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Résumé

En Algérie, les données sur I’antibiorésistance d’H. pylori sont limitées. Le but de cette étude
était d'evaluer la résistance primaire d’H. pylori aux antibiotiques (amoxicilline,
ciprofloxacine, clarithromycine, métronidazole, tetracycline et rifampicine) et de déterminer

les mécanismes moléculaires impliques.

Methodes: Deux cent soixante-dix cas n‘ayant jamais recu de traitement d’éradication ont été
inclus dans cette étude. Des biopsies ont été obtenues pour la culture et un test de sensibilité
aux antibiotiques a été réalisé par E-test pour tous les antibiotiques. Une amplification en
temps réel a été également réalisée sur tous les cas pour évaluer la résistance a la
clarithromycine et les mutations ponctuelles impliquées, ainsi que la résistance primaire a la
tétracycline et les mutations impliquées. Le séquencage de la région QRDR du géne gyrA, la
région RRDR du géne rpoB et du géne rdxA a été realisé pour détecter les mutations
impliquées respectivement dans la résistance a la ciprofloxacine, a la rifampicine et au
métronidazole. Une étude d’Hétéro résistance a été réalisée sur 10 patients colonisés par des
populations multiples d’H. pylori. Vingt isolats obtenus de chacun des patients ont subi un
criblage de la résistance aux antibiotiques, une détection du gene cagA et du géne vacA et une
étude de polymorphisme.

Résultats: Aucune résistance a I'amoxicilline et a la rifampicine n'a été détectée. La résistance
a la clarithromycine et a la ciprofloxacine a été trouvée respectivement dans 29,7% et 17,9%
des cas et un taux élevé de résistance au metronidazole (67,8%) a été détecté. Les résultats de
I’amplification en temps réel ont montré que la mutation ponctuelle A2143G la plus
fréquemment impliquée dans la résistance a la clarithromycine, la mutation ponctuelle
A2142C n’a pas été trouvée. Quarante deux patients (14,5%) ont été infectés a la fois par des
génotypes résistants et sensibles. Seuls deux isolats ont été résistants a la tétracycline et
présentaient une mutation A926G. Quatre mutations sont responsables de la résistance a la
ciprofloxacine (N87K (44,73%), D91IN (23,68%), N871 (18,42%) et D91G (7,89%)). Le
séquencage du rdxA a révélé de nombreuses mutations aléatoires. Les résultats de 1’étude de
colonisation multiple ont montré qu'un patient peut étre infecté par différents types d’H.

pylori en méme temps.

Conclusion: Les résultats concernant la résistance primaire d’H. pylori aux antibiotiques, les
principales mutations génétiques impliquées et I'étude du type de souche colonisant un patient

sont nécessaires pour 1’établissement de nouvelles stratégies thérapeutiques en Algérie.

Mots-clés: Helicobacter pylori, résistance aux antibiotiques, gene 23S RNAr, QRDR du gene
gyrA, géne 16S RNAr.



Abstract

In Algeria, there are limited data regarding the pattern of H. pylori primary antibiotic
resistance. The aim of this study was to evaluate the primary resistance of H. pylori to AMX,
CIP, CLA, MTZ, TET and RIF and to determine the molecular mechanisms involved in the

resistance.

Methods: Two hundred seventy Algerian adults who never received H. pylori treatment were
enrolled in this study. Human biopsies were obtained for culture and antimicrobial
susceptibility testing was performed by E-test for all antibiotics. Real-time FRET-PCR was
also performed in all cases to assess primary CLA resistance and point mutations involved,
real-time PCR was used to detect mutations involved in TET primary resistance, and
sequencing of the QRDR of the gyrA, RRDR of rpoB and rdxA was performed to detect
mutations involved in CIP, RIFand MTZ resistance, respectively. A study of multiple
populations colonizing a patient and screening of the résistance to CLA, CIP, MTZ, cagA,
vacA, UreAB polymorphism and RAPD profiles of 20 isolats from 10 patients each (200

isolats) were done.

Results: No resistance to AMX and RIF was detected. Resistance to CLA and CIP was found
in 29.7% and 17.9%, respectively and a hight rate of résistance to MTZ was detected. Results
of real-time FRET-PCR, showed that A2143G was the most frequent point mutation involved
in CLA resistance, A2142C was not found and 42 patients (14.5%) were infected by both
resistant and susceptible genotypes. Only two isolates were resistant to TET and exhibited an
A926G mutation. Four mutations were found to be responsible for resistance to CIP (N87K
(44.73%), D91IN (23.68%), N871 (18.42%) and D91G (7.89%)). The sequencing of rdxA
revealed numerous and random mutations. Results of multiple colonization study

demonstrated that a patient could be infected by different types of H. pylori in the same time.

Conclusion: Local data regarding the primary resistance of H. pylori to antibiotics, the main
genetic mutations involved in the resistance and the study of the strain type colonizing a
patient are necessary for a periodic evaluation of antibiotic consumption and new therapeutic

strategies in Algeria.

Keywords: Helicobacter pylori, antibiotic resistance, 23S RNAr gene, QRDR gyrA gene, 16S
RNAr gene, Algeria.
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Introduction

Une éventuelle implication bactérienne dans les pathologies gastriques n’avait jamais été
envisagée avant les années 80. Seul le role de ’hyperacidité gastrique liée au stress et a
d’autres facteurs environnementaux et génétiques €tait pris en considération. La découverte
d’Helicobacter pylori dans I’estomac par Marshal et Warren en 1982, a changé toutes les

données sur les désordres gastroduodénaux.

Cette bactérie infecte approximativement la moitié de la population mondiale et est un
important facteur de risque pour le développement de gastrites chroniques, d’ulceéres
peptiques, de carcinomes gastriques et de lymphomes du tissu associé a la muqueuse
lymphoide (MALT). Heureusement, la plupart des pathologies associées a H.pylri peuvent
étre prévenues ou guéries par 1’éradication de cette derniere (Malfertheiner et al., 2017).

Les Institutes Nationaux de Santé aux Etats Unis et les conférences des Consensus
Maastricht en Europe, recommandent 1’éradication d’H. pylori pour le traitement ou la
prévention des pathologies gastriques (Graham et Fischbach, 2010 ; Malfertheiner et al.,
2012). En Algérie, 1’éradication d’H. pylori est recommandée par une triple thérapie
contenant I’amoxicilline (AMX), la clarithromycine (CLA) ou le métronidazole (MTZ)
combinés par un inhibiteur de la pompe a proton (PPI) pour 7 a 10 jours (Boudjella et al.,
2013).

Ce traitement n’est efficace qu’avec 85% des patients pour plusieurs raisons. Incluant
I’absence d’observance thérapeutique, la prescription d’un traitement impropre, la pénétration
de la bactérie dans le mucus, 1’acidité élevée de I’estomac, les polymorphismes génétiques
(IL-1B et CYP2C19), la malabsorption de 1’antimicrobien ou sa dilution, la formation de
biofilm sont impliqués. Cependant, la plus importante raison est la résistance aux
antibiotiques (Graham et Dore, 2016; Malfertheiner et al., 2017).

Ces derniéres années, la résistance aux antibiotiques ne cesse d’augmenter, elle touche
principalement la clarithromycine, le métronidazole, les fluoroquinolones et a un moindre

degré les autres antibiotiques (De Francesco et al., 2017).

La plus part des personnes infectées sont asymptomatiques, mais 15-20% d’individus H.
pylori- positifs vont développer une pathologie associée a la présence de la bactérie. Le

développement de différentes pathologies tels que I’ulcére peptique, le cancer gastrique ou le
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lymphome de MALT dépend considérablement des caractéristiques du microorganisme, la

génétique de 1’hote et les facteurs environnementaux (Erzin et al., 2006).

H. pylori exprime des facteurs de virulence qui augmentent le risque des manifestations
cliniques. Les résultats de plusieurs études suggérent que le taux d’éradication chez les
patients atteints de gastrite est plus faible que chez les patients atteints d’ulcere peptique (Van
Doorn et al., 2000). Depuis que la résistance aux antibiotiques est devenue un probléme de
santé publique, des recherches ont été conduites pour trouver une éventuelle relation entre la
résistance et la présence des facteurs génétiques de virulence comme le géne associé a la
cytotoxine A (cagA) et le géne de la cytotoxine vacuolisante A (vacA) (Ryan et al., 2001 ;
Agudo et al., 2010).

H. pylori peut acquérir une résistance vis-a-vis d’un antibiotique par le biais de
mutations chromosomiques verticalement transmissibles (Mégraud et al., 2015; De
Francesco et al., 2017). Les mutations ponctuelles, en positions 2142 et 2143 du geéne de
I’ARNr 23S, ont ét¢ démontrées a ’origine de modification de la conformation du ribosome,
conduisant a une réduction de I’affinité de la clarithromycine & ce dernier causant une
résistance (Mégraud et Lehours, 2007 ; Cambau et al., 2009).

D’autre part, la résistance aux quinolones est due a des mutations ponctuelles dans le
géne codant pour 1’enzyme ADN-gyrase (Mégraud et Lehours, 2007 ; De Francesco et al.,
2017). Les mutations les plus fréquentes touchent les codons 87 et 91 dans une région
spécifiqgue du gene gyrA, nommée Quinolone Resistance-Determining Region (QRDR)
(Tankovic et al., 2003 ; Mégraud et Lehours, 2007 ; De Francesco et al., 2017). La résistance
d’H. pylori aux t estetracycline tres rare, elle est due a des mutations du géne 16S ARNr, ce

qui affect la liaison de I’aminoacyl-ARNTt (Gerrits et al., 2002 ; De Francesco et al., 2017).

Le mécanisme moléculaire associé a la résistance au métronidazole est plus complexe, cet
antibiotique nécessite une activation par des enzymes réductases intracellulaires. Ce processus
est tres répandu chez les bactéries anaérobies, mais le mécanisme qui semble le plus implique,
est la survenu de mutations diverses et aléatoires dans le géne rdxA, codant pour une enzyme

insensible a I’oxygéne NADPH nitroréductase (De Francesco et al., 2017).

Apres la publication du consensus Maastricht V, concernant le management de I’infection
a H. pylori et son traitement chez I’adulte (Fallone et al., 2016 ; Malfertheiner et al., 2017), la

stratégie thérapeutique envisagée en Algérie est mise en question. Le traitement doit étre
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amélioré pour atteindre un taux d’éradication de 90%. Il est tres difficile d’adapter un

traitement anti-H.pylori a un patient en ignorant les caractéristiques de la souche qu’il porte.

En tenant compte des difficultés rencontrées pour isoler H. pylori et pouvoir évaluer sa
sensibilité aux antibiotiques, il est préférable de trouver d’autres techniques spécifiques et
plus rapides. En parallele, les méthodes moléculaires sont devenues des techniques de choix
pour détecter la présence des bactéries et déterminer leur résistance aux antibiotiques avec une
tres haute sensibilité (Medina et al., 2010).

La résistance d’H. pylori aux antibiotiques en Algérie, est mal documentée. La pratique
d’un antibiogramme pour évaluer la sensibilité d’H. pylori aux antibiotiques est rare malgré
les échecs thérapeutiques successifs. Ces raisons nous ont pousses a réaliser une prévalence
de la résistance primaire d’H. pylori aux antibiotiques. Dans ce contexte, 1’objectif principal
de cette thése est de contribuer a I’amélioration de la prise en charge des infections a H.

pylori, les objectifs spécifiques étant :
- Prévalence de I’infection a H. pylori en Algérie ;

- Evaluation de la prévalence de la résistance d’H. pylori chez des patients symptomatiques
habitants Alger, Chlef, Oran et Sidi belabbes;

- Détermination d’une relation possible entre les facteurs de virulence exprimés par les isolats

et la résistance aux différents antibiotiques;
- Détermination des mécanismes moléculaires associés a chaque résistance;

- Etude de I’hétéro-résistance, la présence de quasi-espéce, I’infection mixte chez le méme
hote et la détermination de I’implication possible d’un génotype précis dans la résistance aux

antibiotiques.
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I. Helicobacter pylori

I.1. Historique

Bien que la présence d’une bactérie dans 1’estomac n’ait été découverte que depuis
environ 37 ans, les premiers rapports parlants d’un micro-organisme spiralé au niveau de la
mugqueuse gastrique ont été publiés depuis plus de cent cinquante ans mais ces résultats n’ont
été pris au sérieux qu’a la fin des années soixante dix, suite aux travaux du pathologiste

Australien John Robin Warrren.

En réalité, I’histoire remonte jusqu’a 1892, ou Giulio Bizzozero, jeune chercheur italien,
avait observé des images en forme de « bactéries spiralées » au niveau du tractus gastro-
intestinal des chiens (Bizzozero, 1892). Trois ans plus tard, Salomon confirma cette
observation au niveau de la muqueuse stomacale de chats et de chiens (Salomon, 1896). En
1899, par une observation semblable au niveau du liquide de lavage gastrique humain par un

polonais Walery Jaworski (Jaworski, 1899).

La premiere observation de bactéries spiralées au niveau méme de la muqueuse
gastrique humaine remonte a 1905 et est attribuée a Krienitz (Kreinitz, 1905); elle fut
confirmée par d’autres chercheurs dans les années 40 (Doenges, 1938). En plus, I’équipe de
Freedberg a démontré la présence de ces bactéries dans de prélévements chirurgicaux frais,

faisant ainsi penser a de réels agents pathogenes (Freedberg, 1940).

Ces études n'étaient pas soutenues par la communauté scientifique. Elles tombeérent en
désuétude suite a la publication du chercheur américain Palmer qui stipulait, en 1954, qu’il
n’avait pas pu isoler la bactérie dans des prélevements de biopsies gastriques de 1180
personnes (Palmer, 1954). A ce stade, I'acidité provoquerait alors des Iésions des muqueuses,

conformément a la citation de Schwarz en 1910: « pas d'acide, pas d'ulcére » (Schwarz, 1910).

L’activité uréasique au niveau de 1’estomac a été décrite pour la premiére fois en 1924
(Luck et Seth, 1924). En 1950, deux irlandais démontrent que chez les patients présentant un
ulcére gastroduodénal, 1’uréase neutralise 1’acidité gastrique via la production d’ammoniac.
Malgré le fait qu’on ait noté la disparition de cette activité enzymatique avec un traitement
antibiotique, le lien entre 1’activité uréasique et des bactéries n’a pu étre mis en évidence

qu’en 1984 (Langenberg et al., 1984).
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C’est ainsi qu’en 1975, ayant également observé des bactéries au niveau de 1’épithélium
gastrique, Steer a essayé de les isoler et s’est malheureusement retrouvé avec une culture
pure de Pseudomonas aeruginosa, contaminant probable (Steer, 1975). En 1979, la bactérie
fut redécouverte par deux chercheurs australiens Barry Marshall et Robin Warren de 1’hopital
« Royal de Perth ». La publication de leur recherche fut d’abord refusée en 1983 par la
société Australienne de Gastro-entérologie, mais ensuite acceptée lors du deuxiéme Congres

international sur les infections & Campylobacter organisée a Bruxelles, la méme année.

Le 14 avril 1982, ces mémes chercheurs parvinrent enfin, apres de nombreuses tentatives
avortées pour cause d’incubation trop courte, a cultiver la bactérie spiralée a partir d'une
biopsie gastrique d'un patient souffrant d’ulcére duodénal. Ils la baptisérent initialement
Campylobacter-like organisme (CLO) car ils pensaient que c¢’était une nouvelle espéce du

genre Campylobacter (Marshall et al., 1988).

Aprés le séquengage de I’ADN codon pour la sous unité 16S de I’ARNr et vu les
caractéristiques morphologiques et structurelles différentes montrant que cette bactérie
n’appartenait pas au genre Campylobacter, elle a été transférée vers un nouveau genre
« Helicobacter » (Marshall et Goodwin, 1987 ; Goodwin et al., 1989).

Marshall procéda a une ingestion d’une solution concentrée de bactérie pour prouver les
effets sur son propre estomac et la disparition des symptomes par administration d’un
traitement incluant un antibiotique (tinidazole) et des sels de Bismuth, satisfaisant ainsi a 3
des 4 postulats de Koch, pour convaincre la communauté médicale (Marshall et al., 1988),
découverte couronnée en décembre 2005 par I’attribution du Prix Nobel de Médecine et de
Physiologie. En 1994, H. pylori a été classée parmi les agents carcinogénes de classe | par
I’Organisation Mondiale de la Santé. Il s’agit de la premiere bactérie carcinogeéne reconnue
chez I’homme. Et depuis, pleins de travaux ce font pour étudier cette bactérie et son

implication dans la carcinogénese.
I.2.Bactériologie

1.2.1. Taxonomie

H. pylori est une bactérie de forme hélicoidale découverte dans une zone de 1’estomac
proche du pylore, d’ou son nom. Actuellement, elle est classée dans le regne des Bacteria, la

division Proteobacteria, la classe Epsilonproteobacteria, I'ordre des Campylobacterales, la
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famille Helicobacteraceae, le genre Helicobacter et I'espéce Helicobacter pylori (Garrity et
al., 2005).

Le genre Helicobacter est hétérogéne, il comprend au moins 26 espéces officiellement
nommees, et encore d’autre especes en cours d’étude (Reshetnyak et al., 2017). Ces especes
tres proches ont été trouvées avec au moins 93% de séquences communes. Le groupe le plus
intéressant est celui qui comprend les Helicobacters gastriques parmi lesquelles trois
seulement infectent I’homme : H.pylori, H.heilmanii et H.felis (Garrity et al., 2005 ;
Reshetnyak et al., 2017).

1.2.2.Habitat

La couche muqueuse de 1’épithélium gastrique, en particulier la muqueuse antrale
constitue le principal habitat d’H. pylori. Par contre, des souches d’H. pylori ont été
identifiées dans le sang, dans la cavité buccale (salive et plaque dentaire) et dans les selles
(Reshetnyak et al., 2017).

Par ailleurs, H. pylori a été découverte chez des singes rhésus, le cochon, le babouin et le
chat. Il s’agit toutefois de découverte sujette & de nombreuses controverses. Aucune source

environnementale (eau, sol...) n’a été identifiée a ce jour (Garrity et al., 2005).
1.2.3.Morphologie

H. pylori est un bacille a Gram négatif spiralé non sporulé. Il mesure 0,5 & 1um de
largeur sur 2,5 a 5 um de longueur (Goodwin et al., 1989 ; Hatakeyama, 2017 ; Reshetnyak et
al., 2017). 1l est tres mobile gréce a la présence de 4 & 7 flagelles gainés, résistibles a 1’acide
en ciliature lophotriche, qui lui permettent de se mouvoir dans le suc gastrique (Hazell et al.,
1991). La forme hélicoidale lui permet de s’encrer dans la paroi stomacale par des

mouvements hydrodynamiques (Reshetnyak et al., 2017).

Apres I’isolement de la bactérie en culture in vitro, la morphologie peut varier entre une
forme bacillaire, en U, en C, en O ou méme des formes cocoides non viables lorsque les
cultures sont vieilles, le milieu est pauvre ou dans d’autres conditions défavorables
(Mégraud, 2010 ; Reshetnyak et al., 2017).
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Figure 01. Helicobcter pylori sous microscope electronique (Thomson, 2008)
1.2.4.Croissance et caractéres biochimiques

H. pylori est une bactérie micro-aérophile avec un optimum de croissance a 37°C. En
effet, la bactérie est sensible a I’oxygéne et requiert pour vivre une atmosphére appauvrie en
oxygene de 3 a 6% (optimum de ’ordre de 5%) et une concentration en CO, de 6 & 10%
(Goodwin et al., 1989 ; Mégraud, 2010 ; Chmiela et al., 2017 ; Reshetnyak et al., 2017).

H.pylori tire son énergie de certains acides aminés, ou certains intermédiaires du cycle des
acides tricarboxyliques : glutamate, aspartate, serine. Cette énergie n’est jamais fournie par les

hydrates de carbone (Goodwin et al., 1989).

Elle posséde une catalase, une oxydase et une superoxyde dismutase (Pecsi et Pickett,
1994). La bactérie synthétise également une vy glutamyl transférase, une leucine
aminopeptidase et une phosphatase alcaline (Mégraud, 2010).Son activité enzymatique la
plus caractéristique est celle jouée par ’uréase qui lui permet de résister a 1’acidité gastrique,
en créant un environnement alcalin par I’hydrolyse de 1'urée (Mégraud, 2010). L’uréase est
une métallo-enzyme secrétée en quantité abondante par toutes les souches; elle représente 6 a
10% des protéines exprimées par H. pylori. Les mutants non ureolytiques sont incapables de

coloniser la muqueuse gastrique (Abdi, 2017).
1.2.4.1.Génome

H. pylori compte parmi les espéces bactériennes présentant le plus grand polymorphisme
génétique (Taylor et al., 1992; Jiang et al., 1996; Furuta, 2015). Cette diversité génétique
permet & H. pylori d’adapter son génotype a celui de son hote (Israel et al., 2001; Giannakis
et al., 2008 ; Furuta, 2015) et est probablement a 1’origine de la variabilité de son pouvoir

pathogéne.
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La comparaison du génome des souches séquencées a mis en évidence 1’exceptionnelle
diversité de cette bactérie. Contrairement au monomorphisme phénotypique observé, H.
pylori est l'une des bactéries pathogénes montrant d’importantes variations génétiques entre
les souches, ce particuliérement concernant le polymorphisme au niveau de génes specifiques
(microdiversité) et méme une divergence dans I’organisation des génes (présence ou absence
d’un géne : macrodiversité) (Salama et al., 2000; Gressmann et al., 2005; Suerbaum et
Josenhans, 2007 ; Dong et al., 2009). La variation génétique entre les différentes souches d’H.

pylori est en fonction des régions géographiques (Falush et al., 2003; Linz et al., 2007).

H. pylori posséde un génome composé d'un seul chromosome circulaire relativement petit,
compris entre 1.58 Mb et 1.67 Mb, ce qui refléte probablement la forte adaptation de la
bactérie a sa niche écologique unique (Mcclain et al., 2009; Thiberge et al., 2010). Le contenu
en GC (Guanine + Cytosine) de toutes ces souches est en moyenne de 39%. Néanmoins les
génomes séquencés présentent des régions ayant des contenus en GC% différents. L’une de
ces régions correspond a I’ilot de pathogénicité dénommé cag dont le contenu en GC est de

35%. La souche B38 est depourvue de cet Tlot (macrodiversité) (Thiberge et al., 2010).

D’aprés Thiberge et al. (2010), le génome d’H. pylori se caractérise par sa richesse
inhabituelle en des systtmes de restriction-modification (R-M) et des régions
homopolymériques, des répétitions de dinucléotides, des séquences répétées sur des régions
étendues distribuées régulierement le long de I’ADN chromosomique, un contenu

plasmidique variable et de multiples copies de s€quences d’insertion.
1.2.4.1.1. Microdiversité

La grande variabilité génétique de H. pylori a été mise en évidence tres tot par les
techniques d’électrophorése en champ pulsé, de RAPD, d’empreintes génomiques et par
I’établissement des cartes de restrictions génétiques (Taylor et al.,1992; Jiang et al.,1996;
Kansau et al., 1996; Akopyants et al., 1998). Rapidement, 1’analyse du polymorphisme
génetique des genes de ménage est devenue la méthode de référence.

Dés 1996, Kansau et ces collégues montraient que la séquence nucléotidique d’un
fragment de 294 paires de base interne au gene glmM était unique a chaque souche étudiée et
pouvait étre utilisee comme marqueur moléculaire (Kansau et al.1996). L’analyse de 7 génes
de ménage a montré que la recombinaison est si fréquente que pratiqguement tous les isolats

sont assignés a un nouveau sequence type (ST) (Falush et al. 2001).
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Cette exceptionnelle microdiversité a été confirmée par la comparaison des séquences

génomiques et elle est principalement due a :
A. Populations génétiques modernes

Malgré son exceptionnelle diversité génétique, H. pylori posséde une forte structure
phyléogéographique (Falush et al., 2003; Linz et al., 2007). L’analyse du polymorphisme
génetique de 7 génes de ménage (atpA, efp, mutY, ppa, trpC, urel, yphC) chez 769 souches de
H. pylori isolées de patients originaires de 51 groupes géographiques, ethniques et
linguistiques différents a permis d’assigner les souches a 6 groupes génétiques différents :
hpEurope, hpAfrical (subdivisé en hspSAfrica, hspWAfrica), hpAfrica2, hpEastAsia
(subdivisé en hspAmerind, hspEAsia, hspMaori), hpAsia2 et hpNEAfrica.

La structure phyléogéographique de H. pylori refléte I’histoire des grandes migrations

humaines.
B. Populations génétiques ancestrales

L’analyse des polymorphismes génétiques des 7 génes de ménage par le modele « linkage
» du logiciel STRUCTURE montre que les populations génétiques dérivent de 6 populations
ancestrales : ancestral Europel (AE1), ancestral Europe2 (AE2), ancestral EastAsia, ancestral
Africal, ancestral Africa2 et ancestral Sahul (Falush et al., 2003; Linz et al., 2007 ; Linz et
al., 2014).

C. Coévolution entre I’homme et la bactérie

La plus grande diversité génétique est observée pour les souches africaines. En particulier,
certains peuples xhosas d’Afrique du Sud sont porteurs de souches trés différenciées qui, a ce
jour, n’ont été observées nulle part ailleurs (hpAfrica 2). La diversité génétique de H. pylori
décroit de fagon presque linéaire lorsque la distance géographique a I’ Afrique s’accroit. Cette
caractéristique est partagée par la diversité génétique humaine et reflete une coévolution entre
I’homme et la bactérie (Linz et al., 2007 ; Linz et al., 2014).

D. Changements génétiques pendant ’infection chronique

H. pylori est une des espéces bactériennes présentant un des plus hauts taux de
recombinaison (Vos et Didelot, 2009). Il a été estimé par ces mémes auteurs que 50 % du

génome était renouvelé par recombinaison pendant une période comprise entre 40 et 2000



Revue bibliographique

ans. A titre de comparaison, 10 a 100 millions d’années sont nécessaires pour remplacer 60 %

du génome d’E. coli (Falush et al., 2001 ; Kennemann et al., 2011).
1.2.4.1.2. Macrodiversité
A. Organisation génomique : synthénie

La comparaison des différentes séquences génomiques a révélé que les génes sont
organisés de facon similaire dans les souches de H. pylori: seules 10 régions du génome de la
souche J99 de taille comprise entre 1 et 83 Kb sont transposées ou inversées par rapport au
génome de la souche 26695 (Alm et al., 1999).

B. “Core” génomique et pan-genome

Une analyse génomique a I’aide de puces a ADN a comparé la distribution des genes
identifiés dans le génome des souches 26695 et J99 dans le génome de 15 souches de H.
pylori d’origine caucasienne. Parmi les 1643 genes analyses, 1281 (78 %) geénes (appelés
géenes ubiquistes) étaient présents dans les 15 souches et formaient le « core » génome de
I’espece (Salama et al., 2000). Ce nombre est légérement plus élevé que dans I’étude publiée
par Gressman et al. qui a extrapolé la taille du «core» génomique a 1111 génes (Gressmann et
al., 2005). Selon les différentes études publiées, 20 a 25 % des génes étaient « souches-
spéecifiques » ou « non-ubiquistes » avec des variations qualitatives de leur composition
(Salama et al., 2000; Gressmann et al., 2005; Han et al., 2007; Romo-Gonzalez et al., 2009).
Ces différences peuvent s’expliquer par la différence des conditions de 1’expérimentation.
Seul le séquencage complet du génome de multiples souches représentatives de la diversité
génétique de H. pylori permettra de définir précisément le « core » génome et le pan-génome.
Une analyse de sept génomes totalement séquenceés a identifié 1275 génes toujours présents
(Thiberge et al., 2010).

D. Contenu génétique et pathologie gastro-duodénale

La plupart des études de génomique comparative ont recherché sans succés une
association entre le contenu genétique des souches et la pathologie gastro-duodénale associée.
Recemment, une association a été mise en évidence avec des souches associées a un
lymphome du MALT (Thiberge et al., 2010). La méthodologie a été la suivante : i) une étude
préliminaire a comparé le génome de 24 souches de H. pylori d'origines géographiques
variées (Afrique, Asie, Europe) a 1’aide de membranes d’hybridation a haute densité

contenant 1’ensemble des génes de la souche 26695 ; ii) 120 isolats de patients vivant en
10
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France et présentant des pathologies variées ont été analysées a 1’aide de ces membranes: 33
étaient associées a une gastrite chronique, 27 a un ulcére duodénal, 17 a une métaplasie

intestinale et 43 a un lymphome du MALT.
C. Changements génétiques pendant I’infection chronique

La premiére étude a avoir investigué les changements génétiques au cours d’une infection
chronique est celle réalisée par Israel en 2001 (Israel et al., 2001). A partir d’isolats du méme
patient porteur de la souche J99 prélevés a six ans d’intervalle, les contenus génétiques des
plus récents isolats ont été comparés a celui de la souche J99, dont le génome a été totalement
séquencé (Alm et al., 1999). lls ont montré que de nombreux changements sont apparus au
cours de la colonisation, en particulier dans des régions hautement spécifiques du génome, le
cag PAl et laPZ.

D. Mécanisme générant la diversité genétique

Helicobacter pylori est I’'une des espéces génétiquement les plus diverses du monde
bactérien. Des variations génétiques chez un microorganisme indiquent une sélection
constante dans un environnement dynamique. Elles permettent a H. pylori de s’adapter a un
nouvel hote apres sa transmission, de coloniser I’ensemble de 1’estomac et de s’adapter aux
conditions changeantes de 1’estomac au cours du temps afin notamment d’échapper a la

réponse immunitaire de 1’hote.

D’aprés Dorer et al. (2009), les mécanismes de diversification incluent des mutations
ponctuelles, de glissement des brins d’ADN et des recombinaisons intragénomiques. Les
changements alléliques impliquent des mutations non silencieuses, des genes mosaiques dus a
des recombinaisons intragénomiques mais la variation de phase est due au glissement des
brins d'’ADN.

1.3. Le microbiote gastrique
1.3.1. Composition du microbiote gastrique

Le microbiote gastrique fut 1’objet de plusieurs études ces derniéres années,
principalement a cause du dogme selon lequel, qu'en raison de sa production d'acide,
I'estomac est un organe stérile, inhospitalier pour les bactéries. En outre, le reflux des acides
biliaires dans I'estomac, I'épaisseur de la couche de mucus et I'efficacité du péristaltisme

gastrique pourraient aussi empécher la colonisation bactérienne de I'estomac. De plus, le
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nitrate contenu dans la salive et la nourriture est converti par les lactobacilles, dans la bouche
en nitrite qui, une fois dans I'estomac, est transformé par le suc gastrique en oxyde nitrique,

un puissant agent antimicrobien.

Tous ces facteurs, ainsi que les difficultés techniques dans la collecte d'échantillons pour
l'analyse, et l'absence de tests de diagnostic simples et fiables ont entravé I'étude du
microbiote gastrique (Yang I et al., 2013 ; Wu et al., 2014).

La découverte de Campylobacter pyloridis par Robin Warren et Barry Marshall en 1982 a
détruit le dogme de l'estomac stérile. En 2013, Engstrand et Lindberg, ont enquété sur le
microbiote gastrique de 13 sujets sains par pyroseéquencage, et ont identifié 200 phylotypes et
cing genres dominant (Prevotella, Streptococcus, Veillonella, Rothia, Pasturellaceae). Bien
que ces études aient porté sur des populations différentes (africaines, américaines,
hispaniques, chinoises et européennes), le microbiote gastrique était étonnamment semblable

dans tous les cas, tant au niveau des embranchements qu'au niveau des genres.
1.3.2. Helicobacter pylori et le microbiote gastrique

Des etudes sur des modeles animaux montrent que, a long terme, l'infection a H. pylori
affecte la composition bactérienne du microbiote gastrique (Nardone et Compare, 2015). En
effet, une abondance d'Eubacterium, des especes du genre Prevotella et une diminution des
espéces de Bifidobacterium coccoides et Clostridium leptum ont été trouvées chez des sujets
H. pylori négatifs (Osaki et al., 2012).

Des études menées chez des patients sans infection & H. pylori révélent qu'il existe un
manque relatif des embranchements Proteobacteria et Bacteroidetes, et une abondance
relative des genres Streptococcus, Prevotella, Staphylococcus, Pseudomonas et
Stomatococcus (Li et al., 2009 ; Petra et al., 2017). Chez des patients H. pylori positifs, par
rapport aux sujets H. pylori négatifs, Maldonado-Contreras et al. (2011), rapportent une plus
grande abondance de Proteobacteria, spirochetes et Acidobacteria; et une diminution de

I'abondance des Actinobactéries, Bacteroidetes et Firmicutes.

Les changements dans la microflore de I'estomac induits par H. pylori peuvent étre
attribués a divers facteurs. A long terme, l'infection a H. pylori conduit a I'atrophie gastrique,
et par conséquent a une diminution du pH gastrique, ce qui permet la colonisation de
I'estomac par des bactéries. En outre, I'ammoniaque et le bicarbonate produit par H. pylori a

partir de I'urée peuvent servir de substrats pour d'autres bactéries. Il est probable que H. pylori
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crée des créneaux particuliers qui permettent la survie et la colonisation de bactéries présentes

dans I'estomac (Maldonado-Contreras et al., 2011).

En dépit de ces conclusions, la relation entre H. pylori et le microbiote gastrique est
encore controversée. En effet, Tan et al., (2007) rapportent que I'infection chronique a H.
pylori ne modifie pas significativement le microbiote de I'estomac murin. Tres récemment,
Khosravi et al., (2014) ont confirmé ces observations sur un échantillon important de sujets,
comprenant 131 H. pylori-positifs et 84 H. pylori-négatifs. Il est probable que des facteurs tels
que Dl’inflammation liée a la quantit¢ d’H. pylori présente, le moment de l'infection, la
présence, le type et I'extension des Iésions précancéreuses doivent étre pris en compte, lorsque

I'on aborde la composition du microbiote gastrique.
1. physiopathologie et facteurs de virulence
I1.1. Manifestations cliniques de I’infecton a H. pylori

H. pylori colonise I’estomac d’environ 50 % de la population mondiale avec une
répartition hétérogéne : soit 90% de la population des pays en voie de développement, et
seulement 20 a 30 % de la population des pays développés. La plus faible prévalence des
infections a cette bactérie dans les pays développés est probablement due a des facteurs tels
que I’amélioration des conditions d’hygiene et I’augmentation de la prise d’antibiotiques

durant I’enfance (Pellicano et al., 2016).

H. pylori, armé de son pouvoir colonisateur et de ses facteurs de virulence, entraine
I’apparition de gastrites qui peuvent €tre chroniques et asymptomatiques ou évoluer vers
différentes pathologies : 1) soit une hypersécrétion acide gastrique confine H. pylori dans
I’antre, la gastrite est alors antrale et peut évoluer vers l'ulcére duodénal ; 2) soit une
hyposécrétion acide permet I’expansion de la colonisation par H. pylori vers le corps de
I’estomac, on parle alors de pangastrite qui peut évoluer soit vers 1’ulcere gastrique, soit vers
le lymphome gastrigue du MALT (mucosa associated lymphoid tissue), soit vers un

adénocarcinome gastrique (Chaput et Gomperts Boneca, 2006 ; Pellicano et al., 2016).

Il faut toutefois des années, voire des décennies, avant ’apparition de symptomes. Le
cancer gastrique apparait chez 1 a 3% des individus infectés ce qui a amené 1’Organisation
mondiale de la santé (OMS) a déclarer H. pylori comme un agent carcinogéne de classe | en
1994. Ainsi, H. pylori est responsable des infections chroniques les plus répandues dans le
monde (Correa et al., 1990).
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En effet H. pylori est ’'une des causes majeures de la maladie ulcéreuse peptique
gastrique et des gastrites chroniques (Antos et al., 2005). La connaissance de son role dans la
genése d’un processus inflammatoire gastrique a permis de [D’incriminer dans le
développement de certaines pathologies gastroduodénales (Delchier, 2008). Son éradication
par des antibiotiques est d’un apport fondamental pour la prévention de la survenue de
I’adénocarcinome gastrique et pour la guérison de la majorité des ulcéres gastroduodenaux
(Malfertheiner et al., 2017).

11.2. Physiopathologie de I’infection a H. pylori

H. pylori colonise spécifiquement la muqueuse gastrique et peut y survivre, en raison de sa
puissante activité uréasique qui neutralise 1’acidité de 1’estomac. La 1ésion élémentaire est
constamment une gastrite, le plus souvent asymptomatique, potentiellement évolutive. Cette
gastrite, transitoirement aigu€, puis chronique, détermine I’expression de la maladie en

fonction de sa sévérité et de sa distribution dans 1’estomac (Pellicano et al., 2016).

La gastrite chronique modifie la physiologie gastrique, principalement les sécrétions
acides. L’évolution est ensuite variable et incomplétement ¢lucidée. Dans 10 % des cas, la
gastrite chronique peut évoluer vers une maladie ulcéreuse gastroduodénale ou des néoplasies
gastriques (Pellicano et al., 2016). La présence de I’infection a H. pylori a la surface de la
muqueuse entraine d’une part un afflux de polynucléaires neutrophiles au niveau de
I’épithélium, et d’autre part une réaction inflammatoire du chorion sous la forme d’une

augmentation de la population lymphoplasmocytaire (Delchier, 2008).

L’importance de 1’afflux de polynucléaires permet de déterminer 1’activité de la gastrite
et celle de IDinfiltration lymphoplasmocytaire liée a la gastrite. Au cours du temps
apparaissent des signes d’atrophie qui sont plus ou moins associés a une métaplasie
intestinale, ¢’est-a-dire au remplacement des cellules épithéliales gastriques par des cellules
de type intestinal. Plus tard, apparaissent chez certains patients des signes de dysplasie, voire
un cancer gastrique (Delchier, 2008). Ces anomalies peuvent étre vues le plus souvent au
niveau de I’antre gastrique qui est le site privilégié de ’infection a H. pylori mais, chez de

nombreux patients, elle peut également étre vue au niveau du fundus ou au corps gastrique.

L’évaluation histologique des biopsies gastriques (au mieux 2 biopsies fundiques, 2

biopsies antrales et une biopsie de I’angle de la petite courbure) permet de déterminer
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I’intensité et la topographie de la gastrite selon un score conforme a la classification de Sidney

(Dixon, 1996), qui est actuellement la classification internationale des gastrites.

La topographie de la gastrite est étroitement corrélée avec les maladies induites par
I’infection a H. pylori. Ainsi, une topographie purement antrale est associée a 1’ulcére
duodénal alors qu’une topographie pangastrique, ou prédominante sur le fundus gastrique, est
associée a ’ulcere gastrique et au cancer gastrique (Delchier, 2008). Ainsi, en cas d’infection
purement antrale, 1’inflammation induite entraine une hypergastrinémie avec pour
conséquence une augmentation de la production d’acide par le fundus qui est le siege des
cellules pariétales. A I’inverse, en cas d’infection prédominante sur le fundus ou pangastrique,
I’inflammation présente au niveau du fundus a pour conséquence, du fait de la production
d’interleukines 1, une hypochlorhydrie qui est le marqueur de 1’ulcére gastrique et du cancer

(Delchier, 2008).
11.2.1. Maladie ulcéreuse gastroduodénale

H. pylori est responsable de 70 % des ulceres gastriques et de 90 % des ulceres
duodénaux. L’éradication de la bactérie permet la cicatrisation de 1’ulcére duodénal et
prévient la récidive des ulcéres gastriques et duodénaux (Megraud, 2010). La maladie
ulcéreuse gastroduodénale a cependant diminué dans des proportions trés importantes,
parallélement a la diminution de la prévalence de I’infection a H. pylori (Pellicano et al.,
2016).

La particularité de ces dernieres années est le diagnostic d’ulceres gastroduodénaux
apparemment H. pylori négatifs chez des malades n’ayant pas pris d’anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS). La raison principale semble étre le masquage de I’infection a H. pylori
par la prise d’antisécrétoires. Ces médicaments ont en effet la propriété de négativer les tests
de diagnostics (excepté la sérologie) en cas de prise récente (< 15 jours) ou concomitante au
test (Genta et Pusztaszeri, 2006). Il est donc primordial d’arréter les antisécrétoires au moins

deux semaines avant la recherche d’H. pylori.
11.2.2. Dyspepsie non ulcéreuse

Dans cette maladie fréquente au cadre nosologique imprécis, différents essais
thérapeutiques ont montré une guérison dans 10 % des cas par 1’éradication d’H. pylori
(Moayyedi, 2005). Ce chiffre est peut-&tre sous-estimé. Il est en effet compréhensible qu’une

infection présente depuis plusieurs décennies induise des modifications histologiques de la
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muqueuse gastrique qui ne disparaissent pas en quelques semaines ou moins (Megraud,
2010).

11.2.3. Cancers gastriques
11.2.3.1. Lymphome gastrique du MALT

Cette maladie trés rare est le seul exemple de cancer qui peut étre guéri par 1’éradication de
la bactérie. H. pylori induit la prolifération d’un tissu lymphoide normalement absent au
niveau de la muqueuse gastrique (MALT). Chez certains sujets, sans que 1’on ait pu encore
identifier des facteurs génétiques et environnementaux spécifiques, un lymphome se
développe. La présence de souches particulieres d’H. pylori pourrait étre en cause (Lehours et
al., 2004 ; Pellicano et al., 2016).

A T’état normal, la muqueuse gastrique est quasiment dépourvue de lymphoplasmocytes.
L’infection a H. pylori a pour conséquence un afflux de lymphoplasmocytes de type B qui ont
les caractéristiques des lymphoplasmocytes normalement présents au niveau de la plaque de
Peyer. La particularité de ces lymphocytes est de posséder une protéine d’adhésion qui va

assurer leur « homing » au niveau de la muqueuse digestive (Delchier, 2008).

La stimulation inflammatoire secondaire a I’infection a H. pylori peut aboutir a la
formation de follicules lymphoides réactionnels. Lorsque ces follicules lymphoides
réactionnels sont nombreux, un aspect micronodulaire de la muqueuse gastrique peut étre

observé en endoscopie (Delchier, 2008).
11.2.3.2. Carcinome gastrique

Des modifications histologiques de la muqueuse apparaissent au fil des décennies, décrites
sous le nom de cascade de Correa et se terminent par une transformation maligne des cellules
épithéliales (Correa et al., 1990). Des facteurs génétiques liés a 1’hote (polymorphisme des
cytokines) et environnementaux (régime riche en protéines et en sel, pauvre en vitamines) ont
été mis en cause. Des facteurs liés a la virulence de la bactérie comme 1’oncoprotéine CagA,
ont également été impliques (Ohnishi, 2008). Ainsi, dans les populations a haut risque,
I’éradication d’H. pylori peut prévenir 1’évolution vers des 1ésions cancéreuses (Pellicano et
al., 2016).
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11.2.3.2. Maladies extradigestives

Plusieurs maladies sont maintenant rattachées a I’infection H. pylori, des affections auto-
immunes comme le purpura thrombopénique idiopathique ont vu leurs symptémes régresser
apres éradication d’H. pylori, de méme pour certaines anémies ferriprives inexpliquées
(Korwin, 2008 ; Megraud, 2010). On note également les affections suivantes : les maladies
dermatologiques, cariovassculaires, bronchopulmonaires... (Korwin, 2008). D’aprés les
recommandations européennes « Maastricht 11l », les conclusions de la réunion « Maastricht
I Consensus Report », qui s’est tenue en 2005, ont concerné pour la premiére fois des
recommandations de recherche et d’éradication de H. pylori dans les affections

extradigestives (Malfertheiner et al., 2007 ; Pellicano et al., 2016).
11.3. Epidémiologie de I’infection a H. pylori

Il est bien admis que I’infection a H.pylori est en régle générale acquise trés tot dans
I’enfance et perdure toute la vie du sujet en I’absence de traitement d’éradication (Megraud,
2010). Une constante observée dans tous les pays occidentaux est la diminution de la

prévalence de I’infection a H.pylori au fil des générations.

Bien qu’il n’y ait pas eu récemment de grandes études de prévalence organisées, les
études ponctuelles menées indiquent que cette infection est devenue exceptionnelle chez les
jeunes a I’age de 20 ans (< 5 %) alors qu’elle est encore de I’ordre de 40 % chez les plus agés
(> 70 ans). Cette évolution, qui indique que les enfants de notre époque sont beaucoup moins
souvent infectés que leurs homologues nés avant et pendant la seconde guerre mondiale,
s’explique essentiellement par 1’amélioration des conditions socioéconomiques. En termes
concrets, une amélioration du niveau socioéconomique signifie : moins de promiscuité dans la
famille (logement plus grand, fratrie plus réduite), plus de facilités d’hygiene (adduction

d’eau, toilettes), plus d’éducation (Megraud, 2010 ; Chmiela et al., 2017).

On considére en effet que la transmission de cette infection est strictement interhumaine,
le plus souvent intrafamiliale (Dominici et al., 1999), et survient le plus souvent par voie oro
(gastro)-orale ou fécale-orale (Megraud, 2010). Le risque maximum semble survenir
lorsqu’un membre de la famille souffre d’une gastroentérite. En effet, d’une part le temps de
transit digestif est diminué permettant la survie de H. pylori apres son passage intestinal, a

I’opposé de ce qui existe dans les conditions normales, et d’autre part la survenue de
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vomissements permet une exposition des membres de la famille & des H. pylori abondants et
viables (Perry et al., 2006 ; Chmiela et al., 2017).

Dans les pays moins favorisés, la prévalence de I’infection est encore trés élevée, c’est le
cas des principaux pays d’Afrique du Nord, d’Afrique noire et la Turquie, et ceci concerne les
enfants comme les adultes. Si I’on peut s’attendre a la présence de la méme souche
bactérienne au sein d’une famille de génération en génération, ce concept semble moins vrai
dans les pays a forte prévalence, sans doute du fait de la multiplication des expositions
(Raymond et al., 2008 ; Pellicano et al., 2016).

11.4. Les facteurs de virulence majeurs d’H. pylori

H. pylori colonise généralement I'hdte pour la vie sauf si un traitement specifique soit
administré. H. pylori a co-évolué avec les humains pendant au moins 58.000 an, et il existe
des types de souches qui prédominent dans certaines régions du monde en corrélation avec les

grandes migrations de I’homme (Linz et al., 2007; Suzuki et al., 2012).

La plupart des personnes infectées ne développent pas de maladie parente, ce qui a
conduit a I'nypothése trés controversée que certaines souches de H. pylori sont inoffensives
voire bénéfiques (Mishra, 2013). Cependant, la liste des maladies potentiellement causées ou
aggravées par H. pylori n'a cessé de croitre au cours des dernieres années, ce qui rend
prématuré la conclusion que toute souche soit commensale. Plusieurs propriétés uniques

contribuent & la persistance de H. pylori.
11.4.1. Facteurs de colonisation

Tous les isolats cliniques d’H. pylori expriment I’uréase. L’uréase convertit l'urée en
ammoniac ainsi qu'en dioxyde de carbone et entraine I'élévation du pH de la zone

environnante (Backert et Clyne, 2011).

La mobilité d’H. pylori est un facteur indispensable a la colonisation de la
muqueuse gastrique. La morphologie spiralée et la présence de flagelles permettent, apres
ingestion de la bactérie, d'abréger son séjour dans le suc gastrique, de penétrer dans la couche
de mucus et de s'y mouvoir. La machinerie flagellaire est fonctionnelle grace a I’expression
d'une quarantaine de génes (fIgE, flbA, flgR, flaA, flaB...) (Tomb et al., 1997).

Une autre caracteristique intéressante de la membrane est le lipopolysaccharide (LPS)

relativement peu toxique trouvé chez H. pylori, qui peut contribuer a sa persistance en
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limitant la réponse inflammatoire de I'hdte. A la différence du LPS provenant d'autres
bactéries, le LPS d’H. pylori est reconnu par les TLR-2 et non les TLR-4. Dans certaines
souches, des chaines latérales sur le LPS O miment les antigenes sanguins du groupe Lewis
Lex et Ley (Backert et Clyne, 2011).

11.4.2.Facteurs de persistance

En dépit d’une réponse humorale et spécifique de 1’hote dirigée contre H. pylori dés
les premiéres étapes de linfection, la bactérie est capable de persister et de se
maintenir durant des dizaines d’années. Pour se faire, H. pylori dispose de
nombreux moyens pour résister au stress oxydatif généré par les macrophages,
notamment la superoxyde dismutase (produit du gene sodB) qui décompose les

ions superoxydes en peroxyde d'hydrogéne et en oxygene (Pesci et al., 1994).

La catalase (produit du gene katA) qui dégrade le peroxyde d'hydrogene en eau et en
oxygene (Hazell et al., 1991) et une famille d’enzymes dénommées peroxyrédoxines
dont la plus connue est lalkylhydroperoxyde réductase (produit du gene ahpC)
(Wang et al., 2005).

11.4.3.Facteurs de pathogénicité

De nombreux facteurs de virulence bactériens sont impliqués dans le processus

d’inflammation et de dégats tissulaires qui peuvent résulter d’une infection a H. pylori.
11.4.3.1. Cytotoxin associated gene pathogenicity island (cag-PAl)

Codé par un gene A dit associé a la cytotoxine (cagA), CagA est le facteur de virulence le
plus important et le mieux étudié; cependant, il ne fonctionne pas isolément. Les souches
CagA positives d’H. pylori sont associées a une inflammation plus développée et un risque
accru d'ulcere et de cancer chez les humains et les animaux en expérience (Kim et al., 2011 ;
Hatakeyama, 2017). Le gene cagA fait partie d'un Tlot de pathogénicité qui code également
pour les composants d'un appareil de sécrétion de typelV (TSS4). L'appareil de sécrétion est
une structure semblable a une seringue que I'on pensait avoir peu d'importance en dehors de

sa capacité a injecter CagA (Chmiela et al., 2017 ; Hatakeyama, 2017).

Il est important de noter que la présence de CagA coincide généralement avec la présence
d'autres facteurs de virulence, dont VacA, BabA et OipA (Yamaoka, 2010). Ainsi, la

pathogénie d’H. pylori est multifactorielle et ne peut se résumer a un gene. CagA est
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responsable des altérations de nombreux systemes de signalisation cellulaire, qui influencent

profondément la physiologie de la cellule héte.

Quand H. pylori est en contact avec les cellules hotes, la protéine CagA est directement
injectée dans le cytoplasme de la cellule hote ou elle est phosphorylée et se lie au domaine
SHP2 de I'ndte (Higashi et al., 2002). SHP-2 est une phosphatase impliquée dans la
transduction du signal pour le récepteur tyrosine kinase (Bourzac et Guillemin, 2005). Des
mutations dans le domaine SHP-2 sont présentes dans certaines tumeurs humaines, et
fournissent un lien mécanistique entre l'activité CagA et le développement de la tumeur
(Bourzac et Guillemin, 2005).

11.4.3.2. Vacuolating toxin A (VacA)

La toxine vacuolisante (VacA) a été dénommeée pour sa capacité a induire de nombreuses
vacuoles de grande taille dans les cellules en culture. A la différence de CagA, VacA forme
une structure d’auto transporteur et se sécrete elle-méme sans la nécessité d'un contact avec la
cellule héte. Les protéines VacA s’oligomérisent pour former des structures semblables a des
pores. VacA se transporte au récepteur tyrosine phosphatase (RPTPa et RPTPp) et d'autres
protéines transmembranaires glycosylées sur la surface de la cellule héte (Sewald et al.,
2008 ; Chmiela et al., 2017). VacA pénétre ensuite par endocytose et forme des canaux
d'anions sélectifs dans la membrane des vacuoles. Les canaux permettent l'accumulation
d'anions chlorure et de bases faibles, ce qui entraine un gonflement osmotique (Cover et
Blaser, 2009).

Toutes les souches d’H. pylori contiennent des génes vacA, mais toutes les souches ne
produisent pas une protéine VacA fonctionnelle. Ceci est di & des polymorphismes dans le
géne VacA, en particulier a I'extrémité amino-terminale (région s), au milieu du gene (région
m), et dans la région intermédiaire (région i). Le polymorphisme s2 donne une toxine inactive
(Kim et Blanke, 2012 ; Mcclain et al., 2017 ). Ainsi, les souches avec l'alléle s2 sont souvent
appelés "VacA négative". Les souches hébergeant l'allele sim1l ont été le plus souvent
associées aux ulcéres et au cancer gastrique, mais il semble maintenant que l'alléle il soit plus
fortement associé a ces maladies que la présence du génotype siml (Kim et Blanke, 2012 ;
Mcclain et al., 2017).
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11.4.3.3. Blood group antigen-binding adhesin (BabA) et Sialic acid-binding adhesin
(SabA)

Aprés avoir quitté la lumiere gastrique, H. pylori traverse le mucus ou la bactérie se
multiplie. L'adhérence est une condition préalable pour la colonisation par H. pylori et la
survenue des pathologies. Une faible proportion de bactéries atteint la surface des cellules
épithéliales et adhérent aux cellules de 1’épithélium gastrique grace a I'expression d'adhésines
(Falk et al., 2000) dont BabA (Blood group antigen-binding adhesin) et SabA (Sialic acid-
binding adhesin) (Chmiela et al., 2017). Le récepteur cellulaire du BabA est l'antigene
fucosylé Lewisb (llver et al., 1998); celui du SabA c¢’est une forme sialylée des motifs Lewis
X (Mahdavi et al., 2002).

Les souches H. pylori BabA2+ adhérent mieux que les autres aux cellules épithéliales et
grace a leur activité proinflammatoire, elles sont plus souvent associées a des pathologies
gastriques séveres (telles que 1’ulcére et 1’adéno-carcinome gastrique). L'activité de liaison de
BabA est le plus souvent présente dans les souches CagA positives (Lu et al., 2005).
L'adhérence par BabA facilite également le contact de 1’appareil de sécrétion de type IV avec
les cellules hotes, conduisant a une réponse inflammatoire plus forte (Ishijima et al., 2011 ;
Matsuo et al., 2017).

Les antigénes de Lewis sialylés sont plus répandus sur le tissu enflammé ou au cours du
cancer gastrique, ce qui conduit a I'nypothése que SabA est impliqué dans la carcinogenese.
Toutes les études mettent en évidence des corrélations entre SabA et la présence d'un cancer
(Yamaoka, 2010 ; Matsuo et al., 2017).

II1. Traitement d’une infection a H. pylori et résistance aux antibiotiques
I11.1. Schémas thérapeutiques

Généralement, 1’ulcere peptique et les autres désordres associés a H. pylori régressent ou
guérissent apres 1’éradication d’H. pylori par des antibiotiques (Bayerdorffer et al., 1995 ;
Sugiyama et al., 2002 ; Selgrad et Malfertheiner, 2017). L’infection a H. pylori est difficile a
traiter pour plusieurs raisons : une localisation gastrique en milieu acide et dans le mucus, site
protégé créant des conditions néfastes a la diffusion et a I’efficacité des antibiotiques
(Lozniewski et al., 1998); une croissance bactérienne lente et une sensibilité particuliére d’ H.

pylori aux antibiotiques (De Korwin et Lozniewski, 1996 ; Delchier, 1999 ; De Francesco et
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al., 2017). Ces particularités expliquent, qu’en dépit d’une sensibilité in vitro @ de nombreux

antibiotiques, trés peu d’entre eux aient une efficacité in vivo.

Le traitement d’une infection a H. pylori inclut un inhibiteur de la sécrétion acide, soit un
inhibiteur de la pompe a proton (IPP), soit un antagoniste des récepteurs H2 de I’histamine
(anti-H2) et au moins deux antibiotiques. Il ressort d’une importante méta-analyse, regroupant
trente deux études, que les IPP sont plus efficaces que les anti-H2 (Gisbert et al., 2003 ; De
Francesco et al., 2017 ; Selgrad et Malfertheiner, 2017). lls ont une activité bactériostatique
sur H. pylori et agissent en synergie avec certains antibiotiques (MTZ, CLA, TET). La
suppression de I’acidité gastrique qu’ils provoquent potentialise 1’activité des antibiotiques, la
pénétration des sels de Bismuth dans la muqueuse gastrique et la concentration des
antibiotiques dans 1’estomac (MTZ, CLA et TET) (Erah et al., 1997 ; De Francesco et al.,
2017).

II1.1.1. Antibiotiques utilisés et mode d’action

Les gastro-entérologues doivent faire un choix rationnel parmi les agents thérapeutiques
disponibles en prenant en considération les caractéristiques optimales des antibiotiques
disponibles et les facteurs prédictifs de I'évolution du traitement de I'infection a H. pylori. Les

caractéristiques optimales d’une molécule anti-H. pylori sont (Vakil et Mégraud, 2007):
* Bonne activité in vitro ;
« Forte concentration au niveau du suc gastrique ;

* Activité par voie endoluminale et systémique ;

Stabilité sur des gammes étendues de pH (1 a 7) ;
» Bonne tolérance et peu d’effets secondaires ;

* Faible propension a la résistance ;

+ Coft abordable.

Les antibiotiques de premier choix inclus dans le traitement d’éradication sont les Nitro-

imidazolés, les macrolides, les B-lactamines et les tétracyclines.
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111.1.1.1. Nitro-imidazolés

Les Nitro-imidazolés sont des dérivés semi-synthétiques de I'azomycine produite par les
Streptomyces. lls ont été longuement utilisés uniquement pour leurs propriétés
antiparasitaires. C’est 1’ajout de la fonction nitro en position 5 qui leur confére l'activité
antibactérienne, spécifiquement sur les bactéries anaérobies ainsi que sur certaines especes
micro-aérophiles dont H. pylori. lls agissent par inhibition de synthése de I’ADN bactérien
(Van Zaten et al., 1992).

Le MTZ et les autres composés nitro-imidazoles sont des médicaments clés dans le
traitement de 1’infection a H. pylori malgré leur activité relativement modeste in vitro. Le
MTZ est administré sous forme de promédicament. C’est la réduction du groupement nitré du
nitro-imidazole (par une nitroréductase bactérienne) qui va lui conférer son activité in vivo
dans le cytoplasme bactérien. Il en résulte d’importants dommages entrainant la mort

bactérienne (Goodwin et al., 1988 ; Marshall et al., 1988).

L’activité du MTZ n’est pas influencée par le pH. Il est sécrété de fagon active dans la
lumiére gastrique. L’éventuelle résistance observée in vitro est relative. Le MTZ pourrait étre
associé a plusieurs autres molécules. Le co(t est trés abordable. Les inconvénients a son usage
incluent les effets secondaires principalement de types gastro-intestinaux (intolérance due au
godt métallique, nausées, vomissements, stomatite) et la haute prévalence de la résistance
dans le monde (de I’ordre de 40%). Son usage est déconseillé, en premicre intention, dans des

zones ou la résistance primaire est au-dela de 40% (Malfertheiner et al., 2007).

Par ailleurs, le MTZ peut étre mutagéne ou cancérigéne. Malgré le fait qu’aucun cas de
malformation congénitale, ni de cancer, n’a été décrit chez ’homme, il n’est pas préconisé

durant la grossesse et I’allaitement.
111.1.1.2.Macrolides

Les macrolides sont actifs contre les bactéries Gram-positifs et de nombreux agents
pathogenes potentiels Gram-négatifs telles que Campylobacter, Legionella, Chlamydia,
Helicobacter et Mycoplasma. Les macrolides sont constitués d'un anneau lactone
macrocyclique d’environ 14 atomes et 16 atomes avec différents substituants.
L'érythromycine et la tylosine sont des antibiotiques naturels synthétisés par des bactéries

actinomycetes, alors que les nouveaux macrolides comme azithromycine et la CLA sont des
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composés semi-synthétiques avec substitutions sur le cycle lactone entrainant moins d'effets

secondaires et de meilleures propriétés pharmacologiques (Malathum et al., 1999).

Les macrolides se fixent sur la sous-unité 50S du ribosome bactérien, notamment au
niveau du nucleotide A2058 sur I’ARNr 23S. Il en résulte une inhibition de 1'¢élongation du
peptide en cours de synthése, par blocage des étapes de transfert peptidique ou de
translocation (Weisblum, 1995 ; Poehlsgaard et al., 2005).

La CLA reste le macrolide le plus utilisé pour la thérapie anti-H. pylori. Les essais avec
I’azithromycine ont aboutit a des résultats fort variables (Calabrese et al., 2000; Laurent et
al., 2001 ; Sheu et al., 2017). En cas de sensibilité des souches, la CLA est la molécule de
premier choix dans la thérapie anti-H. pylori. C’est d’ailleurs la molécule au rapport dose-
efficacité le plus élevé (Cammarota et al., 2004 ; Sheu et al., 2017). Elle diffuse tres bien

dans la muqueuse gastrique et agit en synergie avec les suppresseurs de ’acidité.

Ses désavantages sont principalement sa dégradation en milieu acide (labile en milieu
acide), sa propension a la résistance (les études épidémiologiques ont montré qu’un taux de 15
a 20 % de bactéries résistantes a cet antibiotique était atteint ou dépassé dans plusieurs pays),
ses effets secondaires (perturbation du godt) et son codt élevé. Par ailleurs, une éventuelle
résistance in vitro entraine une perte absolue d’efficacité in vivo (effet « on-off »). De ce fait,
son usage est déconseillé, en premiere intention, dans des zones ou la résistance primaire est
au-dela de 15-20% (Malfertheiner et al., 2007).

111.1.1.3. B-lactamines

H. pylori est trés sensible aux [-lactamines (Sheu et al., 2017). La pénicilline,
I‘ampicilline, I’amoxicilline ainsi que les carbapéneémes sont les composés les plus actifs.
La plupart des céphalosporines sont aussi actifs, mais a un moindre degré a I‘exception de
la céfsulodine qui trouve un intérét dans la composition de milieux sélectifs (Dent et
Mcnulty, 1988). Les isoxazolyl- pénicillines et les monobactames sont modérément actifs.
L'activité inhibitrice des penicillines diminue lors d'une diminution du pH. Les valeurs de
CMI augmentent de 10 et 20 fois in vitro quand on passe de pH 7,5 & pH 5,5 (Lambert et
al., 1986).

L'AMX est la [B-lactamine essentiellement utilisee dans les régimes d'éradication
d’H. pylori. Son effet bactéricide n'est pas concentration-dépendant. Sa faible pénétration
tissulaire est cependant un handicap a une bonne efficacité in vivo (Megraud et al., 1991).
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L’AMX est une aminopénicilline dont la structure résulte de 1’addition d'un groupe amine
a la benzylpénicilline. Elle inhibe la synthese du peptidoglycane, constituant de la paroi
bactérienne en s’attaquant aux protéines liant les pénicillines (PLP, PBP = Penicillins Binding
Proteins).Trés peu de souches d’H. pylori sont résistantes a I’AMX, d’ou son usage fréquent
dans les associations. Ses désavantages sont son spectre large, ses effets secondaires,
dermatologiques et surtout intestinaux .Son usage est contre indiqué en cas d‘allergie connue,
IgE-médiée (Sheu et al., 2017).

111.1.1.4. Tétracyclines

Les TET sont des antibiotiques a large spectre, avec une activité contre les bactéries
Gram-positives et Gram-négatives, Chlamydia spp., Mycoplasma spp., Rickettsiae spp. et
certains protozoaires (Roberts, 2003).

Les TET inhibent la synthese des protéines bactériennes en se liant a la sous unité 30S du
ribosome ou elle bloque la fixation de ’aminoacyl-ARNt résultant en la synthése d’un peptide
tronqué. Les molécules utilisées sont la tétracycline et la doxycycline. Elles sont souvent
utilisées en quadruple thérapie grace a la synergie avec les sels de bismuth. Les désavantages
sont liés aux effets secondaires : rash cutané, troubles gastro-intestinaux et surtout
décoloration des dents chez les enfants. Les TET sont, par conséquent, contre-indiquées chez

la femme enceinte et les enfants de moins de huit ans (Midolo et al., 1996).
111.1.1.5. Autres antibactériens

* Fluoroquinolones

Antibiotiques bactericides, ils agissent par inhibition de I‘activité de I'ADN-gyrase
en empéchant le «surenroulement» du chromosome bactérien. L'ADN est alors
désorganisé, avec pour conséquence des reéplications défectueuses. Les nouvelles
fluoroquinolones sont trés actives sur H. pylori par inhibition de la sous-unit¢é A de ’ADN
gyrase bactérienne codée par le géne gyrA. Cette enzyme est un tétramére constitué de deux
sous-unités A codées par le gene gyrA et deux sous-unités B codées par le géene gyrB. Les
molécules utilisables sont la Iévofloxacine et la moxifloxacine. Elles sont trés bien tolérées et
par conséquent 1’observance du traitement est améliorée. On observe une propension a la

résistance probablement liée a leur utilisation massive pour d’autres indications (Sheu et al.,
2017).
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« Sels de Bismuth. Ils ont un effet antibactérien par inhibition de la synthese de la paroi
bactérienne. En outre, ils alcalinisent le milieu (accroissent le contenu en ions HCO3- au
niveau de la muqueuse gastrique), ce qui potentialise 1’effet des antibiotiques auxquels ils sont
associés (De Francesco et al., 2017 ; Selgrad et Malfertheiner, 2017 ;Sheu et al., 2017).

» Rifamycines (RIF, rifabutine) qui inhibent la synthése de I’ARN bactérien par blocage de la
synthése de la sous unité B de ’ARN polymérase ADN dépendante codée par le géne rpoB
(Xiao et al., 1990).

 Furazolidone, dérivé du nitrofurane, étudiée dés les années 90 pour son activité anti-H.
pylori (Xiao et al., 1990). En pratique, c’est face a la flambée de la résistance aux
antibiotiques de premier choix que son usage est actuellement préconisé (Graham et
Fischbach, 2010).

» Molécules en cours d’études cliniques : les dérivés de la benzamide, les pyloricidines, et la
nitazoxanide (Campo et al ., 2007 ; Graham et Fischbach, 2010).

I11.1.2. Stratégies thérapeutiques
111.1.2.1. Traitement de premiére ligne

Le traitement classique consiste en une triple thérapie de sept a quatorze jours associant
deux antibiotiques (CLA + AMX ou CLA + MTZ) a un IPP a double dose pour neutraliser
l'acidite gastrique  (Malfertheiner et al., 2007 ; Pellicano et al., 2016; Selgrad
et Malfertheiner, 2017). Dans ces conditions, la bactérie n’est éradiquée que dans environ
70% des cas (Graham et Shiotani, 2008) et en cas de résistance a la CLA, le taux
d’éradication est plus inferieur (De Francesco et al., 2017 ; Selgrad et Malfertheiner, 2017 ;
Sheu et al., 2017).

111.1.2.2. Traitement de deuxiéme ligne

* la quadri-thérapie de dix a quatorze jours incluant le Bismuth : IPP + Sels de Bismuth +
TET + MTZ. Le taux d’éradication est de 1’ordre de 85% (Fischbach et al., 2004 ; De

Francesco et al., 2017).

* des thérapies incluant les nouvelles générations de fluoroquinolones (Iévofloxacine,
moxifloxacine), généralement associées a ’AMX et un IPP. Ce schéma devient fortement
limité par 1’accroissement rapide de la résistance aux quinolones (Bogaerts et al., 2006 ;

Vandenbosch et al., 2009; Selgrad et Malfertheiner, 2017).
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¢ des schémas incluant les rifamycines (RIF, rifabutine) ou la furazolidone ont également été
proposés (Malfertheiner et al., 2007 ; Selgrad et Malfertheiner, 2017).

Infection @ Helicobacter pylori
avec indication de traitement

—r

- - T =
Pas de risk de résistance a la claithromycine Risk de résistance a la clarithromycine
et taux de résistance locale <15% et tanx de résistance locale >15%
L . _t_"';.
PPI-C-AJM Bismuth quadruple
Premiére linge ol o
bismuth quadruple non-bismuth quadruple
. L
Bismuth quadruple ) L i )
Deuxiéme ligne ou PPI-Levo-Amox
PPI-Levo-Amox )

i

Troisiéme ligne Antibiogramme

Figure02. Schéma thérapeutique (Selgrad et Malfertheiner, 2017)
111.1.2.4. La thérapie séquentielle

Ce schéma, prometteur, propose de maniére successive les mémes medicaments. Il
consiste en 5 jours de traitement avec un IPP et de I'AMX suivi de 5 jours de prise d’IPP avec
deux autres antibiotiques (CLA et MTZ). Il a été d’ailleurs proposé récemment comme
traitement de premiére ligne (Gatta et al., 2009 ; De Francesco et al., 2017 ; Sheu et al.,
2017).

111.1.2.5. Autres schémas thérapeutiques

* Schémas classiques avec de hautes doses d’IPP. Il ressort de deux méta-analyses qu’une
double dose d’IPP permet d’obtenir 82 a 84% d’éradication comparé a 74 a 77% avec une

simple dose (Vallve et al., 2002 ; Villoria et al., 2008 ; Sheu et al., 2017).

* Schémas classiques avec de hautes doses d’antibiotiques. Une tendance a 1’augmentation
des doses de MTZ est particulierement observée au Nord de I’Afrique. Néanmoins il ressort
d’une importante étude multicentrique (Europe et Canada) que cela n’améliore pas le succes

d’éradication (Bardhan et al., 2000).
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» Schémas classiques avec une augmentation de la durée du traitement. Cette formule a plus

de succeés aux Etats-Unis qu’en Europe (Malfertheiner et al., 2007 Sheu et al., 2017).

* Prise concomitante d’IPP et de trois antibiotiques (Graham et Shiotani, 2008 ; Sheu et al.,
2017).

111.1.3. Facteurs d’échecs d’éradication

Les principales causes d'échec de traitement (absence d'éradication d’H. pylori de la
muqueuse gastrique, persistance des lésions des gastrites) sont la résistance aux antibiotiques

et la non observance du traitement.
111.1.3. 1. Mauvaise observance du traitement

Reliée a la lourdeur des thérapies et aux effets secondaires des antibiotiques, la mauvaise
observance semble étre une importante cause d’échec de traitement. Graham et Yamaoka
(2007) avaient démontré que le taux d’éradication était de 96% pour les patients ayant pris
plus de 60% des médicaments prescrits et 69% pour les patients qui étaient moins assidus (De

Francesco et al., 2017).
111.1.3. 2. La résistance aux antibiotiques

Des cas de résistance d’H. pylori ont été décrits pour tous les antibiotiques proposés pour
I’éradication (Vakil et Mégraud, 2007). Le taux de résistance aux antibiotiques est beaucoup
plus élevé en cas d’échec d’éradication (Duck et al., 2004 ; Koletzko et al., 2006; Agudo et
al., 2010) et est proportionnel au nombre de tentatives infructueuses (Miendje et al., 2011 ;
De Francesco et al., 2017).

La résistance aux antibiotiques conduit a un échec d’éradication global de 55 a 70% pour
la clarithromycine et de 25 a 37% pour le métronidazole (Van der Wouden et al., 1999 ; Dore
et al., 2000; Fischbach, 2004; Mégraud, 2004). La résistance aux FLU a été associée a une
diminution de 66,7% du taux d'éradication (Nishizawa et al., 2009).

111.1.3.3. Autres facteurs d’échec d’éradication

» Polymorphisme du Cytochrome P450 ; les IPP sont métabolisés difféeremment chez les
patients, selon le polymorphisme du CYP2C19 avec comme conséquence un pH moins élevé

chez les métaboliseurs rapides (Furuta et al., 2001).11 ressort d’une méta-analyse que le taux
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d’éradication est moins bon chez les métaboliseurs rapides comparativement aux

métaboliseurs lents, indépendamment de la dose d’IPP (Padol et al., 2006).
* Durée du traitement, controversée en Europe (Malfertheiner et al., 2007).

» Tabagisme; le fait de fumer pourrait réduire de moitié 1’efficacité d’un traitement

d’éradication (Camargo et al., 2007).

» Nature et posologie des antibiotiques ; les autres macrolides sont moins efficaces que la
CLA (Calabrese et al., 2000 ; Laurent et al., 2001)

+ Age des patients ; les données sont fort variables. On note généralement plus de difficultés

d’éradication chez les patients de moins de 50 ans.
I11.2.La résistance aux antibiotiques

L'émergence rapide de bactéries résistantes aux antibiotiques est une menace majeure
pour la santé publique, la préoccupation évidente étant que les infections peuvent ne plus étre
traitables avec des antibiotiques. Les antibiotiques efficaces sont également des outils
essentiels pour la transplantation d'organes, la chimiothérapie et la chirurgie orthopédique
(Cars et al., 2008). Les données de surveillance ont montré une incidence accrue des
infections causées par des pathogenes résistants aux antibiotiques dans de nombreux pays
(EARSS, 2007).

L’¢échec du traitement a base d’antibiotique d’une infection conduit généralement a de
graves conséquences pour le patient et est associée a des codts accrus de soins de la santé
publique. Dans une étude récente sur de plus de 1800 enfants tanzaniens montrant des signes
d'infection systémique, le taux de mortalité d( a des bactériémies a Gram négatif était plus du

double de celui de la malaria (44% comparativement a 20%) (Blomberg et al., 2007).

H. pylori est sensible in vitro a de nombreux antibactériens ; néanmoins peu sont
efficaces pour son éradication in vivo et 1'une des particularités de cette bactérie est sa
capacité a acquérir des résistances essentiellement par mutation (Megraud et Lehours, 2007;
Boyanova et Mitov, 2010; De Francesco et al., 2017). L'équipement de H. pylori en enzymes
de restriction, enzymes dont la fonction est de détruire les ADN exogénes qui pénétrent
dans la cellule bactérienne, semble assez important pour éviter 1I’introduction de résistance
provenant de bactéries phylogéniquement éloignées, par transformation ou un autre

mécanisme d'échange génétique. De plus, les contacts entre H. pylori et ces bactéries
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semblent peu importants sauf si I’on admet que H. pylori puisse se multiplier dans 1’intestin

(Tomb et al., 1997).

La transmission de la résistance est essentiellement verticale et les taux de résistance
augmentent progressivement du fait de la pression de sélection. Tous les antibiotiques sont
concernés bien que la résistance a 1’amoxicilline soit exceptionnelle (Megraud et Lehours,

2007; Boyanova et Mitov, 2010; De Francesco et al., 2017).
I11.2.1.Prévalence de la résistance aux antibiotiques

L’antibiorésistance est la raison principale de 1’échec du traitement d’éradication d’H.
pylori d’ou I’importance de la détection de cette résistance. La sensibilité de H. pylori aux
antibiotiques est déterminée par les méthodes de culture sur milieux solides tels que E-test,
dilution sur milieu gelose et diffusion sur disques. Ces méthodes servent a déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI) des antibiotiques. Des facteurs tels que la variabilité
cellulaire, le volume d’inoculation, les conditions d’incubation ainsi que le milieu de culture
peuvent influencer les résultats (Arslan et al., 2017). Les méthodes basées sur les techniques

moléculaires sont indépendantes de tous ces facteurs.

La prévalence de la résistance d’H. pylori aux antibiotiques a été évaluée dans le monde
entier. Cependant, la plupart des études provenaient de centres uniques, incluant seulement un
petit nombre de souches, souvent isolées a partir d’un nombre limité de patients sélectionnés,
et les techniques utilisées pour évaluer la sensibilité aux antibiotiques, sont différentes. Les
taux de résistance aux antibiotiques doivent étre de préférence obtenus a partir de programmes
de surveillance multicentriques a grande échelle en utilisant des méthodes de détection
normalisées afin de réduire la probabilité de sous ou surestimation de la prévalence de
I'antibiorésistance d’H. pylori. Toutefois, ces programmes de surveillance sont colteux et ne
sont réalisés que dans quelques pays et le plus souvent par des enquéteurs plut6t que par le

gouvernement.

La résistance aux antibiotiques chez H. pylori est déja répandue et ne cesse d’augmenter.
La résistance au MTZ (CMI>8 mg/ L) est la résistance aux antimicrobiens la plus commune
chez H. pylori. Dans les pays industrialisés environ 35% des souches d’H. pylori sont MTZ-
résistantes, alors que dans les pays en voie de développement, les taux de résistance d’H.
pylori au MTZ sont trés élevés, et dans certaines régions presque toutes les souches d’H.
pylori sont MTZ-résistantes (Zhou et al., 2014; Bai et al., 2015; Zhang Wet al., 2015; Zhang
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YX et al., 2015; Han et al., 2016; Hong et al., 2016; Ji et al., 2016 ; Song et al., 2016). Cette
corrélation peut étre expliquée par I'utilisation fréquente du MTZ dans le domaine
gynécologique, dentaire et pour le traitement des maladies parasitaires (Mascellino et al.,
2017).

En comparaison avec la résistance au MTZ, la prévalence de la résistance a la CLA (CMI
>2 mg/ L) dans H. pylori est beaucoup plus faible. Dans les pays industrialises, environ 10%
des souches d’H. pylori sont résistantes a la CLA. Dans les pays en voie de développement,
les taux de résistance a la CLA sont plus élevés et varient entre 25 a 50% (Bai et al., 2015;
Liu et al., 2015; Zhang W et al., 2015; Zhang Y X et al., 2015; Han et al., 2016; Hong et al.,
2016; Ji et al., 2016; Malfertheiner et al., 2017).

Jusqu'a la fin du 20° siécle, on pensait que la résistance a ’AMX et la TET était trés rare
ou absente chez H. pylori (Song et al., 2014; Nishizawa et al., 2015; Sugimoto et al., 2015 ;
Zhang, YX et al.,, 2015). Contrairement a d'autres bactéries, ou la résistance a ces
antibiotiques est trés répandue, l'incidence de la résistance d’H. pylori a 'IAMX et la TET
semble augmenter (Bai et al., 2015; Zhang W et al., 2015; Zhang YX et al., 2015; Ji et al.,
2016), en particulier dans certaines régions géographiques (par exemple I'ltalie, le Brésil, le
Salvador, I'Inde et la Lituanie), ou ces antibiotiques peuvent étre obtenus sans ordonnance.
Les taux de résistance d’H. pylori de 72% et 59% pour I'AMX et la TET, respectivement, ont
été signalés a Shanghai, en Chine (Wu et al., 2005).

Le taux de résistance aux FLU comme la levofloxacine par exemple varie
considérablement selon les régions (12.6-54.8%) (Song et al., 2014; Zhang YX et al., 2015;
Han et al., 2016; Hong et al., 2016; Ji et al., 2016). Bien que les RIF soientt rarement utilisés
pour le traitement d’éradication, une apparition de souches H. pylori résistantes a la RIF a été
observée a travers le monde (14.2-18.2%) (Song et al., 2014; Zhang Y X et al., 2015).

111.2.2.1’impact de ’antibiorésistance

De nombreuses études ont montré que la résistance aux antibiotiques entrave
sérieusement l'efficacité de la thérapie anti-H. pylori (Houben et al., 1999 ; Laheij et al.,
1999 ; Van der Wouden et al., 2000). La résistance aux antibiotiques réduit les taux
d'éradication d’H. pylori et dépend d'une variété de facteurs, tels que les composants utilisés
dans le traitement, la dose des médicaments antimicrobiens, la durée du traitement, et le

niveau de résistance présente dans la souche d’H. pylori (Van der Wouden et al., 2000).
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Plusieurs études ont montrées que quand un patient est colonisé par une souche d’H.
pylori résistante au MTZ, les taux d'éradication d’une trithérapie, a base d'IPP et contenant le
MTZ, baissent d'environ 20%, passant de 93% (86-100%) pour les souches sensibles au MTZ
a 71% (45-94%) pour les souches résistantes (Houben et al., 1999 ; Van der Wouden et al.,
1999).

D’autre études ont montré que la résistance au MTZ peut avoir un impact plus important
sur les taux d'éradication obtenus avec une trithérapie a base d'IPP et contenant le MTZ. Dans
ces études, les taux d'éradication passent de 91% (56-97%) pour les souches sensibles contre
63% (17-96%) pour les souches résistantes (Houben et al., 1999 ; Van der Wouden et al.,
1999). L’ajout d'un composant comme le bismuth a une thérapie a base d'IPP (quadruple
thérapie) a augmenté I'efficacité de la thérapie, de 91% (80-100%) pour les souches sensibles
au metronidazole contre 77% (53-100%) pour les souches résistantes (Van der Wouden et al.,
1999).

Puisque la prévalence de la résistance d’H. pylori a la CLA est faible, la plupart des
études qui évaluent I'effet de la résistance a la CLA sur I'efficacité du traitement ne contenait
qu'un petit nombre de patients. Malgré cette limitation, il semble que la résistance a la CLA
réduit I'efficacité de tous les régimes d’éradication contenant la CLA de fagon spectaculaire
(Megraud et al., 1991).

Les taux d'éradication de la CLA contenant des bithérapies (médicaments IPP ou
bismuth) ont diminué d’environ 40%, passant de 67% (62-74%) pour les souches sensibles a
la CLA a 28% (20-40%) pour les souches résistantes & la CLA. Bien que les taux
d'éradication de la CLA contenant des trithérapies (PPl et 'IAMX ou le MTZ) augmente
d’environ 90% pour les souches sensibles a la CLA, le taux demeure faible (36%) pour les
souches résistantes (Houben et al., 1999). En raison de la présence de la résistance d’H. pylori
a I'AMX ou a la TET, un échec de la thérapie a été rapporté (Dore et al., 2000 ; Ecclissato et
al., 2002), mais il n'ya pas suffisamment de données encore disponibles pour mesurer I'impact

de ces résistances.
111.2.3.Détection de I’antibiorésistance
111.2.3.1. Méthodes de détection phénotypiques

Elles reposent classiquement sur 1’antibiogramme, réalisé a partir de subcultures obtenues

par repiquage de la souche isolée lors de la mise en culture des biopsies gastriques (Grignon
32



Revue bibliographique

et al., 2002 ; Mcnulty et al., 2002). La difficulté technique de ces méthodes phénotypiques est
réelle en raison de la croissance lente d’H. pylori et des besoins culturaux spécifiques de cette
bactérie (microaérobie, température a 37 °C, milieux enrichis...) (Grignon et al., 2002;
Mcnulty et al., 2002).Le probléme est compliqué par la constatation chez un méme malade de
la coexistence possible mais assez rare de plusieurs souches d’H. pylori de sensibilité
différente : dans 5 cas sur 238 a partir de plusieurs sites de biopsies gastriques chez 1’enfant,
dans 5 a 10% des cas pour le MTZ d’aprés une revue de la littérature (Mcnulty et al., 2002).
Des recommandations ont été proposées pour la réalisation des antibiogrammes par la
méthode de diffusion en agar a I’aide de disques de CLA ou de MTZ (Mcnulty et al., 2002).

La méthode de diffusion en agar, sur milieu de Mueller-Hinton enrichi en sang a 10 %
sous atmosphére microaérobie, a été validée par le Groupe d’études frangais des Helicobacter
pour I’étude de la sensibilité aux macrolides .1l suffit de tester I’érythromycine en raison de la
bonne concordance des résultats avec la CLA. Pour cet antibiotique, on peut aussi employer la

technique du E-test a la place des disques (Grignon et al., 2002).

Les sensibilités a ’AMX et a la TET peuvent aussi étre déterminées par la méthode de
diffusion a I’aide de disques (Mcnulty et al., 2002). En revanche, aucune des méthodes
habituelles ne semble encore adaptée a la détermination de la sensibilitt au MTZ,
particulierement en raison de problemes de reproductibilité. A défaut, il est recommandé
d’utiliser la méthode de diffusion a I’aide de disque de MTZ en utilisant une souche témoin
d’H. pylori sensible (par exemple NCTC 12822) (Mcnulty et al., 2002). En cas de résultat
intermédiaire (taille des zones de 16-21 mm), il est conseillé de le contrdler a I’aide de I’E-
test (Mcnulty et al., 2002). Seule la méthode de dilution en agar, plus difficile a mettre en

ceuvre et inutilisable en routine, semble reproductible pour le MTZ.
111.2.3.2. Méthodes de détection génotypiques de la résistance

Puisque chez H. pylori, la plus part des résistances sont dues a des mutations specifiques,
des methodes moléculaires peuvent offrir une alternative intéressante aux methodes basées sur
la culture classique. Les méthodes moléculaires sont indépendantes de la viabilité des cellules
ou du taux de croissance des bactéries, et donc plus constantes, reproductibles et beaucoup
plus rapides. Si elles sont directement appliquees a des biopsies gastriques, les résultats
peuvent étre obtenus le jour de I'endoscopie.
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Bien que le séquencage d'ADN soit la meilleure méthode pour la détection des mutations,
il n'est pas rentable dans un contexte de routine. De nombreuses méthodes moléculaires sont
maintenant disponibles pour évaluer la résistance a la CLA, la TET, et a la CIP chez H. pylori,

mais malheureusement ce n’est pas le cas pour le MTZ et ’AMX.

Le développement de tests rapides, en ce basant sur le génotype d’H. pylori pour la
détection d’une résistance au MTZ n'est pas facile, parce que la résistance est associée a
diverses mutations situées ou non sur le géne rdxA et d'autres genes codant pour la réductase
(Latham et al., 2001). En dépit de ces obstacles, il y a de nouvelles preuves qui indiquent que
le systeme basé sur la détection de la protéine pourrait étre développé en utilisant un
immunoblot avec un anticorps spécifique anti-rdxA, une bande immuno-réactive 24 kDa a été
observée dans tous les isolats sensibles au MTZ mais était absente dans la plupart (90%)
d’isolats résistants au MTZ (Latham et al., 2001).

De nombreuses techniques ont été développées pour la détection de la résistance a la
CLA chez H. pylori. La plupart des tests sont une réaction en chaine de la polymérase (PCR)
en utilisant différentes méthodes pour étudier les amplifias. Restriction fragments lengh
polymorphism (RFLP) est une méthode simple qui repose sur la présence de sites de
restriction au sein de I'amplifia. Ce test permet de détecter des mutations de I’ARNr 23S
mentionnés précédemment en utilisant les endonucléases de restriction, Mboll (A2142G),
BBSi (A2142G), Bsal (A2143G) et BceAl (A2142C) (Occhialini et al., 1997 ; Menard et al.,
2002). Comme la PCR-RFLP était initialement pas en mesure de détecter la mutation
A2142C, une méthode PCR amorce inverse 3'-décalage (3M-PCR) a été développé (Alarcon
et al., 2000).

D'autres méthodes, comme la méthode immuno-enzymatique PCR-ADN (DAEI),
oligonucléotide PCR essai de ligature (LLO), la formation de homoduplex préférentiel
(PHFA) et de la sonde PCR ligne test (LIPA), comprend une étape d'hybridation
supplémentaire aprés la PCR. Les produits de PCR ont été hybridés avec des sondes
oligonucléotidiques marquées dans des conditions trés strictes et les hybrides ont ensuite été
détectés avec des anticorps spécifiques (Stone et al., 1997 ; Pina et al., 1998 ; Maeda et al.,
2000 ; Van Doorn et al., 2000).

Récemment, plusieurs essais d'hybridation PCR en temps réel ont été développés. Dans
ces essais un fragment de I'ARNr 23S est amplifieé en présence d'une mutation marqué par

fluorescence et la sonde d'ancrage. Lorsque ces sondes s’hybrident avec le produit de la PCR,
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un signal de fluorescence est émis. Apres achévement de la PCR, la température est
augmentée pour déterminer le point de fusion de la sonde de mutation. La température
augmente pour indiquer le point de fusion de la sonde de mutation. Quand il y a des décalages
présents dans la séquence cible, les températures de fusion obtenues sont inférieures par
rapport a I'hybride identifié. Cette technique est simple et rapide, et si elle est appliquée
directement sur le tissu gastrique, les résultats peuvent étre obtenus dans 3 heures (Gibson et
al., 1999 ; Oleastro et al., 2003 ; Chisholm et al., 2007).

Il 'y a aussi une possibilité de détecter la résistance a la CLA sans effectuer une PCR, en
utilisant I'nybridation fluorescente in situ (FISH). Dans cet essai les bactéries intactes sont
hybridées avec une sonde marquée fluorescente spécifique a la séquence 16S et 23S d’H.
pylori. Les bactéries marquées sont ensuite visualisées par microscopie a fluorescence. Ce test
permet la détection d’H. pylori et la résistance a la CLA simultanément. En outre, ce dosage
ne nécessite pas la préparation de I'ADN et peut étre directement appliqué sur la biopsie

gastrique (Trebesius et al., 2000).

Comme le mécanisme moléculaire pour la détection de la résistance d’H. pylori a la TET
a été récemment identifié, I'information sur les techniques de détection moléculaire est encore
limitée. Jusqu'a présent, deux méthodes basées sur la PCR ont été développées: (i) une PCR-
RFLP, et (ii) une PCR en temps réel (Trieber et Taylor, 2002).

I11.3. Mécanismes de la résistance aux antibiotiques

La résistance d’H. pylori a été décrite pour tous les antibiotiques cités. Contrairement a la
majorité des bactéries, le mécanisme moléculaire impliqué dans la résistance d’H. pylori aux
antibiotiques est essentiellement caractérisé par une acquisition de mutations ponctuelles au
niveau du chromosome bactérien. A ce jour, aucune résistance médiée par un plasmide,
transposant ou intégrant n’a encore été décrite (Gomez-Lus, 1998). Par consequent la
transmission de la résistance a la descendance d’une souche est essentiellement verticale

(Smeets et al., 2003 ; Arslan et al., 2017).

Certaines souches peuvent développer des pompes d’efflux, notamment vis-a-vis de la
CLA, du MTZ et de la tétracycline. Ce mécanisme de résistance serait plus fréquent chez des
souches multi-résistantes (Liu et al., 2008 ;Tsugawa et al., 2011). Néanmoins la résistance
intrinséque, par éjection des molécules a I’extérieur de la cellule, n’affecte que la TET (Wu et

al., 2005).
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111.3.1. Résistance aux nitroimidazoles

Une résistance au MTZ acquise en cours de traitement est fréquente chez H. pylori.
Dans le cas d’H. pylori, les niveaux de résistance au MTZ sont trés divers, avec des CMI
allant de 8 a > 256 mg / L (Kwon et al., 2000). Cet écart dans les valeurs de CMI suggere que
la résistance au MTZ peut résulter d’une mutation ponctuelle a un locus, mais il est plus
probable que plusieurs voies sont impliquées. Les mécanismes potentiels de résistance au
MTZ étudié dans H. pylori incluent (i) deficience de I'absorption de médicaments et / ou une
augmentation d’efflux, (ii) une activité accrue des enzymes de réparation, (iii) augmentation
des capacités de capture de l'oxygene, et (iv) diminution de l'activation de 1’antibiotique

résultant de changements des enzymes de réduction du MTZ (Kwon et al., 2000).

Le MTZ est un exemple typique de résistance par le mécanisme de nodulation-division
d'efflux (RDN), un mécanisme qui joue un role important dans la résistance aux antibiotiques
de plusieurs bactéries. Dans le génome d’H. pylori, les trois systémes putatifs d’efflux RDN
ont été identifiés (Bina et al., 2000). La mutation de ces trois opérons RDN, n'a pas affecté la
susceptibilité d’H. pylori a dix-neuf antibiotiques in vitro. Bien que le MTZ n'a pas été inclus
dans cette étude, mais il a été suggéré que les niveaux d'expression de ces protéines étaient
trop faibles et ne pourrait influencer la sensibilité aux antibiotiques en général (Bina et al.,
2000). L’inactivation d’un mécanisme d’efflux de type TopC augmenterait la sensibilité des
souches d’H. pylori au MTZ (Tsugawa et al., 2011 ; Arslan et al., 2017).

Les activités classiques du NADPH oxydase ont été trouvées dans plusieurs organismes,
y compris H. pylori (Smith et Edwards, 1997). Le role exact de ce type d'enzyme dans la
résistance au MTZ est inconnu, mais il a été publié qu’ils sont impliqués dans le piégeage de
l'oxygene. L’activité de la NADPH oxydase était presque identique pour les isolats d’H.
pylori sensibles et résistants au MTZ, et parfois trois fois plus élevée chez les isolats sensibles
(Smith et Edwards, 1997 ; Jenks et Edwards, 2002).

Le faible taux intracellulaire de la NADPH oxydase peut compromettre la tension en
oxygene, permettant au potentiel redox de s'élever suffisamment pour empécher I'activation

de MTZ, ce qui conduit a une résistance a cet antibiotique.

Les isolats d’H. pylori résistants au MTZ peuvent devenir sensibles aprés une exposition
a de courtes peériodes d'anaérobiose in vitro (Smith et Edwards, 1997), il a été suggéré que la

sensibilite au MTZ peut étre rétablie a faibles teneurs en oxygene a travers l'activation des
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voies potentielles de réduction anaérobiques qui fonctionnent moins, ou pas du tous, sous
microaérophilie (Smith et Edwards, 1997 ; Jenks et Edwards, 2002 ; Mascellino et al., 2017).

Le mécanisme moléculaire impliqué dans la résistance au MTZ a été élucidé par la
découverte d'une mutation chromosomique du gene rdxA codant pour la NADPH
nitroréductase insensible a I’oxygeéne (Hoffman et al., 1996). D'autres mutations sur d'autres
génes seraient également impliquées: frxA (NADPH flavin oxidoreductase), fdxB
(ferredoxin-like protein) (Kwon et al., 2000).

L’implication d’une séquence d’insertion (mini-IS605) associée & des délétions dans le
méme geéne a également été incriminée dans 1’acquisition de résistance. Par ailleurs, il a été
démontré que de nombreuses enzymes bactériennes (thioredoxine reductase,
alkylhydroperoxide reductase, superoxide dismutase) peuvent réduire le MTZ, en fonction du
potentiel redox des cellules (Smith et Edwards, 1997 ; Mendz et Trend, 2001 ; Trend et al.,
2001 ; Arslan et al., 2017).

111.3.2. Résistance aux macrolides

La région la plus décisive pour l'activité des macrolides est une boucle trés conservee
entre les especes, dans le domaine V de I'ARNr 23S, région impliquée dans le transfert
peptidique. Ce sont les positions 2142, 2143, 2144 et 2696 du gene de I'ARNr 16S qui sont
cruciales. Seules les espéces comportant une adénine en position 2143 et une liaison entre les
bases 2142 et 2696 (soit une paire G-C ou U-A) sont sensibles a ces molécules (Arslan et al.,
2017 ; Mascellino et al., 2017).

C'est au niveau de ces positions critiques que des modifications conférant la résistance
aux macrolides ont été décrites. Il s'agit de modifications de la cible de l'antibiotique,

entrainant une moindre affinité pour la molécule antibactérienne. Celles-ci sont de deux

types.

a. Modification post-transcriptionnelle de I'ARNr 23S (MLSb)

Le support génétique de cette résistance est un géene de la famille des génes erm
(erythromycin resistance methylase), codant pour une N-méthyltransférase qui va diméthyler
I'adénine en position 2143 du domaine V de I'ARNr 23S. Des genes erm ont été retrouvés chez
de nombreuses espéces bacteriennes, mais jamais chez H. pylori, qui ne semble donc pas

pouvoir résister aux macrolides par cette voie (Mascellino et al., 2017).
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b. Mutations dans le gene de I'ARNr 23S

Chez la plupart des espéces bactériennes, on retrouve au sein du génome plusieurs copies
de l'opéron ribosomal (qui code pour les sous unités ARNr 5S, 16S et 23S). Les mutations
dans le géne de I'ARNr 23S n'ayant pas un caractere dominant, la survenue d'une mutation sur
une ou quelques copies du gene ne suffit pas pour entrainer la résistance, puisqu'il reste des
alleles sauvages. Ainsi ce mécanisme de résistance ne peut étre retrouvé que chez des
bactéries de croissance lente qui ne possedent qu'un faible nombre de copies de cet opéron
ribosomal. C'est justement le cas d’H. pylori qui ne possede que 2 copies (Mascellino et al.,
2017).

La quasi-totalité des souches résistantes présente au moins une mutation ponctuelle dans
la boucle du domaine V évoquée plus haut : les mutations A2142G et A2143G sont les plus
fréquentes, la mutation A2142C étant beaucoup plus rare. Il a été montré qu'une mutation sur
I'une des deux copies du gene de I'ARNr 23S était suffisante pour conférer la résistance
(Versalovic et al., 1997 ; Arslan et al., 2017 ; Mascellino et al., 2017). En Asie, c’est la
mutation T2182C qui est la plus fréquente (Khan et al., 2012) néanmoins son impact sur la

résistance a été controversée par une équipe francaise.

Cette résistance s’applique a I’ensemble du groupe MLS (Macrolides, lincosamides et
streptogramines). Les mutations A2142C et A2142G sont liées a un haut niveau de résistance
croisée a tous les macrolides, alors que la mutation A2143G donne lieu a un haut niveau de
résistance a I'érythromycine et un niveau de résistance intermédiaire a la clindamycine et

streptogramine (Arslan et al., 2017).
I11.3.3. Résistance aux B-lactamines

De rares cas de souches résistantes a I’AMX ont été rapportés. Elles sont liées a des
mutations ponctuelles dans le géne codant pour les PLP entrainant un blocage du transport de
I’antibiotique. L’un des premier cas a été décrit en 1996 aux Pays-Bas chez un patient ayant
été traité plusieurs fois par I’AMX suite & une infection respiratoire chronique. La souche
d’H. pylori isolée montrait une résistance stable (CMI = 8 ug/ml) non reliée a une production
de B-lactamase (Van Zwet et al., 1998).

Chez les bactéries a Gram négatif, la résistance aux antibiotiques P-lactamines est
principalement due a la production de B-lactamase, soit codée par le chromosome ou le
plasmide. Cependant, Chez H. pylori, il n'y a aucune indication que la résistance a I’AMX est
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due a l'acquisition ou a I’expression de B-lactamase, puisque aucune activité B-lactamase n’a
¢été détectée. D’autre mécanismes en relation avec la résistance a I’AMX ont été étudiés sont
principalement : (i) des modifications structurelles dans les PLP, (ii) la diminution de la
perméabilité membranaire, et (iii) I'efflux ( Kwon et al., 2000 ; Dore et al., 2001 ; Arslan et
al., 2017 ; Mascellino et al., 2017).

Les PLP sont des enzymes impliquées dans la synthése et le maintien de la couche de
peptidoglycane de la paroi cellulaire bactérienne. Chez H. pylori neuf PLP présumés ont été
identifiés, trois PLP haut poids moléculaire et six PLP bas poids moléculaire (Harris et al.,
2000). Dans un premier temps, deux de ces protéines ont été associés a la résistance a 'AMX
chez H. pylori, le mécanisme moléculaire a été décrit pour les isolats résistants a I’AMX
(CMI> 256 mg / L) obtenus a partir de patients dyspeptiques de I'ltalie et des Etats-Unis. Ces
isolats ont perdu leur phénotype de résistance lors de la congélation a -80 ° C (Dore et al.,

2001), ils sont souvent appelés AMX - tolérants.

Plus tard apres, des isolats H. pylori résistants a I’AMX stables ont été obtenus avec des
CMI comprises entre 8-64 mg / L (Kwon et al., 2000). La Résistance a I’AMX dans ces
isolats a été causée par diverses mutations ponctuelles dans le gene pbpla (Kwon et al.,
2000). Récemment, il a été¢ décrit I’implication de plusieurs génes notamment les génes des

pbp-1, pbp-2 et pbp-3 (Rimbara et al., 2008 ; Arslan et al., 2017 ; Mascellino et al., 2017).
111.3.4. Résistance aux tétracyclines

De rares cas de résistance d’H. pylori aux TET ont été décrits. Le premier cas remonte a
1996, en Australie, ou une souche résistante a la TET a été isolée chez un malade apres une
tentative d’éradication infructueuse (Midolo et al., 1996). La TET est un antibiotique qui est
largement utilisé dans de nombreux pays industrialisés, et comme conséquence une résistance

a ce médicament est devenue un probleme émergent.

En général, quatre mécanismes de résistance a la TET ont été identifiés: (i) déficience de
'absorption du médicament et / ou une augmentation de I’efflux; diminution de la liaison a
I’antibiotique par (ii) les changements dans les protéines ribosomales de protection, ou (iii)
des mutations dans I’ARNr 16S site de liaison de la TET, et (iv) inactivation enzymatique de
la TET. Dans le cas de H. pylori, les trois premiers mécanismes ont été étudiés (Bina et al.,
2000; Trieber et Taylor, 2002 ; Hu Y et al., 2017 ; Mascellino et al., 2017).
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Le mécanisme le plus probable pour la résistance a la TET chez H. pylori est basée sur
une triple substitution dans trois résidus d'ARNr 16S adjacents, AGA926 - 928TTC
(Dailidiene et al., 2002 ; Hu Y et al., 2017 ; Mascellino et al., 2017). Cette mutation est situee
dans la liaison primaire, site de la TET, et peut affecter I'affinité de I'interaction médicament-

ribosome et donc réduire I'efficacité de la TET comme inhibiteur de traduction.

Outre cette triple substitution, AGA926 - 928TTC, il existe plusieurs substitutions
simples et doubles, soit A926G, A926T, A928C, AG926 - 927GT et A926G/A928C qui
peuvent étre impliqués dans la résistance d’H. pylori a tétracycline (Dailidiene et al., 2002 ;
Gerrits et al., 2002 ; Hu Y et al., 2017 ; Mascellino et al., 2017).

La mutation AGA926 - 928TTC semble responsable d’une résistance stable a haut niveau
avec des CMI tres élevées, alors que les substitutions simples et doubles sont responsables
d’une résistance a bas niveau (CMI ne dépassant pas les 4 mg / L) (Dailidiene et al., 2002 ;
Arslan et al., 2017 ; Mascellino et al., 2017).

111.3.5. Résistance aux rifabutines

Des cas de résistance d’H. pylori a la RIF ont été decrits. Il ya quelques années la
résistance aux RIF et rifabutine in vivo était tres rare, cependant, l'incidence de cette

résistance a augmenté (Kist et Glocker, 2004 ; Arslan et al., 2017).

La résistance a la RIF est généralement associée a des mutations du gene rpoB au niveau
des codons 524, 525, et 585 tels que décrits pour Mycobacterium tuberculosis et Escherichia
coli (Heep et al., 2000).Une autre mutation, acquise sous traitement, a été décrite au niveau
du codon 149 (V149F : remplacement de la valine par la phenylalanine) Toutes ces mutations
affectent ’ensemble des molécules du groupe des RIF (Heep et al., 2000 ; Arslan et al.,
2017 ; Mascellino et al., 2017).

111.3.6. Résistance aux fluoroquinolones

H. pylori est naturellement résistant a 1’acide nalidixique suivant un mécanisme non
encore élucidé. La plupart des isolats de H. pylori sont sensibles aux FLU, mais l'incidence de

la résistance aux FLU semble augmenter (Kist et Glocker, 2004).

L’acquisition de la résistance aux FLU est liée a la survenue de mutations dans la «
Quinolone Resistance Determining Region » (QRDR ) du géne gyrA au niveau des codons 86,

87 et 91 Une seule mutation est suffisante pour conférer la résistante. A ce jour, une douzaine
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de mutations ont été décrites. Il existe des souches résistantes qui n’ont pas ces mutations et

dont le mécanisme reste a explorer (Moore et al., 1995; Tankovic et al., 2003 ; Cattoir et al.,
2007 ; Mascellino et al., 2017).
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IV. Matériel et méthodes
IV.1.Cadre d’étude
Plusieurs centres ont constitué le cadre de I’étude. 1l s’agit:

- du Centre Hospitalier Universitaire Mustapha Pacha d’Alger, est I’'un des plus
grands et important hopitaux en Algérie;

- de I’Etablissement Hospitalier Universitaire Premier Novembre 1954 d’Oran
(Algerie) ;

- du Centre Hospitalier Universitaire Hassani Abedelkader de Sidi Belabbes,

- La Cabinet Privé de Médecine Interne Dr Hallouche & Chlef, cabinet de medecine

interne, gastro-entérologie et d’hépatologie.

1VV.1.1. Durée d’étude

La durée de I’¢étude a été de quatre ans (4 ans) allant de mars 2013 a décembre 2016. Cette
¢tude était réalisée dans le cadre d’une thése de doctorat a I’université de Hassiba Benbouali
de Chlef. Une partie de 1’étude a été effectuée au sein du Laboratoire de Bio ressources et la
partie moléculaire a été faite au sein du Centre national de Référence (CNR) Helicobacter/
Campylobacter et 1’unité INSERM U853 (actuellement INSERM UMR 1053 BaRITOn,
équipe 2 : Helicobacter Infection, Inflammation and Cancer) de 1’Universit¢ de Bordeaux

(Fance).
IV.1.2. But du travail et critéres d’inclusion, de non inclusion et d’exclusion

Notre travail constitue une étude rétrospective portant sur 270 patients soufrant d’une
douleur abdominale, adressés pour une endoscopie digestive haute. Les biopsies prélevées ont
été analysées pour déterminer la prévalence de la résistance d’H. pylori aux antibiotiques et
les mécanismes moléculaires associés a cette résistance. Les antibiotiques étudiés sont :
I’amoxicilline, la clarithromycine, le métronidazole, la tétracycline, la ciprofloxacine et la
rifampicine. Pour réussir a isoler la bacteérie, il a fallu inclure et exclure certains criteres chez

les patients.
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Les critéres d’inclusion:

Nous avons inclu tous les cas de gastrite chronique a H. pylori, diagnostiquees sur
biopsies gastriques chez les patients &gés de 18 ans a 82 ans et de tout sexe. Le consentement

du patient au protocole d’étude était le premier critere a inclure.
Les critéeres de non inclusion:

Les biopsies non incluses dans notre étude sont celles portant sur les formes de gastrites

sans signes d'infection a H. pylori ou dans le cas ou le sujet refuse de participer a I’étude.
Les critéres d’exclusion:
Nous avons exclu les gastrites chroniques a H. pylori concernant les patients:

- Dont I'age est inférieur a 18 ans,

- ayant recu un traitement dans le mois précédent par les inhibiteurs de la pompe a
protons (IPP), antibiotiques ou anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS),

- les gastrites & H. pylori au voisinage d'une néoplasie maligne ou d'un ulcére duodénal,
les gastrites a H. pylori associées a une autre pathologie notamment de reflux ou
gastrites avec signes évocateurs d'une origine auto-immune, les gastrites
granulomateuses a H. pylori, et les prélevements biopsiques de mauvaise qualité ou

non représentatifs du corps gastrique.
IV.2. Etude de la prévalence de la résistance d’H. pylori aux antibiotiques
IV.2.1. Prélevement des biopsies

Durant toute la période de 1’étude, les patients ont subis une endoscopie haute pour obtenir
quatre fragments de biopsies de 0.5mm, deux biopsies antrales et deux biopsies fundiques. La
fibroscopie a été effectuée grace a un endoscope stérile, le prélevement de la biopsie a été fait
grace a une pince stérile et nettoyée du formol pour éviter la fixation des cellules. Les
fragments de biopsies de 0.5mm ont été déposés dans un tube stérile contenant du PBS et
transportés immediatement a 4°C au laboratoire de Bio ressources (I’isolement a été fait dans

un délai ne depassant pas les 4 heures) (Mégraud et Lehours, 2007).

42



Matériel et méthodes

IV.2.2. Transport des biopsies

Les problémes de transport sont a 1’origine de 1’échec de la mise en culture d’H. pylori.
Ce micro organisme est tres fragile, il est donc obligatoire de le protéger de la dessiccation, le
contact avec l’oxygéne et la température ambiante. Les biopsies ont été déposées
immeédiatement dans une solution saline si le transport ne dépassait pas les 4h ou dans un

milieu de transport semi solide porta-germ pylori & 4°C (Mégraud et Lehours, 2007).
1VV.2.3. Broyage des biopsies

La comparaison des cultures effectuées a partir de biopsies broyées et non broyées a
montré un nombre élevé de colonies apres le broyage. Pour cette raison, les biopsies obtenues
ont subit un broyage manuel dans Olml de bouillon cceur cervelle (BHIB). Tous les
instruments et les produits utilises ont été stérilisés rigoureusement pour éviter la

contamination (Mégraud et Lehours, 2007).
IV.2.4. Isolement d’H. pylori

H. pylori a été isolé a partir de biopsies broyées sur gélose Coeur cervelle (BHI)
(bioMérieux) supplementée de: 10% de sang humain, 0.4% IsoVitaleX, 5 mg/l de
trimethoprime, 5 mg/l de cefsulodine, 10 mg/l de vancomycine et 8 mg/l of amphotericine B.

Des volumes de 250 pl du broyat ont été ensemencés sur le milieu sélectif. Les boites ont
été incubées a 37°C sous atmosphére humide et micro-aérobie (5 a 6% d’02, 8 a 10% de
C02, 80 a 85% de N2) pendant 7 jours ou plus.

Apreés 72 heures d’incubation, une premiere lecture des boites est effectuée, suivie par une
lecture quotidienne pendant au maximum 12 jours au-dela, les boites étaient considérées
négatives en cas d’absence de croissance. Les Isolats ont été conservés a -80° dans le BHIB
additionné de 20% glycerol (Mégraud et Lehours, 2007 ; Zhen-Hua et al., 2013).

IV.2.5. Identification des isolats d’H. pylori

Les isolats d’H. pylori ont été identifiés selon 1’aspect macroscopique, I’aspect
microscopique (coloration de Gram) (Annexe 01) et les tests biochimiques (I’uréase, la
catalase et I’oxydase) (Mégraud et Lehours, 2007 ; Zhen-Hua et al., 2013).
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1VV.2.5.1. Examen macroscopique

L’aspect des colonies et leurs dimensions sont obtenu apres isolement d’H. pylori sur

milieu de culture solide enrichi au sang (Mégraud et Lamouliatte, 1992).
1VV.2.5.2. Examen microscopique

Il a été effectué sur un frottis, préparé a partir de colonies suspectes en cultures pures en
appliquant la coloration de Gram (Annexe 01). L’examen microscopique peut montrer
différentes formes de cellules bactériennes. Sous microscope optique et apres coloration de

Gram, les cellules ont une forme bacillaire incurvée ou arrondie (Mégraud et Lehours, 2007).
IV.2.5.3. tests biochimiques

Pour confirmer qu’il s’agit bien d’H. pylori, il suffit d’effectuer trois tests
biochimiques pour chercher 1’uréase, 1’oxydase et la catalase. Ces trois tests ont été effectués
sur une lame porte-objet en utilisant respectivement le milieu urée-indole, les disques oxydase
et ’eau oxygénée. La lecture se fait immédiatement. Les Isolats identifiés ont été conservés a
-80° dans le BHIB additionné de 20% de glycerol (Mégraud et Lehours, 2007 ; Zhen-Hua et
al., 2013).

IV.2.6. Etude de la susceptibilité aux antibiotiques

La susceptibilité aux antibiotiques a été déterminée par la méthode de dilution sur milieu
gélosé et par les E-tests selon ’EUCAST. Les antibiotiques testés sont : ’AMX, la CLA, la
CIP,le MTZ, laRIF et la TET.

La gélose Mueller-Hinton supplémentée de 7% de sang de cheval défibriné
(bioMérieux), a été additionnée par des series de concentrations des différents antibiotiques :
CLA, 0.016-256mg/L; AMX, 0.016- 32 mg/L; MTZ, 0.016-256 mg/L; TET, CIP and RIF,
0.016-32 mg/L (bioMérieux) (tableau 01). Une suspension d’H. pylori, ajustée a une turbidité
équivalente au standard de McFarland 3.0, a été utilisee pour inoculer les boites de pétri. Dans
le cas des E-test, les bandelettes ont été déposées sur les boites apres inoculation. Les boites
ont été incubées a 37°C sous micro aérobie pour 3 jours (EUCAST, 2017).
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Tableau 01. Les différentes dilutions et les valeurs seuil pour chaque antibiotique testé, selon

L’EUCAST.
Antibiotiques Dilutions Valeurs seuils de
(mg/L) CMI (mg/L)
Amoxicilline 0.016-32 mg/L >0.5
Ciprofloxacine 0.016-32 mg/L >1
Clarithromycine 0.016-256 mg/L >1
Métronidazole 0.016-256 mg/L > 8
Rifampcine 0.016-32 mg/L >1
Tétracycline 0.016-32 mg/L >1

IV.2.7. Extraction et purification de PADN génomique

L’ADN génomique total a été extrait et purifié grace a deux kit commerciaux: Magazorb
DNA mini-prep kit (Promega) pour les biopsies gastriques et Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega) pour les Isolats. L’application des protocoles a été faite selon les
instructions du fabricant. L’AND génomique des biopsies et des isolats a é€té conservé a -
20°C.

A. Extraction et purification de I’ADN génomique a partir de colonies bactériennes

caractéristiques et jeunes

Le protocole utilisé est le protocole accompagnant le kit Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Dans des instruments propres et stériles, nous avons ajouté 01ml
de la suspension bactérienne a un eppenderoff de 1.5ml. Aprés Centrifugation a 13,000-
16,000 xg pour 2 min, le surnageant a été jeté. 600ul de « Nuclei Lysis Solution » a éte ajouté

et a été pipeté doucement pour re-suspendre les cellules.

Une Incubation a 80°C pour 5 min a éte effectuee. Apres refroidissement a la température
ambiante, 03ul de la solution RNase ont été ajoutes au lysat des cellules, le tout a été mélange

par renversement du tube.
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Une incubation a 37°C pour 15 a 60 min a été effectuée. Apres refroidissement a la
température ambiante, 200ul de « Protein Precipitation Solution » ont été ajoutés et ont été

Vortexés vigoureusement a grande vitesse pour 20sec.

Une nouvelle incubation sur la glace pour 5 min suivie par une centrifuger a 13,000—
16,000 x g pour 3 min, ont été effectuées. Puis, le surnageant contenant I’ADN a été transféré
a un autre eppendorff propre et stérile contenant 600ul d’isopropanole. Le tube a été inversé

doucement pour mélanger jusqu’a la formation d’un précipitat.

Une Centrifuger a 13,000-16,000 x g pour 2 min a été effectuée avant d’éliminer le

surnageant et un séchage du tube avec le papier absorbent a été appliqué.

600ul d’éthanol 70% ont éte ajoutés et mélangés doucement. L’éthanol a été aspiré apres
centrifugation a 13,000-16,000 x g pour 2 min. En fin, le tube a été séché sur un papier
absorbent et a été laissé a 1’air libre pour 10 & 15 min. En suite, 100l de « DNA Rehydration

Solution », ont été ajouté et ont été incubé a 65°C pour 1 h. L’ADN a été conservé a —20°C.

B. Extraction et purification de ’ADN génomique a partir des fragments de biopsies

Le protocole utilisé est le protocole accompagnant le kit Magazorb DNA mini-prep kit
(Promega). Pour obtenir un maximum de rendement d’AND a partir du fragment de tissu, il a
fallu procéder par un broyage mécanique. Tous les instruments utilisés sont propres et stériles.

Toutes les solutions du Kit sont bien mélangées avant leur utilisation.

Nous avons ajouté 5 a 10mg de tissu a un tube eppendorff de 2ml. Nous avons
homogénéisé le tissu dans 200ul de tampon TE pour obtenir une suspension uniforme et nous

I’avons laissé sur la glace.

20l de la solution PK ont été ajoutés au centre du tube pour éviter de toucher les bords,
le tous a été mélanger par un pipetage. Un Mixage manuel doux sans que la solution touche le
bouchon du tube a été effectué. Puis, 20ul de solution de RNase A (20mg/ml) ont été ajoutés,

vortexés pendant 15sec et incubés a température ambiante pendant 5 min.

200pl de clear Lysis Buffer ont été ajoutés et bien mixés jusqu’a obtention d’une mixture
homogene (15 sec). Une incubation dans un bain marie a 56°C pendant 10 min a été
effectuees.
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Les tubes ont été enlevés du bain marie et ont été séchés par papier absorbant. 500l de

« Binding Buffer » ont été ajoutés et mixés pour homogénéiser.

20ul de «MagaZorb Reagent» ont été ajoutés aux tubes et ont été bien mélangés par
Vortex (15 sec). Une incubation a température ambiante pendant 10 min en mixant toutes les

2 min a été mise en ceuvre.

Les particules « MagaZorb » ont été sédimentées en utilisant un aimant. Le surnageant a
été éliminé par aspiration. Le tube doit étre pressé sur I’aimant. 1ml de tampon de lavage”
Wash Buffer” a été ajouté puis les tubes ont été éloignés de I’aimant et bien mélangés pour

disperser les particules.

Les particules ont été sedimentées encore une fois sur ’aimant et le surnageant a été
éliminé par aspiration. Les étapes 15 a 19 ont été répétées. 200ul de « Elution Buffer » ont été
ajoutés et mixeés doucement puis incubés a la température ambiante pendant 10min en

mélangeant toutes les 2 min.

Les particules ont été sédimentées sur I’aimant et le surnageant contenant I’ADN été

transféré dans un nouveau tube. L’ADN a été conservé a —20°C.
IV.2.8. La détection moléculaire d’H. pylori

La détection moléculaire d’H.pylori a partir des biopsies et I’identification des isolats ont
été effectuées en utilisant les amorces amplifiant le gene gimM et une région conservée du

géne ARNr 16S spécifique a H. pylori, les amorces sont représentées dans le (tableau 02).
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Tableau 02. Caractéristiques des PCR classiques effectuées pour I’identification d” H. pylori

et ses facteurs de virulence.

amorces

Sequence (5°-37)

PCR conditions

Taille du

produit

Reference

HEL-F
HEL-R

glmM-F

gimM-R

cagA-F1
cagA-Bl

VAl-F
VAL-R

VAL-F
VAL-R

VAG-F
VAG-R

VAG-F
VAG-R

AAC GAT GAAGCT TCT AGC TTG CTA
GTGCTT ATT CSTNAG ATACCGTCAT

GGATAAGCT TTT AGG GGT GTT AGG GG

GCTTACTTT CTAACACTAACG CGC

GAT AAC AGG CAAGCT TTT GAG G
CTG CAAAAG ATT GTT TGG CAG A

ATG GAA ATACAA CAA ACACAC
CTG CTT G AATGC GCC AAAC

ATG GAA ATACAACAA ACACAC
CTGCTT G AATGC GCC AAAC

CAATCT GTC CAATCA AGC GAG
GCG TCA AAT AAT T CCA AGG

CAATCT GTC CAATCA AGC GAG
GCG TCA AAT AAT T CCA AGG

Dénaturantion Initiale a 94°C pendant
10min; 35 cycles de 94°C pendant 30
sec, 56°C pendant 1 min et 72°C
pendant 1 min; extension finale a 72°C

pendant 10 min.

Dénaturantion Initiale a 94°C pendant
10min; 40 cycles de 94°C pendant 30
sec, 58 °C pendant 30 sec et 72°C
pendant 1 min; extension finale de
72°C pendant 10 min.

Dénaturantion Initiale a 94°C pendant
10min; 35 cycles de 94°C pendant 30
sec, 60°C pendant 30sec et 72°C
pendant 30sec; extension finale a 72°C

pendant 10 min.

399bp

294pb

349pb

259pb

286pb

570ph

645pb

(Smith et al., 2011)

(Yang J et al. 2013)

(Yamaoka et al., 1999 ;
Nagiyev et al., 2009)

(Yamaoka et al., 1999 )

(Yamaoka et al., 1999 )

(Yamaoka et al., 1999 )

(Yamaoka et al., 1999 )

La réaction de PCR standard a été faite dans un volume final de 20ul contenant du PCR

buffer x1, 1.5mM Chlorure de Magnesium (MgCl,), 200uM de chaque dNTP, 0.5uM de
chaque amorce et une 1U hot start Tag DNA polymerase (Promega) (tableau 03 et 04).

L’amplification a été effectuée dans un Eppendorf Mastercycler gradient et les étapes de

I’amplification sont représentées dans le (tableau 02).

Le produit de PCR a été séparé sur un gel d’agarose de 2% et un marqueur de taille de

100bp a été utilisé pour déterminer la taille de I’amplifiat (Smith et al., 2011 ; Yang J et al.
2013).
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Tableau 03. Reactifs utilisés dans la PCR pour la détection du géne ARNr 16S pour
I’identification d’H. pylori.

Volume (ul) pour un

Reactfs échantillon
Eau 12,65
Buffer (5X) Promega 4,00
dNTP (10 mM) 0,40
Hel-F (25uM) 0,40
Hel-R (25uM) 0,40
GoTaq 0,15
Matrice 2
Vol final 20

Tableau 04. Réactifs utilises dans la PCR pour la détection du géne gimM pour

I’identification d’H. pylori.

Volume (pl) pour un
Réactifs hp

échantillon
Eau 12,65
Buffer (5X) Promega 4,00
dNTP (10 mM) 0,40
Hel-F (25uM) 0,40
Hel-R (25uM) 0,40
GoTaq 0,15
Matrice 2
Vol final 20
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1V.2.9. La détection moléculaire des facteurs de virulence
IV.2.9.1. La détection du cagA

La présence du genotype cagA a éte déterminée par PCR en utilisant les amorces cagA-F1
et cagA-B1 représentées dans le (tableau 02). L’ ADN de la souche H. pylori J99 a été utilisé

comme control positif et I’eau distillée stérile comme contrdle négatif.

La réaction de PCR a été effectuée dans un volume final de 10ul contenant du PCR buffer
x1 concentré, 1.5mM MgCl,, 200uM dNTP, 0,5uM de chaque amorce, 0.5 U hot start taq
polymérase (Promega) (tableau 05). L’amplification a eu lieu dans un Eppendorf

Mastercycler gradient et les étapes de I’amplification sont représentées dans le (tableau 02).

Le produit de PCR a été séparé sur un gel d’agarose de 2% et un marqueur de taille de
250bp a été utilisé pour déterminer la taille de I’amplifiat (Yamaoka et al., 1999 ; Nagiyev et
al., 2009).

Tableau 05. Réactifs utilisés dans la PCR pour la détection du gene cagA.

Volume (ul) pour un

Reactifs échantillon
Eau 4,75
Buffer (5X) Promega 2,00
dNTP (10 mM) 0,20
cagA-F (25uM) 0,20
cagA-R (25uM) 0,20
GoTaq 0,05
Matrice 2
Vol final 8

1VV.2.9.2. La détection du vacA

La présence du génotype vacA et les alléles (s1, s2, mland m2) a été déterminé par PCR
simplex en utilisant les amorces représentées dans le (tableau 02). L’ADN de la souche H.

pylori J99 a été utilisé comme contrdle positif et I’eau distillée stérile comme contréle négatif.
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La réaction de PCR a été effectuée dans un volume final de 20ul contenant du PCR buffer
x1, 1.5mM Chlorure de Magnésium, 0.4uM dNTP, 0.5uM de chaque amorce, 1U hot start taq
polymérase (Promega) (tableau 06). L’amplification a eu lieu dans un Eppendorf
Mastercycler gradient et les étapes de 1’amplification sont représentées dans le (tableau 02).
Le produit de PCR a été séparé sur un gel d’agarose de 2% et un marqueur de taille de 100bp
a été utilisé pour déterminer la taille de I’amplifiat (Yamaoka et al., 1999 ).

Tableau 06. Reéactifs utilisés dans la PCR pour la détection du géne vacA.

Réactifs Volume (ul) pour un
Eau 9,1
Buffer (5X) Promega 4,00
dNTP (10 mM) 0,80
VAL-F (25uM) 1,00
VAL-R (25uM) 1,00
VAG-F (25uM) 1,00
VAG-F (25uM) 1,00
GoTaq 0,1

Matrice 4

Vol final 20

IV.3. La détection moléculaire des mutations associées a la résistance aux antibiotiques

IV.3.1. Détermination de la présence d’H. pylori et les mutations associées a la résistance

aux macrolides

La détection d’H. pylori et la détermination des mutations ponctuelles associées a la
résistance aux macrolides, directement a partir des biopsies, ont été réalisées grace a la PCR
en temps réel selon la technologie FRET publiée par Ménard et al. (2002).

La méthode consiste en I’amplification d’un fragment de 267bp du géne de I’ARN r 23S
d’H. pylori et la détection simultané de 1’amplifiat grace a I’hybridation de deux sondes : la
sonde d’ancrage (anchor) (5-TGTAGTGGAGGTGAAAATTCCTC CTACCC-3) couplée a la
fluoresce et la sonde de detection (sensor) (5-GGCAAGA CGGAA AGACC-3) qui

s’hybrident avec la région qui contient la mutation. Lorsque la sonde d’ancrage se fixe, il y’a
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transfert d’énergie sur la sonde de détection avec émission de signal, suivie de I’analyse de la
courbe de fusion (Oleastro et al., 2003).

Dans le cas ou il y a absence de mutation, I’hybridation des sondes est parfaite et la
température de fusion des sondes est maximale. Mais en présence de mutation, I’hybridation
n’est pas parfaite du fait d'un mésappariement, et la température de fusion est plus faible.
Ainsi sont déterminés les génotypes sauvages (Wild type) et mutants (A2142G, A2142C,
A2143G) (Mégraud et al., 2015).

i Sonde d‘ancrage I

o SBEEHE g (1]
_— m | Sonde de détection | Amer
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Figure 03. Principe de la FRET-PCR en temps réel.
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Figure 04. Génotypes PCR FRET (résistance a la CLA) (Mégraud et al., 2015)
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En utilisant le thermocycleur LightCycler (Roche Diagnostics, France), la PCR et la
réaction d’hybridation ont été faites dans des capillaires en glasses avec un volume final de
8ul contenant 1pl de ’ADN matrice ou 1’'un des trois échantillons d’ADN de souches H.
pylori utilisés comme controles positifs, une souche de génotype sauvage et deux souches
portant 1’'une des mutations connues du gene ARNr 23S (mutations A2142C et A2142,3G
respectivement), MgCl, (25 mM), les amorces (20 uM), le sensor et I’anchor (20 pM)
(tableau 07).

L’amplification a compris un cycle de dénaturation initiale a 95°C pour 10 min, suivi de
50 cycles d’amplification (avec un taux de transition de 20°C/s), chaque cycle a compris une
initiation de 0 s a 95°C, une hybridation a 60°C pour 20 s et une extension a 72°C pour 12 s.
Apres I’amplification, une étape de fusion a été effectuée, consistant en une initiation de 0 s a
95°C, un refroidissement a 38°C pour 50 s (avec un taux de transition de 20°C/s), une
augmentation de température ralenti jusqu’a 80°C a un taux de 0.1°C/s avec une acquisition
continue de baisse de fluorescence. Et finalement une étape de refroidissement finale a 40°C

pour 30 s (avec un taux de transition de 20°C/s).

Tableau 07. Réactifs utilisés dans la FRET-PCR en temps réel pour la détection des

résistances aux macrolides.

Volume (ul) pour un

Reactifs échantillon
Eau 4,98
MgCI2 0,66
HpyA (20uM) 0,20
HpyS (20uM) 0,20
HpyRED (20pM) 0,08
Anc FL (20uM) 0,08
Enzyme (tp10x) 0,80
Matrice 1
Vol final 8
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1V.3.2. Détermination des mutations associées a la résistance a la TET
1V.3.2.1. PCR en temps réel

Pour determiner les mutations associées a la résistance a la TET, une PCR en temps réel a
¢été effectuée sur I’AND extrait directement a partir des biopsies. La méthode consiste en
I’amplification d’un fragment du géne ARNr 16S de H. pylori en utilisant la paire d’amorces
suivante, 16S-880fw  (5’-ATAGACGGGGACCCGCACAAG-3’), 16S-999rv  (5’-
TGGCAAGCCAGACACTCCA-3") (Glocker et al., 2007 ; Mégraud et al., 2015) et la
détection simultané du produit de la PCR par des sondes d’hybridation, la sonde d’ancrage
16S-Anc (5’-TCTAGCGGATTCTCTCAATGTCAAGCCTAG-3’), la sonde correspondant
au genotype sauvage 16S-AGA-Sensor (5’-AAG GTT CTT CGT GTA TCT TCG-3’) et une
autre sonde, 16S-TTC-Sensor (5’-AAG GTT CTT CGT GTA GAA TCG-3’) qui s’hybride

avec la séquence du mutant TTC.

La PCR en temps réel a été accomplis dans un volume final de 20ul dans des capillaires
en glasses (Roche Diagnostics, Germany) en utilisant un thermocycleur LightCycler (Roche
Diagnostics, Germany). Le master mix de la PCR a contenu le MgCl, (25 mM), les amorces
16S-880fw et 16S-999rv (25 uM), I’anchor et les deux sensor (2 uM), la tag polymérase et
ADN matrice (tableau 08).

Les conditions de la PCR ont compris une étape d’activation initiale a 95°C pour 15 min,
10 cycles de dénaturation a 95°C pour 10 s et une étape d’hybridation a 56°C pour 10 s, avec
une étape d’¢élongation a 72°C pour 10 s. La température d’hybridation a été diminuée de 1°C
par cycle jusqu’a atteindre une température d’hybridation de 51°C, suivi de 35 cycles (50
cycles en total). Aprés I’amplification, les échantillons ont été dénaturés a 95°C pour 0 s puis
refroidis a 30°C, ou ils étaient maintenus a cette température jusqu’a 30 s. Puis, ils ont été
chauffés a 85°C a un taux de transition de 0.1°C/s avec une acquisition continue de baisse de
fluorescence. Les courbes de fusion ont été analysées automatiquement par le logiciel du

LightCycler.
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Tableau 08. Réactifs utilisés dans la FRET-PCR en temps réel pour la détection des

résistances aux TET.

Volume (ul) pour un

Reactifs échantillon
Eau 7,55
MgCI2 1,65
16S-880fw (25uM) 0,40
165-999rv (25uM) 0,40
16S-Anc (2uM) 2,00
16S-TTC sensor (2uM) 2,00
16S-AGA sensor (2uM) 2,00
Enzyme (tp10x) 2,00
Matrice 2,00
Vol final 20,00

Les génotypes mutants ont été séquencés pour confirmer le type de mutation associé a la

résistance a la tétracycline.
1VV.3.2.2. Amplification de géne ARNr 16S

Avant de passer au séquencage, une étape d’amplification classique est nécessaire. Le
géne de I’ARNr 16S d’H. pylori a été amplifié avant d’étre séquencé en utilisant les mémes
amorces employées dans la PCR en temps réel. La réaction de PCR a été faite dans un volume
final de 40 pl contenant du PCR buffer 5X (MgClI2), dNTP (10mM), les amorces 16S-880fw
et 16S-999rv (25uM), Taqg (5U/ul) et ADN matrice (tableau 09).

Les conditions de la PCR étaient les suivantes : Dénaturation initiale a 94°C pour 5min;
35 cycles de 94°C pour 30 sec, 56°C pour 30sec et 72°C pour 20sec; et une extension finale
de 72°C pendant 7 min. La taille attendue est de 120 pb. Une migration sur gel a 2 % été
réalisée apres PCR afin de confirmer la présence des bandes, suivie d’une purification de
I’ADN.

55



Matériel et méthodes

Tableau 09. Reéactifs utilisés dans la réaction d’amplification d’une séquence de 120pb du

géne ARNr 16S.
Volume (ul) pour un
Reactifs écha(:ti)l IF(J)n

Eau 25,30
Buffer (5X) Promega 8,00
dNTP (10 mM) 0,30
16S-880fw (25uM) 0,80
165-999rv (25UM) 0,30
GoTaq 0,30

Matrice 4

Vol final 40

1VV.3.2.3. Purification de PADN

La purification de I’ADN ¢tait réalisée par chromatographie d’exclusion en gel de Séphacryl

S200 de la maniere suivante (protocole du fabriquant):
- Reconstituer le Séphacryl (déja préparé dans 1’éthanol) par retournement ;

- Déposer 700ul de Séphacryl dans une colonne propre adaptée sur un tube Eppendorf sans

casquette ;

- Centrifuger 1 min a 3000 tr/min ;

- Jeter 1’éluat et déposer la colonne sur 1 nouveau tube Eppendorf;
- Déposer le produit de PCR au milieu de la résine sans la toucher ;
- Centrifuger 2 min a 3000 tr/min ;

- Récupérer 1’éluét ;

- Jeter le Sephacryl et recycler la colonne.
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Aprés purification, une migration sur gel d’agarose a 3% a été réalisée ou un dosage par
NanoDrop. Cette étape va nous renseigner sur la pureté et la qualité de I’ADN avant de passer

au séquencage.
1V.3.2.4. Séquencage du gene ARNr 16S

La réaction de séquence a ete faite en utilisant les mémes amorces utilisées dans la PCR
standard et le kit BigDye terminator cycle sequencing (Beckman Coulter, USA). La réaction
de séquence a été effectuée pour 1’amorce sens et I’amorce anti-sens dans les méme
conditions dans un volume final de 20ul contenant : 13ul H20, 4ul BigDye® Terminator
vl,1, v1,3 - 5X sequencing buffer (Applied Réf: 4336697), 1ul BigDye® Terminator v3,1
Cycle sequencing kit (Applied Biosystem Réf : 4336774), 1ul Amorce (3,2 uM) 3,2 pmol,
1ul ADN S200.

Les conditions de la PCR étaient les suivantes : Dénaturation initiale a 96°C pour 1min;
25 cycles de 96°C pour 10 sec, 50°C pour 5sec et 60°C pour 4min; et refroidissement a 4°C.
L’analyse des chromatogrammes a été réalisée par le logiciel Finsh TV, et les séquences

consensus ont été comparéees avec une sequence de génotype sauvage.
IVV.3.3. Détermination des mutations associées a la résistance aux fluoroquinolones

La technique décrite par Rimbara et al. (2012) a été utilisée. Pour amplifier la région
QRDR du géne gyrA, la paire des amorces F-QRDR-Hpylo (5-GCGTATTTT
GTATGCGATGC-3) et R-QRDR-Hpylo (5-ACAAAATCAATGGTGTCTTTATCA-3) a été

utilisée.
1V.3.3.1. Amplification de la région QRDR du gene gyrA

La région QRDR du géne gyrA d’H. pylori a été amplifiée avant d’étre séquencée en
utilisant les amorces F-QRDR-Hpylo et R-QRDR-Hpylo. La réaction de PCR a été faite dans
un volume final de 30 ul contenant du PCR buffer 5X (MgCl2), dNTP (10mM), les amorces
F-QRDR-Hpylo et R-QRDR-Hpylo (10uM), Tag polymérase (5U/ul) et ’ADN matrice
(tableau 10).

Les conditions de la PCR étaient les suivantes : Dénaturation initiale a 94°C pour 2min;
40 cycles de 94°C pour 30 sec, 55°C pour 30sec et 72°C pour 30sec; et une extension finale
de 72°C pendant 5 min. La taille attendue est de 300 pb. Une migration sur gel a 2 % a été
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réalisée aprés PCR afin de confirmer la présence de bandes, suivie d’une purification de

I’ADN.

Tableau 10. Réactifs utilisés dans la réaction d’amplification de la région QRDR du géne

gyrA.

o Volume (ul) pour un
Reactifs

échantillon
Eau 30,65
Tp 5X (MgCl2) 10,00
dNTP (10mM) 1,00
F-QRDR (10pM) 1,00
R-QRDR (10pM) 1,00
Taq (5U/pl) 0,35
matrice 6,00
Vol final 50,00

1VV.3.3.2. Purification de PADN

La purification de I’ADN ¢tait réalisée par chromatographie d’exclusion en gel de Séphacryl

S400 de la maniére suivante :
- Reconstituer le Séphacryl (déja préparé) par retournement ;

- Déposer 700ul de Séphacryl dans une colonne propre adaptée sur un tube Eppendorf sans

casquette ;

- Centrifuger 1 min a 3000 tr/min ;

- Jeter 1’éluét et déeposer la colonne sur 1 nouveau tube Eppendorf;
- Déposer le produit de PCR au milieu de la résine sans la toucher ;
- Centrifuger 2 min a 3000 tr/min ;

- Récupérer 1’éluét ;
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- Jeter le Sephacryl et recycler la colonne ;

Aprés purification, une migration sur gel d’agarose a 3% a été réalisée ; ou un dosage par
NanoDrop. Cette étape va nous renseigner sur la pureté et la qualité de I’ADN avant de passer

au séquencage.
I1VV.3.3.3. Séquencage de la région QRDR du gene gyrA

La réaction de séquence a été faite en utilisant les mémes amorces utilisées dans la PCR
standard et le kit BigDye terminator cycle sequencing (Beckman Coulter, USA). La réaction
de séquence a été effectuée pour I’amorce sens et I’amorce anti-sens dans les méme
conditions dans un volume final de 20pl contenant : 13ul H20, 4ul BigDye Terminator v1,1,
v1,3 - 5X sequencing buffer (Applied Réf: 4336697), 1ul BigDye Terminator v3,1 Cycle
sequencing kit (Applied Biosystem Réf : 4336774), 1ul Amorce (3,2 uM) 3,2 pmol, 1ul ADN
S400.

Les conditions de la PCR été les suivantes : Dénaturation initiale a 96°C pour 1min; 25
cycles de 96°C pour 10 sec, 50°C pour 5sec et 60°C pour 4min; et refroidissement a 4°C.
L’analyse des chromatogrammes a été réalisée par le logiciel Finsh TV, les séquences
consensus ont été obtenues grace a MultAnlin. La séquence en acides aminés a été obtenue a
I’aide du logiciel ORF finder. Les séquences d’acides aminés obtenues étaient comparées
avec une séquence de génotype sauvage (....PYFQIAYKKSARIVGDVIGKYHPHG
DNAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGNFGSIDGDNAAAMRYTEAR...). La présence
de I’asparagine N (en position 87) et de I’aspartate (D) en position 91 permettait de
déterminer un génotype sensible (Rimbara et al., 2012 ; Mégraud et al., 2015).

1VV.3.4. Détermination des mutations associées a la résistance au MTZ
1V.3.4.1. PCR standard

Le gene rdxA d’H. pylori a été amplifiée avant d’étre séquencée en utilisant les amorces
rdx1 :(5’-GTTAGGGATTTTATTGTATG-3") rdx2 :(5-ACGCCAAGCATTTGAGCAAA-
3’) donnant un fragment de 427pb et rdx3:(5’-AAAGTTAGAGTGATCCCCTC-3?)
rdx4 :(5>-TAATTTAGGTTTGATTATAG-3’) donnant un fragment de 351pb. La réaction de
PCR a été faite dans un volume final de 50 pl contenant du PCR buffer 5X (MgCl2), dNTP
(10mM), les amorces rdx1, rdx2, rdx3 et rdx4 (25uM), Taq polymérase (5U/ul) et ADN

matrice (tableau 11).
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Les conditions de la PCR été les suivantes : Dénaturation initiale a 94°C pour 3min; 30
cycles de 94°C pour 30sec, 50°C pour 1min et 72°C pour 1min; et une extension finale de
72°C pendant 5 min. Une migration sur gel a 1.5 % a été réalisee aprés PCR afin de confirmer
la présence de bandes, suivie d’une purification de I’ADN (Kwon et al., 2001 ; Han et al.,
2007).

Tableau 11. Réactifs utilisés dans la réaction d’amplification de du géne rdxA.

Volume (pl) pour un
Réactifs uhp

échantillon
Eau 30,65
Buffer Tp 5X (MgClI2) 10,00
dNTP (10mM) 1,00
rdx1 (25uM) 1,00
rdx 2 (25uM) 1,00
Taq (5U/ul) 0,35
matrice 6,00
Vol final 50,00

1VV.3.4.2. Purification de ’ADN

La purification de I’ADN était réalisée par chromatographie d’exclusion en gel de Séphacryl

S300 de la maniére suivante :
- Reconstituer le Séphacryl (déja préparé) par retournement ;

- Déposer 700ul de Séphacryl dans une colonne propre adaptée sur un tube Eppendorf sans

casquette ;
- Centrifuger 1 min a 3000 tr/min ;
- Jeter 1’éludt et déposer la colonne sur 1 nouveau tube Eppendorf;

- Déposer le produit de PCR au milieu de la résine sans la toucher ;
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- Centrifuger 2 min a 3000 tr/min ;
- Récupérer 1’éludt ;
- Jeter le Sephacryl et recycler la colonne.

Aprés purification, une migration sur gel d’agarose a 3% a été réalisée ou dosage par
NanoDrop. Cette migration va nous renseigner sur la pureté et la qualité de ’ADN avant de
passer au séquencage.

IV.3.4.3. Séquencage du gene rdxA

La réaction de séquence a été faite en utilisant les mémes amorces utilisées dans la PCR
standard et le kit BigDye terminator cycle sequencing (Beckman Coulter, USA).La réaction
de séquence a été effectuée pour I’amorce sens et I’amorce anti-sens dans les méme
conditions dans un volume final de 20ul contenant : 13ul H20, 4pl BigDye Terminator v1,1,
v1,3 - 5X sequencing buffer (Applied Réf: 4336697), 1ul BigDye Terminator v3,1 Cycle
sequencing kit (Applied Biosystem Réf : 4336774), 1ul Amorce (3,2 uM) 3,2 pmol, 1ul ADN
S500.

Les conditions de la PCR étaient les suivantes : Dénaturation initiale a 96°C pour 1min;
25 cycles de 96°C pour 10 sec, 55°C pour 5sec et 60°C pour 5min; et refroidissement a 4°C.
L’analyse des chromatogrammes a été réalisée par le logiciel Finsh TV, les séquences
consensus ont été obtenues grace a MultAnlin. La séquence en acides aminés a été obtenue a
I’aide du logiciel ORF finder. Les séquences d’acides aminés obtenues étaient comparées

avec une séquence de génotype sauvage.
IVV.3.5. Détermination de la présence de mutations associées a la résistance a la RIF

Selon les résultats de la sensibilité a la rifampicine, deux isolats ont montré une CMI de
0.75 mg/L. Cette CMI proche de la valeur seuil proposée par ’TEUCAST nous a poussés a
rechercher d’éventuelles mutations responsables de cette sensibilité modérée a la rifampicine

chez ces trois isolats.
IV.3.5.1. Amplification de la région RRDR du gene rpoB

Le géne rpoB d’H. pylori a été amplifiée avant d’étre séquencée en utilisant les amorces
FrpoB : TTTGATTCGCTCATGCCCCAT et RrpoB : CACAACCTTTTTATAAGGGGC. La

réaction de PCR a été faite dans un volume final de 40 ul contenant du PCR buffer 5X
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(MgClI2), dNTP (10mM), les amorces FrpoB et RrpoB (10uM), Tag polymérase (5U/ul) et
ADN matrice (tableau 12) (Nishizawa et al., 2011).

Les conditions de la PCR étaient les suivantes : Dénaturation initiale & 94°C pour 5min;
40 cycles de 94°C pour 30 sec, 58°C pour 30sec et 72°C pour 30sec; et une extension finale
de 72°C pendant 7 min. La taille attendue est de 336 pb. Une migration sur gel a 2 % a été
réalisée aprés PCR afin de confirmer la présence de bandes, suivie d’une purification de

I’ADN.

Tableau 12. Réactifs utilisés dans la réaction d’amplification de du géne rpoB.

Volume (pl) pour un

Réactifs
échantillon
Eau 24,95
Tp 5X (MgCI2) 8
dNTP (10mM) 0,8
FrpoB (10 uM) 1
RrpoB (10 uM) 1
GoTaq 0,25
Matrice 4
Vol final 40

1VV.3.5.2. Purification de PADN

La purification de I’ADN était réalisée par chromatographie d’exclusion en gel de Séphacryl

S400 de la maniére suivante :
- Reconstituer le Séphacryl (déja préparé) par retournement ;

- Déposer 700ul de Séphacryl dans une colonne propre adaptée sur un tube Eppendorf sans

casquette ;
- Centrifuger 1 min a 3000 tr/min ;

- Jeter I’¢luat et déposer la colonne sur 1 nouveau tube Eppendorf;
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- Déposer le produit de PCR au milieu de la résine sans la toucher ;
- Centrifuger 2 min a 3000 tr/min ;

- Récupérer 1’¢luat ;

- Jeter le Sephacryl et recycler la colonne.

Apres purification, une migration sur gel d’agarose a 3% a été réalisée ; ou un dosage par
NanoDrop. Cette étape va nous renseigner sur la pureté et la qualité de I’ADN avant de passer

au séquencage.
IV.3.5.3. Séquencgage de la région RRDR du gene rpoB

La réaction de séquence a été faite en utilisant les mémes amorces utilisées dans la PCR
standard et le kit BigDye terminator cycle sequencing (Beckman Coulter, USA).La réaction
de séquence a été effectuée pour 1’amorce sens et I’amorce anti-sens dans les méme
conditions dans un volume final de 20ul contenant : 13ul H20, 4ul BigDye Terminator v1,1,
v1,3 - 5X sequencing buffer (Applied Réf: 4336697), 1ul BigDye Terminator v3,1 Cycle
sequencing kit (Applied Biosystem Réf : 4336774), 1pul Amorce (3,2 uM) 3,2 pmol, 1pl ADN
S400.

Les conditions de la PCR étaient les suivantes : Dénaturation initiale a 96°C pour 1min;
25 cycles de 96°C pour 10 sec, 50°C pour 5sec et 60°C pour 4min; et refroidissement a 4°C.
L’analyse des chromatogrammes a été réalisée par le logiciel Finsh TV, les séquences
consensus ont été obtenues grace a MultAnlin. La séquence en acides aminés a été obtenue a
I’aide du logiciel ORF finder. Les séquences d’acides aminés obtenues étaient comparées

avec une séquence de génotype sauvage.
IV.4. Etude des populations multiples

IV.4.1. Criblage des populations sensibles et résistantes a la CLA colonisant le méme

patient

A partir des résultats de la PCR en temps réel et selon les résultats de la susceptibilité aux
antibiotiques, 10 patients ont été choisis. Ces 10 patients possédaient une double population
d’H. pylori ; une population sensible et une autre résistante a la CLA. Les résultats de la

susceptibilité aux antibiotiques ont montré que les isolats résistant issus de ces patients étaient
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résistants a au moins trois antibiotiques différents. Cette partie de la thése est consacrée a

I’étude de I’hétéro-résistance, la quasi-espéce et 1’infection mixte chez le méme héte.

Les isolats choisis ont subit un screening en suivant le protocole décrit par Teh et al.
(2014). Des suspensions équivalentes a I’indice de McFarland 03 ont été préparées a partir des
isolats conservés de chacun des 10 patients. Les suspensions ont été inoculées sur gélose
Muller- Hinton additionnée de 7% de sang de cheval par inondation. Les bandelettes des E-
tests (CH) de la CLA ont été déposées sur la surface des boites qui étaient incubées par la

suite a 37°C sous micro aérobie pour 48h.

Les colonies qui ont poussé dans des zones claires ont été isolées et inoculées sur le méme
milieu de culture précédant additionné de CLA (01mg/L) pour confirmer la résistance. Les
colonies qui ont poussé dans des zones opaques (voiles de colonies) ont été isolées et
inoculées aussi sur le méme milieu de culture précédant, et le méme milieu exempt de CLA
pour confirmer la susceptibilité. Les isolats résistants et sensibles du screening issus du méme
patient ont été sélectionnés pour I’étude de 1’hétéro-résistance, la quasi-espece et I’infection

mixte chez le méme hote.

L’ADN génomique de ces isolats a été extrait et a fait I’objet d’une amplification,
séquencage (gyrA, rdxA), PCR en temps réel pour détecter les mutations de I’ARNr 23S et
étude de polymorphisme (RAPD-PCR et PCR-RFLP).

1V.4.2. Amplification aléatoire d’AND polymorphe (RAPD-PCR)

La méthode de typage (RAPD-PCR) décrite par Akopyanz et al. (1992) a été employée en
utilisant les amorces 1254 et 1281 avec quelques modifications. Le mix réactionnel a consisté
1 x PCR buffer, 0.4mM of de chaque dNTP, 3mM MgCl,, 1 U Tag DNA polymérase, 0.2uM

amorce RAPD, 10ng AND génomique pour obtenir un volume final de 25pl.

Les conditions d’ amplification sont : dénaturation a 95°C pendant 3 min, 35 cycles de
95°C pendant 1 min, 38°C (pour I’amorce 1254) ou 32°C (pour 1’amorce 1281) pendant 1
min, 72°C pendant 2 min; et a la fin, une extension finale a 72°C pendant 5 min. Une
migration sur gel d’agarose a 1.2 % a été réalisée (d’une durée de 4h et d’un voltage de 55V).

Un marqueur de taille 1Kb a été utilisé. Les profils électrophorétiques ont été analysés.

IV.4.3. restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP)
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La PCR-RFLP a été effectuée sur la sequence des genes ureA et ureB en utilisant les
amorces ureAB-F: 5’AGGAGAATGAGATGAS3’ et ureAB-R: SSACTTTATTGGCTGGT3’,
(Akopyanz et al., 1992). La réaction de PCR a été faite dans un volume final de 50 pl
contenant, 1.25 pl AND matrice from, 1ul de chaque amorce (10mM), 1 pul dNTP (10 mM
each), 1 ul hot-start tag-polymerase (1 U / pl), 4ul MgCI2 (25 mM), 5 ul buffer (25 mM) et
71.5 pl H,0O (Promega).

Les conditions de la PCR ont été les suivantes : Dénaturation initiale & 95°C pour 5min;
35 cycles de 94°C pour 1min, 50°C pour 1min et 72°C pour 2.5min; et une extension finale de
72°C pendant 10min. La taille attendue est de 2.4Kb.

Aprés I’amplification, les produits de la PCR ont été précipités avec 2.5 volume d’éthanol.
Les culots lavés deux fois a 1’éthanol puis ont été dissous dans le tampon Tris-EDTA. Apreés
purification, ’AND amplifié¢ a été digéré par 0,5 pl des enzymes de restriction Haelll et
Mobll (Promega), pendant 3h a 37°C. Une migration, d’une durée de 4h et d’un voltage de
55V, sur gel d’agarose a 3 % a été réalisée apres digestion. Un marqueur de taille 1Kb a été

utilisé. Les profils électrophorétiques ont été analyses.
IV.5. Analyse statistique

Les données ont été analysées par SPSS software (Version 17.SPSS Inc, United States) et la
valeur p a été calculée par le Chi-square test pour déterminer toute relation significative entre

les variables.
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V. Résultats et discussion
V.1. Etude de la prévalence de la résistance d’H. pylori aux antibiotiques

L’implication d’H. pylori dans les maladies gastriques et la résistance aux antibiotiques
ont été mises en évidence par I’isolement de cette bactérie a partir de fragments de biopsies

gastriques, prelevés chez des patients souffrant d’une douleur abdominale haute.
V.1.1. Caractéristiques des patients

Au total, 270 patients ont été inclus dans 1’¢tude. 113 patients (41.8%) étaient de sexe
masculin et 157 (58.1%) de sexe féminin. L’age des patients se situait entre 18 et 83 ans, soit
un age moyen de 50.5 ans. La demande de I’endoscopie était motivée par plusieurs

symptomes (tableau 13) et les résultats de I’endoscopie sont indiqués dans le (tableau 14).

Les patients ont présenté plusieurs symptomes associés a l’infection a H. pylori. Les
epigastralgies ont été présente chez 62.9% des cas, suivis par les nausées (44.4%), les pyrosis
(38.8%), les dyspepsies (33.3%), les vomissements (22.2%) et les hémorragies digestives
(18.5%). Les Odynophagies ont été moins fréquentes (3.7%) (tableau 13).

Tableau 13. Distribution des patients selon les symptomes cliniques.

symptémes Nombre de patients (No.) (%)
Epigastralgie 170 62.9
Nausée 120 44.4
Pyrosis 105 38.8
Dyspepsie 90 33.3
Vomissement 60 22.2
Hémorragie digestive 50 18.5
Odynophagie 10 3.7

Note: Plus de deux symptdmes peuvent étre présents simultanément chez

le méme patient.
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La gravit¢ de I’infection dépend de la pathoginicité de la bactérie et d’autres facteurs
propre au patient. Un patient infecté par H. pylori peut présenter de manifestations cliniques
et différents symptomes. L'infection aigué a H. pylori est souvent associée a des symptomes
dyspeptiques, mais il n'a pas été démontré que l'infection chronique puisse causer des

symptomes (Schubert et al., 1992).

Dans notre étude, Les patients ont présenté plusieurs symptdémes (epigastralgie, nausée,
pyrosis, dyspepsies, vomissements et hémorragie digestive), ce ci concorde avec les résultats
de Schubert et ces partenaires (1992). Zhao et al. (2014) ont montré que I’éradication d’H.
pylori est associée a une amélioration des symptémes dyspeptiques et d’autres symptomes

dans les populations asiatiques, européennes et americaines.

Concernant la pathologie associée a 1’infection a H. pylori, Les gastrites (47.7%) sont les

plus fréquentes suivis par I’ulcére (30%) gastrique et 1’ulcére duodénale (22.2%) (tableau 14).

Tableau 14. Distribution des patients selon les résultats de 1’endoscopie et les hopitaux.

Hopital No. No. Ulcere No. Ulcere Totale

Gastrite ) Duodénale  No.
gastrique
CHU Mustapha Pacha (Algiers) 44 32 22 98
Clinique of Gastroenterologie Halouche 35 24 13 72
(Chlef),

EHU Premier November 1954 (Oran) 26 12 14 52
CHU Hassani Abdelkader (Sidi Bel Abbes) 24 13 11 48
Proportion (%) 47.7 30 22.2 100

La cause la plus fréquente de gastrites chroniques est I’infection a H. pylori. Elle est
considérée comme jouant un role causal dans un certain nombre de maladies, y compris
I’ulcére gastrique, 1’ulcére duodénal et le cancer gastrique (Malfertheiner et al., 2012 ; Fock et
al., 2013).
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En effet, la gastrite induite par H. pylori est considérée comme le facteur de risque le plus

important pour ’ulcére gastroduodénal, ainsi que pour le cancer gastrique (Malfertheiner et

al., 2012).
V.1.2. Isolement d’H. pylori

L’isolement d’H. pylori a été effectué a partir de broyat de biopsies gastriques, sur un
milieu enrichi par 10% de sang humain, additionné d’antibiotiques. L’incubation de
I’inoculum a été faite sous atmosphére micro aérobie. A partir de 270 biopsies, 1’isolement a
permis d’obtenir 212 (78.5%) isolats d’H. pylori. Ces isolats ont été identifiés selon leur
aspect macroscopique. Les colonies caractéristiques ont subi une identification phénotypique

et moléculaire.

La culture est la méthode de diagnostic la plus spécifique et constitue le test de référence
le plus fiable pour confirmer la présence d’H. pylori et effectuer I’antibiogramme (Ozbey et
Hanafiah, 2017). Cependant, H. pylori est une bactérie fragile et difficile a isoler. Elle est
micro aérophile, sensible a la dessiccation et exigeante sur le plan métabolique (Mégraud et
Lehours, 2007). Selon Hachem et al. (1996), la croissance d’H.pylori est favorisée par le

sang.

Les résultats de ce travail montrent une fréquence élevée de I’infection a H. pylori dans la
population concernée. Cette fréquence se situe dans les limites des valeurs observées dans les
populations africaines, sud américaines et asiatiques qui varient de 56,4% a 91,3% (Hooi et
al., 2017), excepté le Niger (36.6%) et la Chine (34.4%) ou deux études ont montré que le
taux de I’infection est trés inferieur (Harrison et al. 2017 ; Liu et al., 2017). En Turquie le
taux de prévalence était surprenant chez les enfants agés de 4 a 18 ans (66.3%) (Ozbey et al.,
2015). Cette fréquence de I’infection reste supérieure aux données européennes ou elle est

généralement autour de 45% (Hooi et al., 2017 ; Macias-Garcia et al., 2017).

L’infection a H. pylori est contractée durant I’enfance et plusieurs facteurs influencent
I’acquisition de cette bactérie. Le statut socioeconomique est le facteur majeur de risque. Le
taux de I’infection est élevé chez les gens a statut socioéconomique bas. Cependant, dans les
pays développés, ce facteur de risque n’a pas de rdle significatif sur 1’acquisition d’H. pylori

(Jafri et al., 2010).
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D’autres facteurs de risque peuvent étre impliqués, comme la source d’eau potable, le
type d’habitation et la présence ou I’absence d’assainissement, ces facteurs sont reliés
géneralement au statut socioéconomique de la famille. Ceci indique que les facteurs de risque
influengant 1’acquisition de la bactérie, varient considérablement selon la population et
reflétent I’exposition a ce germe durant les premicres années de la vie d’un individu (Ozbey et

Hanafiah, 2017).

Plusieurs études ont montré I’intervention de certains facteurs autres que le statut
socioéconomique dans I’infection a H. pylori. Certaines n’ont trouvé aucune relation entre
I’infection et la consommation du café, d’alcool ou du tabac, mais d’autres ont trouvé que ces

variables avaient une relation positive avec la progression de 1’infection (Amaral et al., 2017).
V.1.3. Identification des isolats d’H. pylori
V.1.3.1. Examen macroscopique

La culture du broyat des biopsies, sur le milieu sélectif utilisé, a révélé 1’apparition de
petites colonies de 1mm de diametre, grisatres, transparentes, luisantes, légérement bombées,

rondes et a contour régulier. L’apparition d’un voile peut parfois étre observée.

H. pylori ne peut pas croitre dans un milieu liquide et en tenant compte de la charge
initiale suffisante dans la biopsie gastrique, il a été proposé de passer directement a
I’isolement sur milieu gélosé, sans passer par une étape d’enrichissement (Mégraud, 2007). La
composition du milieu inclue une base gélosée, des facteurs de croissance et des suppléments

sélectifs.

La plus part des bases gélosées permettent la croissance d’H. pylori (gélose cceur cervelle,
gélose Columbia et gélose Wilkins Chalgren). Concernant les facteurs de croissance, il est
important de procurer des vitamines et des oligoéléments nécessaires pour la croissance d’H.
pylori et qui peuvent étre fournis par 1’ajout du sang. Cellini et al. (1992) ont proposé aussi

I’ajout d’isovitalex (2%).

Les suppléments sélectifs sont aussi trés importants pour 1’isolement d’H. pylori & cause
de la présence de la flore de contamination: la flore buccale qui contient un trés grand nombre
de cocci a gram-positif, la flore intestinale dans le cas de reflux duodénale ... etc. Différents
suppléments sélectifs peuvent étre ajoutés, des suppléments contenant des molécules

antimicrobiennes ont été proposés: la vancomycine ou la teicoplanine pour inhiber les cocci
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gram-positifs; polymyxine, acide nalidixique, colistine, trimethoprime ou cefsulodin pour
ihniber les gram-négatifs; 1’amphotericin B pour inhiber les champignons (Mégraud et
Lehours, 2007).

Le milieu sélectif, contenant tout les composants permettant la croissance d’H. pylori, et
les conditions optimales de température et de micro aérobiose sont nécessaires pour

I’isolement et le maintien des formes viables.
V.1.3.2. Examen microscopique

L’observation microscopique des frottis préparés et colorés, a montré la présence de
bacilles a Gram négatif qui peuvent étre droits, incurvés en virgule, en forme C, V ou O
(figure 05). Apreés plusieurs repiquages ces formes sont remplacées par une forme coccoide.
Selon Mégraud et Lehours (2007), H. pylori change de forme dans les vieilles cultures, perd

sa forme bacillaire et devient coccoide (figure 05).

Les cultures vieilles, de plus de 72h, peuvent se consister que de ces formes cocoides
viables (figure 05), plus résistantes mais non cultivables. Ces formes d’ H. pylori reflétent
une adaptation temporaire aux conditions hostiles de I’environnement, au stress causé par la

privation des nutriments, a I’exposition aux antibiotiques ou les longues durées d’incubation.

Il a été supposé que cette forme coccoide peut redevenir bacille sous des conditions

appropriées, mais aucune étude n’a pu prouver ce phénoméne (Mégraud et Lehours, 2007).

|

Figure 05: Observation sous microscope photonique d’un frottis aprés coloration de Gram. A

gauche frottis jeune de 48h et a droite un frottis de 72h.
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V.1.3.3. tests biochimiques

Si H. pylori est isolé a partir d’échantillons de biopsies, les tests phénotypiques sont
suffisants pour une identification précise (Mégraud et Lehours, 2007). Chez les 212 Isolats,
I’identification biochimique a révélé la présence d’une oxydase, d’une catalase et d’une
activité uréasique trés puissante chez tous les isolats. H. pylori est inactive dans la plupart des

tests biochimiques conventionnels, elle n’utilise pas Les glucides.
A. L’oxydase

Dans cette étude, tous les isolats ont été oxydase positifs. La Cytochrome oxydase est
présente chez tous les membres des Epsilonproteobacteria. Les enzymes de la chaine
respiratoire des bactéries micro aérophiles, jouent un réle majeur dans leur adaptation pour se

multiplier a de basses concentrations en oxygene.

Des études ont montré que la structure primaire de la plupart des sous unités du
cytochrome, forment un groupe séparé des proteines de la famille cbb3 des autres bactéries,
ce qui explique la fonction de I’enzyme et son adaptation a 1’atmosphére micro aérobie (Smith
et al. 2000).

B. La catalase

La catalase est aussi présente chez tous les Helicobacters et est détectée facilement en
mettant en contact de quelques colonies une goutte de peroxyde d’hydrogéne. H. pylori est un
pathogene gastrique exposé tout le temps au stress oxydatif de 1’hote, ce qui explique le réle

important de cette enzyme (Mégraud et Lehours, 2007).

Cette catalase contient un résidu méthionine (Met) oxydable. Le rdle du résidu méthionine
est plus important que le rdle catalytique bien connu de 1’enzyme. Apres 100 ans de la
découverte de la catalase, Benoit et Maie, (2016) proposent pour la premiere fois un réle non

enzymatique de la catalase ayant un mécanisme protecteur chez les bactéries.
C. L’uréase

L’uréase est définitivement 1’enzyme la plus importante pour 1’identification d’H. pylori
(Mégraud et Lehours, 2007). L’acidité est le premier obstacle que la bactérie doit surmonter

pour vivre dans I’estomac. H. pylori est capable de survivre a un pH approximatif a 5, ce qui
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peut tuer plusieurs organismes dans quelques minutes d’exposition. L’uréase est la clé de la

capacité d’H. pylori a éviter I’acidité gastrique.

H. pylori sécréte de grandes quantités d'uréase cytosolique, associée a la surface
membranaire. Cependant, I'hydrolyse de I'urée (dans la lumiére gastrique) produit de grandes
quantités d'ammoniac, qui sont ensuite protonées pour créer de I'ammonium (figure 06),
créant ainsi une micro niche bactérienne neutre. En revanche, en absence d'urée, H. pylori
peut se développer dans une gamme de pH de 6 a 8. L'urée est importée par un canal
spécifique, et avec l'uréase, I'ammoniac remplira tout le cytosol et méme le périplasme
bactérien (Mégraud et Lehours, 2007).

Figure 06. Recherche de ’'uréase, positive aprés quelques minutes seulement, en utilisant le

milieu urée-indole.

La viscosité de la muqueuse dépend fortement de I'acidité. En général, dans un pH plus
acide, la muqueuse gastrique est plus épaisse qu'a pH 4. L'activité enzymatique employée par
H. pylori facilite la pénétration bactérienne dans le mucus agrégé. La diffusion subséquente de
I'ammoniac, dans I'estomac, permet & H. pylori de pénétrer profondément en utilisant la
propulsion du tire-bouchon grace a ses flagelles. La libération de grandes quantités d'uréase
est une stratégie intelligente adoptée par H. pylori pour affaiblir I'intégrité du mucus, afin de
faciliter la pénétration profonde pour atteindre des régions plus riches en nutriments (Abdi,
2017).
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V.1.4. Etude de la susceptibilité aux antibiotiques

En Algérie, la résistance aux antibiotiques semble étre le plus important facteur
responsable de 1’échec de 1’éradication d’H. pylori. La surveillance de la résistance d’H.
pylori aux antibiotiques est nécessaire dans le but d’adapter une combinaison d’antibiotiques

adéquate aux schémas locaux de la résistance.

Le traitement d’une infection a H. pylori inclut un inhibiteur les IPP et au moins deux
antibiotiques. Parmi les différentes molécules antibactériennes proposées, les macrolides
(CLA), les nitro-imidazoles (MTZ), les béta lactamines (AMX), les tétracyclines (TET) et les

fluoroquinolones (CIP) sont utilisés dans le traitement d’éradication.

Un total de 212 isolats d’H. pylori ont fait I’objet de 1’étude de la sensibilité aux
antibiotiques proposeés. Selon les recommandations de ’EUCAST (2017), seulement 12,26%
des isolats ont été sensibles a tous les antibiotiques testés. Tous les isolats ont été sensibles a
la RIF et a ’AMX. Les taux de résistance a la CLA (pour des CMI allant de 1 a 32 mg/L), la
CIP (pour des CMI allant de 1 & 32 mg/L) et la TET (pour une CMI égale a 1.5 mg/L) ont été
respectivement de 25%, 17.9% et 0.94%. Les isolats ont été caractérisés par un taux tres élevé
de résistance au MTZ (pour des CMI allant de 8 a 256 mg/L) (67.5%) (figureQ7).

CLA: 25%

MTZ:67.5 %

CIP:17.9 %

TET:0.94 %

% fréquences

Figure07. Fréquence des isolats résistants aux antibiotiques.
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Trente six isolats ont été résistants en méme temps au MTZ et a la CLA (16.98%). Parmi
les isolats résistants a la CIP, 31.57% ont été aussi résistants au MTZ et un isolat a été
résistant a la CLA. Les isolats résistants au MTZ ont été plus fréquents chez les femmes que
chez les hommes (43,05% versus 24,4%, p<0,05) mais aucune relation possible n’a été

trouvée entre le sexe ou I’age et la résistance aux autres antibiotiques (p>0.5).

I1 est bien connu que 1’utilisation répandue des antibiotiques a conduit a une augmentation
de la résistance d’H. pylori aux antibiotiques, cette résistance est en hausse dans le monde
entier (Mégraud, 2010).

A. Reésistance a la clarithromycine

Dans les pays en voie de développement, la résistance a la CLA et les réinfections sont
les facteurs qui contribuent a I’échec de 1’éradication d’H. pylori. Dans notre étude, le taux de
la résistance a la CLA est de 25% (figure 12); Ce résultat est inferieur a celui trouvé dans une
étude faite au CHU Mustapha Pacha (Alger) (33%) (Djennane-Hadibi et al., 2016), et plus
élevé que celui trouvé dans une autre étude conduite dans trois différents hépitaux a Alger
(23%) (Raaf et al., 2017).

Au Maroc (29%) (Bouihat et al., 2017), en Egypte (57.7%) (Ghaith et al., 2016) et en
France (22.2%) (Ducournau et al., 2016), le taux de résistance a la CLA est aussi élevé.
Toutefois, en Tunisie (14.6%) (Ben Mansour et al., 2016), au Niger (14.4%) (Harrison et al.,
2017), au Congo (1.7%) (Ontsira Ngoyi et al., 2015) et au Sénégal (1%) (Seck et al., 2013), le

taux de résistance est beaucoup plus inferieur.

Une étude, sur la relation des taux de résistance d’H. pylori et les antécédents ethniques
des patients, effectuée en Europe a montré des taux plus élevés de résistance a la CLA chez
les patients originaires d’Europe (Miendje et al., 2011). Ceci est probablement lie a la

consommation de macrolides en Europe.

Cette différence dans les taux de résistance a la CLA entre les pays et les régions peut étre
due a la prescription de cet antibiotique. Depuis que cet antibiotique est devenu un traitement
courant pour plusieurs maladies infectieuses, comme les infections du systéme respiratoire et
les antécédents d’utilisation d’autres molécules appartenant a la famille des macrolides (cross

résistance), la prévalence de la résistance a la CLA ne cesse d’augmenter (Mégraud et al.,

2013).
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B. Résistance au métronidazole

Le taux de la résistance au MTZ est trés élevé dans les pays en voie de développement
(50-80%), Nos résultats confirment cette information. Le taux de résistance au MTZ trouvé
dans notre étude est de 67.5%. Ce résultat est plus élevé que celui trouvé par Raaf et al.
(2017) (45%). Le taux de résistance aux MTZ, rapporté en Algérie, reste plus élevé que ceux
trouvés dans d’autres études en Europe, en Espagne (27%) (Macias-Garcia et al., 2017), au
Pays-Bas (23.2%) (Ruiter et al., 2017) et en Islande (1%) (Gunnarsdottir et al., 2017).

Nos résultats sont similaires a ceux trouvés en Chine (>63%) (Liu et al., 2017a ; Hu et al.,

2017) et tres inférieurs a ceux trouvés au Niger (99.1%) (Harrison et al., 2017).

La différence de ces résultats explique le profile de la prescription de cet antibiotique. Le
MTZ est largement utilisé en Afrique et en Asie comme traitement antiparasitaire (Ndip et al.,
2008). La famille des nitro-imidazolés dont fait partie le MTZ est la plus ancienne famille
d’antibiotiques utilisée pour 1’éradication d’H. pylori (Marshall et al., 1984). Par conséquent,

il s’en est suivi une explosion de la résistance a cet antibiotique (Miendje et al., 2011).

La résistance au MTZ est supérieure a 50% dans la majeure partie du monde, mais il
semble qu’elle soit en baisse dans le nord de I’Europe (Ierardi et al., 2013). Selon le rapport
du consensus de Maastricht Il (Delchier, 2006), le MTZ ne devrait pas étre utilisé avant le

test de sensibilité aux antibiotiques des patients originaires d’Asie et d’ Afrique.
C. Résistance aux floroquinolones

Les FLU sont les antibiotiques de choix pour le traitement séquentiel, surtout dans les
régions a haute prévalence de résistance a la CLA. Cependant, la résistance d’H. pylori aux

FLU est en augmentation ces derniéres années.

Dans cette étude, le taux de résistance a la CIP est de 17.9%. Ce résultat est plus élevé que
celui trouvé au Maroc (11%) (Bouihat et al., 2017), au Sénégal (15%) (Seck et al., 2013), en
France (15.4%) (Ducournau et al., 2016), en Europe (14.1%) (Megraud et al., 2013), et
inferieur que celui trouvé en Espagne (38.7%) (Macias-Garcia et al., 2017) au Congo (50%)
(Ontsira Ngoyi et al., 2015) et en Chine (28%) (Hu et al., 2017a).

Le taux de la résistance d’H. pylori au CIP est élevé en Italie (44.28%) (Di Giulio et al.,
2016) et en Chine (43.20%) (Shao et al., 2017). Toutefois, en Suede un taux trés inferieur a
été reporté (3.3%) (Doorakkers et al., 2017).
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Cette augmentation du taux de résistance peut étre expliquée par 1’utilisation des FLU
pour le traitement des infections urinaires et d’autres maladies infectieuses en Algérie et a
travers le monde. Le rapport du Consensus de Maastricht 1\VV/Florence recommande que
I’utilisation empirique du levofloxacine, doit étre abandonnée quand la prévalence de la

résistance atteint 15% (Malfertheiner et al., 2017).
D. Résistance aux tétracyclines

L’utilisation fréquente des TET semble étre associée a 1’apparition d’un nombre croissant
d'isolats résistants d’H. pylori. En conséquence, il est trés important d'évaluer la perte
potentielle de son efficacité. Dans notre étude, nous n’avons trouvé que deux isolats résistants

alaTET.

Dans d’autres études, ils ont aussi trouvé un nombre réduit d’isolats résistant a cet
antibiotique, au Niger (4.5%) (Harrison et al., 2017), au Congo (2.5%) (Ontsira Ngoyi et al.,
2015) et en Chine (1.9%) (Liu et al., 2017). Par contre, au Maroc et en Island, ils n’ont trouvé
aucun isolat résistant a cet méme antibiotique (Bouihat et al., 2017 ; Gunnarsdottir et al.,
2017).

E. Résistance a I’amoxicilline et & la rifampicine

Aucune résistance a I’AMX ou a la RIF n’a été observée au sein de la population étudiée.
Les résultats de la résistance a I’AMX que nous avons trouvé, sont similaires a ceux publiés
par Raaf et al. (2017) en Algérie et par Ferenc et al. (2017) en Pologne. En Chine et en Asie
pacifique, ils ont confirmé que la prévalence de la résistance a I’AMX ne dépasse pas les 4%
(Kuo et al., 2017 ; Liu et al., 2017). Par contre, des taux de résistance trés éleves ont été
enregistrés en Afrique (33.3%) (Harrison et al., 2017).

L’AMX est couramment utilisée en Algérie mais 1’absence de résistance peut étre
expliquée par la complexité des mécanismes associés a la résistance a ’AMX (mutations du

géne pbp, I’altération de la permeéabilité membranaire, pompes efflux, etc...).

Les souches résistantes a la RIF sont rares; ceci fut confirmé par plusieurs études,
montrant qu’aucune résistance a la RIF n’existe a Alger (Raaf et al., 2017). Juste 17 isolats
sur 1117 patients ont été résistants en Chine (1.5%) (Liu et al., 2017). Par ailleurs, une étude
en Allemagne a montré que le taux de résistance a la RIF avait augmenté de 3.9% a 18.8%

entre 2002 et 2015 (Regnath et al., 2017). Cet antibiotique est rarement utilisé pour le
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traitement d’éradication d’H. pylori ce qui explique 1’absence de souches résistantes en

Algérie.
V.1.4.1. Résistance aux antibiotiques et sexe

Dans cette étude, aucune différence significative de la prévalence de la résistance
d’H.pylori aux antibiotiques n’a été mise en évidence selon le sexe (p> 0.05) (annexe 04). Le
taux de la resistance a la CLA a été de 15. 9% chez les femmes et de 9.3% chez les hommes.
Le taux de la résistance aux FLU a éeté de 9,3% chez les femmes et de 8,6% chez les hommes.
La prévalence de la résistance a ces deux antibiotiques est indépendante du sexe des patients
(p> 0.05) (figure 08).

Dans le cas du MTZ, le taux de la résistance a été plus elevé chez les femmes (43.05%)
que chez les hommes (24.5%) (p= 0.05) (figure 08). L’utilisation de cet antibiotique pour le
traitement des infections gynécologiques peut étre en relation avec ce taux élevé de la

résistance chez les femmes.
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Figure 08. Le taux de la résistance aux antibiotiques en fonction du sexe des patients.

Glupczynski (1992) et Banatvala et al. (1994) ont confirmé que les isolats résistants au
MTZ sont rencontrés plus fréqguemment chez les femmes que chez les hommes et chez les
patients non originaires de 1’Europe. L’étude de Koletzko et al. (2006) confirme aussi que le
MTZ est plus fréguemment prescrit pour les infections gynécologiques et parasitaires en
Afrique et en Asie.
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V.1.4.2. Résistance aux antibiotiques et age des patients

La prévalence de la résistance d’H.pylori aux antibiotiques augmente dans la tranche
d’age allant de 18 & 39 ans puis régresse dans la tranche d’age allant de 40 a 50 ans et

augmente a nouveau dans la tranche d’age allant de 51 a 61 ans (figure 09).

La répartition de la résistance aux antibiotiques n’est pas uniforme, pour certains
antibiotiques, comme la TET, nous remarquons que la résistance a cet antibiotique apparait
dans les tranches d’age allant de 51 a 72 ans (figure 09). Pour la CLA et la CIP, nous
constatons que le taux de résistance a ces deux antibiotiques est plus €levé dans les tranches
d’age allant de 51 & 72 ans (figure 09). En Algérie, ces familles d’antibiotiques sont

largement utilisées pour traiter les problemes respiratoires.

Nous n’avons pas trouvé de différence significative entre la prévalence de la résistance
d’H.pylori aux antibiotiques et 1’age des patients (P>0.05) (annexe 04), ce qui est identique
aux résultats de nombreuses études montrant que la résistance d’H. pylori aux antibiotiques
est indépendante du sexe et de 1’age (Wiippenhorst et al., 2014 ; Ji et al. 2016 ; Park et al.
2017 ; Regnath et al., 2017).
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Figure 09. Le taux de la résistance aux antibiotiques en fonction de 1’age des patients.
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V.1.4.3. Résistance aux antibiotiques et pathologie

Plusieurs études ont montré que I’ulcere duodénal et les dyspepsies non ulcéreuses
doivent étre traités et pris en charge différemment & cause de la relation possible entre la

pathologie gastrique et la résistance aux antibiotiques.

Aucune différence significative n’a été trouvée entre les pathologies gastroduodénales et
la résistance aux antibiotiques (p > 0.05) (annexe 04). Les taux de la résistance au MTZ, a la
CLA et aux FLU sont presque similaires quelque soit la pathologie (figure 10). Les taux de la
résistance au MTZ ont été de 23% parmi les gastrites, de 20.6% parmi les ulceres gastriques
et de 24.2 parmi les ulceres duodénaux. Les taux de la résistance a la CLA ont été de 7%
parmi les gastrites, de 10% parmi les ulceres gastriques et de 8% parmi les ulcéres duodénaux.
Les taux de la résistance aux FLU ont été les plus faibles (6% parmi les gastrites, de 7% parmi

les ulcéres gastriques et de 6.9% parmi les ulceres duodénaux).
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Figure 10. Le taux de la résistance aux antibiotiques en fonction des pathologies.
G : gastrite, UG : ulcére gastrique et UD : ulcére duodénal.

La majorité des études ont mentionné que la prévalence de la résistance d’H. pylori aux
antibiotiques est indépendante des pathologies gastroduodénales (Ben Mansour et al. 2010 ; Ji
et al. 2016).
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V.1.4.4. Résistance aux antibiotiques et provenance des patients

Notre étude a été menée dans 4 différentes villes de 1’ Algérie pour déceler les différences
possible dans la prise en charge et le traitement d’éradication d’H. pylori. Les résultats n’ont
montré aucune différence significative entre la prévalence de la résistance d’H. pylori et les
difféerentes villes (p> 0.05) (annexe 04) (figure 11).

Les taux de résistance des différents antibiotiques sont presque similaires dans toutes les
villes. La résistance au MTZ est plus élevée a Oran (18.2%), la résistance a la CLA est plus
élevée a Alger (7%) et la resistance aux FLU est plus élevée a Chlef (5%). Ces résultats
confirment que le profile d’utilisation des antibiotiques dans le traitement d’éradication d 'H.
pylori est similaire dans les quatre villes. Ces quatre villes sont proches et ne représentent que
deux régions de 1’Algérie ; de plus I’effectif de 1’échantillonnage était peut étre insuffisant
pour détecter des différences significatives entre ces villes.

Ben Mansour et ces collegues (2010) ont trouvé le méme résultat en Tunisie sur un
effectif égal au notre. Par contre, les résultats d’une autre étude en Chine, effectuée sur 1117

patients, ont été hautement significatifs (Liu et al., 2017).
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Figure 11. Le taux de la résistance aux antibiotiques en fonction de la provenance des

patients.
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V.1.5. La détection moléculaire d’H. pylori

L’isolement d’H. pylori nécessaire pour la mise en ceuvre des antibiogrammes est trés
difficile. Par ailleurs, les méthodes moléculaires, gréace a leur sensibilité, sont les méthodes de

choix pour la détection bactérienne et la détermination de la résistance aux antibiotiques.

En utilisant la PCR, H. pylori a été détecté dans 228 cas (84.4%). Les deux génes ARNr
16S et gimM ont été detectés dans tous les échantillons H.pylori-positifs et dans 20 biopsies
négatives en culture (figure 12et 13). Le taux de prévalence trouvé, en utilisant la PCR
(84.4%), est plus élevé que celui trouvé en culture (78.5 %). Ceci est d a la sensibilité et la
spécificité de la PCR.

L’infection a H. pylori représente la maladie infectieuse chronique la plus répandue dans
le monde, affectant plus de la moitié de la population mondiale. La prévalence d’H. pylori
différe d’une maniére significative entre les pays, et en utilisant la culture ou la PCR. Dans de
nombreuses études, le taux de la prévalence de cette infection détecté par PCR, a été plus
¢levé qu’en culture (Sugimoto et al., 2009 ; Raaf et al., 2017).

Nous avons pu amplifier un fragment de 294pb de taille, correspondant au gene gimM, a
partir de tous les isolats (puit 1-10 ; figure 12). En parallele, nous avons aussi pu amplifier ce
fragment a partir de 20 biopsies négatives en culture, ce qui confirme la présence d’H. pylori
dans ces biopsies. Durant toute la période de I’expérimentation, les controles négatifs n’ont

jamais abouti a une amplification de ce fragment du géne gimM (figure 12).

Figure 12. Profil électro phorétique de la PCR du géene gimM.
Puit M, 100 bp marqueur de taille; puit 1 a 10 isolats S1, S5, S14, C2, C3, C4, R1, R2, R3, R4, A1, A3, A4, A8,

A9; puit 11 contrdle négatif, puit 12 contrdle positive.
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Le géne glmM est hautement conserve et a été largement utilisé pour 1’identification d’H.
pylori. (Contreras et al., 2017). L’un des avantages de I’utilisation de ce @géne pour
I’identification d’H. pylori, directement a partir des biopsies gastriques, est sa sensibilité et sa
spécificité avec un taux de détection de 10 & 100 cellule d’H. pylori dans un échantillon de
biopsie, ce qui est bien meilleur que 1’histopathologie et la culture (Linpisarn et al., 2005;

Diouf et al., 2009).

Nous avons pu amplifier un fragment de 399pb de taille, correspondant a une région du
géne ARNr 16S hautement conservée chez H. pylori (puit 1-10 ; figure 13). En paralléle, nous
avons aussi pu amplifier ce fragment a partir de 19 biopsies négatives en culture, ce qui
confirme la présence d’H. pylori dans ces biopsies. Durant toute la période de
I’expérimentation, les controles négatifs n’ont jamais abouti & une amplification de ce

fragment (figure 13).

8 9 10 11 12

Figure 13. Profil électro phorétique du gene ARNr 168S.
Puit M, 100 bp marquer moléculaire; puit 1 a 10 isolats S1, S5, S14, C2, C3, C4, R1, R2, R3, R4, Al, A3, A4,
A8, A9; puit 11 contréle négatif, puit 12 contrble positif.

Dans notre étude, la détection du géne ARNr 16S a été d’une méme sensibilité que du
géne glmM (figure 12 et 13). Hoshina et al. (1990) ont aussi utilisé ce gene pour la détection
spécifique d’H. pylori. La spécificité de la détection d’H. pylori rapportée par Hoshina et ses

collégues est similaire a notre résultat.
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V.1.6. La détection moléculaire des facteurs de virulence

Aujourd’hui, la présence des genes de virulence chez H. pylori est devenue une évidence.
La combinaison des différents génotypes chez une souche colonisant un patient, affecte

considérablement le développement de la maladie gastrique.

Certaines caractéristiques de souches H. pylori ont été associées avec la progression de
I’infection vers des pathologies trés séveres. Quelques génotypes, comme les alleles s1 et m1
du gene vacA et la présence du gene cagA, sont considérés comme des marqueurs de
pathoginicité depuis leurs association avec la production de cytotoxines et 1’induction de

Iésions épithéliales et des réactions inflammatoires séveéres.
V.1.6.1. La détection du gene cagA

En effet, nous notons que plus de la moitié des souches ont le gene cagA. Ce géne est
associée aux pathologies les plus séveres. Nos résultats montrent que les sujets, infectés par H.

pylori en Algérie, risquent de développer des pathologies gastriques graves.

Le CagA a été identifié chez 58% des patients. Un fragment de 439pb de taille a été
amplifié a partir des échantillons cagA- positifs (figure 14),

Figure 14. Profil électro phorétique de la PCR du gene cagA.

Ce résultat est similaire a celui obtenu en Thailand (56.8%) (Subsomwong et al. 2017),
supérieur a celui obtenu en Italie (48%) (Fasciana et al., 2015) et inférieur a celui obtenu en
Tunisie (61.6%) (Ben Mansour et al., 2010) et en Inde (77.27%) (Pandya et al., 2017). Le
taux de souches cagA-positives est trés élevé au Japon (73.3 %), ce qui est en relation avec le

taux élevé du cancer gastrique dans ce pays (Fujiya et al., 2014).
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V.1.6.2. La détection du vacA

Parmi les isolats d’H. pylori obtenus, dans cette étude, 98% étaient vacA-positifs dont
59.88% étaient vacA slml, 17.96% étaient slm2 et 22.15% étaient s2m2. La virulence de
I’isolat a une forte relation avec la combinaison mosaique des régions alléliques s et m du
géne vacA. Le type de combinaison est responsable de la production de la cytotoxine

vacuolisante.

La figure 15 représente les différentes combinaisons alléliques du gene vacA trouvées.
Dans les puits 2, 3 et 8, I’allele vacA s1ml a été amplifié donnant un fragment de 259pb (s1)
et un autre fragment de 567pb (m1). Dans les puits 4 et 5, I’all¢le s2m2 a été amplifié donnant
un fragment de 285pb (s2) et un autre fragment de 642pb (m2). En fin, dans les puits 6 et 7
I’alléle s1m2 a été amplifié donnant un fragment de 259pb (s1) et un autre fragment de 642pb
(m2).

Figure 15. La detection des alleles du géne vacA par PCR.
Puits 1, 100 bp marqueur de taille; puits 2 et 3 et 8 vacA slml; puits 4 et 5 s2m2 ; puits 6 et 7 vacA s1m2 et
puits 8 control positif vacA sim1 (souche J99). Taille des alleles (s1: 259pb, s2 :285pb, m1:567pb et m2 :642pb)

Dans cette étude, la combinaison allélique prédominante a été s1/m1 (59.88%). Ce résultat
est en accord avec d’autres études. En Italie, au Brézil, et au Méxique, vacA s1/ml étaient le
génotype prédominant (Fasciana et al., 2015 ; Vinagre et al., 2015 ; Roman-Roman et al.,
2017) .

De nombreuses études ont prouvé qu’il y a une forte association entre la présence de
souches H. pylori possédant un genotype vacA actif (s1/ml) chez des individus et le

développement de pathologies gastriques sévéres. Par contre, chez des individus infectés par
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des souches possédant un génotype vacA moins ou non actif, les pathologies gastriques sont

moins séveres (Memon et al., 2014 ; Thi Huyen Trang et al., 2016).
V.1.6.3. La combinaison des génotypes cagA et vacA des isolats

Pour la combinaison des deux facteurs de pathogénicité cagA et vacA, nous avons trouvé
que le génotype prédominant est le génotype siml/ cagA+ (62.22%) suivi par le génotype
siml/ cagA- (1.96%) et le génotype s1m2/ cagA+ (1.96%), puis par le génotype s1m2/ cagA-
(13.23%) et en fin par le génotype s2m2/ cagA- (20.44%) (figurel6). Les pourcentages ont été
calculés a partir du nombre total des biopsies. Aucune relation entre les facteurs de virulence
n’a été décrite (p>0,05) (annexe 04).
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Figurel6. Fréquences des combinaisons des génotypes vacA et cagA.

Ces résultats concordent avec ceux publiés en Amérique Latine, ou ils les souches
cagA+/slml sont plus fréquentes chez les patients brésiliens et mexicains (Wang et al.,
2015 ; Thi Huyen Trang et al., 2016). En plus, cette combinaison est la plus prévalente en
Asie (Memon et al., 2014).

CagA est le plus souvent associé au génotype vacA sl, particulierement chez les patients
atteints d’ulcere peptique ou de cancer gastrique. D’autre part, le génotype cagA+ vacA sl est
présent chez les patients montrant une haute expression du tumor necrosis factor receptor-
associated factor 1(TRAF1), du tumor necrosis factor receptor superfamily member 9 (4-
1BB) et du B-cell lymphoma-extra-large (Bcl-xL). Ces facteurs sont associés aux mécanismes

de carcinogénese (Wang et al., 2015).
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Dans cette étude, nous avons sélectionné des patients souffrants de douleurs abdominales
hautes ; ce qui explique les taux bas de cagA (58%) et de s1/m1 (59.88%). Selon Vinagre et
al., (2015), dans les pays ou la prévalence de ces génotypes est tres élevée, le taux des

pathologies sévéres comme le cancer augmente considérablement.

V.1.6.4. La relation de la résistance aux antibiotiques avec la présence des facteurs de
virulence.

La résistance d’H. pylori aux antibiotiques ne cesse d’augmenter. Les cliniciens cherchent
toujours a prédire le comportement d’H. pylori vis-a-vis des antibiotiques. Certaines
recherches ont été menées pour déterminer la relation possible entre la résistance aux

antibiotiques et les facteurs génétiques bactériens.

Dans notre étude, aucune relation statiguement significative n’a été trouvée entre la

présence du génotype vacA ou le génotype cagA et la résistance aux antibiotiques (P> 0.5).

Les fréquences de la résistance a la CIP, a la CLA et au MTZ chez les souches H. pylori -
vacA positives sont respectivement, 18.54%, 24.5% et 64.9%. Alors que, les fréquences de la
résistance a ces antibiotiques chez les souches H. pylori - vacA négatives sont respectivement,
0.66%, 2.65% et 0% (figure 17). Ces resultats ne décrivent aucune relation possible entre la

présence du vacA et la résistance aux antibiotiques étudiés.
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Figure 17. Prévalence de 1’antibio-résistance chez les isolats vacA positifs et vacA negatifs.
(MTZ-R) metronidazole resistant; (MTZ-S) metronizaole sensible; (CLA-R) clarithromycine resistant; (CLA-S)

clarithromycin sensible; (CIP-R) ciprofloxacine resistant; (CIP-S) ciprofloxacin sensible.
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Les fréquences de la résistance a la CIP, a la CLA et au MTZchez les souches H. pylori -
cagA positives sont respectivement, 7.95%, 12.58% et 43.05%. Alors que, les fréquences de
la résistance a ces antibiotiques chez les souches H. pylori- cagA négatives sont
respectivement, 12.58%, 24.5% et 10.06% (figure 18). Ces résultats ne décrivent aucune
relation possible entre la présence du cagA et la résistance aux antibiotiques étudiés ; sauf
dans le cas du MTZ, pour lequel nous avons trouvé que la résistance a cette antibiotique est

associee a la présence du génotype cagA (P=0,001) (annexe 04).
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Figure 18. Prevalence de 1’antibio-résistance chez les isoltas cagA positifs et cagA negatifs.
(MTZ-R) metronidazole resistant; (MTZ-S) metronizaole sensible; (CLA-R) clarithromycine resistant; (CLA-S)

clarithromycin sensible; (CIP-R) ciprofloxacine resistant; (CIP-S) ciprofloxacin sensible.

Dans notre étude, la relation des facteurs de virulence et la résistance aux antibiotiques
n’a décrit aucun role direct des génes vacA et cagA. Ces résultats concordent avec les
résultats de Ghotaslou et al. (2013).

Le génotype vacA slml/cagA+ est associé aux pathologies gastriques les plus séveres.
Ceci est due au fait que les souches possedants ce génotype, causent une sévere inflammation
avec une augmentation de la production de IL-1p et TNF-a, induisant I’inhibition de la
sécrétion de 1’acide hydrochlorique et une élévation du pH gastrique. Ces conditions

favorisent 1’action des antibiotiques.

Dans notre étude, la résistance au MTZ est en relation avec la présence du genotype cagA

(tableau 15), ce résultat est en désaccord avec celui publié par Khan et al. (2012), Maev et
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Andreev (2017) ; ils ont trouvé que I’absence du géne cagA contribue a 1’acquisition de

résistance aux antibiotiques.

Apparemment, les patients infectés par des souches résistantes vacA slml/cagA+ sont
susceptibles de devenir plus difficiles a éradiquer ce qui va contribuer a la progression vers
des lésions plus sevéres. Ainsi, dans cette population, les patients infectés avec des souches
résistantes vacA slml / cagA + sont exposés a un risque accru de pathologies sévéres par
rapport aux patients infectés par des souches vacA s1ml / cagA- ou vacA s2m2 / cagA-, mais

tous doivent étre étroitement surveillés.
V.2. La détection moléculaire des mutations associées a la résistance aux antibiotiques

V.2.1. Détermination de la présence d’H. pylori et les mutations associées a la résistance

aux macrolides

La PCR en temps réel est une innovation dans le diagnostic d’H. pylori car elle permet
non seulement la détection rapide et précise de la bactérie, mais également la détection
d’éventuelles mutations associées a la résistance aux macrolides (Mégraud et al., 2015). Dans
notre étude, La PCR en temps réel, effectuée en utilisant I’ADN total des biopsies, a détecté la

présence d’H.pylori dans 232 cas (86%) incluant les 212 biopsies positives en culture.

L’analyse des courbes de fusion de I’ADN des contrbles positifs ont produit trois
différentes courbes, avec des températures de fusion (Tm) proches de 60, 56 et 52°C
correspondantes au génotype sauvage (wild-type), mutant A2142C et mutant A2143G,
respectivement (figure 19).
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Figure 19. Courbes de fusion de la PCR en temps réel pour détecter les mutations associées a

la résistance a la CLA. NEG : contrdle négatif ; WT : controle génotype sauvage ; G : controle génotype

A2143G ; C: contrble génotype A2142C.

Concernant, les échantillons de biopsies, cette PCR en temps réel a été capable de détecter
les mutations associées a la résistance a la CLA chez 69 biopsies des 232 H.pylori positives

(29.7%). Dans 53 cas correspondant a un phénotype résistant, les résultats de cette PCR

concordent parfaitement avec le phénotype trouvé en utilisant I’E-test.
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A partir des 212 biopsies positives en culture, 159 pics de fusion caractéristiques du
génotype sauvage ont été trouves (figure 20), a une température de fusion égale a 60°C. Ce

résultat correspond parfaitement aux phénotypes sensibles trouves par E-test (tableau 16).
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Figure20. Courbes de fusion de la PCR en temps réel pour détecter les mutations associees a
la résistance a la CLA (génotypes sauvages). NEG : contréle négatif ; WT : contréle génotype sauvage ;

77, 84 : biopsies a analyser génotypes sauvages.
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La transition adénine en guanine, que ce soit en position 2142 ou 2143, a été détecté dans
69 biopsies, La transition adénine en cytosine en position 2142 n’a pas été détecté (figure 20)
et chez 20 d’autres cas, la PCR en temps réel a détecté 16 génotypes résistants et 4 sauvages,

bien que la culture soit négative.

Dans 42 biopsies de patients infectés par des isolats résistants, un génotype sauvage a été
présent simultanément avec le génotype résistant. Dans le cas de la biopsie 83, nous avons
obtenu deux températures de fusion différentes, 60°C correspondante au génotype sauvage et
52°C correspondante au génotype mutant A2143G (figure 21) (Tableau 16).
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Figure 21. Courbes de fusion de la PCR en temps réel pour détecter les mutations associées a

la résistance a la CLA dans le cas de doubles populations. WT : contrdle génotype sauvage ; G :
contrdle génotype A2143G ; 83 : biopsies a analyser génotype sauvage + génotype A2143G.
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Tableau 16. Mutations de I’ARNr 23S associées a la résisstance a la CLA.

Phenotype No. & (%) of sauvage A2142/43G A2142C
genotype biopsies (n: 232)

Susceptible 163 (70.3) + - -
Resistant 69(29.7)* - + -

*inclus 42 cas avec une double population de génotype sauvage et mutant.

La mutation A2143G est la plus fréquente dans notre étude. Plusieurs travaux soutiennent
gue cette mutation joue un réle majeur dans la résistance a la CLA (Mégraud, 2004 ; Seck et
al., 2013 ; Miftahussurur et al., 2016; Miftahussurur et al. 2017).

La mutation A2142C n’a pas été détectée dans les échantillons de biopsies. Ce résultat est
similaire a celui publié en Tunisie (Ben Mansour et al., 2010), mais en U.S.A et au Bresil, ils
ont trouvé que cette mutation est rare (Sanches et al., 2016 ; Chen et al., 2017).

L’un des mécanismes de la résistance des macrolides (CLA) est la modification du site
de fixation du ribosome, ce qui peut consister en un changement de la séquence des bases
azotées de la sous unité 23S de ’ARNr. D’autre part, Tamayo et al. (2017) et Zerbetto De
Palma et al. (2017) ont montré que la présence de la mutation ponctuelle A2143G, plutdt que

les mutations A2142G et A2142C, réduit le taux d’éradication d’H. pylori.

Les macrolides ciblent 'ARN ribosomique 23S. Une modification d’un nucléotide au
niveau du domaine V de la boucle de la peptidyl-transférase, peut conduire a une résistance,
car ils induisent une modification de la conformation du ribosome et diminue I’affinité des
macrolides a I'ARN ribosomique 23S (Mégraud et al., 2015). 1l a été suggeré que la présence
de la mutation in vitro, n’explique pas forcément I’acquisition d’une résistance in vivo (Ateka
et al., 2009).

V.2.2. Détermination des mutations associées a la réesistance a la tétracycline

Dans le cas des TET, la PCR en temps réel est capable aussi de détecter les mutations
associees a la résistance a cette famille d’antibiotiques. Parmi les 212 isolats d’H. pylori, juste
deux ont éte résistants a la tétracycline avec une CMI de 1.5ug/ml. L’analyse des courbes de
fusion, de la PCR en temps réel, de tous les échantillons, a montré deux températures de
fusion correspondantes a deux différents génotypes. Les 230 échantillons de biopsies,
possédant le génotype sauvage, ont montre une température de 61°C correspondante aux
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nucléotides AGA926-928 (figure 22). Par contre, les deux biopsies correspondantes aux

isolats résistants, ont montré une tempeérature de fusion de 50.8°C (figure 22).
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Figure 22. Courbes de fusion de 16S-AGA-Sensor et 16S-TTC-Sensor de la PCR en temps

réel pour détecter les mutations associées a la résistance a la tétracycline.

Le séquencage du fragment du gene de I’ARNr 16S a révélé une mutation A926G chez les

deux mutants. La mutation détectée est une substitution de 1’adénine par une guanine en

position 926 (figure 23).

165-888FW/999RY-50uched3A TATAGACOOOGACCCOCACAAGCOGTGRAGCATATOATTTAATTCGH
165-880FW/399RY-50uche38( TATAGACOGOGACCCGCACAAGCOGTGRAGCATATOGTTTAATTCGH
165-880Fl/999RV-s0uche145 TATAGACOAGRACCCACACAMGCOATGoAGLATATGATTTAATTCGA

S R G e b et R e R e

ATACACGAAGA
ATACACGAAGA
ATACACGAAGA

CRERERRRRER

165-880FW/999RY-50uched3A ACCTTACCTAG
165-880FW/399RY-50uche38( ACCTACCT---
165-880Fl/999RV-s0uche145 AC---------

Figure 23. Alignement multiple de la sequence 880-999 de I’ARNr 16S (Clustal Omega).

16S-880FW/999RV-Souche03A : génotype AGA sensible ; 16S-880FW/999RV-Souche38C et 16S-
880FW/999RV-souche 14S: génotypes GGA résistants.
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Dans cette étude, nous avons montré qu’a partir de 232 biopsies H. pylori positives, deux
souches ont présenté la mutation A926G dans le géne 16S ARNr. Cette mutation peut étre a
I’origine de la résistance aux TET. Ceci a été démontré par de nombreuses études, au Congo
(Ontsira Ngoyi et al., 2015 ), en Iran (Dadashzadeh et al., 2014), et en Angleterre (sept isolats
avec CMI de 0.75 a 4pg/ml) (Lawson et al., 2005).

Selon Gerrits et al. (2002), Nishizawa et Suzuki (2014), Maev et Andreev (2017), la
résistance aux TET est associée aux mutations du géne 16S ARNr. lls ont trouvé que la
transformation de la souche H. pylori 26695 (CMI, 0.19ug/ml) avec I’ADN génomique de la

souche 181 (CMI, 8ug/ml) abouti a I’apparition de colonies résistantes.

Les TET interférent dans la synthese protéique au niveau du ribosome en se liant a la
sous-unité 30S ; un changement dans le triplet de nucléotides (AGA 926) du géne de I'ARNr
16S a ¢été associé a la résistance a cette famille d’antibiotique en raison d'un manque de liaison
a la boucle h1, qui est le site de liaison des TET (Mégraud et al. 2015).

Le polymorphisme du géne codant pour la sous unité 16S de I’ARNr, est une excellente
cible pour la PCR en temps réel et permet de détecter les résistances aux antibiotiques,
directement a partir de la biopsie gastrique sans culture. Cette méthode peut étre utile surtout
dans le cas des patients qui ont présenté un échec au traitement d’éradication (Mégraud et al.
2015).

V.2.3. Détermination des mutations associées a la résistance aux fluoroquinolones
V.2.3.1. Séquencage de la région QRDR du géne gyrA

Le séquencage de la région QRDR du gene gyrA, nous a permis de déterminer les
mutations en positions 87 et 91 (figure 24). Nous avons obtenu une parfaite concordance entre

les deux tests phénotypiques (E-test) et génotypiques (séquencage).

La région QRDR présente un motif caractéristique en acides aminés « NAVYDAL ». Les
deux acides aminés concernes dans ce cas sont I’asparagine « N » et 1’acide aspartique « D ».
Nos résultats ont montré que deux mutations sont impliquées, la substitution de I’asparagine
« N » par la lysine « K » ou I’isoleucine «I » et la substitution de ’acide aspartique « D » par

I’asparagine « N » ou la glycine « G » (figure 24).
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Modéle-sauvage_QRDR -------- LTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHG
dna36R-qrdr - - -MHEIGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHG
dnaé3A-grdr - - -MHEIGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHG
dnaéd2C-grdr - = -MHEIGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHG
dnad3A-grdr LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHG
dna25S-qrdr LYAMHE LGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHG
dnal4C-grdr LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHG

EXEXA XL EX XA XXX XXX KR ERER

NAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGN
TAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGN
AVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGN
NAVYNALVRMAQDF SMRLELVDGQGN
AVYDALMRMAQDFFMRLELVDGQGN
TAVYNALVRMAQDF FMRLELVDGQGN
AVYGALVRMAQDFFMRLELVDGQGN

KEEXERE XXX EXXXXXRE

Modéle-sauvage_QRDR FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDFVPNYDDTLK
dna36éR-qrdr FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDID----==========-
dnaé3A-qrdr FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDID-----==-=======--
dnad2C-qrdr FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDID----=======n==n-
dna43A-qrdr FGSIDGONAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF---=-~----
dna25S-qrdr FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKOTIDF--~--==----
dnal4C-grdr FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF--~-===-~-

EEXEXEXXEXEXXXR XXX XXIEREXRKRER

Figure 24. Alignement multiple d’une partie de la séquence protéique du géne gyrA(Clustal
Omega).

Modele-sauvage QRDR modeéle : sauvage contient le motif NAVYDAL ; dna36R-grdr : substitution de
I’asparagine par 1’isoleucine en position 87, mutant résistant ; dna63A-qrdr : substitution de 1’asparagine par la
lysine en position 87, mutant résistant; dna42C-qrdr : substitution de I’acide aspartique par 1’asparagine en
position 91, mutant résistant ; dna43A-qrdr : substitution de ’asparagine par la thréonine en posistion 87,
sauvage sensible ; dna25S-qrdr : substitution de 1’asparagine par la thréonine en position 87 et I’acide

aspartique par 1’asparagine en position 91, mutant résistant ; dnal4C-grdr substitution de ’asparagine par la

thréonine en position 87 et ’acide aspartique par la glycine en position 91, mutant résistant.

Dans notre étude, la mutation la plus fréquente a été la substitution N87K, présente chez
44.73% de cas, suivie par la substitution D91N présente chez 23.68% de cas puis la
substitution N87I présente chez 18.42% de cas. La mutation la moins fréquente a été la
substitution D91G présente chez 7.89% de cas (tableau 17).

Deux isolats résistants (CMI 1.5 et 2pg/mL) n’ont présenté aucune mutation dans la
région QRDR. Les isolats présentant les mutations en position 87 ont été caractérisés par des
CMI élevées (CMI >8ug/ml) (Tableau 17). Les isolats sensibles n’ont présenté aucune
mutation dans la région QRDR, mais nous avons trouvé 42 isolats sensibles avec une

séquence N87T (ACC), caractéristique d’un génotype sauvage.

95



Résultats et discussion

Tableau 17. Les mutations dans la région QRDR du géne gyrA des isolats résistants.

Patients N/total (%) CMI (pg/mL) Nucleotides gyrA mutation
7/38 (18.42) 8-32 AAC -ATC N871
17/38 (44.73) 8-32 AAC -AAA N87K
9/38 (23.68) 2-8 GAT-AAT DI1N
3/38 (7.89) 2 GAT-GGT DI1G

Dans cette étude, nous n’avons trouvé aucune corrélation entre la présence d’une mutation
donnée et le degré de résistance. Les 34 isolats résistants aux FLU portent une mutation de la
région QRDR du gene gyrA, déja décrite dans la bibliographie (Ontsira Ngoyi et al., 2015 ;
Sanches et al., 2016 ; Miftahussurur et al. 2017).

Les mutations N87K et D91N ont été les plus fréguentes, ceci concorde avec les résultats
d’autres études (Trespalacios-Rangél et al., 2016 ; Zerbetto De Palma et al., 2017). Comme
les deux isolats, résistants a la ciprofloxacine, n’ont montré aucune mutation dans la région

QRDR, nous supposons qu’une autre mutation ou un autre mécanisme peuvent étre impliqués.

D’autre part, les degrés les plus élevés de résistance ont été observés dans les mutations
N871 et D91G (CMI de 32ug/ml). D’autres études en Afrique, en Asie et en Europe
confirment ce résultat (Ontsira Ngoyi et al., 2015 ; Miftahussurur et al. 2017 ; Zamani et al.
2017).

Les FLU ont une trés bonne activité contre les bactéries Gram-négative et Gram-positive
(Cammarota et al., 2000 ; Bogaerts et al., 2006). Leur mode d’action est 1’inhibition de la

topo isomérase bactérienne type I, nommée ADN gyrase.

Le mécanisme le plus fréquent de résistance aux FLU est la survenue de mutations
ponctuelles des génes codants pour ’ADN gyrase (gyrA). L’absence d’une cible secondaire
pour les FLU implique que de petites modifications touchant le géne gyrA, peuvent étre
suffisantes pour rendre H.pylori résistante a cette famille d’antibiotiques (Miyachi et al.,
2006 ; Cattoir et al., 2007 ; Liou et al., 2015 ; Mégraud et al., 2015).
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V.2.4. Détermination des mutations associées a la résistance au MTZ

Dans cette étude nous avons évalué les variations dans le géne rdxA et les altérations en

acides amineés de la chaine peptidique correspondante.

Parmi les souches résistantes aux MTZ étudiées, 14.1% ont montré la présence d’un
peptide RdxA tronqué (figure 25). La cause de cette terminaison prématurée est due a

I’introduction d’un codon stop en substitution d’un seul acide aminé.

dna28C-rdxA
dnadlC-rdxA
dnaldC-rdxh
dnaB7A-rdxA
dnal2R-rdxA
dna2lC-rdxA

dna28C-rdxA
dna@lC-rdxA
dnaldl-rdxA
dnaB7A-rdxh

MKF LDQEXRROLLNERHSCKMFDSHYEF S STELEETAETARLSPSSYNTQPWHFVMVDKD
MKF LDQEXRKQL LNERHSCKMFDSHYEFSSTELEETAETARLSPSSYNTQPWHFVMVDKD
MKF LDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEETAEIARLSPSSYNT - - - - - -—- -~
1G5 e
MKFLDQEKRKQLLNER == - - = == == === = === o mmmsmemmme i emcmm e mmm e
MKF LDQEXRKOL LNERHSCKMFDSHYEFSSTELEETAETARLSPSSYNTQPWHFVMVDKD

FEdkkkkiE .

LKKQIAAHSYFMEEMIKSASAL MVWCSLRPSELLPRGHYMOMNLYPESYEVRVISFAQMLG
LEKQIAAHSY FMEEMIKSASALMVWCSLRPSELLPRGHYMONLYPESYEVRVISFAQMLG

dnal2R-rdxA
dna2lC-rdxA

dna2BC-rdxh VRF-------mm e e e
dnafll-rdxA
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dnaflC-rdxA
dnaldC-rdxh
dnaB7A-rdxA
dnal2R-rdxA
dna2lC-rdxA

Figure 25. Alignement multiple de séquences RdxA des isolats résistants avec un arrét

prématuré de la traduction de la séquence protéique(Clustal Omega).

En plus des peptides tronqués, 8.9% des échantillons ont montré des insertions/delétions
de nucléotides, codant pour un peptide RdxA complet. Alors que, le reste des isolats (13%)
n’ont montré aucune modification de la séquence rdxA. Les mutations les plus fréquentes ont
été trouvées dans les positions A111V (53.3%), H53R (23.7%), R16C (11%) et A202D (4%)
(figure26).
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Figure 26. Alignement multiple de séquences RdxA des isolats résistants avec différentes

mutations (Clustal Omega).

Nous n’avons pu déterminer aucune corrélation entre le degré de résistance au MTZ et le

type ou le nombre des mutations trouvées. La corrélation entre les mutations du géne rdxA et

la résistance au MTZ chez H. pylori a été démontrée dans de nombreuses études et ce

particulierement par Min et al. (2017). Beaucoup de mutations ponctuelles existent dans le

géne rdxA mais leurs positions ne sont pas uniformes a travers les différentes régions

géographiques. En Egypte (Ramzy et al. 2016), en Colombie (Acosta et al. 2017) et en Chine

(Yue et al. 2014), plusieurs mutations ont été décrites.

Dans une autre étude effectuée par Butlop et al. (2016), IIs ont trouvé que d’autres

mutations sont impliquées (D59N, T31E et R131K). En particulier, les mutations nonsens ont

été plus fréquentes chez les isolats avec des CMI éleveées (32 g/ml), ce phénomeéne a été aussi
décrit par Secka et al. (2013) en Gambie.
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Comme prévu, dans cette étude nous avons pu démontrer que les isolats résistants
possedent des mutations aléatoires et trés variées. Par ailleurs, quelques isolats n’ont présenté
aucune modification de la séquence de ce géne, ce qui peut étre expliqué par le fait que
d’autres enzymes redox sont impliqués dans la résistance. Ces observations ont été décrites
par nombreuses études ; I’inactivation du rdxA ne conduit pas essentiellement a la résistance
au MTZ, ceci peut étre due a une augmentation du taux d’expression du géne frxA
nitroreductase (Secka et al., 2013 ; Ramzy et al. 2016).

L’action antimicrobienne du MTZ est dépendante de 1’activation réductive de ce dernier
par le system redox de la cellule cible. Toute molécule cellulaire ayant un potentiel
d’oxydoréduction plus négative que celui du MTZ, va donner un électron a ce dernier, ce qui
va conduire a une activation réductive. La RdxA nitroréductase convertit le MTZ pro drogue
en un mutagene et un hydroxylamine endommageant I’ADN (Martinez-Julvez et al. 2012 ;
Mégraud et al., 2015). Tous les facteurs influengant 1’activité de cette enzyme peuvent

contribuer a la résistance au MTZ.
V.2.5. Détermination des mutations associées a la résistance a la rifampicine

Dans cette étude, nous n’avons trouvé aucune résistance a la RIF sauf que deux isolats
ont montré une CMI (0.75 mg/L) proche de la limite de la résistance. Pour évaluer les
changements possibles a 1’origine du changement de ’affinité de la RIF et I’ARN polymérase
ADN-dépendante, nous avons procédé par un séquencage de la région RRDR du géne rpoB.
La comparaison de la séquence peptidique des deux isolats et la séquence d’une souche de

référence sensible, n’a révélé aucune modification (figure 27).

NP_2@87989.1 VEMOKTIKDKLT TMSGAFDSLMPHOLYNSKMITSTIMEF FMGGOLSQFMDQTHPLSEVTH
A12-FrpoB-RrpoB-PEP  —--oommm e oo MGEQLSQFMDQTNPLSEVTH
IR N TR R S — MGGOLSQFMDOTNPLSEVTH

e S L]
NP_237989.1 KRRLSALGEGGLVEDRVGFEARDWHPTHYGRICPIETPEGOMIGLINTLSTFTRVMDLGF
A12-FrpoB-RrpoB-PEP KRRLSALGEGGLVEDRVGFEARDVHPTHYGRICPIETPEGONIGLINTLSTFTRVN- - - -
C@8-Frpob-RrpoB-PEP KRRLSALGEGGLVEDRVGFEARDVHPTHYGRICPIETPEGONIGLINTLSTFTRVN- - - -

E R R R R R R R R R R P R R RS

Figure 27. Alignement multiple des séquences RRDR (Clustal Omega).
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La résistance a la RIF est rare. Dans une étude au Japon, Sur 414 patients, ils ont trouvé
un seul isolat résistant a la RIF avec des mutations ponctuelles (Nishizawa et al. 2011 ;
Mégraud et al., 2015). Généralement, les codons impliqués dans la résistance d’H.pylori a la
RIF sont : le codon 149 (V149F) (Heep et al., 2000) ou les codons 530, 538, 540, 525 (Hays
etal., 2017).

La rifabutine et les autres dérivés de la RIF sont des inhibiteurs d’H.pylori a de trés basses
concentrations in vitro. La triple thérapie incluant la rifampicine, 1’amoxicilline, et un
inhibiteur de la pompe a protons est trés efficace pour 1’éradication d’H. pylori apres 1’échec

des autres thérapies ; spécialement dans le cas de la résistance aux autres antibiotiques.

La résistance a la RIF est due a un changement dans la séquence en acides aminés de la
sous-unité  de I’ARN polymérase (RpoB). Les mutations des codons 146, 507 a 533, 563 a
572 et 687 du generpoB d’Escherichia coliou des codons 507 a 533 du
géne rpoB de Mycobacterium tuberculosis, sont la cause de la résistance (Nishizawa et al.
2011 ; Mégraud et al. 2015).

V.3. Etude des populations multiples

V.3.1. Criblage des populations sensibles et résistantes & la CLA colonisant le méme

patient

Plusieurs méthodes ont été employées pour confirmer que H. pylori posséde une trés
grande diversité. Ce polymorphisme est non seulement trouvé dans le génome d’H. pylori
isolée de différents patients, mais aussi chez un méme patient infecté par plusieurs
populations d’H. pylori. Les facteurs de virulence et la résistance aux antibiotiques de cette
bactérie ont été largement étudiés pour identifier la multiple colonisation chez le méme
individu. Mais ces deux variables sont insuffisantes pour déceler de minimes variations entre

les souches présentes chez un méme patient.

A partir des résultats de la PCR en temps réel et selon les résultats de la susceptibilité aux
antibiotiques, 10 patients ont fait 1’objet d’un criblage des populations d’H. pylori présentes

chez chacun de ces patients.

Les colonies isolées a partir de 1’échantillon de biopsie de chaque patient ont poussé soit
sur le milieu de culture additionné de CLA (01mg/L), ce qui confirme leur résistance a cet
antibiotique ou sur le méme milieu exempt de CLA mais pas sur le milieu additionné de

CLA, ce qui confirme leur sensibilite.
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Les isolats résistants et sensibles du criblage issus du méme patient ont été sélectionnés
pour [I’étude des populations multiples, etude de la susceptibilité aux antibiotiques,
séquencage des genes gyrA et rdxA, PCR en temps réel pour détecter les mutations du ARNr
23S et étude de polymorphisme par PCR-RAPD et PCR-RFLP.

Au total, 200 colonies ont été isolées, d’ou 20 colonies pour chaque patient, 10 colonies
sensibles et 10 colonies résistantes a la CLA. La sensibilité a la CLA a été testée pour
déterminer la CMI exacte correspondante a chaque isolat. Tous les patients ont présenté au

moins deux isolats avec des CMI différentes (tableau 18).

Tableaul8. Nombre d’isolats et CMI correspondante a chaque isolat par patient aprés

criblage des populations.

Patients Résistants a CLA Sensibles 8 CLA
Isolat (CMI) Isolat (CMI)
Patient 1 14C-1 1.5 mg/L 14C-11 0.5 mg/L
14C-2 1.5mg/L 14C-12 0.5 mg/L
14C-3 1.5mg/L 14C-13 0.5 mg/L
14C-4 1.5mg/L 14C-14 0.5 mg/L
14C-5 4mg/L 14C-15 0.5 mg/L
14C-6 4mg/L 14C-16 0.5 mg/L
14C-7 4mg/L 14C-17 0.5 mg/L
14C-8 4mg/L 14C-18 0.5 mg/L
14C-9 4mg/L 14C-19 0.5 mg/L
14C-10 4mg/L 14C-20 0.5 mg/L
Patient 2 25C-1 2mg/L 25C-11 0.75 mg/L
25C-2 2mg/L 25C-12 0.75 mg/L
25C-3 2mg/L 25C-13 0.75 mg/L
25C-4 2mg/L 25C-14 0.75 mg/L
25C-5 2mg/L 25C-15 0.75 mg/L
25C-6 2mg/L 25C-16 0.75 mg/L
25C-7 2mg/L 25C-17 0.75 mg/L
25C-8 2mg/L 25C-18 0.75 mg/L
25C-9 2mg/L 25C-19 0.75 mg/L
25C-10 2mg/L 25C-20 0.75 mg/L
Patient 3 46C-1 1.5 mg/L 46C-11 0.032 mg/L
46C-2 1.5 mg/L 46C-12 0.032 mg/L
46C-3 1.5 mg/L 46C-13 0.032 mg/L
46C-4 1.5 mg/L 46C-14 0.032 mg/L
46C-5 1.5 mg/L 46C-15 0.032 mg/L
46C-6 1.5 mg/L 46C-16 0.032 mg/L
46C-7 1.5 mg/L 46C-17 0.032 mg/L
46C-8 1.5 mg/L 46C-18 0.032 mg/L
46C-9 1.5 mg/L 46C-19 0.032 mg/L
46C-10 1.5 mg/L 46C-20 0.032 mg/L
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Patient 4 03s-1 1.5 mg/L 03S-11 0.064 mg/L
03S-2 1.5 mg/L 03S-12 0.064 mg/L
03S-3 1.5 mg/L 03S-13 0.064 mg/L
03S-4 1.5 mg/L 03S-14 0.064 mg/L
03S-5 1.5 mg/L 03S-15 0.064 mg/L
03S-6 1.5 mg/L 03S-16 0.064 mg/L
03S-7 1.5 mg/L 03S-17 0.064 mg/L
03S-8 1.5 mg/L 03S-18 0.064 mg/L
03S-9 1.5 mg/L 03S-19 0.064 mg/L

03S-10 1.5 mg/L 03S-20 0.064 mg/L

Patient 5 19s-1 8mg/L 19s-11 0.75 mg/L
19S -2 8mg/L 19S -12 0.75 mg/L
19S-3 8mg/L 19S-13 0.75 mg/L
19S-4 8mg/L 19S-14 0.75 mg/L
19S-5 8mg/L 19S-15 0.75 mg/L
19S-6 8mg/L 19S-16 0.75 mg/L
19S-7 8mg/L 19S-17 0.75 mg/L
19S-8 8mg/L 19S-18 0.75 mg/L
19S-9 8mg/L 19S-19 0.75 mg/L
19S-10 8mg/L 19S-10 0.75 mg/L

Patient 6 07S-1 32 mg/L 07s-11 0.75 mg/L
07S-2 32mg/L 07S-12 0.75 mg/L
07S-3 32mg/L 07S-13 0.75 mg/L
07S-4 32mg/L 07S-14 0.75 mg/L
07S-5 32mg/L 07S-15 0.75 mg/L
07S-6 32mg/L 07S-16 0.75 mg/L
07S-7 32mg/L 07S-17 0.75 mg/L
07S-8 32mg/L 07S-18 0.75 mg/L
07S-9 32mg/L 07S-19 0.75 mg/L

07S-10 32mg/L 07S-20 0.75 mg/L

Patient 7 22R-1 3 mg/L 22R-11 0.016 mg/L
22R-2 3 mg/L 22R-12 0.016 mg/L
22R-3 3 mg/L 22R-13 0.016 mg/L
22R-4 3 mg/L 22R-14 0.016 mg/L
22R-5 3 mg/L 22R-15 0.016 mg/L
22R-6 3 mg/L 22R-16 0.016 mg/L
22R-7 3 mg/L 22R-17 0.016 mg/L
22R-8 3mg/L 22R-18 0.016 mg/L
22R-9 3 mg/L 22R-19 0.016 mg/L

22R-10 3mg/L 22R-20 0.016 mg/L

Patient 8 05S-1 4mg/L 05S-11 0.032 mg/L
05S-2 4mg/L 05S-12 0.032 mg/L
05S-3 4mg/L 05S-13 0.032 mg/L
055-4 4mg/L 05S-14 0.032 mg/L
05S-5 4mg/L 05S-15 0.032 mg/L
05S-6 4mg/L 05S-16 0.032 mg/L
05S-7 4mg/L 05S-17 0.032 mg/L
05S-8 4mg/L 05S-18 0.032 mg/L

102



Résultats et discussion

05S-9 4mg/L 05S-19 0.032 mg/L
05S-10 4mg/L 05S-20 0.032 mg/L
Patient 9 16R-1 132 mg/L 16R-11 0.75 mg/L
16R-2 132 mg/L 16R-12 0.75 mg/L
16R-3 132 mg/L 16R-13 0.75 mg/L
16R-4 132 mg/L 16R-14 0.75 mg/L
16R-5 132 mg/L 16R-15 0.75 mg/L
16R-6 132 mg/L 16R-16 0.75 mg/L
16R-7 132 mg/L 16R-17 0.75 mg/L
16R-8 132 mg/L 16R-18 0.75 mg/L
16R-9 132 mg/L 16R-19 0.75 mg/L
16R-10 132 mg/L 16R-20 0.75 mg/L
Patient 10 28R-1 1.5 mg/L 28R-11 0.016 mg/L
28R-2 1.5 mg/L 28R-12 0.016 mg/L
28R-3 1.5 mg/L 28R-13 0.016 mg/L
28R-4 1.5 mg/L 28R-14 0.016 mg/L
28R-5 1.5 mg/L 28R-15 0.016 mg/L
28R-6 1.5 mg/L 28R-16 0.016 mg/L
28R-7 1.5 mg/L 28R-17 0.016 mg/L
28R-8 1.5 mg/L 28R-18 0.016 mg/L
28R-9 1.5 mg/L 28R-19 0.016 mg/L
28R-10 1.5 mg/L 28R-20 0.016 mg/L

Les isolats sensibles et résistants a la CLA ont fait ’objet d’une étude de la sensibilité au

MTZ et au FLU ainsi que la détermination du génotype virulent (vacA et cagA).

Les résultats du criblage ont révélé que tous les patients étudiés sont porteurs d’au moins
deux génotypes différents. Le patient 01 est colonisé par 5 différents génotypes en se basant

sur la résistance ou la sensibilité a la CLA, au FLU et au MTZ ainsi que la présence ou

I’absence du cagA et vacA (tableau 19).

Le patient numéro 06 est colonisé par 3 génotypes différents en se basant sur les mémes

criteres, le reste des patients sont colonisés par deux génotypes différents sensibles ou

résistants a la CLA seulement et les autres criteres sont identiques (tableau 19).
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Tableau 19. Résultats de la sensibilité aux antibiotiques et génotypage des isolats issu du

criblage des doubles populations de chaque patient.

antibiotiques Facteurs de virulence
Isolats
CLA MTZ FLU vacA cagA
14C-1, 14C-2, 14C-3 et 14C-4 R R R + +
14C-5, 14C-6, 14C-9 et 14C-10 R R S + +
14C-7 et 14C-8 R R R +
Patient 01 ~ 14C-11, 14C-12, 14C-13, 14C-14
S R S + +
et 14C-15
14C-16, 14C-17, 14C-18, 14C-19
S R S +
et 14C-20
Patient 02 De 25C-1a 25C-10 R R S + +
De 25C-11 & 25C-20 S R S + +
Patient 03 De 46C-1a 46C-10 R R S + +
De 46C-11 & 46C-20 S R S + +
Patient 04 De 03S-1a 03S-10 R R S + +
De 03S-11 & 03S-20 S R S + +
Patient 05 De 19S-1a 19S-10 R R S +
De 19S-11 a 19S-20 S R S +
07S-1, 07S-2, 07S-3, 07S-4 et
R R R + +
07S-5
Patient08  475.6, 0757, 075-8, 075-9 et
R S R + +
07S-10
De 07S-11 4 07S-20 S S S +
Patient 07 De 22R-10 a 22R-10 R S S +
De 22R-11 & 22R-20 S S S +
Patient 08 De 05S-11 & 05S-20 R R S + +
De 05S-11 a 05S-20 S R S + +
Patient 09 De 16R-1 a 16R-10 R R S + +
De 16R-11 & 16R-20 S R S + +
Patient 10 De 28R-1 a 28R-10 R S S +
De 28R-11 a 28R-20 S S S +

V.3.1.1. Hétéro- résistance
A. Hétéro- résistance et mécanismes moléculaires associés a la résistance a la CLA

Les résultats de la PCR en temps réel, mise au point pour la détermination des mutations
associees a la résistance aux macrolides apres criblage ont montré que chaque isolat posséde
un seul genotype soit sauvage (isolat sensible) ou mutant A2143G (isolat résistant). Le
phénomeéne observé, sur les courbes de fusion de la FRET-PCR, avant le criblage des isolats
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(apparition de deux pics) (figure 28) a disparu ce qui prouve que 1’opération a aboutit a la

séparation des deux génotypes sauvage et mutant.
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Figure 28. Courbes de fusion de la PCR en temps réel pour détecter les mutations associées a
la résistance a la CLA chez les isolats aprés criblage des doubles populations.

Plusieurs études ont montré que chez un méme hote, il peut exister deux différents
génotypes, un sauvage sensible a la CLA et un autre mutant résistant (Kao et al., 2014 ; Farzi
et al. 2015). Ce phénomeéne est appelé hétéro-résistance.

B. Hétéro- résistance et mécanismes moléculaires associés a la résistance aux FLU

Le sequengage de la région QRDR du géne gyrA des isolats sensibles et résistants a la
CLA, aprés criblage, a montré que les isolats sensibles au FLU ne possédaient aucune
mutation.
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Par contre, les isolats résistants possédaient les mémes mutations, trouvées avant le
criblage, et ceux issus du méme patient présentaient la méme mutation. La comparaison de la
séquence d’ADN et la séquence peptidique des isolats sensibles et résistants issus du méme

patient, n’a montré aucune différence notable (annexe03).

Ce résultat indique qu’il peut s’agir d’une méme souche qui a développé une résistance a
la CLA et a abouti a deux population: une sensible a la CLA et ’autre résistante. Ce
phénomene a été déja décrit dans d’autres travaux (Kao et al., 2014 ; Farzi et al., 2015 ;
Hanafi et al., 2016).

C. Hétéro- résistance et mécanismes moléculaires associés a la résistance au MTZ

En ce qui concerne le MTZ, Le séquengage du gene rdxA, apres criblage des isolats
sensibles et résistants a la CLA, a montré que tous les isolats sensibles ou résistants au MTZ
issus du méme patient présentaient les mémes mutations, sauf pour le patient 01 ou nous
avons trouvé quelques variations entre les isolats résistants au MTZ. Les Isolats de C14-3 a
C14-20 sont résistants au MTZ par terminaison prématurée de la traduction (apparition de
codon stop) conduisant a un peptide tronqué. Alors que les isolats C14-1 et C14-2 sont

résistants au MTZ par substitution d’acides aminés due a une mutation ponctuelle (figure 29).

dnal4C-1-rdxA-PEP
dnal4C-2-rdxA-PEP
dnal4C-3-rdxA-PEP
dnal4C-4-rdxA-PEP
dnal4C-5-rdxA-PEP
dnal4C-6-rdxA-PEP
dnal4C-7-rdxA-PEP
dnal4C-8-rdxA-PEP
dnal4C-9-rdxA-PEP
dnal4C-10-rdxA-PEP
dnal4C-11-rdxA-PEP
dnal4C-12-rdxA-PEP
dnal4C-13-rdxA-PEP
dnal4C-14-rdxA-PEP
dnal4C-15-rdxA-PEP
dnal4C-16-rdxA-PEP
dnal4C-17-rdxA-PEP
dnal4C-18-rdxA-PEP
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dnal4C-20-rdxA-PEP
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MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* - —————-—--—
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* - - ——-——-—---—
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* - —————-—--—
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* - - ——-—-—-—---—
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* - —————-—--—
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* - —————-—--—
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* - - ——-—-—--—
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* - —————-—--—
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dnald4C-17-rdxA-PEP = =  — == - = - oo e e e
dnaldC-18-rdxA-PEP = =  —— === - -
dnald4C-19-rdxA-PEP = = —————— - - ——————
dnal4C-20-rdxA-PEP = = —————— - - ——————

dnal4C-1-rdxA-PEP VRFNHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
dnal4C-2-rdxA-PEP VRFNHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
dnald4C-3-rdxA-PEP = =  ————— - — i —
dnaldC-4-rdxA-PEP =  —— - - - - — oo
dnald4C-5-rdxA-PEP = =  ————— - —
dnaldC-6-rdxA-PEP = =  —— - - - -
dnald4C-7-rdxA-PEP = =  ————— - m—————
dnal4C-8-rdxA-PEP = =  ————— - ——————
dnaldC-9-rdxA-PEP = =  — = - = - -
dnald4C-10-rdxA-PEP = = —————— - ——————
dnaldC-11-rdxA-PEP = —— - = - - oo
dnald4C-12-rdxA-PEP =  —————— - — i —
dnald4C-13-rdxA-PEP = = —————— - — e ——————
dnaldC-14-rdxA-PEP = — === - - oo
dnal4C-15-rdxA-PEP = = ——————— - ——————
dnaldC-16-rdxA-PEP = = —— === - ——————
dnald4C-17-rdxA-PEP =  —————— - ——————
dnald4C-18-rdxA-PEP = = ——————— - ————————
dnaldC-19-rdxA-PEP = =  —— === -
dnald4C-20-rdxA-PEP = = —————— - - - ——————

dnal4C-1-rdxA-PEP CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
dnal4C-2-rdxA-PEP CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
dnaldC-3-rdxA-PEP =  —————— e
dnal4C-4-rdxA-PEP =  —— ===
dnaldC-5-rdxA-PEP = —————— e
dnaldC-6-rdxA-PEP = ————— e
dnal4C-7-rdxA-PEP =  ————— e
dnaldC-8-rdxA-PEP = =  ————— e
dnal4C-9-rdxA-PEP =  ————— e
dnaldC-10-rdxA-PEP =  —=—————— e
dnaldC-11-rdxXA-PEP =  —=————m e
dnaldC-12-rdxA-PEP =  ———=———m— e
dnaldC-13-rdxXA-PEP =  —=——— -
dnaldC-14-rdxA-PEP ———————m— e
dnaldC-15-rdxA-PEP = = ————————m e
dnaldC-16-rdxA-PEP = ——————— e
dnaldC-17-rdxXA-PEP =  ————— e
dnaldC-18-rdXA-PEP = ——————— e
dnaldC-19-rdxA-PEP ———————m— e
dnaldC-20-rdxA-PEP =  —=—————— e

Figure 29. Alignement multiple des séquences peptidiques codées par le géne rdxA des

isolats sensibles et résistants a la CLA du Patient 01 (Clustal Omega); Isolats De C14-3 & C14-20

résistants au MTZ par terminaison prématurée de la traduction (apparition de codon stop) ; C14-1 a C14-2

résistants au MTZ par mutations ponctuelles.

Ce résultat a été¢ ¢élucidé par la comparaison des séquences d’ADN et des séquences
peptidiques correspondantes des isolats sensibles et résistants issus du méme patient. En
effet, ce résultat confirme qu’il s’agit des mémes souches mais qui ont subit des modifications
aboutissants a deux populations, une résistante a la CLA et 1’autre sensible. Plusieurs travaux

ont evoqué ce phénomeéne (Kao et al., 2014 ; Farzi et al., 2015 ; Hanafi et al., 2016).

L’émergence de bactéries résistantes comme résultats d’adaptation aux antibiotiques, est
sans doute un phénoméne qui attire la préoccupation des spécialistes veillant sur la santé

publique. Chez H.pylori, ces mutations jouent un réle plus important que le transfert de genes.
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Plusieurs études ont montré que la résistance au MTZ chez H. pylori résulte de
I’inactivation du geéne rdxA. Les analyses de paires d’isolats MTZ-R et MTZ-S de patients
individuels ont indiqué que les isolats MTZ-R nouvellement crées résultaient d’une
substitution de bases azotées d’un autre isolat sensible, et non pas d’un transfert d’un
déterminant de résistance préexistant dans une autre souche résistante (Goodwin et al., 1998 ;
Kao et al., 2014 ; Farzi et al., 2015).

Ces populations ont subi un typage pour voir s’il s’agit vraiment d’un méme type d’ H.
pylori qui a développé une mutation, pour modifier la cible de 1’antibiotique, ou s’il s’agit

d’une infection mixte.
V.3.1.2. Hétéro-reésistance, quasi-espéce et infection mixte

La notion d’hétéro-résistance est définie comme la coexistence d’isolats sensibles et
résistants au méme antibiotique chez le méme hote. Ceci est un phénoméne courant chez les
populations d’H. pylori et peut étre le résultat d'infections multiples (isolats non apparentés)
ou de la présence de variants sensibles et résistants de la méme souche (isolats apparentés)
(De la Obra et al., 2001). La raison pour laquelle, le prélévement d’un seul fragment de
biopsie n’est jamais représentatif dans le cas de 1I’étude de la sensibilité d’H. pylori aux
antibiotiques. Surtout que cette bactérie n’est jamais distribuée d’une fagon uniforme dans
I’estomac. Ceci peut causer une sous-estimation de la résistance aux antibiotiques chez un

patient.

Cette partie de ce travail a été consacrée pour 1’étude de ce phénoméne. La distinction des
infections multiples a été faite en se basant sur la présence des facteurs de virulence (cagA et

vacA) et I’é¢tude du polymorphisme.

Concernant la présence du vacA et la distribution de ses alléles, avant le criblage des
populations multiples, nous avons remarqué qu’en utilisant la PCR, 1’'un des deux alléles de
la région s et m du géne vacA a été amplifié ou, comme le cas pour certains patients, les deux

alléles de la région s ont été amplifiés pour un méme patient (échantillon 1 et 11 ; figure 30).
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Figure 30. La detection des alleles vacA par PCR avant criblage.

Puits 8, 100 bp marqueur de taille; puits 1et 11: double population vacA slmlet vacA s1lm2; puits 15 : contrdle
positif (souche J99). Taille des alleles (s1: 259pb, s2 :285ph, m1:567pb and m2 :642pb) .

Apreés criblage des populations, nous avons découvert qu’un méme patient pouvait étre
infecté par deux génotypes différents tels que le patient 01. Ce patient posséde un génotype
slml et un autre sim2 (figure 31), ceci peut étre du au fait que ce patient est soit infecté par
deux souches différentes ou bien par la méme souche qui a subi une recombinaison (Kuipers
et al., 2000 ; Blaser, 2012).
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Figure 31. La détection des alleles vacA par PCR apres criblage des populations issues du
patient 01.

Puits 8, 100 bp marqueur de taille; puits 1a 7: génotype vacA slml; puits 9 a 11: génotype vacA slml. Taille
des alléles (s1: 259pb, s2 :285pb, m1:567pb and m2 :642pb).
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La recherche de la présence ou 1’absence du cagA, chez les isolats issus du criblage a

montré que chez un méme patient, H. pylori peut exprimer le cagA ou pas (figure 32 et 33).

Figure 32: La détection du cagA par PCR apres criblage de populations issues du patient 01,

isolats résistants a la CLA. Puits 8, 100 bp marqueur de taille; puits 1a 6, 10, 11et 12: génotype cagA
positif; Puits 7 et 9 : génotype cagA négatif.

Figure 33: La détection du cagA par PCR aprés criblage de populations issues du patient 01,

isolats sensibles a la CLA. Puits 8, 100 bp marqueur de taille; puits 1a 5: génotype cagA positif; Puits 6, 7,
9412 : génotype cagA négatif.

Selon nos résultats, nous présumons que ce facteur de virulence est concerné par les
recombinaisons. Plusieurs travaux ont montré que 1’acquisition ou la perte de I’ilot de
pathoginicité cag-PAl est possible (Kersulyte et al., 1999; Jafri et al., 2010) . Par ailleurs, la
contamination d’un patient par plusieurs souches différentes d’H. pylori est tres fréquente.
Surtout dans les pays en voie de développement ou les conditions favorisent le transfert d’H.

pylori entre les individus (Ozbey et Hanafiah, 2017).
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La PCR-RAPD est une technique qui peut déceler de minimes variations entre les souches
bactériennes. Elle donne des profils spécifiques & chaque souche en se basant sur la présence
de séquences particulieres, en utilisant différentes amorces, dans I'ensemble du génome

bactérien.

Les similitudes entre les isolats sensibles et résistants a la CLA du méme patient, ont été
vérifiées par deux amorces 1254 et 1281. Comme résultat, le taux de colonisation par de
multiples génotypes d’H. pylori a été de 70%. Les profils RAPD des isolats ont été
considérés comme étant du méme type et de méme génotype chez 3 patients seulement. Les
isolats issus de ces patients different par un seul et unique critére, il s’agit de la résistance a la
CLA.

Les 20 isolats sensibles et résistants a la CLA, issus du patient 01, ont produit des profiles
presque similaires malgré la diversité trouvée parmi les autres critéres (vacA, cagA, résistance
a la CLA, MTZ, FLU et mécanismes moléculaires impliqués) (figure 35 et 36) (tableau 20).
Ce dernier résultat prouve que ce patient est infecté par un seul type d’H. pylori qui a subi des

modifications au cours de sa colonisation.

Concernant le reste des patients, nous avons trouvé qu’un individu peut étre colonisé par
trois populations d’H. pylori ou plus (figure 34) (tableau 20). Nous anons réussi a déterminer
la diversité d’H. pylori au sein d’un méme patient en utilisant deux amorces, ces résultats ont

été reproductibles.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 M

Figure 34:Profil RAPD de I’amorce1254 des isolats sensibles et résistants isolés du Patient
09 (tout les autres critéres sont similaires, CLA-R/S, 3types RAPD)
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Figure35 : Profil RAPD de I’amorce1254 des isolats sensibles et résistants isolés du
patient01 (RAPD TYPEL, CLA-R/S, MTZ-R/S, FLU-S, vacA s1lml, cagA+)
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Figure 36:Profil RAPD de I’amorce 1281 des isolats sensibles et résistants isoles du patient
01(RAPD TYPEL, CLA-R/S, MTZ-R/S, FLU-S, vacA slml, cagA+)

Pour confirmer la diversité trouvée par la technique RAPD-PCR, nous avons pratiqué une
PCR-RFLP sur un géne de ménage hautement conservé chez H. pylori. Les profiles RFLP
obtenus ont montré les méme résultats que les profiles RAPD, mais la PCR-RAPD a été plus
sensible aux variations génomiques par rapport a la PCR-RFLP (tableau20). Cette technique
nous a permis de voir si les isolats issus d’un méme individu et possédant un méme type
RAPD ou des types rapprochés, sont descendants d’une méme souche ancestrale et donc

confirmer que la notion de quasi-espece existe chez les patients étudiés.
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Tableau 20. Génotypes présents chez chaque patient étudiés

CLA MTZ FLU vacA cagA  Nbre de types RAPD  Nbre de types RFLP
Patient 01 R/S R R/S siml, sim2 +/- Un seul type Un seul type
Patient 02 R/S R S siml + Un seul type Un seul type
Patient 03 R/S R S sim2 + 3 types 2types
Patient 04 R/S R S siml + 4 types 2 types
Patient 05 R/S R S s2m2 - 3 types 1 type
Patient 06 R/S R/S R simi, s2m2 +/- 5 types 3 types
Patient 07 R/S S S s2m2 - Un seul type Un seul type
Patient 08 R/S R S siml + 4 types 2 types
Patient 09 R/S R S siml + 3 types 2 types
Patient 10 R/S S S s2m2 - Un seul type Un seul type

Enfin, les résultats de ce travail, ont montré qu’en plus des mutations induisant la
résistance aux antibiotiques, H. pylori subit de nombreuses modifications génomiques,

contribuant a son adaptation durant sa longue colonisation d™un individu.

Plusieurs publications ont fait I’objet de 1’étude de ce phénomene. Ben Mansour et ses
collegues (2016) ont étudié ce phénoméne a grande échelle en distinguant les infections
multiples en ce basant sur les facteurs de virulence (cagA et vacA), la sensibilité aux

antibiotiques et le polymorphisme (RAPD).

Il a été rapporté que dans les infections mixtes non multiples, un clone résistant émerge du
clone sensible sous pression sélective en raison de la consommation d'antibiotiques. Tandis
que dans les infections multiples, l'individu est infect¢é par deux souches ou plus
génétiquement distinctes. Les infections multiples sont plus fréquentes dans des zones en voie
de développement tel que Tunis, alors que les infections mixtes non multiples (isolats
résistants et sensibles issus d’'une méme souche) sont plus fréquemment détectées dans les
pays developpés (Ben Mansour et al., 2016), probablement en raison de la consommation

accrue d'antibiotiques dans cette zone (Raymond et al., 2010).
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Les infections multiples facilitent le transfert de génes inter-souches et le maintien de la
diversité génétique. Au contraire, dans les infections mixtes non multiples, les genes de
résistance tels que rdxA et frxA pour le MTZ, ARNr 23S pour la CLA et gyrA pour les FLU ne
sont pas detectés par PCR-RAPD. Ainsi, les souches sensibles et résistantes peuvent exprimer
un profil génétique identique principalement chez les patients avec une seule infection
(empreinte digitale RAPD unique) (Garcia et al., 2012).

Les infections mixtes peuvent représenter un défi majeur. Lorsque quelques souches
résistantes sont présentes dans une population d'isolats sensibles, la détection de ces isolats
résistants est difficile a réaliser, en particulier par des tests phénotypiques (Kao et al., 2014).
Ce type de probléme apparait plus fréquemment pour le MTZ, probablement en raison de la

prévalence élevée de la résistance au MTZ.

Kim JJ et ses collegues (2003) ont examiné 220 paires d'isolats provenant a la fois de
l'antre et du fundus. Ils ont trouvé que 41 patients sur 109 (38%) présentaient une
hétérorésistance. Donc, le développement d'une résistance est le plus probablement causé par
des altérations génomiques d’un H. pylori préexistant plut6t que par une co-infection avec des

souches différentes.

En outre, il existe une possibilité que I'ADN génomique d'un H. pylori résistant puisse
transformer une souche sensible en une souche résistante. De la Obra et al. (2001) ont trouvé
des cultures contenant des isolats mixtes, sensibles au MTZ et résistants au MTZ dans 10%
des cas. Compte tenu de I’apparenté génétique des isolats, nous pouvons souligner que la
résistance au MTZ peut étre due a des mutations ex novo (résistance acquise) et non au

transfert horizontal de genes entre souches non apparentées.

D’autre part, la colonisation d’un individu par un seul type d’H. pylori existe en Algérie,
mais ce phénomene est plus rare qu’une colonisation multiple. Ceci peut étre di au mode de
vie. Au nord de I’Algérie, la population ne cesse d’augmenter et les citoyens ont 1’habitude de
vivre et manger ensemble, par comparaison a la population occidentale; ces habitudes peuvent
augmenter le risque de transmission d’H. pylori entre les individus de la méme famille ou des

individus éloignés (Herrera et al., 2008).

Les souches d’H. pylori peuvent aussi s’adapter par recombinassions avec d’autres
souches (infection mixte) ou avec des variants de la méme souche, conduisant a une trés

grande diversité de cette bactérie. La diversité d’une souche colonisant un patient doit étre
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considérée comme appui pour élucider la résistance et la récurrence de l'infection a H. pylori
(Levine et al., 2007).

La diversité d’H. pylori chez un individu peut survenir & cause des changements
génetiques affectés par les réponses immunitaires de celui-ci. Durant la colonisation a long
terme, H. pylori produit des effecteurs protéiques qui stimulent la réponse immunitaire
physicochimique de 1’héte, qui a son tour largue des molécules mutagéniques, incluant les
especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) et les especes réactives du nitrogene (RNS). Ces

molécules augmentent la fréquence des mutants microbiens (Kang et Blaser, 2006).

Parmi les patients étudiés, les profils obtenus par PCR-RFLP sont moins variables que les
profiles RAPD, le géne ureAB était plus ou moins conservés chez les isolats issus d’un méme
individu. Ce qui démontre que les différents génotypes chez 1’hdte peuvent dériver d’une
méme souche ancestrale et qu’un phénoméne de quasi-espéces peut étre impliqué. Nos
résultats sont en accord avec ceux de Colbeck et al. (2006), ou de multiples variantes d’une
seule souche peuvent survivre dans I’estomac d’un individu, et chacune joue le réle d’un
potentiel réservoir d’éléments génétiques pour ces cohabitants, et le type dominant est

sélectionné par les pressions et les changements de 1’environnement.

Ce phénomeéne peut avoir plusieurs résultantes. Premiérement, il permet une adaptation a
un nouvel hote, et donc une meilleure colonisation. Deuxiemement, ces variations permettent
aussi une adaptation aux différents compartiments de 1’estomac de 1’hdte, qui contient
différentes pressions sélectives, telle que la production d’acide dans le corpus (estomac) et la
non production d’acide dans I’antre. Finalement, elles permettent le développement de

résistance aux antibiotiques (Kuipers et al. 2000).
V.3.1.3.Traitement et variabilités d’H. pylori

L’extréme variabilité observée au sein des souches d’H. pylori est devenue un important
point qui attire I’attention des scientifiques, les investigateurs reconnaissent 1’impact que ce
phénomeéne puisse avoir sur les différents domaines de recherche (développement de vaccins,

la résistance aux agents antimicrobiens et les interactions pathogéne-héte).

Plusieurs études ont montré que chaque souche d’H. pylori est caractérisée par un degré
de variabilité trés élevée selon les conditions dans les quelles elle se trouve (Ferreira-Menoni

et al., 2013). Le plus souvent, 1’échec d’éradication est di a la présence d’hétérorésistance
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développée a cause de la variation génomique élevée de souches préexistantes, ou le gain de

souches résistantes a partir de personnes rencontrées durant la vie d’un individu.

Le génotypage et la prévalence de la résistance d’H. pylori aux antibiotiques son tres
importants pour caractériser les souches qui causent des lésions les plus séveres et qui
résistent le plus au traitement, ces informations peuvent étre d’un trés grand intérét pour les
cliniciens, et peuvent les orienter pour mieux adapter le traitement d’éradication a une

population donnée (Ferreira-Menoni et al., 2013 ; Fallone et al., 2016).
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Conclusion et perspectives

L’infection a H. pylori représente la maladie infectieuse chronique la plus répandue dans
le monde, affectant plus de la moitié de la population mondiale. La prévalence d’H. pylori
différe d’une maniére significative entre les pays. H. pylori joue un role direct dans
I’apparition d’une gastrite qui peut évoluer a des pathologies bien plus graves tel que le cancer
gastrique. Cette infection attire D’attention des chercheurs et des cliniciens, pour mieux

comprendre son epidémiologie et améliorer la prise en charge des patients infectés.

Cette étude a montré une forte prévalence de I’infection a H. pylori. En utilisant la
culture, le taux de I’infection a H. pylori est de 78.5%. La culture est la méthode de diagnostic
la plus spécifique. Elle constitue le test de référence le plus fiable pour confirmer la présence
d’H. pylori et pour effectuer I’antibiogramme. H. pylori est une bactérie trés exigeante en

condition de culture, ce qui rend son isolement difficile.

Le taux de prévalence de cette infection détecté par PCR (84.4%), a été plus élevé qu’en
culture. L’un des avantages de 1’utilisation de la PCR est I’identification d’H. pylori,
directement a partir des biopsies gastriques, avec une sensibilité et une spécificité tres

élevées ; ce qui est bien meilleur que I’histopathologie et la culture.

En Algérie, le taux de prévalence de I’infection a H. pylori est trés élevé, ce qui rend
I’investigation sur la sensibilité de cette bactérie aux antibiotiques, trés importante. Surtout,

dans un pays ou la résistance aux antibiotiques est un sérieux probléme.

Nos résultats ont montré, une fréquence élevée de la résistance aux MTZ (67.8%) et a la
CLA (29.7 %), un taux modéré de résistance a la CIP (17.9 %), une rare résistance a la TET

(0.94 %) et pas de résistance a ’AMX et a la RIF.

Ces résultats mentionnent que la résistance aux antibiotiques est indépendante de L’age,
du sexe, des pathologies gastriques et de la provenance des patients. Sauf dans le cas du MTZ,

ou la fréquence de la résistance était plus élevée chez les femmes.

En Algérie, le MTZ est un antibiotique clé dans la stratégie de traitement d’éradication d 'H.
pylori. Le taux de résistance a cet antibiotique est trés élevé et les mécanismes de résistance

associés sont tres variés. Bien que nos résultats définissent quelques mutations impliquées
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dans cette résistance, la plus part des isolats n’ont montré aucune mutation dans le géne rdxA.

Ceci suggere I’implication d’autres génes ou d’autres mécanismes.

La PCR en temps réel est une technique de choix qui permet non seulement la détection de
H. pylori, mais également la détection des mutations associées a la résistance aux macrolides.
Dans cette étude le taux de 1’infection a H. pylori, détecté par PCR en temps réel (86 %), est

presque similaire a celui détecté par PCR standard (84.4%).

Concernant les mutations associées a la résistance a la CLA, la mutation A2142G est la
plus fréquente. Alors que la mutation A2142C n’a pas été trouvée.

Dans le cas des TET, le gene codant pour la sous unité 16S du ribosome, est aussi une
excellente cible pour la PCR en temps réel ; il nous a permis de détecter les mutations
associées a la résistance de cette famille d’antibiotiques (mutation A926G). Bien que la
résistance aux TET s’avére rare, la surveillance de 1’évolution de cette résistance au sein de

notre société est trés importante ; surtout chez les patients présentant un échec thérapeutique.

Les FLU ont une trés bonne activité contre H. pylori. Nos résultats ont montré que les
souches résistantes a la CIP présentent des mutations variées dans le géne gyrA. Les mutations
N87K et D91N sont les plus fréquentes.

Les souches d’H. pylori étudiées, ont montré une forte présence de génes associés aux
pathologies les plus séveres, a savoir vacA s1ml/ cagA+. Ces résultats suggerent la nécessité
d’éradiquer la bactérie pour traiter les patients infectés, en vue de prévenir I’apparition a long

terme de maladies graves comme le cancer gastrique.

D’autre part, grace a cette étude, nous avons pu évaluer le comportement de la bactérie
chez un patient, les interactions moléculaires que subit cette bactérie pour s’adapter a son
environnement et résister aux facteurs stressant qu’elle peut rencontrer durant sa longue

colonisation de I’homme.

Un méme hote peut étre colonisé par plusieurs souches d’H. pylori de genotypes
differents, comme il peut étre colonisé par une seule souche qui subit des transformations le
plus souvent des mutations. Cette flexibilité génomique permet a H. pylori de survivre lors

des différentes modifications de son environnement.

Le génotypage et I’étude de la résistance aux antibiotiques, sont trés importants pour

caractériser les souches qui causent les lésions les plus séveres et qui résistent le plus au
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traitement. Ces informations sont tres utiles pour les cliniciens et peuvent les orienter pour

mieux adapter le traitement d’éradication a une population donnée.

Nous concluons que dans la trithérapie standard, un traitement de premiere ligne a base
de MTZ et de CLA, n’est pas possible en Algérie. La trithérapie incluant la CIP est possible
avec une surveillance d’antibiogramme en raison de 1I’émergence de la résistance a cet
antibiotique. Le traitement empirique de seconde ligne utilisant la TET est aussi possible dans
la quadri thérapie incluant les sels de bismuth.

L’augmentation de la dose des antibiotiques n’est pas une stratégie a appliquer dans un
traitement d’éradication d’H. pylori. Les mécanismes de résistances, adoptés par cette
bactérie, causent une modification des cibles des antibiotiques. Ceci implique une diminution
de I’affinité entre 1’antibiotique et sa cible et donc méme en augmentant la dose, 1’antibiotique

ne reconnaitra pas sa cible dans la cellule bactérienne.

Cette étude montre aussi I’importance des techniques de génétique moléculaire qui
permettent la détection d’H. pylori et la détermination indirecte de sa sensibilité aux
antibiotiques, par comparaison a la mise en culture, d’autant plus que ces méthodes sont

faciles a standardiser en comparaison aux méthodes phénotypiques.

Les patients inclus dans cette étude sont infectés par des souches d’H. pylori pathogénes,
résistantes aux antibiotiques et un méme patient peut étre colonisé par de multiple souches de
génotypes de pathogénicité et de résistance variables. Ces critéres rendent la tache plus

difficile aux cliniciens.

Cette étude offre une vision réelle sur I’importance de 1’éradication d’H. pylori pour

prévenir la propagation de pathologies gastriques graves en Algérie.
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Les résultats obtenus mettent en évidence les mécanismes moléculaires de la résistance
d’H. pylori aux antibiotiques mais d’autres études plus poussées sont souhaitables. Pour plus

d’efficacité, de nombreuses perspectives peuvent étre envisageées :

e Lamise en place d’une étude permettant de déterminer la résistance de H. pylori a
I’AMX et d’approfondir 1’étude de la résistance aux imidazolés pour ¢lucider le
mécanisme moléculaire exacte, associé a cette résistance.

e Détermination d’un génotype associé a la résistance et a la pathologie, et le
développement d’une technique rapide et sensible capable de le détecter.

e Approfondir les recherches investiguant sur les populations multiples et leurs

interactions chez un méme patient
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Annexe 01

Coloration de Gram (protocole)

Coloration par le violet de gentiane . Laissez agir de 30 secondes a 1 minute, puis
rincez a l'eau

Mordancage au lugol : étalez le lugol et laissez agir le méme temps que le violet de
gentiane ; rincez a l'eau.

Décoloration (rapide) a l'alcool : versez goutte a goutte I'alcool sur la lame inclinée
obliquement, et surveillez la décoloration qui doit étre rapide. Le filet doit étre clair a
la fin de la décoloration. Rincez abondamment avec de I'eau

Recoloration a la fuchsine. Mettez de I'eau distillée sur la lame et quelques gouttes de
fuchsine. Laissez agir de 30 secondes a 1 minute. Lavez doucement a l'eau
déminéralisée. Séchez la lame sur une platine chauffante a 50°C.

Observez avec une goutte d'huile a immersion objectif 100 (grossissement x1000).

Gélose Muller Hinton

Pour préparer 1L de gélose Muller Hinton

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

PePtONe. .. 17,509
Extraitde viande ..............ooiiiiiiii e, 2,00g
AMIJON L., 1,509
A AT 17,009

pH final du milieu a a 25°C : 7,3 +0,1.

Gélose Ceeur Cervelle

Pour préparer 1L de gélose Cceur Cervelle

Extrait coeur-cervelle ...... ... 17,509
Peptone pancréatique de gélatine ..................cooooiiiiiiiinn.. 10,009
Chlorure de sodium..... ..o, 5,009
Phosphate disodique ...........oeiiiiiii e 2,509
GlUCOSE. .t 2,00 g
Agar agar bactériologique. ..o 15,009

pH final du milieu 4 25°C: 7,4 £ 0,2.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Violet_de_gentiane
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mordan%C3%A7age
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solution_de_lugol
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89thanol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fuchsine

Gélose pylo base Ceeur Cervelle

Pour préparer 1L de gélose pylo il faut ajouter les ingrédients suivant a la gélose coeur
cervelle en surfusion : de et of.

o SANgNUMAIN ... ..o 10%
o IsoVitaleX ... 0.4%
o Trimethoprime .......ccoviniiiii e 5 mg/l
o CefSulodine ......c.oviniiniiii 5 mg/l
®  VaNCOMYCINE .vutintitt ettt ettt e e ete et eteae e e eaea e 10 mg/1
o AMPhOtericine B ... 8 mg/l

Bouillon de conservation

Pour préparer 400ml de bouillon de conservation il faut :

o GIYCErol ... 100ml
o NEOPEPLONE ...vvviiei e 409
e Chloruredesodium ...........oooviiiiiiiiiie, 209

o Eaudistillée ..o 300 ml



Annexe 02 : résultats de la culture et de I’antibiogramme

Figure 01. Aspect des colonies de H. pylori apres culture de 72h.

—

Figure 10 : Isolat C14 résistant a la CLA

Figure 11 : Isolat S09 résistant au MTZ



Annexe 03 : Alignements des séquences rdxA, et QRDR

S19-1-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-2-Fgrdr-Rgrdr-cons
S519-3-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-4-Fgrdr-Rgrdr-cons
S519-5-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-6-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-7-Fgrdr-Rgrdr-cons
519-8-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-9-Fgrdr-Rgrdr-cons
519-10-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-11-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-12-Fgrdr-Rgrdr-cons
519-13-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-14-Fgrdr-Rgrdr-cons
519-15-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-16-Fgqrdr-Rgrdr-cons
S19-17-Fqrdr-Rgrdr-cons
519-18-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-19-Fgrdr-Rgrdr-cons
519-20-Fgrdr-Rgrdr-cons

S19-1-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-2-Fgrdr-Rgrdr-cons
519-3-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-4-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-5-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-6-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-7-Fgrdr-Rgrdr-cons
519-8-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-9-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-10-Fgrdr-Rgrdr-cons
S519-11-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-12-Fgrdr-Rgrdr-cons
519-13-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-14-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-15-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-16-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-17-Fgqrdr-Rgrdr-cons
519-18-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-19-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-20-Fgrdr-Rgrdr-cons

S19-1-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-2-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-3-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-4-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-5-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-6-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-7-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-8-Fgrdr-Rgrdr-cons
519-9-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-10-Fgrdr-Rgrdr-cons
S519-11-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-12-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-13-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-14-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-15-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-16-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-17-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-18-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-19-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-20-Fgrdr-Rgrdr-cons

S19-1-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-2-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-3-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-4-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-5-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-6-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-7-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-8-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-9-Fgrdr-Rgrdr-cons
519-10-Fgrdr-Rgrdr-cons

TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA
TGCGTATTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAA

LR EE RS S SRS RS SRS RS RS E SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT
GCGCTAGGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGATAACGCGGTTT

E R R R R R R R

ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC
ATGATGCGCTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTCTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGC

KAk ok Kk ok kkhhhhhhhhkhhhhkhkh Ak kA A AR KA KA AR KA KA AR KAk khkhkkhkhkkk kK kkk*

AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGT TACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA



S19-11-Fgrdr-Rgrdr-cons
S519-12-Fqgrdr-Rgrdr-cons
S519-13-Fgrdr-Rgrdr-cons
S519-14-Fqgrdr-Rgrdr-cons
S519-15-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-16-Fgrdr-Rgrdr-cons
S519-17-Fgrdr-Rgrdr-cons
S519-18-Fgrdr-Rgrdr-cons
519-19-Fqgrdr-Rgrdr-cons
519-20-Fgrdr-Rgrdr-cons

S19-1-Fgrdr-Rgrdr-cons
S519-2-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-3-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-4-Fgrdr-Rgrdr-cons
S519-5-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-6-Fgrdr-Rgrdr-cons
S519-7-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-8-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-9-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-10-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-11-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-12-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-13-Fgqrdr-Rgrdr-cons
S19-14-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-15-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-16-Fqgqrdr-Rgrdr-cons
S19-17-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-18-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-19-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-20-Fgrdr-Rgrdr-cons

S19-1-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-2-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-3-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-4-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-5-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-6-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-7-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-8-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-9-Fqgrdr-Rgrdr-cons
S19-10-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-11-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-12-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-13-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-14-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-15-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-16-Fgqrdr-Rgrdr-cons
S19-17-Fgqrdr-Rgrdr-cons
S19-18-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-19-Fgrdr-Rgrdr-cons
S19-20-Fgrdr-Rgrdr-cons

Figure0l. Alignement multiple d’une partie de la séquence d’ADN du géne gyrA des isolats

AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
AGGGCAACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCA
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GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG
GAATGACYAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGGGATATTGATAAAGACACCATTGATTTTG

Kk kK Kk ok ok ok ko ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kR kK R R ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
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sensibles et résistants a la CLA du Patient 05 ; De S19-1 a S19: sensibles au FLU.

519-1-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
S19-2-Fgrdr-Rgqrdr-PEP
519-3-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
S19-4-Fgrdr-Rgrdr-PEP
519-5-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
519-6-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
S19-7-Fgrdr-Rgqrdr-PEP
519-8-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
S19-9-Fgrdr-Rgqrdr-PEP
519-10-Fgrdr-Rgqrdr-PEP
S519-11-Fgrdr-Rgqrdr-PEP
S19-12-Fgrdr-Rqrdr-PEP
519-13-Fqgrdr-Rqrdr-PEP
S19-14-Fgrdr-Rqrdr-PEP
S519-15-Fqgrdr-Rqrdr-PEP
S519-16-Fgrdr-Rqrdr-PEP
S519-17-Fgrdr-Rqrdr-PEP
519-18-Fgrdr-Rqrdr-PEP
S19-19-Fgrdr-Rqrdr-PEP

LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGN



S19-20-Fgrdr-Rqrdr-PEP

S519-1-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
S19-2-Fqgrdr-Rgqrdr-PEP
S19-3-Fgrdr-Rgqrdr-PEP
S519-4-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
S19-5-Fqgrdr-Rgqrdr-PEP
519-6-Fgrdr-Rqrdr-PEP
S19-7-Fqgrdr-Rqrdr-PEP
S19-8-Fqgrdr-Rgqrdr-PEP
519-9-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
S19-10-Fgrdr-Rqrdr-PEP
S519-11-Fgrdr-Rgqrdr-PEP
S19-12-Fgrdr-Rqrdr-PEP
S19-13-Fgrdr-Rqrdr-PEP
S19-14-Fgrdr-Rgqrdr-PEP
S19-15-Fgrdr-Rqrdr-PEP
S519-16-Fgrdr-Rgqrdr-PEP
S19-17-Fgrdr-Rqrdr-PEP
S19-18-Fgrdr-Rqrdr-PEP
S519-19-Fgrdr-Rgqrdr-PEP
S19-20-Fgrdr-Rqrdr-PEP

Figure 02. Alignement multiple d’une partie de la séquence peptidique codée par le géne
gyrA des isolats sensibles et résistants a la CLA du Patient 05 ; De S19-1 a S19: sensibles au

FLU.

Cl4-1-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-2-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-3-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-4-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-7-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-8-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-5-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-6-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-9-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-10-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-11-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-12-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-13-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-14-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-15-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-16-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-17-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-18-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-19-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-20-Fgrdr-Rgrdr-cons

Cl4-1-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-2-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-3-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-4-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-7-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-8-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-5-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-6-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-9-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-10-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-11-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-12-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-13-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-14-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-15-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-16-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-17-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-18-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-19-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-20-Fgrdr-Rgrdr-cons

Cl4-1-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-2-Fgrdr-Rgrdr-cons

LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDEFSMRLELVDGQGN
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FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDEV
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TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
TTTTGTATGCGATGCATGAATTAGGCCTTACTTCCAAAGTCGCTTATAAAAAAAGCGCTA
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GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
GGATCGTGGGTGATGTGATTGGTAAATACCACCCCCATGGCGACACCGCAGTTTAT
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CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA



Cl4-3-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-4-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-7-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-8-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-5-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-6-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-9-Fqgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-10-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-11-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-12-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-13-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-14-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-15-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-16-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-17-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-18-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-19-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-20-Fgrdr-Rgrdr-cons

Cl4-1-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-2-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-3-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-4-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-7-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-8-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-5-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-6-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-9-Fqgrdr-Rgrdr-cons
C14-10-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-11-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-12-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-13-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-14-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-15-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-16-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-17-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-18-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-19-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-20-Fgrdr-Rgrdr-cons

Cl4-1-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-2-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-3-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-4-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-7-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-8-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-5-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-6-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-9-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-10-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-11-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-12-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-13-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-14-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-15-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-16-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl4-17-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-18-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-19-Fgrdr-Rgrdr-cons
Cl14-20-Fgrdr-Rgrdr-cons

CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
CGTTAGTGAGAATGGCGCAAGATTTTTTTATGCGCTTGGAATTAGTGGATGGGCAGGGTA
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ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
ACTTTGGCTCTATTGATGGCGATAACGCCGCAGCGATGCGTTACACTGAAGCCAGAATGA
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CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
CCAAGGCGAGTGAAGAAATTTTAAGAGATATTGATAAAGACACCATTGATTTT
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Figure03. Alignement multiple d’une partie de la séquence d’ADN du géne gyrA des isolats
sensibles et résistants a la CLA du Patient 01 ; C14-1 a C14-4, C14-7 et C14-8: résistants au
FLU ; C14-5, C14-6 et de C14-9 a C14-20 : sensibles au FLU.

Cl4-1-Fqrdr-Rqrdr-PEP
Cl4-2-Fqrdr-Rqrdr-PEP
Cl4-3-Fgqrdr-Rqrdr-PEP
Cl4-4-Fqrdr-Rqrdr-PEP
Cl4-7-Fgrdr-Rgrdr-PEP

LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY@ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY@ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY@ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVYRALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVYALVRMAQDFFMRLELVDGQGN



Cl4-8-Fgrdr-Rgrdr-PEP

Cl4-5-Fgrdr-Rgrdr-PEP

Cl4-6-Fgrdr-Rgrdr-PEP

Cl4-9-Fqrdr-Rqrdr-PEP

C14-10-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-11-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-12-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl14-13-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-14-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl14-15-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-16-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-17-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl14-18-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-19-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
C14-20-Fgrdr-Rgrdr-PEP

Cl4-1-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-2-Fqrdr-Rqrdr-PEP
Cl4-3-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-4-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-7-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-8-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-5-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-6-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
Cl4-9-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
Cl4-10-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
Cl4-11-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-12-Fgrdr-Rqgrdr-PEP
Cl14-13-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-14-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl14-15-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-16-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-17-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl14-18-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl14-19-Fgrdr-Rgrdr-PEP
Cl4-20-Fgrdr-Rqgrdr-PEP

LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY]
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY]
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY
LYAMHELGLTSKVAYKKSARIVGDVIGKYHPHGDTAVY]

EEE R RS R R SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S

FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDFE
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDFE
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDFE
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDFE
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDE
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDFE
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDFE
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDFE
FGSIDGDNAAAMRYTEARMTKASEEILRDIDKDTIDF

EEE R R R R R R SRR EEEEEEEEEEEEEEE SRR RS

ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN
ALVRMAQDFFMRLELVDGQGN

EEE R R R R RS R SRR R RS

Figure04. Alignement multiple des séquences peptidiques codées par le géne gyrA des isolats
sensibles et résistants a la CLA du Patient 01 ; C14-1 a C14-4, C14-7 et C14-8: résistants au

FLU ; C14-5, C14-6 et de C14-9 a C14-20 : sensibles au FLU.
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MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNTQPWHFVMVDKD
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Figure 05. Alignement multiple des séquences peptidiques codées par le géne gyrA des

isolats sensibles et résistants a la CLA du Patient 07 ; Isolats De R22-1 a R22-20 sensibles au

MTZ.
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dnal4C-8-rdxA-PEP
dnal4C-9-rdxA-PEP
dnal4C-10-rdxA-PEP
dnal4C-11-rdxA-PEP
dnal4C-12-rdxA-PEP
dnal4C-13-rdxA-PEP
dnal4C-14-rdxA-PEP
dnal4C-15-rdxA-PEP
dnal4C-16-rdxA-PEP
dnal4C-17-rdxA-PEP
dnal4C-18-rdxA-PEP

LKKQIAAHSYFNEEMIKSASALMVVCSLRPSELLPHGHYMONLYPESYKVRVISFAQMLG
LKKQIAAHSYFNEEMIKSASAIMVVCSLRPSELLPHGHYMQONLYPESYKVRVISFAQMLG
LKKQIAAHSYFNEEMIKSASALMVVCSLRPSELLPHGHYMONLYPESYKVRVISFAQMLG
LKKQIAAHSYFNEEMIKSASALMVVCSLRPSELLPHGHYMQNLYPESYKVRVISFAQMLG
LKKQIAAHSYFNEEMIKSASALMVVCSLRPSELLPHGHYMONLYPESYKVRVISFAQMLG
LKKQIAAHSYFNEEMIKSASALMVVCSLRPSELLPHGHYMONLYPESYKVRVISFAQMLG
LKKQIAAHSYFNEEMIKSASALMVVCSLRPSELLPHGHYMONLYPESYKVRVISFAQMLG
LKKQIAAHSYFNEEMIKSASALMVVCSLRPSELLPHGHYMONLYPESYKVRVISFAQMLG
LKKQIAAHSYFNEEMIKSASAILMVVCSLRPSELLPHGHYMQNLYPESYKVRVISFAQMLG

EEEEE SRS SRS SRS SRR EEE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

VREFNHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMORLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VREFNHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMORLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMORLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMORLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VREFNHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMORLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMORLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VREFNHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMQORLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VREFNHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMORLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VREFNHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMORLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VREFNHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMORLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
VRENHSMORLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA

E R R R R

CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL

KAk Kk Kk hhhhhhhhhkhhhkhkhkhkhkhk*kk**

MKFLDQEKRKQLLNECHSCKMFDSHYEFSSEELEETIAEIARLSPSSYNTQPWREFVMVDKD
MKFLDQEKRKQLLNECHSCKMFDSHYEFSSEELEEIAEIARLSPSSYNTQPWRFVMVDKD
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——=—————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——=—————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT*———————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——=—————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——=—————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT*———————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——=—————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——=—————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT*———————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——=—————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——-—————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT*—————-——-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——=—————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——=—————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——=—————-———
MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ————————-—



dnal4C-19-rdxA-PEP MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ————————-—
dnal4C-20-rdxA-PEP MKFLDQEKRKQLLNERHSCKMFDSHYEFSSTELEEIAEIARLSPSSYNT* ——=—————-———
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dnald4C-1-rdxA-PEP LKKQIAAHSYFNEEMIKSASALMVVCSLRPSELLPTGHYMONLYSESYKVRVISFVQMLG
dnald4C-2-rdxA-PEP LKKQIAAHSYFNEEMIKSASALMVVCSLRPSELLPTGHYMONLYSESYKVRVISFVOMLG
dnald4C-3-rdxA-PEP = —— - - - oo
dnald4C-4-rdxA-PEP ~ —— - - - oo
dnal4C-5-rdxA-PEP ~ =  —————— - - m oo
dnald4C-6-rdxA-PEP  —— - - - oo
dnald4C-7-rdxA-PEP  —— - - oo
dnald4C-8-rdxA-PEP  —— - - - - oo
dnald4C-9-rdxA-PEP  —— - - - oo
dnald4C-10-rdxA-PEP  —— - - - - — oo
dnald4C-11-rdxA-PEP  ———— - - m oo
dnald4C-12-rdxA-PEP  ———— - - oo
dnald4C-13-rdxA-PEP  ——-— - - oo
dnald4C-14-rdxA-PEP  —— - - - - - oo
dnal4C-15-rdxA-PEP ~ = ———————————— -
dnald4C-16-rdxA-PEP  ———— - -
dnald4C-17-rdxA-PEP  ———— - - oo
dnald4C-18-rdxA-PEP  ——-——— oo oo
dnald4C-19-rdxA-PEP  —— - - - - oo
dnald4C-20-rdxA-PEP  ——- - - — oo

dnal4C-1-rdxA-PEP VRFNHSMQRLESYILEQCYIAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
dnal4C-2-rdxA-PEP VRFNHSMQRLESYILEQCY IAVGQICMGVSLMGLDSCIIGGFDPLKVGEVLERINKPKIA
dnald4C-3-rdxA-PEP  ———— - -
dnal4C-4-rdxA-PEP  —— - - - -
dnal4C-5-rdxA-PEP  — - - - - -
dnald4C-6-rdxA-PEP  —— - - - -
dnal4C-7-rdxA-PEP =  ——- - - -
dnald4C-8-rdxA-PEP  —— - - - oo
dnald4C-9-rdxA-PEP  —- - - - oo o
dnal4C-10-rdxA-PEP = ———— - -
dnaldC-11-rdxA-PEP =~ - —— oo
dnal4C-12-rdxA-PEP = ———— - -
dnald4C-13-rdxA-PEP  —— - - - oo oo
dnal4C-14-rdxA-PEP ——-—— - -
dnal4C-15-rdxA-PEP = ————— -
dnaldC-16-rdxA-PEP  —— - - —— oo
dnal4C-17-rdxA-PEP = ————— -
dnaldC-18-rdxA-PEP  —— - - —— oo
dnal4C-19-rdxA-PEP = ————— -
dnal4C-20-rdxA-PEP ————— -

dnal4C-1-rdxA-PEP CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
dnaldC-2-rdxA-PEP CLIALGKRVAEASQKSRKSKVDAITWL
dnaldC-3-rdxA-PEP  —mmmmmmmmm e
dnal4C-4-rdxA-PEP  — e
dnaldC-5-rdxA-PEP  —mmmmmm e
dnal4C-6-rdxA-PEP =  ————mmmmmmm e
dnaldC-7-rdxA-PEP  —mmmmmm e
dnaldC-8-rdxA-PEP  ——mmmm e
dnal4C-9-rdxA-PEP =  ————mm e
dnaldC-10-rdxA-PEP ————mmmm e
dnal4C-11-rdxA-PEP =  —————m e
dnaldC-12-rdxA-PEP ————mmmmmmm e
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Figure 06. Alignement multiple des séquences peptidiques codées par le géne rdxA des
isolats sensibles et résistants a la CLA du Patient 01 ; Isolats De C14-3 a C14-20 résistants au
MTZ par terminaison prématurée de la traduction (apparition de codon stop) ; C14-1 a C14-2

résistants au MTZ par mutations ponctuelles.



Annexe 04 : Résultats de 1’é¢tude statistique

Test de Chi-deux

P c’est la significativité du test si p<0.05 effet significatif si p>0.05 effet non significatif

Relation entre sexe du patients et la sensibilité au MTZ p=0.050

Tableau croisé

Sexe des patients Total
F H
Effectif 86 97 183
% compris dans MTZ 46,9% 53,1% 100,0%
MTZ Sensible % du total 15,2% 17,2% 32,5%
% compris dans MTZ 63,7% 36,3% 100,0%
% du total 43,0% 24,5% 67,8%
% compris dans MTZ 58,3% 41, 7% 100,0%
% du total 58,3% 41,7% 100,0%

Relation entre sexe du patients et la sensibilité a la CLA p=0.481

Tableau croisé

Sexe des patients Total
F H
Effectif 114 88 202
% compris dans CLA 56,6% 43,4% 100,0%
CLA Sensible % du total 42,4% 32,5% 74,8%
% compris dans CLA 63,2% 36,8% 100,0%
% du total 15,9% 9,3% 25,2%
% compris dans CLA 58,3% 41,7% 100,0%
% du total 58,3% 41,7% 100,0%




Relation entre sexe du patients et la sensibilité a la AMOX p= - (sensibilité
totale)

Tableau croisé

Sexe des patients Total
F H
AMOX Sensible % compris dans AMOX 58,3% 41,7% 100,0%
% du total 58,3% 41,7%| 100,0%
% compris dans AMOX 58,3% 41, 7% 100,0%
% du total 58,3% 41,7% 100,0%

Relation entre sexe du patients et la sensibilité a la FLUOp= 0.576

Tableau croisé

Sexe des patients Total
F H
% compris dans FLUO 59,3% 40,7% 100,0%
FLUO Sensible % du total 49% 33,1% 82,1%
% compris dans FLUO 53,6% 46,4% 100,0%
% du total 9,3% 8,6% 17,9%
% compris dans FLUO 58,3% 41,7% 100,0%
% du total 58,3% 41,7% 100,0%

Relation entre sexe du patients et la sensibilité a la TETRp= - (sensibilité totale)

Tableau croisé

Sexe des patients Total
F H
TETR Sensible % compris dans TETR 58,3% 41,7% 100,0%
% du total 58,3% 41,7% 100,0%
% compris dans TETR 58,3% 41, 7% 100,0%
% du total 58,3% 41, 7% 100,0%




Relation entre sexe du patients et la sensibilité a la RIFA p= - (sensibilité totale)

Tableau croisé

Sexe des patients Total
F H
RIFA  Sensible % compris dans RIFA 58,3% 41,7% 100,0%
% du total 58,3% 41,7%| 100,0%
% compris dans RIFA 58,3% 41, 7% 100,0%
% du total 58,3% 41,7% 100,0%

Relation entre la variable VacA et la sensibilité

Relation entre VacA et MTZ p=0.962

Tableau croisé

VacA Total
Négatif Positif
% compris dans MTZ 4,1% 95,9% 100,0%
MTZ Sensible % du total 1,3% 31,1% 32,5%
% compris dans MTZ 3,9% 96,1% 100,0%
% du total 2,9% 64,9% 67,8%
% compris dans MTZ 2,0% 98,0% 100,0%
% du total 2,0% 98,0% 100,0%

Relation entre VacA et CLA p=0.624

Tableau croisé

VacA Total

Négatif Positif

% compris dans CLA 4,4% 95,6% 100,0%
CLA Sensible % du total 3,3% 71,5% 74,8%
% compris dans CLA 2,6% 97,4% 100,0%
% du total 0,7% 24,5% 25,2%
% compris dans CLA 2,0% 98,0% 100,0%

% du total 2,0% 98,0% 100,0%




Relation entre VacA et AMOX p=-

Tableau croisé

VacA Total
Négatif Positif
AMOX Sensible % compris dans AMOX 2,0% 98,0% 100,0%
% du total 2,0% 98,0% 100,0%
% compris dans AMOX 2,0% 98,0% 100,0%
% du total 2,0% 98,0% 100,0%
Relation entre VacA et FLUO p=0.233
Tableau croisé
VacA Total
Négatif Positif
% compris dans FLUO 4,9% 95,1% 100,0%
FLUO Sensible % du total 4,0% 77,5% 82,1%
% compris dans FLUO 0,0% 100,0% 100,0%
% du total 0,0% 18,5% 17,9%
% compris dans FLUO 2,0% 98,0% 100,0%
% du total 2,0% 98,0% 100,0%
Relation entre VacA et TETR p=-
Tableau croisé
VacA Total
Négatif Paositif
TETR Sensible % compris dans TETR 2,0% 98,0% 100,0%
% du total 2,0% 98,0% 100,0%
Total % compris dans TETR 2,0% 98,0% 100,0%
% du total 2,0% 98,0% 100,0%




Relation entre VacA et RIFA p=-

Tableau croisé

VacA Total
Négatif Positif
RIFA  Sensible % compris dans RIFA 2,0% 98,0% 100,0%
% du total 2,0% 98,0% 100,0%
Total % compris dans RIFA 2,0% 98,0% 100,0%
% du total 2,0% 98,0% 100,0%

Relation entre la variable CagA et la sensibilité

Relation entre CagA et MTZ p<0.001

Tableau croisé

CagA Total
Négatif Positif

% compris dans MTZ 81,6% 18,4% 100,0%

Sensible % du total 26,5% 6,0% 32,5%

% compris dans MTZ 36,3% 63,7% 100,0%

% du total 24,5% 43,0% 67,8%

Total % compris dans MTZ 42,0% 58,0% 100,0%
% du total 42,0% 58,0% 100,0%

Relation entre CagA et CLA p=0.887

Tableau croisé

CagA Total

Négatif Paositif

% compris dans CLA 51,3% 48,7% 100,0%
CLA Sensible % du total 38,4% 36,4% 74,8%
% compris dans CLA 50,0% 50,0% 100,0%

% du total 12,6% 12,6% 25,2%



Effectif

Total % compris dans CLA 42,0% 58,0% 100,0%
% du total 42,0% 58,0% 100,0%
Relation entre CagA et AMOX p=-
Tableau croisé
CagA Total
Négatif Positif
AMOX Sensible % compris dans AMOX 42,0% 58,0% 100,0%
% du total 42,0% 58,0% 100,0%
% compris dans AMOX 42.0% 58,0% 100,0%
% du total 42,0% 58,0% 100,0%
Relation entre CagA et FLUO p=0.471
Tableau croisé
CagA Total
Négatif Positif
% compris dans FLUO 49,6% 50,4% 100,0%
FLUO Sensible % du total 32,0% 50,1% 82,1%
% compris dans FLUO 57,1% 42,9% 100,0%
% du total 10,0% 7,9% 17,9%
% compris dans FLUO 42,0% 58,0% 100,0%
% du total 42,0% 58,0% 100,0%
Relation entre CagA et TETR p=-
Tableau croisé
CagA Total
Négatif Paositif
TETR Sensible % compris dans TETR 42,0% 58,0% 100,0%
% du total 42,0% 58,0% 100,0%
% compris dans TETR 42,0% 58,0% 100,0%
% du total 42,0% 58,0% 100,0%




Relation entre CagA et RIFA p=-

Tableau croisé

CagA Total
Négatif Positif
RIFA  Sensible % compris dans RIFA 42,0% 58,0% 100,0%
% du total 42,0% 58,0% 100,0%
Total % compris dans RIFA 42,0% 58,0% 100,0%
% du total 42,0% 58,0% 100,0%

Tests de corrélations

Entre VacA et MTZ

r =0.004, p=0.963
Entre VacA et CLA

r =0.040, p=0.627
Entre VacA et AMOX
r=..,p=...

Entre VacAet FLUO
r=0.097, p=0.236
Entre VacA et TETR

r=.., p=..

r=..,p=..

Entre CagA et MTZ

r=0.425, p< 0.001

Entre CagA et CLA

r=0.012, p=0.888

Entre CagA et AMOX

r=..,p=...

Entre CagA et FLUO

r=-0.059, p=0.474 (corrélation négative)
Entre CagA et TETR

r=.. p=..




r=..,p=..

Effet de la répartition par région sur la sensibilité aux différents antibiotiques

P=0.488
Tableau croisé
MTZ Total
Sensible Résistante

Alger % compris dans Région 25,0% 75,0% 100,0%
% du total 9,6% 16,9% 26,5%
Oran % compris dans Région 29,0% 71,0% 100,0%
% du total 2,3% 18,2% 20,5%

Région
Chlef % compris dans Région 39,6% 60,4% 100,0%
% du total 19,1% 16% 35,1%
Sidi-Bel-Abbeés % compris dans Région 33,3% 66,7% 100,0%
% du total 1,4% 16,5% 17,9%
Total % compris dans Région 32,5% 67,5% 100,0%
% du total 32,5% 67,5% 100,0%




P=0.820

Tableau croisé

CLA Total
Sensible Résistante
Alger % compris dans Région 75,0% 25,0% 100,0%
% du total 19,5% 7% 26,5%
Oran % compris dans Région 71,0% 29,0% 100,0%
% du total 14,6% 6,0% 20,5%
Région
Chlef % compris dans Région 73,6% 26,4% 100,0%
% du total 25,8% 9,3% 35,1%
Sidi-Bel-Abbeés % compris dans Région 81,5% 18,5% 100,0%
% du total 11,9% 6% 17,9%
Total % compris dans Région 74,8% 25,2% 100,0%
% du total 74,8% 25,2% 100,0%




P=0.434

Tableau croisé

FLUO Total
Sensible Résistante
Alger % compris dans Région 85,0% 15,0% 100,0%
% du total 21,7% 4,8% 26,5%
Oran % compris dans Région 83,9% 16,1% 100,0%
% du total 16,5% 4% 20,5%
Région
Chlef % compris dans Région 83,0% 17,0% 100,0%
% du total 30,1% 5% 35,1%
Sidi-Bel-Abbeés % compris dans Région 70,4% 29,6% 100,0%
% du total 13,9% 4% 17,9%
Total % compris dans Région 82,1% 17,9% 100,0%
% du total 82,1% 17,9% 100,0%




