  afin de récupérer des nutriments et des
ions essentiels (Smoot et al. 1990).

L'uréase est codée par un opéron bicistronique comprenant les gènes de structures
del'apoenzyme (ureA et ureB) et cinq gènes (ureIEFGH) dont les produits participent
àl'activation de l'apoenzyme par incorporation des ions nickel. Des données de
cristallographiemontrent que l'uréase de H.pylori forme un complexe dodécamérique
(UreA ;UreB)contenant 12 sous-unités catalytiques (UreB) fixant chacune 2 ions de nickel
(24ions/molécule) et formant un complexe sphérique extrêmement compact, conférant à
l'enzymeune résistance à l'acidité (Ha et al. 2001).Une des caractéristiques uniques de
l'opéron uréasique de H.pylori est liée à laprésence du gène ureI codant une protéine
membranaire qui forme au niveau de la membranecytoplasmique un pore à urée qui s'ouvre à
pH acide permettant le transport efficace de l'uréeet donc une adaptation rapide à un
environnement acide (Weeks et al.,2000). L'uréase et laprotéine ureI sont essentiels pour la
colonisation de la muqueuse gastrique de différentsmodèles animaux (Ferrero et al. 1992;
Eaton and Krakowka 1994; Skouloubris et al.,1998;Bury-Mone et al.,2001; Mollenhauer-
Rektorschek et al.,2002)(Figure N°15).

A
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FigureN°15 : Structure de l'uréase de H.pylori.
A: structure tertiaire; B: assemblagedodécamérique (Ha et al.,2001).

1-1-3 Le lipopolysaccharide (LPS) :

Les LPS sont des lipoglycanes phosphorylés retrouvés au niveau de la membrane
externe des bactéries à Gram négatif et qui possèdent des propriétés immuno-modulatrices et
immunostimulantes.

Les LPS de H.pylori sont considérés comme étant des facteurs de virulence
importants. Par exemple, en s’associant à une adhésine, le LPS de H.pylori est capable de se
lier à la laminine qui est un composant de la matrice extracellulaire retrouvé au niveau de la
membrane basale (Chaput and Bonecca, 2006) (Figure N°16).

Cette interaction LPS-laminine inhibe la reconnaissance d’une glycoprotéine par la
laminine, ce qui entraîne une perte de l’intégrité de la muqueuse gastrique et par la suite une
apoptose cellulaire (Slomiany et al., 1991).

Un autre aspect particulier du LPS de H.pylori est le fait que la chaîne O du LPS a une
composition similaire aux antigènes de type Lewis X ou Y des groupes sanguins également
retrouvés au niveau des cellules épithéliales gastriques (Vandenbroucke-Grauls and
Appelmelk, 1998).

Ceci a pour conséquence un échappement à la réponse immunitaire, favorisant la
colonisation et l’adhésion cellulaire tout en contribuant ainsi à la chronicité de l’infection et à
l’apparition d’une atrophie gastrique (Appelmelk et al., 2000; Appelmelk et al., 1996; Moran,
1996).

Les interactions des LPS de H.pylori avec leurs récepteurs, notamment les TLR, ont
été examinées il a été montré que le LPS de H.pylori pourrait être un ligand du TLR2 dont
l’activation induit, via une cascade de voies de signalisation, l’activation de NF-κB et
l’induction de chimiokines (Smith et al., 2011).
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Figure N°16: Structure du lipopolysaccharide de H.pylori (Chaput and Bonecca, 2006).
1-2 Facteurs d’adhérence :

Les capacités d’adhérence bactérienne sont indispensables à une bonne colonisation et
àla persistance de l’infection. En effet, H.pylori doit adhérer aux cellules
épithélialesgastriques pour éviter d’être éliminé par les mouvements péristaltiques gastriques
et  du mucus (Finlay and Falkow, 1997),seule les cellules épithéliales gastriquespossèdent des
récepteurs spécifiquespour les adhésines de H.pylori. L’adhérence bactérienne constitue ainsi
la première étape de pathogénicité en mettant intimement en contact la bactérie et la
cellulecible et permet des interactions directes entre bactéries et cellules hôtes. Ce contact
permetl’injection de différents facteurs de pathogénicité (toxines et autres) et une récupération
desnutriments libérés par les cellules cibles.

En premier lieu, il semblerait que les molécules majeures impliquées dans
l’adhérencesoient de nature protéique. La première protéine définie comme adhésine a été
BabA (Bloodgroup antigen binding protein) (Ilver et al., 1998). Le gène correspondant peut
exister sousdeux formes alléliques : babA1 et babA2 qui diffèrent par la présence chez les
souchesbabA2 d’un codon initiateur de la traduction. Cette différence permet aux souches
babA2d’exprimer une adhésine fonctionnelle qui se lie avec les antigènes Lewisb, présents
sur lescellules épithéliales gastriques (Ilver et al., 1998). Les souches babA2 sont
significativementassociées aux pathologies les plus graves comme l’ulcère et
l’adénocarcinome (Gerhard et al.,1999; Oleastro et al., 2003; Prinz et al., 2001). La deuxième
adhésine majeure de H.pyloriest SabA (Sialic acid-binding adhesin). Cette adhésine se lie à
un lipide particulier(sialyl-dimeric-Lewisx glycosphingolipid) présent à la surface des cellules
épithéliales(Mahdavi et al., 2002). SabA serait également l’agent agglutinant des érythrocytes
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et desneutrophiles (Aspholm et al., 2006; Unemo et al., 2005). La reconnaissance des
neutrophilespar SabA permettrait leur activation, et donc un relargage de radicaux oxygénés
et azotés, induisant des lésions épithéliales (Unemo et al., 2005; Yoshikawa and Naito, 2000).
Demanière intéressante, ces deux adhésines majeures, ainsi que les différentes protéines
demembranes externes, semblent pouvoir moduler leur expression en fonction du
contexteenvironnemental (Yamaoka et al., 2006). Ainsi, la protéine BabA pourrait être
modulée par variation de phase et variation antigénique in vivo facilitant l’adhérence à
l’épithélium etpermettre une infection chronique (Solnick et al., 2004). De la même façon,
l’expression deSabA semble très dépendante du pH (Goodwin et al., 2008).Deux
lipoprotéines ont également été impliquées dans l’adhérence bactérienne AlpA etAlpB
(Adhesion associated protein A et B). Leur récepteur cellulaire est inconnu mais
leurimplication dans la pathogénicité de la bactérie est démontrée. Ces lipoprotéines
peuventinduire des dommages au niveau gastrique en modulant des voies de signalisation
proinflammatoire, et l’adhérence bactérienne est diminuée si elles sont mutées (Lu et al.,
2007;Odenbreit et al., 2002).

Enfin, l’analyse du génome de H.pylori a permis d’identifier plusieurs catégories
degènes impliqués dans l’adhérence, en particulier ceux codant 32 protéines de
membranesexternes dénommées OMP (Outer Membrane Protein) qui pourraient permettre
une diversitédans le profil bactérien des protéines de surface (Tomb et al., 1997). Ces
protéines demembrane externe sont classées en 5 familles : Hop/Hor, Hof, Hom, FecA/Frp et
Hef (Almet al., 2000). Leurs extrémités N et C terminales sont très conservées, et leur rôle est
difficileà estimer dû au manque de connaissances de leurs récepteurs spécifiques. Nous avons
montréque l’une de ces protéines de surface, HomB, joue un rôle important dans l’adhérence
cellulaire d’une part, mais également dans l’induction d’une réponse pro-inflammatoire.
Laprésence de cette protéine a été associée à la maladie ulcéreuse chez l’enfant et chez
l’adulte, et pourrait donc correspondre à un nouveau marqueur de souches virulentes
(Oleastro ,2008).

2- Facteurs de virulence majeurs :

Les facteurs de virulence bactériens jouent un rôle déterminant dans l’issue
del’infection et ceci est dûà la vaste hétérogénéité génétique présente chez H.pylori.
Lespolymorphismes génétiques touchant VacA et CagA, parmi d’autres, influent
surl’évolution clinique de la pathologie. Les souches associant les allèles s1/m1 de
VacAprésentent une forte activité cytotoxique et sont associés aux lésions graves (Tee et
Lambert,1995). La présence de CagA est également associée au développement d’ulcère
duodénalet d’adénocarcinome gastrique (Parsonnet et al., 1997).

2-1 Inflammation et lésions tissulaires :

2-1-1 La cytotoxine vacuolisante VacA :
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VacA est un facteur de virulence majeur chez H.pylori. La protéine VacA a
laparticularité d’être une cytotoxine multifonctionnelle, incluant entre autres une
vacuolisation cellulaire, la formation de canaux membranaires, la perturbation des
fonctionsendosomales/lysosomales, l’apoptose et un effet immuno-suppresseur. La capacitéde
la toxine à former des pores anioniques est une caractéristique importante de sonmécanisme
d’action  (Isomoto et al.,2010).

 Structure :

Le gène vacA code pour une protéine précurseur de 140 kDa qui est maturée en
unetoxine d'environ 88 kDa (Figure N°17A). La toxine est libérée dans le milieu
extracellulaire oupeut être retenue à la surface bactérienne (Telford et al.,1994).

Les monomères de VacApeuvent s'agencer en une structure de plus de 900 kDa dite
"en fleur", de 6 à 7 pétalesconstituéschacun par l'association des deux polypeptides de 33 et
55 kDa (monomère de 88kDa) (Lupetti et al. ,1996; Reyrat et al.,1999) (Figure N°17B).

La forme oligomérique de VacAprésente une faible activité sauf lorsqu'elle est
exposée à pH acide ou alcalin, pH auxquels laprotéine se monomérise (Cover et al. ,1997). La
toxine de H.pylori possède donc despropriétés remarquables qui pourraient lui permettre
d'optimiser dans le milieu gastrique sonaction délétère vis-à-vis de l'épithélium.

Figure N°17 :Organisation génétique du gène vacA (A)et structure tridimensionnelle de
laprotéine VacA(B) (Reyratet al., 1999).

A. Représentation schématique de l’organisation du gène vacA sujet à un polymorphisme
auniveau de :

I) La région « s » codant pour la séquence signal de la protéine (allèle s1fonctionnel et
l’allèle non fonctionnel s2)

II) La région « i » (allèles i1 et i2) et iii) la région« m » située au milieu du gène (allèles m1 et
m2).



Etudes bibliographiques

25

B. Modèle de l’agencement multimérique en forme de « fleur »(Reyrat et al., 1999).

2-1-2 Effets physiopathologiques :

a. Vacuolisation des cellules eucaryotes :

Il a été observé que des surnageant de culture de H.pylori étaient capables d’induirein
vitro la formation de larges vacuoles intracellulaires dans des cellules, activité qui a
étéattribuée ultérieurement à la protéine VacA (Leunk et al.,1988).

L’utilisation de la protéinepurifiée et activée par l’acidité, ou l’expression du gène
vacA dans la cellule eucaryote, permet d’induire la vacuolisation en présence de bases faibles,
telle que le chlorured’ammonium (Cover and Blaser ,1992). VacA est capable d’agir dans la
cellule eucaryote sous forme d’oligomères ou demonomères.

L’administration intragastrique chez la souris d’une dose massive de la protéineVacA
purifiée permet d’observer des dommages de la muqueuse gastrique ainsi qu’une
inflammation (Cover and Blanke, 2005).

Cependant, cette dose de VacA necorrespond pas à des conditions physiologiques
pouvant être rencontrées chez l’homme. La toxine VacA forme des pores dans des bi-couches
lipidiques et sur des membranesplasmiques : des monomères de VacA, activés à pH acide et
insérés dans une bi-couchelipidique, se réassocient au niveau membranaire pour former un
pore hexamérique impliquédans un transport d'anions (Iwamoto et al.,1999; Szabo et
al.,1999). Après endocytose despores de surface, ils sont traités au niveau des compartiments
endosomaux tardifs, quisubissent un gonflement osmotique pour devenir de larges vacuoles
(Papini et al.,1994). Lesvacuoles induites par VacA portent les marqueurs des endosomes
tardifs et des lysosomes etne sont pas létales pour les cellules. Cependant, la protéine VacA
engendre des dégâts auniveau du compartiment endosomal tardif (Cover and Blanke, 2005).

b. Induction de l’apoptose :

La protéine VacA engendre d’autres phénomènes cytotoxiques tels que l’induction
del’apoptose. Lorsque des cellules en culture sont traitées avec la protéine VacA purifiée, il a
étéobservé une réduction du potentiel transmembranaire mitochondrial et la libération
decytochrome c (Kimura et al.,1999; Willhite et al.,2003; Willhite and Blanke, 2004). Ces
deuxeffets sont caractéristiques d’un affaiblissement de la perméabilité
membranairemitochondriale et suggèrent l’initiation d’une mort cellulaire et une activation
d’une réponse pro-inflammatoire (El-Omar et al., 2008). Des fusions de la partie
Nterminalede VacA avec un fluorochrome ont permis de mettre en évidence la
localisationmitochondriale de VacA (Galmiche et al.,2000).

c. Action immunosuppressive :

Elle est suggérée par : i) une altération dans la maturation du phagosome, mais
lasurvie de H.pylori ne semble pas modifiée que le gène vacA soit exprimé ou non (Zheng
andJones, 2003), ii) une altération de la capacité à présenter les antigènes par les lymphocytes
B(Molinari et al.,1998), iii) une inhibition de la prolifération et de la maturation
deslymphocytes T (Gebert et al.,2003; Sundrud et al.,2004; Torres et al.,2007) et B (Torres et
al.,2007). L’activité immunosuppressive observée de VacA a conduit certains auteurs à
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proposerpour cette toxine un rôle dans la persistance de H. pyloridans l’estomac(Figure
N°18).

d. Autres effets de la protéine VacA :

D’autres effets de la protéine VacA ont été observés :
Tuo et al. ont montré que VacA inhibait la sécrétion de bicarbonates au niveaude la muqueuse
duodénale induite par la prostaglandine E2 en stimulant le relargaged’histamines, et donc
pourrait par ce mécanisme contribuer au développement de l’ulcèreduodénal (Tuo et
al.,2009).

- affaiblissement des jonctions intercellulaires (de Bernard et al., 2005) qui permettrait
le passage de nutriments pour la bactérie vers la lumière gastrique.

- stimulation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, IL1 β, TNF-alpha,IL6,
IL10, IL13 et cyclo-oxygénase 2 (Supajatura  et al., 2002; de Bernard et al., 2005).

Récemment, Hisatsune a montré que VacA augmentait la production et la sécrétion
d’IL8, unimportant médiateur dans le processus pathologique (Hisatsune et al.,2008).Malgré
l’abondance d’effets cytotoxiques observés in vitro, le rôle de VacA in vivon’est pas clarifié.
L’inoculation par voie oro-gastrique de la toxine VacA purifiée ou desouches de H.pylori
produisant cette protéine à des souris, provoquait des lésions del'épithélium gastrique chez ces
animaux (Ghiara et al.,1995).



Etudes bibliographiques

27

Des études similaires réaliséesdans d'autres modèles animaux (porcelets et gerbilles)
n'ont pas permis de confirmer le rôle deVacA dans la genèse de lésions épithéliales. Bien que
le gène vacA ne soit pas nécessaire pourla colonisation dans un modèle animal, une souche
produisant une cytotoxine fonctionnellepossède un avantage compétitif sur une souche
dépourvue de cytotoxine VacA (Salama et al.,2001).

Figure N°18 : Effets pathologiques de VacA sur les cellules de l’hôte(Galmiche et al., 2000).

2-2 L’Ilot de pathogénicité CagA :
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Les souches de H.pylori ont été classées en deux catégories : celles qui possèdent
unîlot de pathogénicité cag(cag PAI) complet et fonctionnel et celles qui en sont totalement
oupartiellement dépourvues (Covacci et al.,1999). Il semble que le cagPAI a été
probablementimporté dans le génome de H. pylori par transfert horizontal d’une autre espèce
après la spéciation, tôt dans l’évolution de l’espèce (Gressmann et al.,2005; Olbermann et
al.,2010).L’îlot de pathogénicité cag(cagPAI) est un groupe de gènes d’approximativement
40 kb il contient jusqu’à 32 gènes putatifs et code pour unsystème de sécrétion de type IV
(TSS4) (Censini et al., 1996; Suerbaum and Josenhans,2007).

La cascade d'événements moléculaires présumés qui conduit à la tumorigenèse a été
examiné de manière approfondie (Fox et al., 2006 ;Bauer et Meyer, 2011 ; Wessler et
al., 2011 ), cagA code pour un système de sécrétion de type IV (SST4), « seringue » creuse
qui relie le cytoplasme bactérien aux cellules épithéliales gastriques(Kwok et
al., 2007 ; Kaplan et al., 2012) .CagA est injecté dans les cellules épithéliales gastriques de
l'hôte via le T4SS, conduisant à la perturbation de la différenciation de l'épithélium, définie
par la perte de la polarité apico-basale et l'adhérence cellule-cellule (Bagnoli et al., 2005)
(Figure N°19). Le TSS4 est typiquement composé de l’assemblage de 11protéines (VirB 1 à
11) couplées à une NTPase (VirD4) (Backert and Selbach,2008). Chez H.pylori plusieurs
protéines sont associées à cette structure de base, même si lerôle de plusieurs d’entre elles est
inconnu. Cependant, il est accepté que la protéine CagF joueun rôle de chaperonne dans la
translocation de CagA (Couturier et al., 2006; Pattis et al.,2007). La protéine CagL assure
quant à elle la spécificité du TSS4 pour les cellules hôtes ense liant aux intégrines cellulaires
de type 5#1 (Kwok et al., 2007). CagA utilise l'intégrine α5β1 comme des récepteurs pour
entrer dans les cellules en interagissant avec la phosphatidylsérine de la membrane (Murata-

Kamiya et al., 2010).
Figure N°19 :Modèle du fonctionnement de l’appareil de sécrétion de type IV de

H.pylori(Backert and Selbach ,2008).
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Une fois livré à l'intérieur de la cellule la protéine CagA est phosphorylée au niveau
d’un résidus de tyrosine présent au niveau des motifs Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala(Epiya) par des
kinases de la famille Src (Tammer et al., 2007 ; Mueller et al., 2012). CagA phosphorylée
interagit ensuite avec une gamme de molécules de signalisation de l'hôte, tels que la tyrosine
phosphatase SHP-2 (Higashi et al.,2002 ), qui se traduit par des changements morphologiques
dans les cellules épithéliales ( Naumann,2005 ) .

Les détails de ces interactions spécifiques ont fait l'objet de nombreux travaux de
recherche; ces détails et leurs implications sont discutés dans plusieurs études récentes (Hata
Keyan,2004), mais ils vont au-delà de la portée de cet examen. Le cag PAI affecte également
la réponse immunitaire en raison de sa capacité à induire l'apoptose des cellules T (Paziak
domanska et al.,2000).

L'interaction entre la structure de type IV et de la cellule hôte se traduit également par
l'induction de cytokines pro-inflammatoires dans les cellules épithéliales (Odenbreit et
al.,2000).

Initialement, on pensait que la protéine elle-même induit CagA ces cytokines pro-
inflammatoires, mais on pense actuellement que CagA joue un rôle mineur, le cas échéant,
dans leur activation (Al Ghoul, 2004).

Ils sont plus susceptibles induites par la fuite du peptidoglycane dans la cellule
eucaryote comme un résultat de l'interaction intime avec la structure de type IV (Figure
N°20).

Figure N°20 :Rôle de l'îlot cag et de la protéine CagA (Megraud,2008).
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Il est bien connu que CagA se lie et active SHP-2 phosphatase, perturbant l’adhésion
cellulaire focale(Hatakeyama, 2008). CagA inhibe également le régulateur de polarité
PAR1b/MARK2 kinase, ce qui entraîne une perte de la polarité des cellules épithéliales et
joue un rôle dans la perturbation de l'architecture normale de l'épithélium (Hatakeyama,
2008). Un autre mécanisme hypothétique pour la rupture de jonctions adhérentes dans les
cellules épithéliales gastriques est uneprotéine de surface TLR (récepteur Toll-like) 2 induite
par l'activation de la calpaïne de la protéase, qui clive la E-cadhérine et permet d'augmenter la
signalisation β-caténine (O'Connor et al., 2011 ).Récemment, H.pylori a été montré pour
inactiver la tumeur gastrique suppresseur RUNX3 par la dégradation par le protéasome induit
par le facteur de virulence  CagA ( Tsang et al ., 2010) , ou par l'inactivation de gènes par
hyperméthylation du promoteur de runx3 (Kitajima et al., 2008. ; Tsang et al., 2011 ). Dans
la même veine, CagA a également été montré pour induire la dégradation par le protéasome
de p53 par liaison à un modulateur de la fonction de p53 et de suppresseur de tumeur, ASPP2
(Buti et al., 2011). CagA est également connu pour lier la E-cadhérine, en interférant ainsi
avec la régulation normale de la β-caténine, une protéine dont la dysrégulation a été montré
pour entraîner la transdifférenciation de nombreuses lignées de cellules et une augmentation
de la prolifération cellulaire (Murata-Kamiya et al., 2007).

L’infection par H.pylori peut aussi inhiber la sécrétion d'acide gastrique. Ceci est
partiellement dû à l'inhibition de l'expression du gène de la pompe à protons par les génes
cag PAI dans les cellules pariétales (Saha et al., 2010). L’hypochlorhydria peut conduire à la
colonisation gastrique par d'autres inducteurs  d’inflammation bactériens, plus puissants, et
cette inflammation accrue conduit au développement d'un adénocarcinome chez la
souris(Zavros et al., 2002).

l’infection par H.pylori a été montré pour stimuler les cellules souches
mésenchymateuses (BMDC),dérivées de la moelle osseuse  par l'intermédiaire de l'induction
de la production de cytokine, un phénomène postulé pour fournir des cellules
transdifferentiables à partir de laquelle les adénocarcinomes peuvent survenir (Ferrand et al.,
2011).

Toutes ensembles, ces études suggèrent de nombreux mécanismes différents par
lesquels l’infection  par H.pylori peut conduire à une foule de changements dans l'épithélium
de l'estomac menant finalement à la genèse du cancer. Alors que de nombreux "hits" sont
nécessaires pour induire la cancérogenèse, l'un des mécanismes les plus importants est
probablement l'induction de l'inflammation chronique par H.pylori.

3- Déterminismes pathologiques associées  à H.pylori :

H.pylori est un pathogène qui réside au niveau de la couche de mucus recouvrantla
muqueuse gastrique. En revanche, plusieurs études ont démontrés sa capacité à envahirles
cellules épithéliales in vitro (Amieva et al., 2002; Chu et al., 2010) et in vivo chezl’homme et
les singes (Semino-Mora et al., 2003) ainsi que chez les souris ayant développéune gastrite
atrophique (Oh et al., 2005). H.pylori peut entrer en contact direct avec lescellules
immunitaires de la lamina propria dans la majorité des cas de gastrite et de cancer gastrique
(Moese et al., 2007). L’infection par H.pylori induit chez l’hôte, l’activation desréponses
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immunitaires innées et acquises. Plusieurs chimiokines, cytokines et peptides antimicrobiens
sont impliqués dans la modulation de ces réponses.

3-1 Facteurs de l’hôte

Les facteurs de virulence bactériens ne sont pas les déterminants absolus del’évolution
de l’infection vers des stades pathologiques sévères. Les polymorphismes génétiques de l’hôte
touchant les gènes impliqués dans la réponse inflammatoire sontassociés à une prédisposition
au cancer gastrique et sont aussi impliqués dans le déterminisme pathologique.L’infection par
H.pylori perturbe l'homéostasie gastrique et induit à la production de multiples cytokines
inflammatoires à l'intérieur de la muqueuse gastrique, des composants tels que l'IL-1β, TNF-
α, IL-10 et les génotypes sont associés à un risque accru de développer un cancer
gastrique(El-Omar EM et al., 2000 ;Tu S et al.,2008).

 Généralités sur les chimiokines et cytokines :

Les chimiokines sont des petites protéines (de 8 à 17 kDa) ayant pour fonction
principale de stimuler et d’orienter la migration des leucocytes vers les sites d’inflammation.
Elles sont produites d’une manière constitutive par plusieurs cellules ou en réponse à des
infections bactériennes ou virales. Les chimiokines jouent un rôle dans plusieurs processus
physiologiques et pathologiques tels que le développement embryonnaire ou l’inflammation
(Rollins, 1997).

 IL1-β :

La progression vers la carcinogenèsedépend de la nature de la réponseinflammatoire
de l’hôte et d’une diminution de la sécrétion gastrique d’acide. La cytokinepro-inflammatoire
IL1-β est une molécule qui interagit avec ces 2 paramètres.

Sonexpression est augmentée dans la muqueuse gastrique infectée par H.pylori (Noach
et al.,1994).

Les sujets ayant des polymorphismes d’expression élevée de l’IL1-β ont un risqueplus
élevé de développer une hypochlorhydrie, une atrophie gastrique et unadénocarcinome
gastrique (El-Omar et al., 2000).

De plus, l’IL-1β semble moduler lasécrétion acide dans la muqueuse enflammée en la
diminuant (Takashima et al., 2001).

L’augmentation d’expression d’IL-1β est également fortement associée à l’intensité
del’inflammation et de l’atrophie gastriques (Hwang et al., 2002).

L’induction de l’IL-1-β pro-inflammatoireau cours de l’infection par H.pylori
associéeà sa capacité d’inhibition desécrétion acide et sa régulation par des promoteurs ayant
des polymorphismesparticuliers qui mettent en avant le rôle critique que joue cette cytokine
dans ledéveloppement de cancer gastrique.

 TNFα :

Le Tumor nécrosis factor α (TNFα) est aussi une cytokine pro-inflammatoireinhibant
la sécrétion acide et surexprimée au cours de l’infection par H.pylori (Crabtree etal., 1991).
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Des polymorphismes génétiques de cette cytokine sont associés au risque élevé de
développement de cancer gastrique (El-Omar et al., 2003).

La contribution du TNFα au développement du cancer gastrique se fait probablement
par des mécanismes designalisation impliquant la voie de la β-catenine (Oguma et al., 2008).

 IL-10 :

Les polymorphismes réduisant l’expression des cytokines anti-inflammatoirestelles
que l’IL-10 sont associés à un risque plus élevé de développement de cancergastrique. Les
effets combinatoires des polymorphismes touchant les gènes de l’IL1-β, duTNF-α et de l’IL-
10 sur le développement de cancer ont égalementété mis en évidence (El-Omar et al., 2003).

 IL-8 :

L’Interleukine 8 (IL-8 ou CXCL8) a étéidentifiée comme un facteur
chimiotactiqueinduisant la migration de PN, de basophiles et de Lymphocytes T (LT)
(Baggiolini et al.,1989). L’expression de l’IL-8 est régulée par le facteur de transcription NF-
κB. Laproduction de l’IL-8 au cours de l’infection par H.pylori se fait essentiellement par
lescellules épithéliales gastriques (Crabtree et al., 1994a; Crabtree et al., 1994b; Crabtree
etal., 1994c; Noach et al., 1994; Fan et al., 1995; Sharma et al., 1995; Jung et al.,
1997;Katagiri et al., 1997; Ogura et al., 1998; Nakachi et al., 2000). Cette chimiokine joue un
rôlemajeur dans le recrutement des cellules immunitaires vers le site de l’inflammation
déclenchant une production abondante de médiateurs inflammatoires.

 COX2 :

H.pylori active les enzymes pro-inflammatoires de la famille cyclo-oxygenases(COX).
Les cyclo-oxygenases catalysent des étapesclés dans la conversion de l’acidearachidonique en
endoperoxide (PGH2), substrat de nombreuses prostaglandinessynthases qui catalysent la
formation de prostaglandines (Gupta et al., 2001). Lesprostaglandines régulent une multitude
de processus physiologiques, y comprisl’immunité et le développement (Gupta et al., 2001).
L’expression de COX2 est inductibleet stimulée par plusieurs facteurs de croissance et
cytokines pro inflammatoires telles quelle TNFα, l’IFN-γ et l’IL-1 (Williams et al., 1997).
L’expression de COX2 est augmentéinvitro (Romano et al., 1998; Juttner et al., 2003).

En présence de H.pylori et dans lamuqueuse gastrique des sujets infectés (Sawaoka et
al., 1998; Fu et al., 1999). COX2 est également sur-exprimée au cours des lésions malignes
(Ristimaki et al., 1997; Sung et al.,2000). La capacité des produits de COX2 à provoquer la
néoplasie est démontrée. Ces molécules stimulent la prolifération cellulaire en inhibant
l’apoptose ce qui induit une rétention des cellules mutées, stimulent ainsi  l’angiogenèse et la
transformation cellulaire(Ohnishi et al., 2008; Ogiwara et al., 2009).

 Sécrétion Acide :

La pompe H+/K+ ATPase est la pompe à proton gastrique primaire localisée dansdes
tubulo-vesicules dans le cytoplasme des cellules pariétales non stimulées. Apresstimulation, la
pompe H+K+ ATPase est recrutée vers la membrane apicale pour médier la sécrétion acide
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(Forte et al., 1996). H.pylori peut inhiber ou stimuler la sécrétion d’acideen fonction du
contexte de l’infection. L’infection aigue est souvent associée à unehypochlorhydrie résultant
d’une surproduction de la cytokine pro-inflammatoire IL-1β etde l’inhibition du promoteur de
la sous-unite α de la pompe H+/K+ ATPase (Schubert et al.,2008). VacA induit aussi une
hypochlorhydrie via la protéolyse de l’ezrine ce qui perturbeles interactions entre le
cytosquelette et la membrane apicale, celles-ci étantnécessairespour la translocation de la
pompe H+/K+ ATPase afin d’assurer la sécrétion acide (Wang etal., 2008). H.pylori peut
également diminuer la sécrétion acide en réprimant l’expressionde la sous-unite α du gène
codant l’ H+/K+ ATPase via l’activation et la translocationmediée par ERK1 et 2 de NF-κB
dans le noyau (Saha et al., 2008). L’infection chroniquepar H.pylori peut induire une
hypochlorhydrie ou une hyperchlorhydrie selon ladistribution et sévérité de la gastrite. La
gastrite touchant l’ensemble de l’estomac est généralementassociée à une hypochlorhydrie
pouvant évoluer vers un cancer gastrique.A l’inverse, la gastrite àprédominance antrale
provoque une hyperchlorhydrie qui peutconduire au développement d’un ulcèreduodénal
(Atherton, 2006).

3-2 Facteurs environnementaux :

La consommation excessive de sel semble êtreassociée à un risque plus élevé de
développement de cancer gastrique (Wroblewski et al., 2010). Des travaux effectués chezles
gerbilles de Mongolie montrent un effet synergique entre un régime alimentaire richeen sel et
le développement de lésions malignes et du cancer gastrique d’une part (Kato etal., 2006;
Gamboa-Dominguez et al., 2007)et l’augmentation de l’expression des cytokinespro-
inflammatoires IL-1, IL-6 et TNFα d’autre part (Sun et al., 2006). Les mécanismes
vialesquels le sel augmenterait le risque de développement de cancer ne sont pas
entièrementélucidés. Il diminuerait probablement le seuil pour la transformation maligneau
niveau de l’épithélium gastrique et permettrait l’accès d’élémentscarcinogènes dans letissu
gastrique par altération de la muqueuse. La production de cytokines en réponse à un régime
riche en sel pourrait également contribuer au processus de carcinogenèse. Une possibilité
soulevéerécemment est la modulation de l’expression génique de H.pylori parle sel. Des
étudesrécentes montrent en effet une augmentation de l’expression de CagA enfonction de la
concentration saline (Loh et al., 2007; Gancz et al., 2008).

Le tabagisme augmente aussi le risque de développement de cancer gastrique.
Lesantioxydants naturels joueraient au contraire un rôle protecteur (Wroblewski et al.,2010).
Aujourd’hui il est clairement établi que les effets combinatoires de plusieursfacteurs
environnementaux augmentent les risques de développement du cancergastrique chez les
sujets infectés par H.pylori.

4- Physiopathologie et évolution vers le stade néoplasique :

H.pylori joue un rôle crucial dans le développement du cancer gastrique. Il existe deux
grandes voies pour le développement du cancer gastrique par l’infection à H.pylori: l'action
indirecte de H.pylori sur des cellules épithéliales gastriques par le biais de l'inflammation, et
l'action directe des bactéries sur les cellules épithéliales grâce à la modulation de l'induction
de la protéine(cagA,vacA) et la mutation du gène.
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Les deux voies travaillent ensemble pour promouvoir la cancérogenèse gastrique.
L’évolution vers le cancers gastrique est aussi la conséquence d’une interaction complexe
entre les facteurs bactériens,de l’hôte et de l’environnement (Wrobloweski et al.,2010).

Les facteurs pathologiques gastriques, induits par l’infection à H.pylori et les facteurs
associés au risque de cancer, sont principalement l’atrophie de la muqueuse gastrique (Inoue
et al., 2000), l’hypochlorhydrie (El Omar et al.,2000), l’augmentation de la prolifération
cellulaire et une concentration basse en vitamine C (Kuipers et al.,1999). La gastrite
chronique atrophique induite par H.pylori constitue la première étape fondamentale de la
séquence gastrite – atrophie – métaplasie intestinale – dysplasie – cancer (Kuipers et
al.,1997).

Le pouvoir pathogène de la bactérie, l’évolution propre des lésions de gastrite, et des
facteurs alimentaires (excès d’apport en sel, diminution de laconsommation de légumes et de
produits frais à action anti-oxydante...) interviennent à des degrés divers tout au long
duprocessus de cancérogenèse gastrique (Figure N°21) (Kuippers et al., 1999).

Dans différentes populations, la prévalence de l’atrophie gastrique augmentede 1 à 3%
par an et les facteurs associés à son développement sont l’infection à un âge précoce, la
production de cytotoxinecagA  par les souches infectantes et la diminution de la sécrétion
acide (Kuipers et al., 1997).

Le stress oxydatif, principalement induit par les polynucléaires neutrophiles peut
endommager l’ADN (micro-arrangements...), conduisant à l’altération de gènes de fonction
(sepluveda et al.,2002).

Une des conséquences de cette action concerne les gènes suppresseurs de tumeur, tel
que p53. La perte de leur fonction peutcontribuer à la transformation maligne(Ernest, 2002).

Ces données encore préliminaires signifient que la persistance de l’infectionà H.pylori
est un facteur déterminant de la transformation maligne à partir des lésions pré-cancéreuses
que sont l’atrophie etla métaplasie intestinale (Sepluveda et al.,2000).

Dans le modèle animal de la gerbille de Mongolie, exposée à une nitrosourée (MNU),
ledéveloppement rapide d’un cancer gastrique a été observé après induction d’une gastrite
suite à l’inoculation de H.pylori (Shimizu et al.,2000).

L’éradication de H.pylori prévient le développement du cancer dans ce modèle
expérimental. Des facteurs héréditaires prédisposent au cancer gastrique induit par l’infection
à H.pylori, la fréquence de l’atrophie etde l’hypochlorhydrie étant nettement plus grande chez
les patients ayant un antécédent familial de cancer gastrique (El Omar et al., 2000).

Certains polymorphismes d’expression des cytokines (IL-1β, TNFα) augmentent la
réponse inflammatoire de l’hôte.L’équipe de El-Omar a été la première à montrer que ces
polymorphismes favorisent chez les patients infectés par H.pylori le développement de
l’adénocarcinome gastrique et des états précancéreux: atrophie et hypochlorhydrie (El Omar
et al.,2000).

Cesdonnées ont été confirmées dans d’autres populations et une étude portugaise a été
récemment publiée montrant uneassociation synergique entre les facteurs de virulence de la
bactérie (gènes cagA et vacA) et certains polymorphismes descytokines (IL-1B-511*T et IL-
1RN*2/*2) (Figuriredo et al.,2002).
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Figure N°21 :Déterminisme pathologique lie àH.pylori.L’évolution vers le cancer
gastrique est la conséquence d’une interaction complexe entre les facteurs bactériens, de

l’hôte et environnementaux (Wroblewski et al., 2010).

 Diagnostic d’une infection à H.pylori :

Les techniques de diagnostic d’une infection à H.pylori comprennent
lesméthodesmicrobiologiques,anatomopathologiques,immunologiques,etcellesbaséessurlamis
eenévidence de l’activité uréasique bactérienne. Ces méthodes sont soit
invasivesnécessitantune endoscopie avec biopsie, soit non invasives, c’est-à-dire, sans
endoscopie(Korwin et Lozniewski,2000).
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CHAPITRE 3 : DIAGNOSTIC DE L’INFECTION A H.PYLORI.

1- Diagnostic par des méthodes invasives :

1-1 Analyse anatomo-histologique :

Les coupes sont colorées par diverses colorations, la plus répandue étant le
lacoloration HE(hématoxyléne-éosine).On peut aussi mettre en évidence les lésions
histologiques de gastrite (Figure N°22).

Il est déconseillé de procéder au diagnostic d’une infection à H.pylori à partir
dematériels biologiques obtenus suite à une endoscopie lorsque le patient prend des
antibiotiques ou des anti-sécrétoire ( les IPP en particuliers) La recommandation générale est
d’éviter ces médicaments les deux semaines précédant l’endoscopie (Jonkers et al., 1997a ;
Mégraud et al.,1991).Le gros avantage de l’analyse anatomo-pathologique est qu’elle
permetconjointement le dépistage de la gastrite et la recherche de complications,
tellesqu’atrophie, métaplasie, lymphome ou cancer.

Les principales limites de l’histologie sont la nécessité d’avoir de bonsprélèvements
pouvant mettre en évidence les surfaces épithéliales, et d’autre part, le manque de sensibilité.
De nombreuses études révèlent que la qualité de l’examendépend en effet de l’expertise de
l’anatomo-pathologiste (Andrew et al., 1994;Christensen et al., 1992; El-Zimaity et al.,

Jonkers et al., 1997b).La sensibilité et la spécificité de l’examen peuvent être améliorées par
immunohistochimie(Doglioni et al., 1997; Jonkers et al., 1997b).

Figure N°22: Visualisation H.pylori sur coupe histologique après coloration HE
grossissement100(Marshall et al., 1985).
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1-2 Biologie moléculaire

Comparé à la culture, l’un des principaux avantages des techniques de
biologiemoléculaire est l’absence de contraintes quant aux conditions préanalytiques. Eneffet,
il n’est pas indispensable que les bactéries soient viables. Dans un premier temps, des
techniques moléculaires de type Polymerase ChainReaction (PCR) standard ont été
proposées. Après extraction de l’ADN,l’amplification est effectuée en utilisant l’une ou
l’autre amorce issue de différentsgènes spécifiques de la bactérie : ARNr 16S, ARNr 23S,
ureA, cagA,vac(Megraud et Lehours, 2007). Ces techniques ont une sensibilité comparableà
celle de la culture et sont plus rapides. En outre, les produits PCR peuvent êtreutilisés à des
fins de typage moléculaire. Les gros inconvénients, limitant l’usage de la PCR classique pour
le diagnostic del’infection à H.pylori, sont les risques de contamination et l’absence de
standardisation. Actuellement les techniques de PCR en temps réel sont largement utilisées.

Cette méthode est connue pour sa rapidité, sa sensibilité et sapossibilité de mettre
en évidence toutes les formes de H.pylori, y compris lesformescoccoїdes non cultivables
ou les bactéries mortes (Razafimahefa et al.,2012).

1-3 Tests rapides à l’uréase (TRU)

Ces tests consistent à mettre enévidencel’activité uréasique de H.pylori en
déposant la biopsie gastrique dans un milieu liquide(tests«maison» (Figure
N°23),CUtest),semi-solide(CLOtest,HUTtest,etc.)ousurunemembrane(Pyloritek) contenant de
l’urée et un indicateur de pH. En présence de H.pylori,ladégradation de l’urée en ammoniaque
provoque l’alcalinisation du milieu et
donclechangementdecouleurdel’indicateurdepH(KorwinetLozniewski,2000).Cetestaunesensib
ilitéde80%etunespécificitéde95%(Lamarque,2000).Lors d’un premier dépistage et en dehors
de tout traitement, la positivité de ce test peut être suffisante pour démarrer le traitement
(Malfertheiner et al., 2007). C’est ainsi qu’il occupe une place de choixdans le diagnostic de
l’infection à H.pylori dans les pays en
développement.LasensibilitéduTRUestdiminuéeencasdefaibledensitébactérienneintragastrique
(inférieurà1000et10000bactéries) ce qui explique qu’il ne peut être utilisé pour le contrôle
d’éradication d’H. pylori(Monteiro et Megraud,1999).
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Figure N°23 : Test de l'urease en milieu Uree-Indol (Weeks et al.,2000).
1-4 Culturebactérienne

La culture est théoriquement l'examen de référence pour le diagnostic d'une infection à
H.pylori. Elle permet essentiellement l'étude de la sensibilité aux antibiotiques.
(AmirTididani, 2003). La biopsie est dilacérée ou broyée puis ensemencée en milieu solide
(enrichi en suppléments et agents sélectifs).

Après une incubation de 2 à 5 jours à 37° C et dans une atmosphère appauvrie en
oxygène, la croissance obtenue sur une gélose enrichie au sang se traduit par l'apparition de
colonies translucides, non pigmentées d'un diamètre d'environ 1 mm(Figure N°24).

Figure N°24 : Culture de H.pylori obtenue après trois jours d'incubation sur boite au sang,
colonie de 1mm transparente (Marshall, 1984).

2- Diagnostic par des méthodes non-invasives :

Soulignons d’emblée que ces types de méthodes ne nécessitent pas l’obtention, au
préalablede biopsie pour effectuer le test de dépistage de H.pylori.

2-1 Sérologie

La réponse humorale à l’infection parH.pylori est caractérisée par la production
d’anticorps spécifiques(principalementimmunoglobulines (IgG, IgA, IgM), qui peuvent être
détectés dans le sang, le plussouventpar des méthodes ELISA (Korwin et Lozniewski,2000).

La persistance, parfois prolongée, des anticorps dirigés contre H.pylori, ne permet pas
de distinguer une infection encore active d’une infection asymptomatique.

La sensibilité et la spécificité varient de 71 à 95%, selon les kits commercialisés
(Mégraud et Lehours, 2007).Son principal usage consiste en des études épidémiologiques.

2-2 Test respiratoire à l’urée marquée

Le test respiratoire fut le tout 1er des tests non-invasifs (Graham et al.,
1987).Ilconsiste à faire absorber au patient de l'urée marquée au 13C puis à rechercher cet
isotope dans le CO2 expiré. Si le patient est infecté, l’urée est métabolisée par H.pylori et le
13C expiré peut être détecté(Figure N°25).
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Lepatientdoitêtreàjeun,etabsorberunesolutiond’acidecitrique(Helikit)oudejusd’orange(
Helicobactertest infai) avec l’urée marquée au C13 principalement afin de retarder la vidange
gastriqueet allonger les temps de contact entre l’uréase bactérienne et l’urée
C13(Biomnis,2008).

Ce test, incontestablement le plus sensible (98%), présente l'avantage de rechercher la
présence de la bactérie dans la totalité de l'estomac. Il est recommandé pour le contrôle
d’éradication 4 semaines après l’arrêt d’un traitement (Malfertheiner et al., 2007).

Figure N°25 : Principe du test respiratoire à l’urée marquée au C13

(Malfertheiner et al., 2007).

2-3 Recherche d’antigène dans les selles

Basée sur l’élimination de H.pylori par les selles, cette méthodede diagnostic a été
proposée en 1998 (Makristathis et al., 1998). La recherche d'antigène spécifique de H.pylori
s’effectue sur selles fraîches ou conservées à basse température ou même congelées à –70°C.
Différents kits sont proposés à cet effet; ceux utilisant les anticorps monoclonaux offrent de
meilleurs résultats (Blanco et al., 2008). En pratique, ce test peut servir au diagnostic primaire
de l’infection mais s’avère surtout utile pour le contrôle de l’efficacité du traitement
d'éradication. Assez pratique en pédiatrie, il pourrait être utilisé comme alternative au test
respiratoire pour le contrôle d’éradication (Malfertheiner et al., 2007).

3- Traitement de l’infection à H.pylori

Depuis plus de 10 ans, le traitement probabiliste recommandé pour l’éradication de
l’infection à H.pylori est la trithérapie IPP double dose, amoxicilline 1 g 2 fois par jour,
clarithromycine 500 mg 2 fois par jour pendant 7 à 10 jours ou, en cas d’allergie à la
pénicilline, la trithérapie IPP, métronidazole 500 mg 2 fois par jour, clarithromycine 500 mg 2
fois par jour (Lamouliatte et al., 2003). Les essais thérapeutiques qui se sont accumulés
pendant la dernière décennie montrent à travers le monde une diminution de l’efficacité de
cette trithérapie.
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Cette perte d’efficacité est corrélée avec le taux de résistance à la clarithromycine et au
métronidazole. Or en France, les taux de résistance à la clarithromycine et au métronidazole
sont respectivement deplus de 20 % et de 40 à 60 % (Raymond et al., 2010). De ce fait, on ne
peut espérer un tauxd’éradication supérieur à 70 % avec ces trithérapies classiques qui doivent
donc être abandonnées. Il existe un consensus international pour adapter le traitement aux
conditions locales de résistance à la clarithromycine notamment. En France, il est clair que les
recommandations doivent aller vers des thérapeutiques qui permettent de s’extraire de cette
problématique de la résistance primaire élevée à la clarithromycine.

La première solution est de tester la sensibilité de la bactérie aux antibiotiques grâce
soit à une culture classique des biopsies ou à la réalisation des techniques de diagnostic
moléculaire des résistances à la clarithromycine et aux quinolones qui sont actuellement
disponibles (Cambau et al., 2009). Si ceci est possible, la trithérapie peut continuer à être
utilisée avec la trithérapie classique en cas de sensibilité à la clarithromycine, la trithérapie
IPP, amoxicilline, lévofloxacine 250 mg 2 fois par jour pendant 10 jours en cas de résistance à
la clarithromycine et de sensibilité aux quinolones, la trithérapie IPP, amoxicilline,
métronidazole 14 jours en cas de résistance à la clarithromycine et aux quinolones. Cette
stratégie vient d’être testée dans un large essai thérapeutique en France avec des résultats qui
devraient être supérieurs à 80 % d’éradication. Cependant, la culture étant de
réalisationdifficile et les tests moléculaires n’étant pas encore largement diffusés, il est
indispensable de recommander un traitement probabiliste efficace. Sur la base des études dont
on dispose à l’heure actuelle, 2 solutions peuvent être envisagées :

3-1 Traitement séquentiel

Il consiste à administrer pendant 5 jours IPP double dose + amoxicilline 1 g 2 fois par
jour suivi de l’administration pendant les 5 jours suivants d’IPP double dose associés cette
fois-ci à la clarithromycine 500 mg 2 fois par jour et au métronidazole 500 mg 2 fois par jour.
Cetype de traitement a été rapporté notamment en Italie comme étant très efficace (supérieur à
80 % d’éradication) avec une légère diminution d’efficacité en cas de résistance à la
clarithromycine.

Cetimpact limité de la résistance à la clarithromycine, contrairement à celui qui a été
observé au cours des trithérapies, a fait recommander le traitement séquentiel par de
nombreux auteurs. L’impact réel de la résistance à la clarithromycine reste cependant à
étudier dans les pays à fort taux de résistance primaire à la clarithromycine tels que la France.
(Graham et al., 2010).

3-2 La quadrithérapie bismuthée (OBMT) :

Revenue récemment au premier plan depuis la mise à disposition de gélules triples
contenant à la fois du bismuth, de la tétracycline et du métronidazole. L’administration
concomitante d’oméprazole permet, après 10 jours de traitement, d’obtenir des taux
d’éradication bactérienne très intéressants (voisins de 90 %).

Ces résultats sont probablement en partie expliqués par l’absence de résistance à la
tétracycline à l’heure actuelle et par le faible impact qu’ala résistance au métronidazole
lorsqu’il est associé avec de la tétracycline et du bismuth. Elle ne contient pas de ß lactamines
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et peut donc être administrée aux malades allergiques à la pénicilline. La seule inconnue
concerne la qualité de la tolérance au produit puisqu’il est nécessaire de prendre 14
comprimés par jour et que les antibiothérapies par tétracycline et métronidazolene sont pas
dénuées d’effets secondaires (Malfertheiner et al., 2011).

 Que faire en cas d’échec d’un traitement séquentiel ou de la quadrithérapie bismuthée ?

Dans ce cas qui devrait être plus rare que celui actuellement observé avec la
trithérapie, il est souhaitable d’étudier la sensibilité des bactéries aux antibiotiques avant de
prescrire un traitement de deuxième ligne. Lorsque cela est impossible, la règle devrait être de
ne pas administrer de traitement contenant de la clarithromycine en cas d’échec initial du
traitement séquentiel et également dene pas ré-administrer de traitement contenant du
métronidazole et/ou de la tétracycline en cas d’échec du traitement par quadrithérapie
bismuthée. En cas d’échec du traitement de deuxième ligne, il apparaît indispensable de faire
une endoscopie avec des biopsies pour étude de la sensibilité bactérienne aux antibiotiques
par cultures avec étude notamment de la sensibilité à l’amoxicilline, la clarithromycine, le
métronidazole, la tétracycline, les quinolones et la rifabutine. La stratégie finale sera établie
bien sûr en fonction des résultats des sensibilités à ces différents antibiotiques.

La composition des différents traitements proposés avec les posologies des différents
composants est donnée dansle tableau 3.Un algorithme des 3 lignes de traitement est proposé
(Figure N° 26).

Figure N°26 :Algorythme des trois lignes de traitement de l’infection à H.pylori
recommandées en France (Delchier, 2012).
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 Chez qui faut-il éradiquer H. pylori ?

Les indications formelles d’éradication sont :
- Le lymphome gastrique du MALT ;
- La maladie ulcéreuse gastrique ou duodénale active, inactive ou compliquée ;
- Les gastrectomies partielles pour ulcère ou cancer ;
- Le cancer superficiel traité par résection endoscopique ;
- Les sujets apparentés au premier degré avec un patient atteint de cancer gastrique.

Dans tous ces cas, l’indication de l’éradication est formelle, et il convient toujours de
proposer une 3e ligne thérapeutique en cas d’échec du traitementstandard de 1re et 2e ligne.
Dans tous les autres cas, le risque de cancer gastrique justifie désormais l’éradication. En
effet, ces dernièresannées, le rôle carcinogène de H.pyloria été affirmé grâce à des étudescas
témoins puis grâce à des études japonaises de suivi endoscopique et àdes études chinoises
d’intervention. Le risque de cancer gastrique liéà H.pylori apparaît désormais comparableau
risque du cancer du poumonlié au tabac. Le risque de cancer à longterme justifie de proposer
chaque foisque l’infection est diagnostiquée, untraitement standard comprenant unepremière
ligne et si nécessaire une2e ligne de traitement. En cas d’échec, le traitement de 3e ligne devra
ici êtrediscuté avec le patient.
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1- Cadre de l’étude :

L’étude a été menée au Centre hospitalo-universitaire  CHU Nedir Mohamed à Tizi-Ouzou

1-1 Déroulement de l’étude :

1-1-1 Période et type d’étude :

C’est une étude prospective qui s’est déroulée sur une période de 9 mois (avril-
décembre 2014). Elle inclut 45 patients, pris en charge au service de médecine interne et au
service de gastro-entérologie pour investigation endoscopique de leur pathologie digestive
haute.

1-1-2 Critères d’inclusion :

Nos patients, tous âgés de plus de 20ans, consultaient pour l’un des symptômes
clinique suivant : hémorragie digestive haute (hématémèse)et/ou basse(méléna),une dyspepsie
ulcéreuse, des épigastralgies, un reflux gastro-oesophagien(RGO), un ulcère bulbaire, un
ulcère gastrique, une œsophagite, une gastrite, une bulbite, une duodénite et une tumeur
gastroduodénale.

Un autre critère, une présence de lésions à l’endoscopie indique la biopsie

1-1-3 Critères d’exclusion :

Les patients exclus de l’étude sont les patients  ayant pris un traitement d’éradication
d’H.pylori durant les 3 derniers mois précédent la consultation.

1-1-4 Collecte des données et des échantillons :

Nous avons collecté au total 45 échantillons et sur chaque patient deux types de
prélèvements ont été  réalisés: une biopsie gastrique et un prélèvement sanguin. Chez chaque
patient, deux biopsies ont été prélevées par le médecin gastroentérologue: une biopsie au
niveau antrale et une au niveau du fundus gastrique.Les prélèvements ont été congelés à -
34°C dans des pots stériles pour une étude ultérieure.

Des biopsies des mêmes  patients qui présentaient une suspicion de gastrite et/ou
d’adénocarcinome ont été  transportées dans le laboratoire d’anatomopathologie pour une
confirmation par l’examen histologique. Les biopsies ont été fixées dans 10% de formol
tamponné, traités, inclus dans la paraffine et coupées et colorées à l'hématoxyline et à l'éosine
(HE).

La recherche d’H.pylori par les différentes techniques (invasives et non invasives) a
été réalisée chez les 45 patients. Nous allons prendre la culture comme examen de référence
pour la recherche d’H.pylori, telle que rapporté dans la littérature. Cependant, les difficultés
de mise au point de technique de culture rencontrées durant l’étude a affecté  1a majorité des
cas. Nous allons tenir compte des résultats d’anapath pour la fiabilité de notre étude et pour
évaluer la sensibilité et spécificité des examens réalisés.

Lediagnostic endoscopique est  classé en gastrite, ulcère gastrique, et adénocarcinome.
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2- Matériels et méthodes :

2-1 Matériel :

2-1-1 Réactifs et milieux de culture :

- Hélicobacter pylori séléctive supplément (Dent) (vancomycine 5.0mg ;trimethroprim
2.5mg ;cefsulodin 2.5mg ; amphotericin b 2.5mg).

- Mélange PolyViteX (mélange de vitamine).
- Milieux de réaction Urée-Indole(Annexe N°01).
- Peroxyde d'hydrogène (H2O2) (9,82 Mol/L).
- Disque d'oxydase (1% diméthyl para phényléne diamine).
- Alcool (70°).
- Violet de Gentiane.
- Lugol.
- Fushine.
- Solutions d’alcool à différentes concentrations (50%, 70%, 96%, 100%).
- Xylène (solvant organique).
- Paraffine (fondue).
- Milieu de culture :

 Milieu columbia agar ; il s’agit d’un milieu gélosé à base de columbia
contenant 10 % de sang de cheval additionné d’antibiotique (Annexe N°01).

 Muller Hinton.

2-1-2 Equipement du laboratoire comportant :

a- Appareillage :

- Etuve réglé à 37c°.
- Hermo (-32c°).
- Congélateur.
- Jarre d’incubation.
- Un microscope optique.
- Appareil à circulation (Circulateur) ;
- Appareil à enrobage ;
- Microtome ;

- Bain marie ;

- Batterie de coloration hématoxyline-éosine (HE).
Le descriptif de ces appareils est représenté dans l’Annexe N°06

b- Matériel nécessaire pour la manipulation :
Lame et lamelle, pipettes pasteur, bistouris,seringue,boites de pétries, tubes urée-

indole, eau physiologique, sachet micro aérophiles (GENbox).
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c- Matériel biologique :

Le matériel biologique utilisé dans notre étude est représenté par des fragments de
biopsie gastrique (1 échantillon par patient, antre de préférence).

2-1-3 Collecte des biopsies et gestes endoscopiques :

La fibroscopie est réalisée au service de gastro entérologie et au service de médecine
interne,elle consiste à introduire un tube optique muni d'un système d'éclairage. Couplé à une
caméra vidéo on peut ainsi retransmettre l'image sur un écran (Figure N°27).
Des patients (n=45) ayant subi une endoscopie digestive haute afin de prélever des biopsies
gastriques de l'antre, au niveau du service gastrologie dirigée par la gastroentérologue Dr
TAGZOUT dont une fiche technique est remplie contenant toutes les informations des
patients examinés (Voir Annexe 03).Unfragmentbiopsiqueestmisdanslebouillonurée-
indolepourdétecterlaprésencedel'uréaseetunfragmentdansleformolà4%pourl'examenanatomo-
pathologique et cytologique. Pour l'isolement de H.pylori deux fragments sont mis dans de
l'eauphysiologique.

Figure N°27 : Prélèvement de biopsies gastriques par endoscopie digestive haute (FOGD).

2-1-4 Acheminement au laboratoire :

Les biopsies gastriques sont récoltées en salle d'endoscopie et immédiatement
transportées au laboratoire, le délai de transport est compris entre 2h et 4h maximum. Si le
délai de transport est supérieur à 4h, il est impératif de congeler les biopsies à -37°C dans un
tube sec. Les prélèvements ne nécessitent pas de milieux de transport particuliers. Ils sont
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déposés, lors de l'endoscopie, dans des tubes à essai contenant uniquement de l'eau
physiologique stérile.

2-2 Méthode :

2-2-1 Préparation de milieu de culture :

On prépare le milieu de culture comme suite :
- 8.4g de poudre de Columbia est dissoute  dans 200ml d’eau distillé.
- Régénération pendant 4h au bain marie.
- On laisse refroidir jusqu'à ce qu’ils deviennent tièdes puis on rajoute :

 20ml de sang humain ou bien de cheval.
 0.8ml de supplément HP (inhibe la croissance d’autre bactérie).
 2 ampoules de PVX (PVS).

- les boites  coulées sont  incubées  à l’étuve 24h pour vérifier s’il ya d’éventuelle
contamination.

2-2-2 Test rapide àl'uréase:

Un fragment est mis dans un tube contenant de l’urée indole pour
détecterl’activitéuréasique qui montre la présence de la bactérie dans la biopsie.Le résultat
positif est interprété par le changement de la couleur de l’urée- indole del’orangeau rose ou
rouge après incubation à 37oC pendant24h.

2-2-3 Ensemencement et caractérisation d’Hélicobacter :

Cettepartieapourbutd’isoleretcaractériserdessouchesdeH.pylori,responsable des
pathologies gastriques à partir des biopsies gastriques. Les
étapesdel'ensemencementdessouchesdeH.pyloriontétémentionnéesparlaSociétéfrançaisedemic
robiologie,(2010).

2-2-3-1 Broyage des biopsies :

Cette étape consiste à une séparation maximale  des bactéries au sein du fragment de
la muqueuse gastrique,elle  permet la dispersion des bactéries et leur libération des
cellulesàmucus. Chaque échantillon de biopsie gastrique préalablement immergé dans 1ml
d’eau Physiologique stérile est broyé manuellement à l’aide d’un bistouri stérile.

2-2-3-2 Culture bactérienne :

Un aliquote  du broyat est ensemencé sur le milieu Columbia ou bien MH (Muller
Hinton) au sang frais avec supplément (préalablement coulé et incubé pendant 24 heures, à
37°C).
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- On  ensemence à l'aide d'une pipette en râteau en effectuant des mouvements
circulaires sans toucher les bords de la boite de Pétri. Les boîtes sont incubées à 37°C en
atmosphère micro-aérobie (5 à 6% d’O2). L’atmosphère micro-aérophile est obtenue par
l’usage des sachets  micro aérophiles placées dans la jarre oxoïde.La température optimale de
culture est de 37°C.

En primo-culture, les colonies apparaissent en 3 à 12 jours sur gélose au sang. En
subculture, la croissance est plus rapide (2 à 4 jours). Les primo-cultures doivent donc être
incubées 12 jours et examinées toutes les 48h à partir du 3ejour.

Certaines cultures dégénèrent rapidement. Il convient donc de démarrer les subcultures
dès que les colonies sont visibles.
Dans le cas de cultures pauvres, une subculture peut être tentée sur une petite surface de
gélose (culture "en spot"). On peut également "ré-étaler les colonies" dans une autre zone du
même milieu (à condition qu'il ne contienne aucun contaminant). Ces procédés favorisent la
culture des souches difficiles.

- Aucun diagnostic différentiel n'est à envisager. H.pylori est la seule bactérie retrouvée
dans l'estomac humain avec H.heilmannii qui ne pousse pas dans ces conditions. De façon
exceptionnelle, le diagnostic différentiel peut se poser avec des Campylobacter mais ces
derniers sont uréase négative.

2-2-3-3 Etude microscopique :

L’étude microscopique ou bien l’examen direct  est précédée d’une étape de coloration
de Gram qui permet de voir  l’aspect morpho-tinctoriale de la bactérie. Cette méthode permet
de mettre en évidence H.pylori à la surface de l'épithélium de la muqueuse gastrique. La
technique de coloration se déroule en plusieurs étapes :

 Réalisation du frottis :
- On dépose une goutte d'eau distillée sur une lame propre, à l'aide d'une seringue ou

d'une pipette Pasteur.
- On prélève e un fragment de biopsie, le déposer dans la goutte d'eau et l'étaler en

effectuant des mouvements circulaires, à l'aide d'une pipette Pasteur puis on fixe à la chaleur
sous bec benzen.

 Coloration du frottis par la méthode de Gram:

- On recouvre  le frottis de Violet de Gentiane. On laisse agir 1 minute.
- On verse le lugol.On  laisse agir 1 minute 30. Rinçage.
- On  verse l'alcool (70°) goutte à goutte sur la lame jusqu'à recouvrir tout le frottis. On

laisse agir 30 secondes, puis rinçage.
- On recouvre la lame de Fushine.On laisse agir 1 minute. Rinçage.

Séchage. Observation au microscope optique.
- On dépose une goutte d'huile à immersion sur la lame.
- On  observe à l'objectif x100.

2-2-3-4 Mise en évidence de la catalase :

La catalase est une enzyme contenant du fer qui catalyse la décomposition du
peroxyde d’hydrogène(H2O2) en eau(détoxification). La mise en évidence de la catalase est
réalisée en présence d’eau oxygénée mit en contact avec la colonie. Une effervescence (dû à
un dégagement de dioxygène) signe la présence d'une catalase (Figure N°32).
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 Mode opératoire :

- On dépose une goutte d'eau oxygénée (H2O2) sur une lame propre.
On prélève une colonie avec une pipette Pasteur et on la dépose dans la goutte d'eau
oxygénée. La présence de l'enzyme se traduit par le dégagement de bulles gazeuses.

2-2-3-5 Mise en évidence de cytochrome oxydase :

Une oxydase est une enzyme catalysant une réaction d’oxydo-réduction impliquant
une molécule de dioxygène (O2) comme accepteur d'électron. Dans ces réactions, l'oxygène
est réduit en eau (H2O) ou en peroxyde d’hydrogène (H2O2). (Figure N°33).

 Mode opératoire :

Ce test est réalisé en boite de Pétri.
- On dépose un disque d’oxydase(diméthylparaphényléne diamine) sur un papier filtre

(de type whatman par exemple). Puis on rajoute une goutte d'eau sur le disque.
- On prélève une colonie avec une pipette stérile, et on la dépose sous forme d'un trait

sur ce front de diffusion,apparition au bout de quelque seconde d’une coloration bleu-mauve.

2-2-3-6 Etude de la sensibilité aux antibiotiques :

Après recherche et identification de H.pylori, nous procédons à l'étude de la sensibilité
de la bactérie aux antibiotiques habituellement prescrits dans les pathologies gastriques qui lui
sont liées.

 Antibiogramme par la méthode de diffusion sur gélose:

La liste des antibiotiques testés sont :
Amoxicilline, Ciprofloxacine, Tetracycline,  Erythromycine, Acide nalidixique.

 Préparation de l'inoculum :

Une suspension  de colonies fraîches (obtenue après 3 jours d’incubation)de H.pylori
(densité de 3 à 4 Mac Farland) est ensemencée de manière homogène par écouvillonnage sur
gélose Muller Hinton.

 Mode opératoire :

- On plonge un écouvillon stérile dans l'inoculum et bien l'essorer sur les rebords du
tube.

- On frotte l'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée d'un milieu Mueller- Hinton
au sang frais, de haut en bas, en stries serrées.
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- On répète l'opération deux fois en tournant la boîte de Pétri à 60°, à chaque fois. On
finit en passant l'écouvillon sur toute la périphérie de la boîte.

 Application des disques d'antibiotiques :

Les disques d'antibiotiques sont d'abord retirés du congélateur (-20°C), puis laissés à
température ambiante.A l'aide d'une pince stérile, on dépose les disques, un à un, sur la gélose
ensemencée, à l'extrémité de la boite de Pétri. Pour une bonne lecture, On dépose trois disques
maximum par boite.

Incubation :On incube à l'étuve à 37°C deux à trois jours, en atmosphère
microaérophile.La lecture est faite après une période minimale d'incubation de 72 heures. Si
la croissance, à la surface de la gélose, est significative et que les zones d'inhibitions sont
clairement visibles, on peut mesurer les rayons d'inhibitions à l'aide d'un pied à coulisse
métallique (les disques ayant été déposés aux bords de la boite de Pétri) et les multiplier par
deux pour obtenir les diamètres d'inhibition. Les valeurs obtenues sont alors interprétées en
fonction d'un abaque de lecture. Si ces conditions ne sont pas remplies, on prolonge le délai
d'incubation.

2-2-4 Etude histologique :

L’étude histologique passe par plusieurs étapes qui ont pour objectif l’obtention de
coupes de tissus très minces pour l’observation microscopique. De manière générale, nous
avons effectué sept étapes :

1- Circulation :

La circulation a pour but de rendre le tissu suffisamment rigide pour que l’on puisse le
manipuler  sans risquer de l’abimer. Elle dure 12heures et comprend trois étapes :

1-1 Déshydratation :

La déshydratation est progressive. Elle dure 08 heures et se fait par passages successifs
du tissu dans des solutions d’alcool à concentrations croissantes (50%, 70%, 96%, 100%) (2
heures dans chaque bain).

1-2 Eclaircissement :

Cette étape d’une durée de deux heures est réalisée par un solvant organique «Le
Xylène» dans lequel peut se dissoudre l’alcool.

1-3 Imprégnation :

Elle se fait par immersion du tissu dans deux bacs de paraffine fondue pendant une
heure chacun. Cette dernière a pour rôle de remplir les pores tissulaires préalablement vidés
de leur eau lors de la déshydratation. Le but étant de ne pas obtenir un tissu exsudé.
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Nous avons donc fait passer les cassettes préalablement préparées par le médecin dans
l’appareil à circulation (circulateur).

2- Inclusion et enrobage :

L’objectif de l’inclusion en paraffine est de fournir un support au tissu pendant et
après la coupe au microtome. Nous avons préparé des blocs de paraffine pour nos
échantillons.

La technique d’enrobage que nous avons utilisée s’effectue comme suit :
- On récupère les cassettes qui se trouvent dans l’appareil à circulation et on les plonge

dans le bac de l’appareil à enrobage. Ce dernier contient une petite quantité de paraffine
liquide.

- On ouvre une cassette, on jette le couvercle et on prend le fragment à l’aide d’une
pince.

- On place le fragment dans un moule adéquat dans lequel on aura déjà versé une petite
quantité de paraffine liquide grâce au distributeur de paraffine de l’appareil à enrobage (partie
chaude).

- Une fois le fragment dans le moule, on verse dessus une petite quantité supplémentaire
de paraffine liquide.

- On dépose le moule sur le compartiment froid de l’appareil pour bien le fixer puis on
le recouvre par la cassette dans laquelle le fragment a été pris. On verse encore une petite
quantité de paraffine dessus.

- Après solidification au congélateur, on démoule le bloc de paraffine. Le fragment
tissulaire se retrouve alors inclus dans un bloc solide.

3- Microtomie (réalisation des coupes) :

La microtomie consiste en l’utilisation d’un microtome lequel, grâce à sa lame, permet
de couper les blocs de paraffine préalablement préparés. On obtient ainsi des rubans
trèsminces de 3 à 5 microns. Ainsi, nous avons réalisé cette étape sur nos trente échantillons
comme suit :

- On place le bloc de paraffine sur le support de bloc du microtome,
- On rabote le bloc jusqu’à l’exposition totale de la surface du fragment tissulaire,
- On réalise des coupes très minces. L’ensemble de ces dernières forment un ruban.
- On dépose les rubans obtenus dans un bain marie (37°C) et on les récupère

rapidementen les étalant sur des lames.

4- Etalement :

L’étalement des coupes consiste à aplanir le tissu sur la lame. Il se fait sur eau chaude
à environ 37 °C. En effet, les rubans préalablement obtenus et placés dans le bain marie sont
étalés sur des lames comme suit:

- On enlève les plis qui restent sur les coupes en les étirant délicatement,
- On dépose nos coupes sur des lames en prenant soin de bien les centrer,
- On étiquette nos lames en écrivant le numéro du patient et du bloc avec un crayon

diamant,
- On laisse sécher les lames à l’air libre.

5- Déparaffinage :
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Le déparaffinage consiste à éliminer la paraffine qui entoure le fragment. Il se fait
comme suit : on place les lames sèches dans de petits chariots qu’on met dans l’étuve à 37°C
pendant environ 12 heures pour faire fondre la paraffine.

6- Coloration de routine : méthode à hématoxyline-éosine (H.E) :

La coloration combinée hématoxyline-éosine permet de mettre en évidence les
principaux éléments morphologiques des tissus (coloration topographique).Elle associe une
coloration nucléaire par l’hématoxyline de Harris et une coloration du cytoplasme et du
collagène par l’éosine. La coloration résulte donc de l’action conjuguée d’un colorant acide
CO- (éosine) qui colore les substances basiques de la cellule et d’un colorant basique NH+
(hématoxyline) qui colore les substances acides.

Une fois le déparaffinage de nos lames achevé, nous les avons récupérées et placées
dans des chariots spéciaux que nous avons fait passer dans les 27 bacs de la batterie de
coloration dont la succession permet de réaliser les étapes nécessaires de la technique. Le
temps passé dans chaque bain est de 30 secondes.

La technique consiste à poursuivre le déparaffinage par le xylène puis à réaliser une
réhydratation des tissus par de l’alcool à concentrations décroissantes (100%, 96%, 70%,
50%).Une fois les tissus réhydratés, on réalise une coloration nucléaire par l’hématoxyline de
Harris suivie d’une coloration du cytoplasme et du collagène par l’éosine. Suite à cette double
coloration, on procède à la déshydratation des tissus par de l’alcool et à leur éclaircissement
par le xylène. La technique est réalisée de manière automatique grâce à l’automate de
coloration (Batterie de coloration HE).

Après la coloration, nous avons retiré les lames des petits chariots et nous les avons
déposéessur un plateau en bois pour sécher. Après séchage de nos lames, nous avons procédé
au montage.

7- Montage des lames :

Le montage des lames consiste à protéger définitivement le tissu étalé sur la lame par
une lamelle de verre, collée à l’aide d’un produit synthétique transparent qui se polymérise à
l’air, appelé « EKIT».

Nous avons donc procédé au montage de nos lames comme suit :
- On plonge la lame dans un bain de xylène puis on la retire immédiatement. Le but est

d’éliminer les éventuelles impuretés et d’éclaircir la coloration,
- On verse une goutte d’EKIT sur la lamelle qu’on dépose sur la lame en évitant les

bulles d’air qui gêneront l’observation,
- On plonge la lame montée dans un bain de xylène et on la retire de suite. Le but de

cette étape est de nettoyer la lame de toutes impuretés.
- On laisse sécher à l’air libre.
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 Lecture des résultats :

1- Isolement et caractérisation de H.pylori:

Les résultats de notre étude sont représentés par les 3 techniques de diagnostic
utilisées : culture, test rapide à l’uréase et l’histologie.

1-1 Aspect d’H.pylori après coloration de Gram :

L'examenmicroscopiqued'unfrottispréparéàpartirdescoloniessuspectesenfixant la
goutte de la suspension bactérienne à la flamme; ensuite le frottis est coloré parlaméthode de
Gram a permis d'observer des cellules fines de couleur rose prouvantleurappartenance aux
Gram négatif.

Ces cellules prennent beaucoup plus la forme debacille qui se trouve répartis de
manière très hétérogène, le plus souvent regroupés à proximité des cellules épithéliales dans
les trainées de mucus.Ce sont les caractères morphologiques des cellules H.pylori sous
microscopeoptique(FigureN°28)

Figure N°28 : Observation microscopique d'un frottis préparé à partir d'une biopsie
gastriqueetcoloré par la méthode de Gram(10X100).

1-2 Test rapide à l’uréase en milieu urée -indole:

Cette étape consiste à la mise en évidence d’une enzyme appelée « uréase » qui
transforme l'urée en ammoniac et en dioxyde de carbone. Cet ammoniac va partiellement
neutraliser l'acidité gastrique autour de la bactérie.

On prélève un fragment de biopsie et on le dépose dans le tube de milieu Urée-
Indole.En présence de l'uréase bactérienne, au bout de quelques minutes, le milieu passe du
jaune-orangé au rose fushia(Figure N°29).

Figure N°29 : mise en évidence du test à l’uréase.
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1-3 Identification des cultures :

Les milieux ensemencés  mis à l'étuve à 37°C en atmosphère microaérophile, les colonies de
H.pylori sont petites (0,5 mm) ou en nappes, brillantes, non hémolytiques, oxydase et uréase
positives. Elles poussent en plus de 3 jours en microaérophilie(Figure N°30).

Figure N°30: Aspect des colonies de H.pylori sur gélose Columbia au sang frais.

L'identification de H.pylori passe par deux étapes :
- La première est une identification morphologique après coloration de Gram
- La seconde est basée sur l'analyse de la présence de trois enzymes spécifiques : uréase,

catalase et cytochrome oxydase.

2-2-5 Observation au microscope optique :

- On dépose une goutte d'huile à immersion sur la lame et on observe à l'objectif x100.
L'observation d'un bacille de forme hélicoïdale,spiralée en forme de U ou O coloré en rose
(Gram -) (Figure N°31), isolé ou en « banc de poissons », indique la présence de H.pylori.

Figure N°31 : Aspectmicroscopique d’H.pylori après coloration de Gram au grossissement
(10x100).
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Mise en évidence de la catalase :

Figure N°32: mise en évidence de la catalase.

Mise en évidence de l’oxydase :

Figure N°33 : mise en évidence de l’oxydase

Quelques caractères sont à rechercher: GammaGT + PAL (API Campylobacter, bioMérieux)

Figure N°34 : API Campylobacter.
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Pour les résultats d’antibiogramme, on a effectué un seul antibiogramme et c’était négatif, on
pas eu de résultat car la suspension qu’on a préparé était pauvre en bactéries.

2-3 Lecture des résultats de la coloration hématoxyline- éosine :

La double coloration hématoxyline éosine aboutit à la coloration des différents
éléments cellulaires :

- Les noyaux seront colorés en bleu violacé
- Le cytoplasme en rose
- Le collagène en rose pale.

La visualisation des résultats se fait par le microscope optique à des grossissements
croissants(40, 100, 400).

Figure N° 35:Visualisation H.pylori sur coupe histologique après coloration HE
grossissement100 (laboratoire d’anapathologie cytologie CHU Tizi-Ouzou).

2-3-3 Répartition générale des résultats :

Les résultats de notre étude  sont répartis en fonction des tests utilisés,l’histologie est
classée comme test de référence pour la fiabilité de notre étude(Annexe N°07).

Tableau 1 : Taux de positivité globale (culture) :

Nombre total
des patients

Effectif des
patients positifs

Pourcentage des
patients positifs

%

Effectif des
patients négatifs

Pourcentage des
patients négatifs

%
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22%

77%

Effectif des hommes
positifs

Effectif des hommes
négatifs

45 06 13 39 87

D'après le tableau I sur un total de 45 patients atteints de pathologies gastriques
associées à H.pylori, 06 se sont avérés positifs après culture.

Un patient est considéré positif à H.pylori lorsque la culture est positive. L'examen
direct (test rapide à l'urée, états frais,colorationde Gram), quant à lui, permet d'orienter ou de
confirmer le diagnostic.

2-3-4 Répartition des résultats en fonction du sexe :

Tableau 2 : Répartition des résultats en fonction du sexe.

Notre série démontre que la positivité à H.pylori est de  82%(n=23) chez les femmes et
de 77% (n=22) chez les hommes selon les résultats d’histologie, présentant ainsi une
différence non significative.

sexe Nombre
Nombre des Positifs

selon les résultats
d’histologie

Pourcentage %

Homme 22 17 77

Femme 23 19 82
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17%

83%

Effectif des femmes
positifs

Effectif des femmes
négatifs
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Figure N° 36 : Effectif des hommes positifs à H.pylori.

Figure N° 37 :Effectif des femmes positives à H.pylori.

Tableau 3 :Présence de H.pylori dans les différents sièges de Prélèvement.

Concernant la répartition selon le siège du prélèvement,les résultats du laboratoire
d’anapathologie obtenus ont démontrés que la localisation préférentielle de H.pylori est
l’antre gastrique. En effet ,57% (n=26) des lésions sont attribuées à l’antre, 16%(n=16) sont
observées au niveau du fundus, par contre, la petite courbure reste le siège le moins infectée.

Siège de prélèvement Nombre %
Antre 26 57,7%

Fundus 16 35,5%
Pette courbure 03 6,6%

Total 45 100%



Résultats et discutions

56

Figure N° 38 :Répartition des résultats selon le site de prélèvement.

Le siège de prolifération de H.pylori est l’antre gastrique par excellence. Eneffet,
l’antre est colonisé par H.pylori chez 57 %(n=26) de notre population.Ces résultats
concordent avec les résultats trouvés dans le rapport d’institut pasteur du Maroc qui porte sur
l’étude de l’infection par H.pylori chez 755 présentant des symptômes digestifs.

2-3-5 Répartition des personnes infectées par H.pylori selon le type de pathologie
gastrique ayant motivé la recherche :

Le diagnostic endoscopie a été divisé en gastrite(Figure N°40), ulcère gastrique
(FigureN°41), et cancer de l'estomac (Figure N°42), qui a été diagnostiquée respectivement
chez 71,1%(n=32), 4,4% (n=2), et 24,4% (n=11) patients.

Il a été noté que l'ulcère gastrique et l’adénocarcinome ont été observés
significativement plus fréquente chez les hommes que chez les femmes n = 8  par rapport
à n = 5 respectivement; en revanche, la gastrite était plus fréquente chez les femmes 40%
(n=18) par rapport à 31% (n=14) chez les hommes.

Tableau 4: Association entre H.pylori et différents types de pathologies gastriques.

Endoscopie Male(%) Femelle(%)
Résultat après

culture

Gastrite 14 18 04

Ulcére 02 0 01

Lymphome 02 02 0

Adénocarcinome 04 03 01

Total 22 23 06
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Figure N° 39 : Répartition des patients infectés par H.pylori selon le type de pathologie
gastrique.

On remarque que les taux de positivité les plus élevés concernent les patients atteints
de gastrites avec une proportion de 71 %(n=32).

Figure N°40 : Aspect
endoscopique d’une gastrite
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érythémateuse,érosive etnodulaire.

Figure N°41 : Aspect endoscopique d’un ulcère gastrique.

Figure N°42 :Aspect endoscopique d’un adénocarcinome gastrique (au niveau de l’angulus).

On note également que pour les patients dont l'infection à H.pylori est avérée positive,
la gastrite touche plus les femmes, tandis que l'ulcère et l’adénocarcinome  prédominent  chez
les hommes.

Le taux de colonisation de H.pylori par rapport à différents diagnostic d'endoscopie est
illustré dans le tableau 4. La prévalence globale de H.pylori infection dans le cas de  gastrite
était de 71% (n=32), l'ulcèregastrique chez 4% (n=2), et le cancer l'estomac 24% (n=11).

La métaplasie intestinale a été identifié dans 17,7% (n=8) de l'échantillon, parmi
lesquelles  17% (n=8) avaient H.pylori positive, dont  2  femmes et 6 étaient des hommes.

Tous les 11 cas de cancer de l'estomac diagnostiqué étaient des deux sexes, dont 2
étaient H.pylori positive.
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Figure N°43 : Aspect histopathologique d’une atrophie fundique avec métaplasie intestinale
(HEx100).

Tableau 5 : Répartition des résultats selon la sensibilité des tests utilisés.

Examens réalisés Test rapide à l’uréase Culture Histopathologie

Nombre des cas
positifs

22 06 36

Figure N°44 : Taux de positivité selon les tests utilisés.

Le taux de positivité global de notre étude 13,33%(n=6), très bas par rapport aux taux
de prévalences obtenus par des techniques de diagnostic histologique  > à 80 % (n=36),

Le taux de positivité du test rapide à l’uréase est  élevé (n=22) par rapport a celui de
la culture,cela est du à laps de temps entre la culture et le la réalisation du test .De plusieurs
études algériennes, montre que notre technique doit être améliorée. Celle-ci n'ayant été mise
en place qu'en novembre 2014 durant notre stage au laboratoire de bactériologie de l'hôpital
CHU Nedir Mohamed, des progrès au niveau du protocole et du matériel de travail sont
souhaités.
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 Discussion :

1. Isolement et caractérisation des souches d'Helicobacterpylori:

H.pylori est l'agent pathogène qui infecte l'homme, on estime 50% delapopulation
mondiale. Il s'agit d'une cause commune de dyspepsie et d'ulcèregastro-duodénal
potentiellement curable (Malfertheiner et al., 2012).Le
diagnosticdel’infectionàH.pylorisefaitleplussouventàpartirdesbiopsiesantralesoufundiquesprél
evéesaucoursdel’endoscopieparlegastroentérologue.Différentstestssontpossiblestels: un
examen histologique des biopsies permet de détecter la présence de H.pyloriparexamen
microscopique ; la mise en culture des bactéries à partir des
biopsiespeutégalementêtreréalisée. Pour cela nous avons procédé à isoler et caractériser des
souches deH.pylori à partir des biopsies gastriques prélevées par endoscopie digestive
hautedespatients d'âge et de sexe différents. Après observation microscopique des frottis
préparésàpartirdesbiopsiesgastriques,uneculturedesbroyatsdesbiopsiesaétéfaitesurgélose
columbia additionnée du sang humain. Après cinq jours d’incubation, des colonies
transparentes, luisantes, visqueuses et fines appariassent sur la gélose colombia, avec un
diamètre de 1 mm.Ces caractères culturaux correspondent à H.pylori (Avril Jl et al.,1995).
L’observation microscopique sous fort grossissement × 100 a montré que H.pylori est un petit
bacille de forme incurvé V ou sous forme de spiralée S, mobile qui jouent un rôle important
dans la colonisation de l’estomac (BrennerHet al., 2000). La coloration de Gram montre qu’il
s’agit d’une bactérie à caractère Gram négatif.
Cesrésultatsmontrentlapossibilitéd'isolerH.pylorisurcettegéloseetlaprésencedecettebactérieche
zlesdeuxsexes.

D'après Faik et Raiss, (1998),l’examen bactériologique nécessite
desbiopsiesconservées dans le sérum physiologique à 4°C. Il faut utiliser un milieu de
transport siledélaientreleprélèvementetlaréalisationdel’examendépasse4heures,au-
delàde24heures,lacongélationà-
70°Cpermetderetarderl’étude.AprèscolorationdeGram,lesbacilles à Gram négatif sont
recherchés sur l’ensemble du frottis. Ensuite la culture delabiopsie broyée est ensemencée sur
un milieu sélectif, et incubée à37°Csous une atmosphère microaérophile.

Nosrésultatsdel'identificationdessouchesisoléesdeH.pyloriontmontré
aussiquecessouchespossèdentd'unepartuneactivitéuréasiquetrèsmarquanteexpriméeparlechang
ement de la couleur du milieu urée-indole de l'orange vers le rose au bout de24h
d'incubation,d'autrepart,uneoxydaseetunecatalase.Cescaractèresbiochimiquesontétédémontrés
par Monteiro en 1995. Cassel-Beraud et al., (1996) ont constaté qu'après60min, le
changement de la couleur du milieu urée - indole de l’orange au rouge
indiquelaprésencedelabactériedanslabiopsiegastrique.Cettebactérieauneparticularitétrèsmarqu
ante qui est la présence d’une activité uréasique très intense ; cette propriété a étémiseà profit
pour un diagnostic rapide, la sensibilité de cette méthode est comprise entre

71et91%àla24èmeheure.L’uréasedecettebactériehydrolysel’uréeenammoniacetenbicarbonates
dans le but de neutraliser l’acidité de l’estomac, un moyen pour adhérerauxcellules du mucus
(Sobhani et al.,1995). L'uréase est certainement leplusimportant enzyme pour l'identification.
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Pour survivre dans sa niche écologique,
H.pyloriproduitdegrandesquantitésdecetteenzymeàtamponnerlemilieuacideetcréeunmicroenvir
onnement.

H.pylori possède plusieurs facteurs de virulence, dont la mobilité flagellaire quiaété
reconnue dans différents modèles animaux et semble essentielle à la colonisation
delamuqueuse gastrique et à la persistance d’infections chroniques (Fauconnier,1998).D'après
( MégraudetLehours,2007)lecytochromeoxydaseestprésentdanstouslesmembres
duEpsilonproteobacteria. Il est habituellement détecté avec desréactifsspéciaux sur un disque
ou une bande. La catalase est aussi présente dans
touslesHelicobactersetlaplupartdesmembresdelaCampylobacteraceaeetestdétectéeparl'introdu
ction d'une anse de bactéries dans une goutte de peroxyde d'hydrogèneetl'observation d'une
production très abondante de bulles.ces caractères biochimiques permettent à H.pylori de
persister dans l’estomac et de franchir la barrière du mucus.

Selon ( Dunnetal.,
1997)lessouchesdeH.pylorisontdesspiralesàGramnégatifetmicroaérophiles.Desbactériesquidé
montrentdesextrémitésarrondiesdansdeséchantillonsdesbiopsiesgastriques.Toutefois,lorsqu'ell
essontcultivéessurunmilieusolide, les bactéries prendre une forme analogue à une tige. Après
une cultureprolongéesur des milieux solides ou liquides, généralement les formes coccoïdes
prédominent.Enmicroscopie électronique, les formes apparaissent comme des coccis, ce sont
desbacillesaveclesextrémitésdesdeuxbrasreliésparunestructuremembraneuse.Lesformescoccoï
des sont métaboliquement inactives. Cependant, ils ne peuvent pas être cultivésinvitro. En
biopsies gastriques les H. pylori sont de 2,5 à 5,0 mm de longueur et de 0,5 à1,0mm de
largeur.

Un travail de Otth et al.,réalisé en 2011dans le sud du Chili sur 240 patientsontune
gastrite ou un ulcère gastrique, chaque biopsie gastrique a été homogénéiséeetensemencée sur
une gélose au sang contenant un mélange sélectif desantibiotiques(supplément DENT). Des
boites de Pétri ont été incubées à 37 ° C dans
unenvironnementmicroaérophilependantcinqjours.H.pyloriaétéisoléeàpartirde99patients(41,3
%)avec une fréquence légèrement plus élevée chez les femmes (42% des
culturespositives)queleshommes(40,2%desculturespositives).

EnAlgérie,(Allemetal.,2007),ontisoléunesouchedeH.pyloriàpartird'unebiopsiegastriqu
eprélevéeà2cmdupylored'unpatientprésentantunulcère.Cettebiopsie est broyée dans 0.5 mL de
bouillon nutritif et ensemencée dans des boites dePétricontenant de la gélose chocolat. Elles
sont mises dans une jarre sousatmosphèremicroaérophile pour une incubation de 5 jours à

37oC. Pour l'enrichissement,
lescoloniessuspectessontmisesdansunbouillonglucosetamponnéadditionnédusangdecheval.L'id
entificationaétéfaiteparl'appréciationdelamorphologiedecettebactérie;descaractères
biochimiques tels que: l'oxydase, l'uréase, la catalase et la production d'H2SsurTSI sont
égalementrecherché
unexamenanatomopathologiqueetcytologiqueaumicroscopeoptiqueestréalisésurdescoupeshisto
logiquespréparéesàpartirdesbiopsiesgastriquesetcoloréesparl'Hématoxyline–
éosineetparleGiemsalent.L'observationamontrélaprésencedesbâtonnetsincurvésd'H.pyloriàlasu
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rfacedel'épithéliumgastriqueetdanslalumièreglandulairedestroispatients. La présence de ce
pathogène a provoqué une gastrite chronique chez la majorité des patients, marquée par une
atrophie glandulaire et un infiltrat dense ainsi que la présence d'un foyer de polynucléaires
neutrophiles dans le chorion.

L'examen histopathologique permet en plus de la détection de H.pylori,
l'étudedel'étatdelamuqueuse;ilestindispensableaudiagnostic,autypage des lésions associées à
l'infection. Il permet de visualiserdesmicroorganismes sous forme de bâtonnets, en S et/ou en
virgule, à la surface delamuqueuse gastrique, dans le mucus au contact de l'épithélium de
revêtement de surfaceetdes cryptes. L'ingestion de ce pathogène provoque une inflammation
aigue
dontenabsencedeguérison,lacolonisationbactériennepersisteàlasurfacedelamuqueuseentraînant
une gastrite chronique active. S'y associe fréquemment une réactionlymphoïdefolliculaire
(MALT aquis) induit par H.pylori (Zine-Charaf,2007).

Selon les caractéristiques histologiques, la gastrite antrofundique atrophique a été la
découverte la plus fréquente dans la majorité des prélèvements effectués au sein du service
gastroentérologie de CHU Tizi-Ouzou, suivie par la métaplasie intestinal et adénocarcinome
(71,1%, 17,7%, et 24,4%, respectivement). Taux de colonisation par H.pyloriétait  plus élevé
dans  le cas de gastrite antro-fundique

Lesétudesde(Cassel-
Béraudetal., 1996)réaliséespendantunepériodede8mois,dontl’infectionàHelicobacterpyloriaété
recherchéechez140patientsqui présentaient une symptomatologie digestive haute, par les
méthodesclassiquesbactériologiques(colorationdeGram,testàl’urée,miseenculture)ethistologiq
uesontpermis l’identification de cette bactérie à partir de prélèvements biopsiques
delamuqueuse antro-pylorique. La prévalence de l’infection à H.pylori était de 59 %.
Lestauxde prévalence ne semblaient pas différer selon l’âge et le sexe mais l’infection à
H.pyloriétait significativement plus fréquemment retrouvée chez des malades présentant
unulcèreduodénal évolutif (30 cas sur 41) que chez les patients ayant une endoscopie
normale(21cas sur47).

Il est précisé aussi que le risque relatif de développer un carcinome gastrique est 3 fois
supérieur en association avec l’infection à H.pylori.

Dans notre étude, tous les cas de carcinome gastrique ont été détectés que ce soit chez
les femelles (n=5) et chez les males (n=6) et l’activité à H.pylori a été observée dans 2 d'entre
eux .la métaplasie intestinale a été détectée dans 17,1% de l'échantillon total (n = 8), 100 %
ont été colonisés par H.pylori.

Par contre des études menée par les chercheurs de l’Hôpital de kouba qui ont
répertorié des carcinomes(78% des cas) et des lymphomes (19%) chez des individus dont
l’age moyen était 55 ans, 98% des cas étaient vu à un stage avancé de la maladie cancéreuse
et la présence de H.pylori dans 89% des cas établissant une corrélation hautement
significative entre le cancer gastrique et l’infection chronique à H.pylori . Cependant dans
notre étude  les chiffres étaient trop petits pour commenter.la métaplasie intestinale et la
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lésion précancéreuse pourraient être détectées plus si des biopsies multiples de l’angulus ont
étaient incluses.

En effet, l’atrophie gastrique, qui précède de plusieurs années la survenue du cancer de
type intestinal, fait disparaître l’infection et, au moment du cancer, les traces histologiques et
immunologiques de la bactérie ont disparu. Cela explique que les premières études
épidémiologiques utilisant des prélèvements contemporains du cancer aient largement sous-
estimé l’association H.pylori –cancer.

 Etude de la sensibilité des tests utilisés :

1- Etude anatomo-pathologique :

La fréquence de l’atrophie était plus importante dans tous les cas de gastrique
antrofundique de notre série environ 53% (n=24) par rapport à la fréquence de métaplasie
intestinale qui est estimé à 17% (n=8).

L'étude réalisée par Zhang C a montré  le lien étroit entre l’infection par H.pylori et la
progression des lésions pré-cancéreuses,l'atrophie glandulaire et la métaplasie intestinale dans
les diverses lésions gastriques (Zhang C et al., 2005).

On sait maintenant que la première étape de ce processus est la gastrite chronique
inflammatoire due à H.pylori .L’infection par l’H.pylori commence par une gastrite aigue.
Cette phase transitoire (7 à 10 jours), coïncidant avec la multiplication et la colonisation
bactérienne, est caractérisée sur le plan histologique par une dégénérescence de la surface
épithéliale avec une infiltration par des polynucléaires neutrophiles.

Certains sujets vont spontanément éliminer le microorganisme. Cependant dans la
majorité des cas,l’infection persiste avec l’arrivée, en grand nombre au niveau de la muqueuse
gastrique, des lymphocytes et des plasmocytes de l’inflammation chronique. La gastrite est
alors désignée chronique et active.

Le degré d’inflammation chronique est corrélé à l’intensité de la colonisation et à la
virulence de la souche bactérienne qui sévit essentiellement au niveau de l’antre gastrique,
expliquant ainsi l’importance des lésions rencontrées à cette zone.

La colonisation du fundus survient par la suite à cause de la diminution de l’acidité
avec la destruction progressive des cellules pariétales, et l’installation de l’atrophie
glandulaire.

L’atrophie est définie par une perte de tissu glandulaire suite à des lésions muqueuses
répétitives. La métaplasie intestinale est définie par le remplacement des cellules mucineuses
gastriques, à pôle apicale fermé, par des cellules caliciformes à pôle apicale ouvert. Le degré
d’atrophie glandulaire et de métaplasie intestinale s’apprécient mieux sur les biopsies de
l’angulus, et sont plus prononcées enprésence d’H.pylori et quand les lésions sont plus
évoluées.

Par contre  le taux de patients avec H.pylori positif diminuent sachant que la
modification du pH gastrique avec l’installation de l’atrophie et la métaplasie intestinale est
hostile à la croissance d’H.pylori.
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2- H.pylori / Cancers gastriques :

Nous avons relevé 24% (n=11) de cancers gastriques. H.pylori était retrouvé à
l’examen histologique dans 18% (n=2) des cas. Ya pas de différence significative entre les
deux sexes. Le carcinome à cellules indépendantes en bague à chaton était le plus fréquent
(Figure38).

80% (n=9) des adénocarcinomes étaient de localisation antrale, et 2 lymphomes diffus
à grande cellules B  de localisation antrale.

Figure N°45 : Carcinome à cellules indépendantes en bague à chaton  coloré par la méthode
HE vu au grossissement(x100)

Dans notre série, les carcinomes représentent  24% (n=11) de l’ensemble des patients.
Cette fréquence est plus basse par rapport à celle rapportée dans la littérature.(Correa et
al.,2008)
Le lymphome B diffus à grandes cellules représente  18% des cancers dans notre série. La
présentation clinique dépend de facteurs de l’hôte et bactériens. Dans notre série la moitié des
adénocarcinomes étaient associés à des dysplasies de haut grade, ce qui confirme la filiation
dysplasie-cancer. Les patients qui possèdent une sécrétion acide importante sont prédisposés à
la gastrite à prédominance antrale et donc à la pathologie ulcéreuse duodénale. Les patients
par ailleurs ayant une sécrétion acide moins importante présenteraient plutôt une gastrite
prédominante au niveau de l’agulus de l’estomac et les prédisposerait donc à l’ulcère et au
carcinome gastrique.

L’examen histologique est un moyen de diagnostic très répandu il permet à la fois de
rechercher la présence de la bactérie à la surface de la muqueuse gastrique et de typer la
gastrite à H.pylori. Il permet aussi  le diagnostic de certitude d'une pathologie maligne
(lymphome, adénocarcinome) et le classement des lésions de gastrite à l'aide du système de
Sydney, en particulier suivant leur topographie et leur intensité, qui influent sur le risque de
développement de maladies associées, telles que l'atrophie, la métaplasie intestinale ou la
dysplasie prédisposant au cancer gastrique La sensibilité et la spécificité de l'examen
anatomopathologique sont élevées, supérieures à 90 %, et cette technique est accessible à tous
les centres d'endoscopie digestive. La méthode doit comporter une fixation des biopsies dans
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le formol et adopter des colorations facilitant la reconnaissance de la bactérie au microscope
(Giemsa modifié ou crésyl violet, la coloration par l’hématéine éosine visualise mal les corps
bactériens.

 Inconvénient :

La fiabilité de l'examen anatomopathologique dépend du site, du nombre et de la taille
des biopsies (Hala et al., 2000). La présence d'une atrophie de la muqueuse fundique associée
à unehypochlorhydrie modifie les conditions du milieu, moins favorable au développement
de H.pylori, limitant ainsi la densité microbienne et de fait la sensibilité de la détection
histologique de l'infection.

Le remplacement de la muqueuse gastrique par du tissu métaplasique intestinal en cas
de gastrite atrophique progressive limite également les possibilités de visualiser les corps
bactériens, H.pylori ne colonisant pas la métaplasie intestinale. Les performances de
l'anatomie pathologique pour le contrôle de l'éradication de H.pylori sont aussi moins
bonnes(Laine et al.,2000). Dans ces situations, le test respiratoire, méthode globale de
diagnostic de l'infection à H.pylori, peut s'avérer plus sensible que l'examen
anatomopathologique même après recours à de multiples biopsies (trois ou plus) au niveau de
chacun des sites de l'antre et du fundus.
Récemment, Smith, dans une étude rétrospective portant sur 200 biopsies gastriques
consécutives, a confirmé que H.pylori est facilement observée dans la majorité des cas avec
HE (sensibilité de 91% et une spécificité de 100%) et  reste le test le plus rapide et le moins
coûteux pour identifier H.pylori dans les biopsies gastriques(Smith et al., 2012).

De nouvelles techniques d’histologie  ont étaient discutées par plusieurs auteurs tel
que , le rapport de l'histologie de la gastrite du système de mise en scène OLGA (lien
opérationnel sur l'évaluation de la gastrite) a également été réexaminé, compte tenu de son
importance pour la prédiction du risque de cancer gastrique (Rugge et al., 2011 ; Carrasco et
al., 2013 ) a examiné l'histologie de la muqueuse gastrique normale, avec une vue sur le rôle
de H.pylori dans la cascade à plusieurs étapes de GC. Le rôle du système de mise en scène
OLGA pour évaluer le risque de GC a été soulignée; Plus précisément, les bases
épigénétiques de la gastrite chronique, principalement méthylation induite de l'ADN de la
région promotrice de la E-cadhérine dans la gastrite chronique à HP  et son retour après
éradication de la bactérie.

 Test rapide a l’uréase :

Cette méthode dépend de l'activité uréasique de H.pylori. L'ammoniaque libérée par
l'hydrolyse de l'urée accroît le pH du milieu de réaction et fait virer la couleur l'indicateur de
pH. Plusieurs tests commerciaux sont disponibles, y compris les tests à base de gel, des tests à
base de papier et de tests à base de liquide, fournissant un résultat en 1-24 h, en fonction du
format du test et de la densité bactérienne dans les échantillons de biopsie.Par rapport à
l'histologie et la culture, les tests d'uréase sont plus rapides, moins chers avec une sensibilité
moyenne de plus de 80 % et une spécificité de 95 %.

Un résultat positif permet de conclure  la présence de H.pylori du fait de l'excellente
spécificité. En cas de densité microbienne élevée, le test peut se positiver en quelques
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minutes, ce qui permet de débuter sans délai le traitement d'éradication. Certes, le traitement
d'urgence est rarement nécessaire. Cependant, un résultat positif en salle d'endoscopie permet
de raccourcir la durée de traitement de la maladie ulcéreuse duodénale non compliquée à 7
jours effectifs de trithérapie anti-H.pylori(Consensus, 1999).

 Inconvénient :

La sensibilité de ce test est réduite si la densité bactérienne est faible (inférieure à
10 3 -10 5 bactéries), ce qui explique qu'il ne puisse être utilisé pour évaluer l'éradication.
Après traitement par IPP ou par antagonistes des récepteurs H2, la réalisation de biopsies dans
l'antre et dans le fundus est recommandée pour augmenter la sensibilitédu test rapide de
l'uréase est diminuée  aussi en cas de présence de sang dans la cavité gastrique (Howden et
al., 1998).

 Culture :

Depuis la découverte de H.pylori, la culture bactérienne a été utilisé comme test de
diagnostic de routine, étant considéré comme l'étalon-or. Actuellement, il est recommandé de
réaliser la culture de H.pylori pour tester la sensibilité aux antibiotiques en cas de résistance
primaire à la clarithromycine est supérieure à 20% ou après échec du traitement de deuxième
ligne (Malfertheiner et al., 2012 ). Elle permet aussi de détecter par PCR certaines mutations
responsables de résistances .Enfin, elle permet de mettre en évidence des marqueurs de
virulence par PCR en temps réel (Cag et Vac).

Une étude récentes vise a amélioré la sensibilité de milieu culture en modifiant sa
composition elle a montré que la supplémentation de milieu par  le cholestérol au lieu de
sérum était une option viable pour la croissance H.pylori(Jiménez-Soto et al., 2012).

 Inconvénients :

Malgré sa longue utilisation, la culture reste un défi en raison de la nature fastidieuse
de la bactérie, avec des exigences particulières de milieu et d'atmosphère de  croissance La
bactérie est fragile et doit être maintenue viable dans une atmosphère microaérobie réfrigérée
à 4°C pendant l'acheminement au laboratoire de bactériologie en moins de 4 heures. Au-delà
de 4 heures de délai d'acheminement, l'usage d'un milieu de transport adapté est
indispensable. Ces contraintes de transport sont un des obstacles à la diffusion de cette
méthode de diagnostic en pratique courante. L'autre inconvénient est la difficulté de la
culture, nécessitant des milieux spéciaux, une atmosphère microaérobie à 37°C et une
attention particulière(Perez-Perez et al.,2000 ). La croissance bactérienne est lente nécessitant
d'attendre en primo-culture jusqu'à 12 jours, afin de garantir une bonne sensibilité de la
technique. Pour ces raisons, la technique est coûteuse et peu diffusée, maîtrisée en routine par
à peine plus d'une dizaine de laboratoires en France (Grignon et al., 2002).

La culture de H.pylori est réalisée sur des échantillons de biopsie gastrique, et parce
que les bactéries présentent une répartition irrégulière sur  la muqueuse gastrique,la culture de
plus d'une biopsie, de l'antre et de l’angulus, est parfois obligatoire, en particulier après un
traitement antibiotique. Un autre point important à garder à l'esprit ce sont des facteurs qui
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peuvent influer sur le résultat de la culture d’H.pylori à partir d'échantillons de la muqueuse
gastrique. Outre la question concernant les saignements ulcèrogastro-duodénaux, dont la
culture a une sensibilité plus faible que dans les cas contraire, d'autres facteurs liés à l'hôte,
comme une forte activité de la gastrite, faible charge bactérienne, la consommation d'alcool et
l'utilisation d’IPP, avoir été récemment décrite comme étant la cause de l'échec de la
culture H.pylori chez les sujets infectés (Choi YJet al. ,2012).

La culture de selles a été montré pour être extrêmement difficile en raison de la nature
complexe de l'échantillon sur la composition du microbiote et l'excrétion de cellules viables
d’ H.pylori et cette technique a été couronnée de succès dans le cadre du transit gastro-
intestinale rapide (Leszczyńska et al.,2010). Dans une étude récente, les auteurs ont pu isoler
H.pylori dans 9 et 12 fluides,  du rectum et de l'iléon respectivement.

Dans notre étude  la culture a échoué, on a pu isoler 4 souches d’H.pylori sans pouvoir
effectuer l’antibiogramme à cause des caractères exigent de la bactérie en milieu de transport
et milieu de culture et aux conditions défavorables de conservation  de la bactérie.
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H.pylori a été mise en évidence chez 80%(n=36) de notre série selon la méthode
histologique. Elle est retrouvée  autant chez les hommes que chez les femmes, les taux étant
respectivement de 77% (n=17) et 82% (n=19); le sexe ne présente donc aucun effet sur la
prévalence de l’infection par H.pylori.

Notre étude a démontré également que H.pylori est impliquée dans 71%(n=32) des
gastrites,4% (n=2) des ulcères et 24%(n=11) des cancers gastrique. Cet agent à l’origine de
ces différentes pathologies gastriques a comme siège préférentiel l’antre gastrique avec un
taux de 57% (n=26) ; suivi de fundus 35% (n=16), la petite courbure reste le siège le moins
infecté 6% (n=3).

On souligne également que dans notre étude, les cas de cancer étaient rarement
accompagnés de la présence d’H.pylori dans les prélèvements à cause des conditions hostiles
qui diminue la viabilité de cette dernière.  Seul  les cas de gastrite qui ont associé la présence
d’H.pylori et  sa mise en évidence est assuré par l’examen histologique par excellence et la
culture qui est avéré sans succès à cause des difficulté rencontré au niveau du laboratoire  y
compris  les dispositifs assurés par le labo  et les conditions de conservation des échantillons
de biopsie. Le diagnostic de l’infection  peut être fait par différentes techniques. Chacune
d’entre elle à ses performances et ses failles. D’après nos résultats, l’examen histologique à
une sensibilité de 75 % par rapport à la culture. Une méthodologie rigoureuse en tenant
compte des indications de l’endoscopie gastrique, permet d’améliorer la rentabilité
notamment de ces examens. Seule l’étude anatomopathologique permet à la fois cette
détection et l’évaluation des lésions histologiques associées.

Au terme de ces résultats, il est temps de dire qu’il n’y a pas de bon H.pylori et qu’il
serait raisonnable de recommander une éradication systématique de la bactérie chez les sujets
jeunes. L’éradication de cette bactérie permet non seulement de réduire significativement le
risque de récidive ulcéreuse et de contrôler les récidives hémorragiques à court terme, mais
aussi les risques d’évolution vers un cancer gastrique à long terme, ce qui souligne
l’importance de diagnostiquer et de traiter cette infection au stade précoce.

Le traitement de première ligne  actuellement recommandé  pour l’éradication de
H.pylori  est une trithérapie de 7 jours associant un IPP  double dose + amoxcilline 1g deux
fois par jour et clarithromycine 500 mg deux fois par jour avec la possibilité de remplacer
l’amoxicilline par le métronidazole 500 mg deux fois par jour en cas d’intolérance à
l’amoxicilline.En cas d’échec de ce traitement, un deuxième traitement peut être proposé et
qui être adapté aux résultats de l’antibiogramme.Apres deux échecs, une autre association
proposée soit une trithérapie associant un IPP à double dose,l’amoxicilline 1g deux fois par
jour et lévofloxacine 250 mg deux fois pendant 7 ou 10 jours soit une quadrithérapie à base de
bismut.

En perspectives, il serait intéressant de:
- Déterminer les résistances de H.pylori aux antibiotiques;
- Élucider les mécanismes d’induction du cancer gastrique par H.pylori;
-Indication de l’éradication d’H.pylori chez toute personne ayant subit une endoscopie
digestive avec présence de lésions gastrique .
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Annexe n°1 : Composition du milieu Columbia

Polypeptones : 17,0 g/L

Peptone pancréatique de coeur : 3,0 g/L Amidon de maïs : 1,0 g/L

Chlorure de sodium : 5,0 g/L

Extrait de levure : 3,0 g/L

Agar : 13,5 g/L

pH = 7,3 +/- 0,2

Annexe n°02 : Composition du milieu urée -idole

L-tryptophane : 3 g

Urée : 20 g

Monophydrogénophosphate de potassium : 1 g

Dihydrogénophosphate de potassium : 1 g

Chlorure de sodium : 5 g Éthanol à 95 °GL : 10 ml Rouge de phénol : 25 mg Eau distillée : 1 l



Annexes

Annexe n°03 : Fiche technique des renseignements des patients
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Annexe n°04: répartition des patients selon les symptômes

Epigastralgie TFI RGO Dyspepsie
89% 94% 50% 26%

Epigastralgie  TFI RGO Dyspepsie

89%
94%

50%

26%

Répartition selon les symptomes
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Annexe n°05: Répartition des CMI90 de divers antibiotiques de type sauvage contre

H.pylori à différents pH

CMI90(mg /L) pH

Agent 7,5 6,0 5,5
Penicillin 0,03 0,5 0,5
Ampicillin 0,06 0,25 0,5
Céphalexine 02 16 32
Erythromycine 0,06 02 08
claritromycine 0,03 0,06 0,2

5
Ciprofléxacine 0,12 0,5 02
Tetracycline 0,12 0,25 0,5
Nitrofurantsine 01 02 02
Métronidazole 02 02 02
Bismuth
subcitrole

16 08
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Annexe n°06: photographies de l’appareillage.

Photographie de la batterie de coloratio:H.E (laboratoire d’anatomie-pathologie du CHU
deTizi-Ouzou).

Photographie de l’étuve
(laboratoire de microbiologie du
CHU deTizi-Ouzou).
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Photographie d’un microscope photonique (laboratoire de microbiomogie du CHU deTizi-
Ouzou).

Photographie de l’hermo (laboratoire de microbiologie du CHU deTizi-Ouzou).



Annexes

Annexe n°07: Répartition des résultats des patients selon les tests utilisés.

diagnostic anatomo-pathologique

diagnostic bactériologique Sérodiagnostic

activité uréasique
culture

bacterienne
caractére biochimique

antibiograme
AC anti HP par

ELISA
catalase oxydase

patient 1
Gastrite chronique atrophique d'activité

modérée HP+
+

-
+ +

Non fait
Examen non fait

patient 2
Gastrite antrale chronique modérée
d'intensité et d'activité sévère sans

métaplasie intestinale,HP+++
+

+
+ +

Non fait
Examen non fait

patient 3

Aspect morphologique et donnée de
l'étude immunohistochimique en faveur
d'un lymphome diffus à grandes cellules

de phénotype B

- - - - Non fait

On peut pas voir HP

patient 4
Aspect morphologique et profil immuno-

histochimique d'un adénocarcinome
gastrique peu diffférencié infiltrant.

- - - - Non fait On peut pas voir HP

patient 5

Aspect hitopathologique d'un adénome
villeux en dysplasie de haut grade avec

des foyers d'adénocarcinome intra-
muqeux.

- - - - Non fait On peut pas voir HP

patient 6
Lymphome à petite cellule de phénotype

B de type MALT probable.
+

- - - Non fait On peut pas voir HP
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patient 7

Gastrite chronique antro-fundique
d'intensité etd'activitélégére avec
métaplasie intéstinale compléte et

focale,HP+

- - - - Non fait

Examen non fait

patient 8 Gastrite chronique non atrophique,HP- - - - - Non fait Examen non fait

patient 9
Gastrite chronique non atrophique

d'intensité et d'activité légére avec HP+
- - - - Non fait

HP(+)

patient 10

Aspect histopathologique d'une gastrite
chronique antro-fundique d'atrophie

légére,d'intensité et d'activité modérée
avec métapalsieintéstinale modérée ,HP+

+

- - - Non fait

Examen non fait

patient 11
Gastrite chronique atrophique d'activité

modérée HP+
+

- - - Non fait
On peux pas voir HP

patient 12
Absence de muqueuse gastrique dans les

prélévement,patient à refaire.
- - - - Non fait

On peux pas voir HP

patient 13 Prélèvement a refaire - - - - Non fait Examen non fait

patient 14

Aspect histopathologique d'un
adénocarcinome gastrique bien
différencié,infiltrant ,muqueuse

antralesiége de lésions de gastrite
chronique d'intensité et d'activité

légère,avec présence d'une métaplasie
intéstinalecomplételégère,HP+.

+

- - - Non fait

On peut pas voir HP

patient 15
Aspect histopathologique en faveur d'un
adénocarcinome à cellules indépendantes

gastrique en" bague à chaton"

- - - - Non fait
HP (-)

patient 16
Gastrite antrale chronique modérément

atrophique,d'intensité et d'activité
marquées avec métaplasie

- - - - Non fait
Examen non fait
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intestinale,HP++

patient 17
Gastrite chnoniqueantrale d'atrophie

légére,nonactive,HP-
- - - - Non fait

On peut pas voir HP

patient 18
Gastrite chnonique atrophique d'intensité

sévère et d'activité modérée,HP++
- - - - Non fait

HP(+)

patient 19
Gastrite peu atrophiante d'activité et

d'intensité modérée avec HP+++
- - - - Non fait

HP (-)

patient 20 Gastrite chronique d'activité légére HP+ - - - - Non fait HP (-)

patient 21
Gastrite chronique non atrophique

d'intensité et d'activité légére avec HP+
- - - - Non fait

HP (-)

patient 22 Gastrite chronique non atrophique,HP- - - - - Non fait HP (-)

patient 23
Gastrite chronique d'intensité

modérée,peu active et d'atrophie légére
,HP++

+
- - - Non fait

Examen non fait

patient 24
Aspect de gastrite chronique non active

d’intensité et d’atrophie modérée, absence
de dysplasie,HP+++

+
+

+ +
Non fait

Examen non fait

patient 25
Gastrite chronique d'intensité modérée

avec métaplasie pseudo-colique et
d'activité légére,HP+++

-
- - - Non fait

Examen non fait

patient 26
Gastrite chronique antro-fundique

d'intensité sévère d'activité et d'atrophie
modérée HP+++

- - - - Non fait
Examen non fait

patient 27
Gastrite antrale chronique atrophique

d'intensité et d'activité modéré sans
métaplasie intestinale,HP+

- - - - Non fait
Examen non fait
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patient 28
gastrite chronique peu atrophique
d'activité modérée HP+ absence e

métaplasie intéstinale HP++
+

- - - Non fait
Examen non fait

patient 29

Aspect hitopathologique d'un
adénocarcinome moyennement

différencié avec lésions de gastrite
fundique chronique atrophique

d'intensité et d'activité modéré avec
métaplasie intéstinale

-

- - - Non fait

Examen non fait

patient 30
Gastrite antro-fundique chronique
d’intensité modérée non active sans

métaplasie intéstinale,HP+
-

- - - Non fait
Examen non fait

patient 31
Gastrite chronique d’atrophie légère

d’intensité modérée et d’activité
modérée,HP+++

+
- - - Non fait

Examen non fait

patient 32
Gastrite chronique atrophique d’activité

et d’intensité modérée,HP+++ +
- - - Non fait

HP(+)

patient 33

Gastrite chronique antrofundique
d’intensité et d’activité marquée peu

atrophique,absence de métaplasie
intéstinale,HP+++

+

- - - Non fait

Examen non fait

patient 34
Lésions gastrique minime,absence de

métaplasie intéstinale,HP+++
+

+ - - Non fait
HP(+)

patient 35
Aspect histopathologique d’une muqueuse

antrale siége d’un adénocarcinome bien
diffiréncié

+
+

+ +
Non fait

Examen non fait

patient 36
Gastrite antro-pylorique atrophique
d’intensité et d’activité sévère,HP++ +

+
+ +

Non fait
HP(+)

patient 37
Muqueuse fundique siége de discréte

lésions de gastrite,HP++
-

- - - Non fait
Examen non fait
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patient 38
Gastrite chronique atrophique

d’intensité modéré active avec métaplasie
intéstinale,HP+++

+
- - - Non fait

Examen non fait

patient 39
Aspect histopathologique est en
faveurd’un adénocarcinome peu

diffiréncié infiltrant de l’estomac
+

- - - Non fait
Examen non fait

patient 40

Aspect de polype gastrique
hypérplasique,Gastrite fundique

chnonique d’intensité légère d’atrophie
légère avec HP+

-

- - - Non fait

Examen non fait

patient 41
Gastrite fundique chronique d’intensité

et d’activité modérée avec métaplasie
intéstinale,HP+

+
- - - Non fait

Examen non fait

patient 42
Gastrite chnoniqueantrale d'atrophie

légère,non active,HP
+

- - - Non fait
Examen non fait

patient 43
Gastrite antr-fundique peu atrophique

d’activité marquée ,HP+
+

- - - Non fait
HP(+)

patient 44
Aspect de gastrite chronique antrale

d’intensité sévère,d’activité et d’atrophie
modérées,HP+++

+
- - - Pas de

résultat Examen non fait

patient 45
Aspect de gastrite antr-fundique

atrohique d’activité et d’intensité sévère
avec métaplasie intéstinale ,HP+++

+
-

+ +
Pas de

résultat Examen non fait



Glossaire

Adenocarcinome : Tumeur maligne développée aux dépens d'un épithélium glandulaire.

Alkylhydroperoxyde-reductase : Enzyme dont La fonction est de protéger H. pylori par
réduction d'hydroperoxydes organiques toxiques.

Antigene lewis a, b : antigènes libres dans le plasma et autres liquides biologiques, adsorbés
sur les érythrocytes (antigènes des groupes sanguins).

Antigene lewis x, y : antigènes présents sur les membranes des leucocytes et des cellules
endothéliales.

Carcinome : Cancer développé à partir d'un tissu épithélial (peau, muqueuse).

Cytokine : Substances solubles de communication synthétisées par les cellules du système
immunitaire (les lymphocytes T) ou par d'autres cellules et/ou tissus, agissant à distance sur
d'autres cellules pour en réguler l'activité et la fonction.

Dysplasie : Malformation ou déformation résultant d'une anomalie du développement d'un
tissu ou d'un organe, qui survient au cours de la période embryonnaire ou après la naissance.

Grading : Détermination du grade.

Intégrine alpha5 beta 1 : Protéine transmembranaire qui intervient dans les interactions entre
les molécules d'adhésion sur les cellules adjacentes et/ou la matrice cellulaire.

Lamina propria : Membrane située au-dessous de l'épithélium de la muqueuse, constituée
essentiellement d'un épithélium et d'un chorion, et accessoirement de fibres élastiques
musculaires, de glandes, de villosités, etc., selon la muqueuse considérée.

Lymphome : Cancer du système lymphatique aux dépens des lymphocytes.

Metaplasie : Transformation d'un tissu cellulaire différencié en un autre tissu cellulaire
différencié.

Super oxyde-dismutase : Enzyme dont la fonction est de protéger H. pylori par réduction
d'hydroperoxydes organiques toxiques.


