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[ ABSTRACT ]

The infection with Helicobacter pylori figure among the bacterial infections most
widespread in the world. This bacterium plays a major role in the genesis of the lesions of the
gastric mucous membrane whose is at the origin of gastroduodenals pathologies such as the
ulcers gastroduodenals, the MALT lymphomas, gastric adenocarcinome etc... Today, the
traditional therapeutic diagrams were adopted at the time of the conference of consensus and
are selected according to the sensibility of the stocks of H. pylori to antibiotics usually used,
of the facilities of observance and the undesirable side effects.

The aims of this work is to establish a profile of resistance of the clinical isolates of
H.pylori with respect to some antibiotics in Cameroon and to characterize the isolates
according to their clinical susceptibility.

The method of diffusion on solid medium was used to carry out the susceptibility of
the clinical isolates towards antibiotics used in Cameroon in order to propose the
antibiotherapy, prelude to best dealt of the patients suffering from pathologies
gastroduodenals. Then, the character of resistance have been given for each family of
antibiotics used.

The results obtained reveal that:

The clinical isolates are strongly resistant to antibiotics of the beta-lactam antibiotics
(100%) family’s except for the imipenéme for which 40% of the isolates appeared sensitive.
Concerning the families of the aminosides and macrolides, resistances of 50%, 32, 5% and 97,
5% were obtained respectively towards the nétilmicine, clarithromycine and the
erythromycine. The antibiotics’s family of the tétracyclines are the only antibiotics for which
none resistance was obtained, as for the quinolones antibiotics families, resistance of about
0% and 12, 5% were obtained respectively towards the levofloxacine and ciprofloxacine.

In addition, resistances of 100% and 5% were recorded respectively in front of
fosfomycines, glycopeptides, imidazols, lincosamides and the acid fusidic.

The discovery of resistances makes it possible to define new therapeutic strategies for

the treatment in sight of eradication of the infection by H. pylori.

Key words: Helicobacter pylori, antibiotics, antibiotherapy, resistance, sensibility.




[ LISTE DES ABREVIATIONS]

ADN : Acide désoxyribonucléique

ARNr : Acide ribonucléique ribosomal
ARNL : Acide ribonucléique transférase

CO,: Dioxyde de Carbone

CagA: Cytotoxin- Associated Gene A

CagB: Cytotoxin-Associated Gene B

ELISA: Enzym Linked Immuno Sorbent Assay
EUCAST: European Commetee on Antimicrobial Susceptibility Testing
GyrA : Géne gyrase A

GyrB : Géne gyrase B

H.pylori : Helicobacter pylori

H,S : sulfure d’hydrogene

HCO? : Hydrogénobicarbonate

HLD : Hopital de Laquintinie de Douala
HLOS: Helicobacter Like Organisms

IgG: Immunoglobuline gamma

IL-6 : Interleukine-6

IL-8 : Interleukine-8

IPP : Inhibiteurs de pompes a protons

LPS: Lipopolysaccharide

MALT: Mucosa Associated Lymphoid Tissue
NIH : National Institute of Health

OMS: Organisation Mondiale de la Santé
PCR: Polymerase Chain Reaction

PLP : Protéine Liant Pénicilline

TSI : Tripple Sugar Ironagar

UGD : Ulcere gastroduodénal

VacA: Vacuolating Cytotoxin Agent A

.

viii




[LISTE DES FIGURES]

Figure 1: Morphologie d’H. pylori a I’examen microscopique (objectif 100 a immersion)...... 6
Figure 2: Une culture d’ Helicobacter pylori apres trois jours d’incubation. ..........c.cccceevenenne. 7

Figure 3: Répartition géographique de la prévalence (% de la population infectée) de
I’infection @ H. pylori dans [e MONde. . ... 11

Figure 4: Résistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques de la famille des 8

LA AN, ettt ettt e e et e e ———teee e e e e e ——————aaaaaaaa——— 35

Figure 5: Résistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques de la famille des

BN AT T0 1] [0 2L 35

Figure 6 : Résistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques de la famille des
TELTACYCHINES. .ottt e b e e e et et et tenreereeneena e e eneens 36

Figure 7: Résistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques de la famille des
ot £ T L= OSSPSR 37

Figure 8: Résistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques de la famille des

L@ T T T (o] 2RSSR 38

Figure 9: Résistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques des autres familles
A ANTIDIOTIGUES. ...vetieieeieetet ettt b e bbbt s et e bbbttt b e b ens 39

Figure 10: Spectre d’activité des antibiotiques vis-a-vis des isolats de Helicobacter pylori. .. 40

Figure 11: Sensibilité des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques...........c.ccccceeveeveenane. 41




[LISTE DES TABLEAUX]

Tableau 1: Famille et mode d’action des antibiotiqUeS..........ccccvereeiiiiiiiieiiie e 19
Tableau 2 : Les différents antibiotiques ULITISES. .........cccveviiieiicie e 26
Tableau 3: Néphélometre standard de Mc Farland (Hang, 1999) ........ccccoveviieiiiiieieese e, 30
Tableau 4: Susceptibilité des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques utilisés.................. 33




[ INTRODUCTION ]

Helicobacter pylori est une bactérie gram négative en forme de spirochéte, découverte
il y a plusieurs années dans les estomacs de cadavres humains et d’autres mammiféres
(Marshall et al. 1986). Bien que 1’on n’ait réussi a cultiver ce micro-organisme qu’en 1982,
ses manifestations ont été rapportées dans la littérature scientifique depuis plus de 100 ans
(Marshall et al. 1986). Il est maintenant bien établi que H. pylori est un micro-organisme
pathogene de la muqueuse gastrique. Cette bactérie est incriminée dans la gastrite aigué et
chronique et dans la maladie ulcéreuse peptique. H. pylori joue un rdle étiologique principal
dans la gastrite chronique a prédominance antrale. H. pylori est la seule espéece bactérienne
reconnue par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme étant cancérigéne pour
I’Homme.

Les infections par H. pylori sont universellement répandues. Elles constituent un
probléme important de santé publique en raison de leur prévalence, du colt généré et d’une
importante morbi-mortalité. Plus de 50% de la population mondiale est infectée par H. pylori
mais seulement une fraction de la population infectée développe la maladie (Couturier, 2013).
Cette prévalence varie selon les pays et leurs niveaux de développement. Elle varie entre 80 et
95% dans les pays en voie de développement tandis qu’elle se situe entre 15 a 30% pour les
pays industrialisés (Malfertheiner et al. 2012). Plusieurs études épidémiologiques montrent
une diminution de la prévalence de I’infection a H. pylori dans les pays industrialisés et une
variabilité de la prévalence dans les ethnies d’un méme pays (Wex et al. 2011 ; Lamarque,
2003).

Le diagnostic de I’infection a H. pylori se base sur une large gamme de méthodes
regroupées selon qu’elles soient invasives ou non (Ricci et al. 2007). Les techniques invasives
pratiquées sur des biopsies obtenues par fibroscopie digestive comprennent la culture,
I’examen histologique, le test rapide a I'uréase, ’examen direct et I’amplification génique.
Les techniques non invasives sont au nombre de trois: le test respiratoire a 1’urée, la recherche
de I’antigeéne de H. pylori dans les selles et la sérologie. Les tests invasifs ont été les premiers
a étre utilisés pour son diagnostic, et le diagnostic histologique fut le premier a étre appliqué.
Ce dernier reste le plus utilisé surtout dans les pays ou I’endoscopie est pratiquée. C’est ainsi
que les gastro-entérologues ont la tradition de collaborer avec les pathologistes plus qu’avec

les microbiologistes (Kang et al. 2012).




La mise au point des traitements curatifs (Lamouliatte et al. 2000) a bouleversé
I’histoire naturelle de la maladie ulcéreuse gastroduodénale, devenue une maladie infectieuse
que I’on guérit dans la majorité des cas par I’administration en une semaine d’un traitement
antibiotique et antisécrétoire (Conférence de Consensus, 1996 ; Malfertheiner et al. 2002).
Cependant ces traitements bien codifiés dans les années 1990 (Conférence de Consensus,
1996 ; Malfertheiner et al. 2002), sont devenus moins efficaces. Comme cela est classique en
pathologie infectieuse, le développement des résistances aux antibiotiques apparait comme
une des principales causes de ces échecs, justifiant des recommandations nouvelles en matiere
de stratégie diagnostique, thérapeutique (Malfertheiner et al. 2002) et le développement de la
recherche. C’est ainsi que divers schémas thérapeutiques ont été proposés afin d’éradiquer la
bactérie. A ce titre une trithérapie comprenant un inhibiteur de la pompe a protons a
I’exemple de ’oméprazole et deux de ces antibiotiques (clarithromycine + amoxicilline ou
clarithromycine + métronidazole) a été recommandée par le consensus de 1995 canadien.
Cependant, dans ces conditions, la bactérie n’est éradiquée que dans environ 70 % de cas
(Graham et al. 2007). Face a cette situation, une quadri-thérapie (10 a 14 jours) incluant le
Bismuth : IPP + Sels de Bismuth + tétracycline + métronidazole a été proposée comme
traitement de seconde ligne avec un taux d’éradication un peu plus élevé de 1’ordre de 85%
(Fischbach et al. 2004). Des thérapies incluant les nouvelles générations de fluoroquinolones
(lévofloxacine, norfloxacine), généralement associées a I’amoxicilline et un IPP ont
également vue le jour.

Les principales causes de 1’échec du traitement sont : le défaut d’observance médicale
du patient liée a la lourdeur des thérapies et aux effets secondaires des antibiotiques et surtout
a I’émergence de la résistance de ces souches bactériennes aux antibiotiques (Courillon-
Mallet, 2005). En effet, des cas de résistance de H. pylori ont été décrits pour tous les
antibiotiques proposés pour 1’éradication (Vakil & Mégraud 2007). Le taux de résistance aux
antibiotiques est beaucoup plus €levé en cas d’échec d’éradication (Agudo et al, 2010) et est
proportionnel au nombre de tentatives infructueuses (Miendje Deyi et al. 2011). C’est ainsi
que I’adaptation de la thérapie en fonction de I’antibiogramme (Traitement de 3eme ligne «
Rescue therapy ») est indispensable en cas d’échec d’éradication. Cette stratégie
thérapeutique basée sur les tests de sensibilité serait plus efficace, préserverait le capital
thérapeutique, limiterait la sélection des mutants résistants et serait probablement moins
codteuse (Malfertheiner et al. 2007 ; Graham & Fischbach 2010).




Au Cameroun la prévalence de la résistance des souches H. pylori locale semble ne pas étre
parfaitement élucidée. Seuls quelques travaux faisant état d’une prévalence de 1’ordre de
95,5% a été reporté par Ndip et al. en 2008. D’ou I’intérét suscité a cette étude portant sur
I’établissement du profil de résistance des isolats cliniques de H. pylori vis-a-vis des
antibiotiques usuels au Cameroun afin d’améliorer la prise en charge de cette affection au

Cameroun.

Le présent travail voudrait établir le profil de résistance des isolats cliniques de H. pylori vis-

a-vis de quelques antibiotiques au Cameroun.
Comme objectifs spécifiques, nous nous proposons :

- d’évaluer la susceptibilité de 40 isolats cliniques de H. pylori vis-a-vis de quelques

antibiotiques usuels au Cameroun ;

- de déterminer le caractére de résistance de ces isolats et d’en déduire leur profil de

résistance.

Ce mémoire s’articule autour de 4 chapitres dont le chapitre I est consacré a la revue
de littérature, le chapitre 1l aux matériel et méthodes, le chapitre Ill & la présentation des
résultats et a la discussion, et le chapitre IV a I'intérét didactique et pédagogique. L’ensemble
des chapitres ainsi présentés ont été précédés par une introduction et se termine par une

conclusion.
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CHAPITRE I: REVUE DE LA LITTERATURE
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I.1- Généralité sur Helicobacter pylori
I.1.1- Historique de la découverte

On a longtemps cru que I'estomac était stérile en raison de l'acidité ambiante. Pourtant,
la surface du tractus digestif, et plus particulierement celle de I'estomac, tant chez I'Homme
que chez beaucoup d'animaux, est colonisée par des micro-organismes hautement spécialisés
(Rochard, 2000). Cette découverte, exploitée depuis seulement une vingtaine d'années par la
médecine humaine, n'est cependant pas récente. Elle remonte a la fin du 19éme siécle ; des
bactéries spiralées ont été observées et décrites pour la premiére fois chez les carnivores
domestiques par Rappin en 1881 et Bizzozero en 1893, puis Salomon en 1898 cites par Eleko
(2003). En 1906, un médecin allemand, Krienitz, observe des bactéries spiralées de diverses
morphologies dans l'estomac d'un malade atteint de cancer (Ciacci & Mazzacca, 2006).
Durant la premiere moitié du 20eme siécle, quelques publications y feront référence, dont
Weber et al. en 1958, jusqu'a ce que, en 1983, un anatomopathologiste australien, Warren,
découvre une bactérie spiralée en association avec des lésions de gastrite chez 'Homme, et
que Marshall en 1983, en établisse la premiére culture. Cette découverte, ou redécouverte, fut
révolutionnaire, car elle a conduit a admettre que I'estomac, jusqu'alors considéré comme peu
propice a la multiplication bactérienne compte tenu de son pH acide, pouvait étre le siege
d'une croissance bactérienne (Rochard, 2000). Ainsi, Helicobacter pylori fut d'abord classée
avec les Campylobacters en raison de ses caracteres culturaux, morphologiques, métaboliques
et écologiques, et fut successivement dénommée Campylobacter pyloridispuis Campylobacter
pylori (Eleko, 2003). Les nouvelles techniques de biologie moléculaire, notamment la
comparaison des ARN ribosomaux et la Polymerase Chain Reaction (PCR) ont mis a jour les
particularités génomiques de cette bactérie. Elle fut donc définitivement identifiée comme un
nouveau germe et appelée Helicobacter pylori (Mohammadi, 2000). Le genre Helicobacter a
ainsi été créé en 1989 avec Helicobacter pylori, la premiére cultivée, issue de la muqueuse
gastrique de I'nomme, et Helicobacter mustelea, issue de la muqueuse gastrique du furet
(Eleko, 2003). Ce genre fait partie d'un grand groupe €loigné des autres bacilles gram négatifs
et qui comporte plusieurs genres: Campylobacter, Wolinella et Arcobacter (Rochard, 2000).
Les bactéries de ce groupe ont en commun d'avoir une morphologie spiralée ou hélicoidale et

d'étre adaptées au milieu particulier qu'est le mucus gastrique (Ciacci & Mazzacca 2006).




1.1.2 — Classification de Helicobacter pylori
Selon la deuxieme édition du manuel de Berge de la systématique bactérienne de

2001, le genre Helicobacter appartient a la famille des Helicobacteraceae, comme le montre
I’arbre phylogénique suivante (Prescott et al. 2003)

- Domaine des Eubacteria

- Phylum des Proteobacteria

- Classe des Epsilon-proteobacteria

- Ordre des Campylobacterales

- Famille des Helicobacteraceae

- Genre Helicobacter.

- Espéce Helicobacter pylori

1.1.3 — Caracteres généraux
1.1.3.1- Structure de Helicobacter pylori

Les bactéries du genre Helicobacter sont gram-négatives, hélicoidales, incurvées ou
droites, de 0,5 um a 1um de large sur 2,5 um a 5 um de long, aux extrémités arrondies; elles
sont mobiles grace a de multiples flagelles engainées qui peuvent étre uni-, bipolaires ou
méme latérales (Eleko, 2003).

Figure 1: Morphologie d’H. pylori a I’examen microscopique (objectif 100 a immersion)

(Do-regoseyawi et al. 2001).

H. pylori est plus petit que les autres Hélicobactéries : en effet, il mesure de 3 a Sum
de long sur 0,3 a 0,5 um de large; de forme spiralée, certains auteurs ont remarqué que sa
morphologie, homogene au niveau des prélévements, peut étre trés hétérogene en culture avec
des formes bacillaires, en U ou circulaires (Donzé, 2005). Lorsque le milieu s'appauvrit, des

formes coccoides apparaissent, correspondant a des formes de dégénérescence, bien que




certains auteurs aient supposé gu'il existe des formes coccoides de resistance; cette question

est controversee (Mc nulty & Wyatt 1999).

1.1.3.2 - Aspect de Helicobacter pylori en culture

Les colonies d'H. pylori sont de petite taille, de 1 a 2mm de diameétre, non pigmentées,

translucides et isolées (figure 2) (Liassine, 2005).

Figure 2: Une culture d’ Helicobacter pylori apres trois jours d’incubation. (Mcnulty &
Wyatt 1999). De méme aspect, les colonies des autres hélicobactéries s'étendent parfois en
nappe (Rochard, 2000).

1.1.3.3 - Exigences de croissance et activités enzymatiques
La culture des hélicobactéries est lente et difficile (Bontems & Cadranel 1998). Les

hélicobactéries nécessitent une atmosphére micro aérophile (10 % de CO2,4 a5 % d'O2 et le
85 % de N2). Elles ne poussent pas en milieu aérobie. La température optimale est de 37° C,
elle est possible a 30° C, mais pas a 25° C. A 42° C, la croissance est variable (Tiwari et al,
2006). Elles se developpent sur des milieux variés, enrichis en sang ou en sérum.

H. pylori est une bactérie asaccharolytique bien que certains travaux laissent supposer
qu’elle pourrait utiliser faiblement le glucose par la voie des pentoses. Les colonies ne
deviennent visibles qu'en 3 a 5 jours (Baldwin et al, 2006).

Les Hélicobactéries sont catalases, oxydases, phosphatases alcalines et surtout uréases
positives: en effet, elles possédent une uréase puissante qui conditionne la survie en pH acide
et la réussite de la colonisation dans I'environnement gastrique (Rochard, 2000). Elles ne
réduisent pas le nitrate, n'hydrolysent pas I'hippurate et I'indoxyl acétate, et ne produisent pas

d'H2S sur TSI (Triple Sugar Ironagar).




1.1.3.4 - Sensibilité aux antibiotiques

Les Germes HLOs et H. pylori sont sensibles a plusieurs antibiotiques: pénicilline,
ampicilline, amoxicilline, érythromycine, gentamicine, kanamycine, rifampicine, tétracycline
(Rochard, 2000).

Ces bactéries ne sont naturellement résistantes qu'a quelques antibiotiques:
vancomycine, sulfonamide et triméthoprime. La résistance a l'acide nalidixique, a la
céfalotine au métronidazole et a la polymixine est variable. H. pylori devient rapidement
résistant au métronidazole et a la clarithromycine si ces agents sont administrés seuls. Mais
reste sensible aux agents actifs dans la lumiére digestive tels que I'amoxicilline, les

tétracyclines et le bismuth (Lehours & Megraud 2007).

1.1 4-Helicobacter pylori et pathologies gastro-duodénales

1.1.4 1- Facteurs de pathogénicité d'H. pylori

Le pouvoir pathogéene de H. pylori réside dans son aptitude a coloniser la muqueuse
gastrique, a persister dans l'estomac en échappant aux mécanismes de défense de I'hote et,
enfin, dans sa capacité a induire les lésions de la muqueuse gastrique. La place d'H. pylori
dans [l'ulcérogénése est encore mal connue. Deux mécanismes pourraient intervenir
(Josenhans et al.2007) :

- un mécanisme direct d'agression de la muqueuse gastrique faisant intervenir les
propriétés cytotoxiques de la bactérie et son effet promoteur sur I'inflammation ;
- une action indirecte d'augmentation de la sécrétion gastrique par le biais d'une
dysrégulation des mécanismes neuro-hormonaux.

= Adhérence : l'adhérence semble étre un facteur important d'agression pour la
mugqueuse gastrique. Toutes les données témoignent du role important de I'adhérence dans la
pathogénie associée a H. pylori, permettant la sécrétion de substances toxiques dans
I'environnement immeédiat des cellules et favorisant leur action (Lochhead & Elomar 2007).

= Enzymes : on a identifié des enzymes qui manifestent pour la muqueuse gastrique des
propriétés toxiques directes: certaines souches de H. pylori synthétisent en effet des
phospholipases (A2 et C), et une hémolysine, qui pourraient altérer l'intégrité des cellules
épithéliales. L'uréase peut aussi étre considérée comme un facteur direct de pathogénicité
(Lochhead & Elomar 2007).

= Cytotoxines : une cytotoxine, protéine codée par un géne appelé vacA, agit sur les

cellules a mucus, entre autre par inhibition de I'exocytose. Les cellules liberent alors un mucus




non completement élaboré, moins épais, moins hydrophobe, si bien qu'il ne peut plus remplir
correctement ses fonctions protectrices de la muqueuse et I'acidité du suc gastrique amplifie
alors les lésions (Lochhead & Elomar 2007).

= llot de pathogenicité Cag : la région Cag, détermine la plus grande virulence des
souches. Elle correspond a une fraction génomique de la bactérie contenant une vingtaine de
génes dont 3 ont été caractériseés: le géne CagA, le gene CagB et le géne CagC. Par rapport
aux sujets infectés par les souches CagA (-), les patients infectés par les souches CagA(+)
présentent une synthése augmentée d'lL-6 et d'IL-8, une inflammation plus importante au
niveau de la muqueuse gastrique pouvant accélérer I'évolution vers I'atrophie, une plus grande
probabilité d'avoir un ulcére, d'ou leur qualification de « souches ulcérogenes », et semble-t-il
une probabilité plus grande de développer un carcinome gastrique (Lochhead & Elomar
2007).

= Lipopolysaccharide : différentes études montrent que le LPS de H. pylori possede
des propriétés biologiques atypiques qui permettent cependant de lui attribuer un réle
important dans la pathogénie (Hoffelner et al. 2007). Des études menées plus récemment
montrent que le LPS de certaines souches de H. pylori possedent une structure identique a
celle des antigénes des groupes sanguins Lewis x et Lewis y. Les patients infectés par ces
souches développent des anticorps circulants dirigés contre ces antigénes. Les antigenes
Lewis x et Lewis y étant largement présents a la surface des cellules pariétales chez I'homme
(antigénes normalement exprimés par la pompe H+/K+ ATPase, pompe a protons), il est
probable qu'une réaction auto-immune dirigée contre ces antigénes soit a l'origine d'une
destruction des cellules pariétales et de I'évolution de l'infection vers I'atrophie gastrique
(Xiao et al. 2007).

= Activation des neutrophiles : les souches d'H. pylori sont capables d'activer les
neutrophiles, cellules immunitaires impliquées surtout dans la premiere phase de
I'inflammation. Cette propriété est exprimée plus fréqguemment et d'une maniére plus intense
par les souches provenant de patients ulcéreux. La nature des produits responsables de cette

stimulation n'est pas encore définie (Zumkeller et al. 2007).

1.1 4.2. Helicobacter pylori et maladie ulcéreuse gastro-duodénale (UGD)

En 1983 a été mise en évidence, au niveau de la muqueuse gastrique atrophiée de la
gastrite chronique de type B, une bactérie spiralée appelée Helicobacter pylori. On la

retrouve dans 1’estomac (antre, fundus, liquide gastrique) et dans les zones de métaplasie




gastrique quel que soit leur site (duodénum, cesophage, diverticule de Meckel, rectum)
(Duché, 1992). L'infection a H. pylori est une cause majeure de développement d'ulcere
duodénal chez l'adulte et lI'enfant (NIH Consensus conférence, 1994). C'est un facteur de
retard de cicatrisation et de récidive de l'ulcére (Cadranel & Gottrand 2003). La prévalence de
cette infection est de 11 a 75 % pour l'ulcére gastrique et de 33 % a 100% des cas pour l'ulcére
duodénal (Hang et al. 1999).
Plusieurs mécanismes d’agression de la muqueuse gastrique par ce germe sont retenus :

- altération des glycoprotéines constitutives du mucus ;

- effets cytotoxiques directs par production d’ammoniaque qui faciliteraient la rétro-
diffusion des ions H";

- activation du systeme de complément in vivo qui pourrait étre responsable de

I’intense réaction.

1.1.4 3-Helicobacter pylori et lymphome

L’ Helicobacter pylori entraine une prolifération lympho-épithéliale de la muqueuse
gastrique, celle-ci étant normalement dépourvue de follicule lymphoide et évoque la phase
d’initiation du lymphome gastrique de type M.A.L.T. (Mucosa Associated Lymphoid Tissue)
a cellule B de bas grade de malignité. Par ailleurs, 1’éradication de 1’H. pylori entrainerait une
régression du lymphome type MALT de bas grade de malignité a cellule B dans 90 a 100 des
cas (Lamoliatte, 1994).

1.1.4.4-Helicobacter pylori et cancer gastrique

L’existence d’un lien entre I’infection par I’H. pylori et la survenue d’un cancer de
I’estomac est possible comme témoigne ’existence d’une association significative entre la
présence des anticorps anti H. pylori et ’apparition d’un cancer gastrique. Ainsi, le risque
relatif de survenue d’un cancer gastrique dans les populations infectées par H. pylori est de 6
et le risque de développer un cancer gastrique est ¢levé d’autant plus que ’infection a H.
pylori est ancienne. En plus, H. pylori provoque une diminution du taux d’acide ascorbique,
une hypochlorhydrie favorisant la pullulation microbienne et par conséquent la formation des
nitrosamines, ensemble de facteurs incriminés dans la genése du cancer gastrique (Dobrilla &
Benvutti 1995).




|.2-Epidémiologie de I’infection a H. pylori
1.2.1- Prévalence de I’infection

Helicobacter pylori infecte 20 a 90 % de la population humaine adulte (Husson et
Mignon, 2001). Comme beaucoup d'infection, celle a H. pylori est trés liee au niveau socio-
économique de la population considérée. L'infection est extrémement fréquente dans les pays
en voie de développement, avec une prévalence de l'ordre de 80 a 90 % (virtuellement
presque tous les adultes sont infectés) et dans les couches les plus pauvres des pays
développés (figure 4). Dans ces populations, I'infection est acquise a un age plus précoce que
dans les nations occidentales industrialisées (Rochard, 2000). Dans les pays développés, la
prévalence est presque nulle dans I'enfance et atteint 40 & 50% aprés 50 ans (Deslick, 2006);
elle dépasse 50% de la population générale dans les tranches d'dge supérieure a 60 ans. Le
taux d'incidence annuel est de 0,3 a 1 personne-année. La prévalence actuelle en Europe pour
les sujets de 21 a 30 ans peut dépasser la valeur de 70 % et montre un net gradient décroissant
Est -Ouest. En France, elle est de I'ordre de 15% a 20 ans (Delport & W.Van Der Merwe,
2007), la prévalence tout &ge confondu étant de 20 a 30%; elle a été mesurée a 45% dans un
échantillon de consultants pour symptomatologie digestive. Chez I'homme, l'infection semble

aussi fréquente chez les sujets masculins que féminins (Rochard, 2000).

Figure 3: Répartition géographique de la prévalence (% de la population infectée) de
I’infection a H. pylori dans le monde. (extrait de WWW.helicobacter.com/h-
epidemiology.html).




1.2.2- VVoies de transmissions

L'histoire naturelle de I'infection a H. pylori chez I'homme est encore mal connue.
L'infection est probablement contractée a la faveur de I'ingestion de la bactérie (Korwin,
2007).

= Transmission interhumaine d'H. pylori

Le mode de transmission de l'infection est encore mal élucidé (Malaty, 2006).

»= Transmission a partir de I'environnement: arguments pour la voie fécale-orale
Elle est peu probable compte tenu de la grande fragilité du germe (Rochard, 2000).

L'eau, comme les légumes crus, seraient en fait contaminée par des selles humaines (Moreno
et al, 2007). En effet, H. pylori est éliminé dans les selles: alors qu'on pensait que H. pylori
était détruit par les sels biliaires et ne pouvait pas survivre a la compétition des nombreuses
bactéries de la flore fécale, ce germe est détecté dans les selles par PCR avec une bonne
sensibilité (Rochard, 2000). Il a été récemment cultive a partir des feces. Ceci dit, il est trés
difficile de le retrouver sous forme cultivable. Des formes de survie (viables mais non
cultivables) éliminées dans I'environnement existent vraisemblablement, se transformant en
formes «normales» en atteignant I'estomac (Megraud, 2003).

= Transmission directe interhumaine: arguments pour la voie orale- orale
I1'y a également des arguments pour la voie orale-orale. La pré mastication des aliments par la
meére est un facteur de risque pour les enfants (Bontems & Cadranel 1998).
H. pylori pouvant survivre un certain temps dans le liquide gastrique, une transmission est
donc possible en cas de vomissements. S'il y a régurgitation, la cavité buccale est susceptible
d'étre colonisée transitoirement (Delport & W.Van.DerMerwe 2007). La tendance est a penser
que la contamination dans les pays développés se ferait surtout par voie orale-orale, alors
qu'elle se ferait surtout par voie fécale-orale dans les pays en voie de développement
(Rochard, 2000).

= L'infection a H. pylori : une infection nosocomiale
En dehors des modes de transmission possibles dans la communauté, il existe un
endroit spécial ou la transmission est possible: ce sont les salles d'endoscopie et ce risque
concerne a la fois les patients et les gastro-entérologues (Recordati, 2007). En effet, le
caractére infectant du liquide gastrique entraine un risque de contamination lors de la
manipulation de matériels souillés (sondes naso-gastriques, sondes a pH, endoscopes...)

(Rochard, 2000). 1l a été montré que la prévalence de l'infection était significativement plus




élevée chez les gastro-entérologues que dans la population générale. La transmission de
patient a patient a cause d'endoscopes contaminés est rare mais possible.
= |Infection a H. pylori: zoonose potentielle

Méme si quelques réservoirs animaux ont été décrits chez le singe et le chat, il est
habituellement reconnu que la transmission de [D’infection est essentiellement, sinon
exclusivement, interhumaine (Rochard, 2000). Les relations des Helicobacters avec
I'environnement (habitat, conditions de survie et de développement, acquisition de
I'infection...) font I'objet de nombreuses études chez I'animal (Rochard, 2000). En effet, la

maniere dont cette infection est transmise chez les carnivores n'est pas encore clarifiée.

1.2.3-Diagnostic de I'infection a Helicobacter pylori
On distingue:

> Des méthodes de diagnostic utilisées pour d'autres bactéries pathogenes: la sérologie,
I'examen microscopique (histologie ou culture), la culture et I'amplification génique (PCR)

» Des méthodes spécifiques de H. pylori basées sur la production abondante d'une
uréase par cette bactérie: le test respiratoire a l'urée, la recherche directe de l'uréase sur
biopsie gastrique (Ricci et al, 2007).

1.2.3.1 - Méthodes invasives
Les méthodes invasives sont utilisables uniquement par le spécialiste, car elles

nécessitent une endoscopie a la faveur de laquelle on réalise le prélévement de biopsies de
muqueuse gastrique antrale (a environ 2 cm du pylore) et éventuellement fundique. Il est
souhaitable d'obtenir une biopsie pour chaque test a effectuer. Ceux sont actuellement les
méthodes de diagnostic les plus habituelles (Rochard, 2000).

- Testal'uréase (Ricci et al, 2007).

- Examen anatomopathologique (Petrenkiene et al. 2004).

- Examen bactériologique standard appelée méthode de référence (Ricci et al. 2007).

- Amplification génique (Recordati, 2007)

- Meéthodes utilisant le liquide gastrique (Rochard, 2000).

» Endoscopie et biopsie

Lorsque les patients présentent des symptémes digestifs, on peut faire la recherche de
H. pylori par endoscopie haute puis on pratiquera une biopsie. L’endoscopie permet de mettre
en évidence, dans le cas de I’infection a H. pylori, la présence d’une gastrite nodulaire

(présence de nodules de I’antre surtout chez ’enfant) (Bujanover et al. 1990) qui s’associe




dans la majorit¢ des cas a la présence de follicules lymphoides a I’examen anatomo-

pathologique (Prieto et al. 1992).

La réalisation de biopsies gastriques antrales et fundiques reste indispensable pour
poser le diagnostic de gastrite a H. pylori. Habituellement, la muqueuse parait
macroscopiquement normale mais en réalité elle est enflammée. Plusieurs biopsies peuvent
étre nécessaires pour les analyses histologiques et bactériologiques car les Iésions pourraient
étre hétérogeénes dans leur répartition et leur intensité. On pense aussi que 1’endoscopie serait
nécessaire aprés le traitement pour contrdler 1’évolution de la gastrite histologique. Le
diagnostic est rendu possible lors de I’examen anatomopathologique, a cause de la localisation
et la morphologie particuliéere de H. pylori, les colorations permettant de visualiser les

bactéries au niveau du mucus gastrique, de 1’épithélium de surface ou des cryptes.

» Test rapide a I'urée

Ce test est basé sur la propriété de H. pylori de posséder une uréase trés forte. Les
avantages de ce test sont sa facilité et sa rapidité. On obtient la réponse en salle d’endoscopie

en 20 a 30 minutes (Mégraud et al. 1994). La limite de ce test est sa faible sensibilité : il faut

en effet un nombre de bactéries important (supérieur a 105/g) pour faire virer le test, ce qui
limite son utilité pour le contrdle de 1’éradication du germe aprés traitement, car dans ce cas
H. pylori, méme s’il n’a pas disparu, ne sera pas détecté par cette méthode.

L’amplification génique permet de mettre en évidence des fragments d’ADN de H.
pylori directement sur du matériel biologique tel que biopsie gastrique, liquide gastrique,
plaque dentaire, salive ou selles (Labigne et al. 1994). Cette méthode est connue pour sa
rapidité, sa sensibilité et sa possibilité de mettre en évidence toutes les formes de H. pylori, y
compris les formes coccoides non cultivables ou les bactéries mortes. Malgré ces points forts,
c’est une technique qui a une faible disponibilité.

La tendance actuelle est telle qu'on ne devrait plus se fier a un seul test pour faire le diagnostic
de I’H. pylori mais plutdt a la combinaison de 2 tests si cela est possible (Vaira et al. 2000).

Le choix des tests dépend des conditions cliniques et des moyens disponibles dans le milieu.
1.2.3.2 - Méthodes non invasives
- Sérologie (Gill et al, 2007) ;

- test respiratoire a I'urée marquée au carbone 13 (Breath Test) (Ricci et al. 2007) ;

- méthode utilisant la salive (Ricci et al. 2007).




» Lasérologie

La détection d’anticorps contre 1’ H. pylori (la technique la plus utilisée est I’Elisa de
type IgG) permet le diagnostic d’infection a H. pylori avec une sensibilité et une spécificité de
I’ordre de 85 a 95% (Gosciniak et al. 1993; Megraud et Broutet, 2000; Hisada et al. 2001).
Elle est avantageuse parce qu’elle permet de diagnostiquer plusieurs personnes, rapidement et
a colts réduits. De plus, elle a I’avantage de ne pas étre trop invasive en comparaison a la
biopsie par endoscopie (Li et al. 1996; Samuels et al. 2000). Elle est la méthode la plus
recommandée pour un test initial non seulement parce qu’elle est non-invasive mais aussi
parce qu’elle est précise, moins dispendieuse et reproductible.

La sérologie est la technique la plus indiquée pour les etudes épidémiologiques,
surtout la trousse utilisant des antigénes purifiés reconnus pour leur sensibilité et leur

specificité.
> Le test respiratoire a ’urée marquée ou "urea breath tests C-13"

Ce test est basé sur I’hydrolyse de 1’'urée marquée rendue possible par la quantité

d’uréase produite par 1’Helicobacter pylori. Une hydrolyse rapide produit du CO2 marqué qui

est absorbé puis transmis aux poumons et rejeté par expiration. On se base donc sur la
détection des métabolites et 1’hydrolyse de 1’urée dans la respiration. Ce test permet une
estimation semi-quantitative de 1’infection.

La spécificité et la sensibilité de ce test sont proches de 95% (Vandenplas et al, 1992).
L’innocuité de ce test permet de le répéter a volonté et donc de 1’utiliser pour le dépistage et
le suivi des sujets infectés apreés traitement. Il permet en effet de confirmer 1’éradication du
germe ou, au contraire, la persistance de I’infection, et d’éviter ainsi une endoscopie de

controle qui est invasive (Logan et al, 1998).

|.3-Thérapies d'éradication de Helicobacter pylori
1.3.1- Antibiotiques de premier choix

Helicobacter pylori est sensible in vitro a de nombreux antibactériens ; néanmoins
peu sont efficaces pour son éradication in vivo. Les principales causes d'échec de traitement
(absence d'éradication de H. pylori de la muqgueuse gastrique, persistance des lésions de
gastrites) sont la resistance aux antibiotiques et le non-respect des prescriptions
thérapeutiques. 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 l'infection a
H. pylori. Les caractéristiques optimales d’une molécule anti-H. pylori sont (Vakil &
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 ;

- codt abordable.
Les antibiotiques de premier choix incluent le métronidazole, la clarithromycine,

I’amoxicilline et la tétracycline.

1.3.1.1- Métronidazole

Le métronidazole appartient a la famille des 5-nitroimidazolés. C’est 1’addition de la
fonction nitro en position 5 qui leur confére I'activité antibactérienne, spécifiquement sur les
bactéries anaérobies ainsi que sur certaines especes microaérophiles dont H. pylori. Il agit par
inhibition de synthése de I’ADN bactérien. L’activité du métronidazole n’est pas influencée

par le pH. 1l est sécrété de facon active dans la lumiére gastrique.

1.3.1.2- Clarithromycine
La clarithromycine reste le macrolide le plus utilisé pour la thérapie anti-H. pylori. Les
macrolides inhibent la synthése protéique en se fixant sur la sous-unité 50S du ribosome

bactérien, notamment au niveau de I'ARN ribosomal (ARNr) 23S.

1.3.1.3- Amoxicilline

L’amoxicilline est une aminopénicilline (betalactamines) dont la structure résulte de
I’addition d'un groupe amino a la benzylpénicilline. Elle inhibe la synthése du peptidoglycane,
constituant de la paroi bactérienne en s’attaquant aux protéines liant les pénicillines (PLP).
Trés peu de souches de H. pylori sont résistantes a 1’amoxicilline, d’ou son usage fréquent

dans les associations.




1.3.1.4- Tétracyclines
Les tétracyclines inhibent la synthese des protéines bactériennes en se liant a la sous
unité 30S du ribosome ou elle bloque la fixation de I’aminoacyl-ARNTt résultant en la synthese

d’un peptide tronqué. Les molécules utilisées sont la tétracycline et la doxycycline.

1.3.1.5-Autres antibactériens

e Fluoroquinolones : les nouvelles fluoroquinolones sont trés actives sur H. pylori.

Elles agissent par inhibition de la sous-unité A de I’ADN gyrase bactérienne codée par le géne
gyrA. Cette enzyme est un tétramere constitué de deux sous-unités A codées par le géne gyrA
et deux sous-unités B codées par le gene gyrB.

e Sels de Bismuth : lls ont un effet antibactérien par inhibition de la synthése 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 I’effet des antibiotiques auxquels ils sont
associés.

e Rifamycines (rifampicine, rifabutine) qui inhibent la synthése de I’ARN bactérien par
blocage de la synthése de la sous unité B de I’ARN polymérase ADN dépendante codée par le
géne gyrB.

e Furazolidone, dérivé du nitrofurane, étudiée dés les années 90 pour son activité anti-H.
pylori (Xiao et al. 1990).

1.3.2- Schémas thérapeutiques

1.3.2.1- Traitement de premiere ligne

Le traitement classique consiste en une triple thérapie (7 a 14 jours) associant 2
antibiotiques (clarithromycine + amoxicilline ou clarithromycine + métronidazole) a un IPP
(Inhibiteurs de pompes a protons) a double dose pour neutraliser I'acidité gastrique
(Malfertheiner et al. 2007). Dans ces conditions, la bactérie n’est éradiquée que dans environ
70% de cas (Graham et al. 2007).

1.3.2.2-Traitement de deuxieme ligne
Les schémas thérapeutiques proposés en 2éme ligne sont :

e la quadri-thérapie (10 a 14 jours) incluant le Bismuth : IPP + Sels de Bismuth +
tétracycline + métronidazole. Le taux d’éradication est de 1’ordre de 85% (Fischbach et al.
2004).

e des thérapies incluant les nouvelles générations de fluoroguinolones (lévofloxacine,

moxifloxacine), généralement associées a I’amoxicilline et un IPP. Ce schéma devient




fortement limité par I’accroissement rapide de la résistance aux quinolones (Miendje et al.
2010).
e des schémas incluant les rifamycines (rifampicine, rifabutine) ou la furazolidone ont

également été proposés (Malfertheiner et al. 2007).

I. 3.2.3. Traitement de 3eme ligne (« Rescue therapy »)

L’adaptation de la thérapie en fonction de I’antibiogramme est indispensable en cas
d’échec d’¢éradication. Une stratégie thérapeutique basée sur les tests de sensibilité serait plus
efficace, préserverait le capital thérapeutique, limiterait la sélection des mutants résistants et

serait probablement moins colteuse (Malfertheiner et al. 2007).

| 3.2.4. Traitement non conventionnel

Face aux gros soucis d’éradication, des traitements adjuvants ont été proposé€s pour
améliorer le succés de 1’éradication. Les moins contestés sont les probiotiques, la N-
acétylcystéine et les antioxydants (vitamine C).

Les probiotiques sont des micro-organismes qui constituent la flore buccale,
intestinale et vaginale. Ils peuvent étre ajoutés a I’ensemble des schémas thérapeutiques anti-
H. pylori (Malfertheiner et al. 2007). La majorité des études effectuées suggerent que
I’adjonction des probiotiques (Lactobacillus sp, Bifidobacterium sp, Saccharomyces sp...)
entrainent une diminution des effets secondaires gastro-intestinaux avec comme conséquence
directe ’amélioration de la complaisance des patients (Gotteland et al. 2006).

La N-acétylcystéine est un dérivé synthétique de la cystéine. Grace a ses propriétés
mucolytiques, un prétraitement a la N-acétylcystéine pourrait dissoudre le biofilm de H.
pylori et rendre les bactéries plus vulnérables a l'attaque des antibiotiques. Une récente étude
incluant 40 patients en échec d’éradication a montré un succes d’éradication de 65% chez les
patients prétraités a la N-acétylcystéine, comparé a 20% chez les témoins (Cammarota et al.
2010). L’infection par H. pylori peut entrainer d’importants dommages oxydatifs, notamment,
par la formation des radicaux libres. L’association de Vitamine C a un schéma thérapeutique
contenant la clarithromycine pourrait améliorer le traitement (Chuang et al. 2007). Par
ailleurs, la prise simultanée de vitamine C ou de vitamine E conduirait a des effets protecteurs

contre la gastrite induite par H. pylori.




|.4- Les antibiotiques

1.4.1-Définition
Le terme antibiotique désigne toute substance chimique,

élaborée par un

microorganisme ou produit par synthese, a coefficient chimio thérapeutique élevé dont

I'activité se manifeste a trés faible dose d'une maniére spécifique, par I'inhibition de certains

processus vitaux, a I'égard des microorganismes ou méme de certains étre pluricellulaires
(Mayer, 2007 ; Archambaud, 2009).

1.4.2- Mode d’action des antibiotiques
Le tableau ci-dessous résume les différents modes ou mécanismes d’action des

antibiotiques repartis en famille.

Tableau 1: Famille et mode d’action des antibiotiques

Antibiotique Cible Effet Spectre d’action. Mode d’action

Béta-lactames: Paroi Bacteéricide Cocci Gram+/-

penicillines, Bacilles G+ Inhibition de la synthése de la

ampicilline, Large spectre paroi bactérienne par inhibition de

amoxicilline I’activité de la transpeptidase

Cephalosporines: Large spectre (Lavigne 2007).

céfépime céfalexine

Carbapénemes : Bacilles Gram+

meéropéneme

Monobactames :

aztréoname

Polymixines o Bacteéricide Bacille Gram- Lyse de la membrane
< cytoplasmique en  détruisant

Gramicidine, g Bactéricide Bacille Gram+ organisation de la bicouche

tyrocidine o phospholipidique (Bonfiglio et
= Furneri, 2001).

Tétracyclines: Bactériostatiq | Large Inhibent la synthése protéique en

tétracycline, ue agissant sur la sous unité 30S des

doxycycline ribosomes (Prescott, 2004).

Aminoglycosides: Bacteéricide Large, sauf les

gentamicine, streptocoques et les

streptomycine, anaérobes

kanamycine

Phénicolés: Bactériostatiq | Large Inhibent la synthése protéique en

chloramphénicol ue agissant sur la sous-unité 50S des

Macrolides: Bactériostatiq- | Cocci Gram+/- ribosomes  (Larvigne, 2007 ;

erythromycine " ue Bacilles G+ Prescott, 2004)

Synergistines £ Bactéricide Inactif  sur les

Lincosamides: 3 Bactéricide | enterobacteries et

lincomycine, Q Pseudomonas.

Clindamycine x




Acide fusidique / Staphylocoques Inhibent la synthése protéique
Novobiocine Bactéricide Bloque la réplication de I’ADN
Nitrofuranes / Large
Nitroimidazolé. / Bactéries
" anaérobies
Quinolones : qé_ Bactéricide Gram-, sauf | Inhibent la synthése de I’ADN en
ciprofloxacine, acide | @ Pseudomonas se fixant sur ’ADN-ADN gyrase
nalidixique S aeruginosa. (Collet et al. 1996).
Rifamycine = Bacteéricide Large Bloque la transcription par liaison
S a la sous unité B de PARN
< polymérase (Prescott, 2004)
Sulfamides: 2 Inhibe la synthése de 1’acide
Trimetroprime L5 Large tétrahydrofolique, cofacteur de la
Bactrimptéroate g £ 8 | Bactériostati- synthése de bases azotées par
S o % que action sur I’ARN polymérase
N o= (Prescott, 2004)

1.4.3- Résistance bactérienne aux antibactériens

1.4.3.1-Définition

Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique quand elle est capable de

se développer en présence d’une concentration élevée d’antibiotique (Lavigne 2007).

Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques, la résistance intrinseque ou

naturelle et la résistance acquise. La résistance intrinseque (ou naturelle ou insensibilité) est
présente chez toutes les bactéries de la méme espece ou du méme genre bactérien. Elle
délimite le spectre d’action des antibiotiques. Par exemple, la présence d’une membrane
externe chez les bacilles a Gram- négatif entraine la résistance a diverses classes de molécules

par imperméabilité (glycopeptides, macrolides, lincosamides, streptogramines, etc...).

1.4.3.2-Résistance naturelle ou intrinseque

La résistance naturelle a pour support génétique le chromosome bactérien et elle
permet de définir le spectre d‘activité des antibiotiques et le phénotype est dit sauvage. Ses
mécanismes biochimiques sont nombreux et quelques-uns d'entre eux sont cités ci-dessous.
Les entérobactéries sont naturellement résistantes, le plus souvent a bas niveau, aux
antibiotiques hydrophobes et/ou de masse moléculaire élevée car, ils ne peuvent traverser la
membrane externe de la paroi. (Pénicilline G, pénicilline M, macrolides, rifampicine,

vancomycine, acide fusidique,...). lls s'exercent vis-a-vis de nombreux antibiotiques dont la




cible d'action est intracellulaire (quinolones, chloramphénicol, macrolides, tétracyclines...) et

ils sont qualifiés de pompes d'efflux multi drogues (Euzeby, 2008).

L'efflux repose sur une pompe insérée dans la membrane interne et capable d'éjecter
I'antibiotique hors de la bactérie grace a un canal présent dans la membrane externe et grace a
une protéine de jonction périplasmique. Cet efflux conduit & une diminution de la
concentration intracellulaire de I'antibiotique et confere généralement des résistances a bas

niveau.

1.4.3.3-Résistance acquise ou extrinseque
La résistance acquise résulte d‘une modification du capital génétique permettant a une

bactérie de tolérer une concentration d‘antibiotique plus élevée que celle qui inhibe les
souches sensibles de la méme espece. En pathologie infectieuse, une bactérie est dite
résistante lorsque la concentration d‘antibiotique qu‘elle est capable de supporter est
notablement plus élevée que celle qu‘il est possible d‘obtenir in vivo a la suite d‘un
traitement. La résistance acquise a été observée dés le début de 1‘antibiothérapie mais sa
fréquence était faible. Ultérieurement, la généralisation de 1‘utilisation des antibiotiques a
conduit a une sélection des souches résistantes et on constate, quotidiennement, que de trés
nombreuses souches ne se comportent pas a 1‘égard des antibiotiques conformément a ce que
les spectres d‘activité permettraient de le supposer. Ce phénomene a atteint une telle ampleur
que la seule identification bactérienne ne permet plus de prédire le comportement d‘une

souche isolée vis-a-vis des antibiotiques (Euzeby, 2008).

1.4.3.4-Mécanismes génétiques : résistance naturelle et résistance acquise

Sur le plan génétique, la résistance des bactéries aux antibiotiques peut étre naturelle
Oou acquise. La résistance naturelle ou intrinseéque est un caractére constant a I’intérieur d’un
taxon, elle est stable, programmeée sur le génome bactérien et donc transmise a la descendance
(Pochart, 2009). Un exemple frappant est celui des bactéries gram-négatifs qui sont
imperméables a beaucoup d’antibiotiques. La résistance acquise par contre résulte des
mutations chromosomiques ou de 1’acquisition par la bactérie d’un élément génétique comme
les plasmides, les intégrons ou les transposons. Ce dernier type de résistance est en expansion
trés rapide (notamment dans les hopitaux) avec I'utilisation plus ou moins anarchique des
antibiotiqgues en médecine, en agriculture, en aquaculture et la contamination de
I'environnement par des agents antimicrobiens (Vallet, 2008). La  limitation du

développement des résistances aux antibactériens exige la diminution de la pression de




sélection qui nait de différents facteurs comme la prescription et I'usage des antibiotiques a

large spectre dans le but de traiter une infection non diagnostiquée.

1.4.3.5- Mécanismes biochimiques de la résistance
Les bactéries ceuvrent de plusieurs mécanismes biochimiques pour résister a 1’action
des antibiotiques :

e expression des pompes a efflux pour expulser I’antibiotique et limiter sa
concentration intracellulaire (Roy & Saraf 2006) ;

e expression des molécules enzymatiques capables d’inactiver 1’antibiotique. C'est le
mécanisme principal de résistance aux B-lactamines qui implique les enzymes de la famille
des B-lactamases (Pochart, 2009) ;

e surexpression ou défaut d’affinité de la cible : cette résistance peut étre naturelle (pas
de cible d’inhibiteurs de syntheése du peptidoglycane chez les mycobactéries par exemple) ou

acquise par modification de la cible (Yala et al. 2001).

1.5- Méthodes de détermination de I’activité antimicrobienne in vitro

Les paramétres quantitatifs de base de I’activité in vitro des antibiotiques sont la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB). La
CMI est la plus faible concentration de 1’antibiotique qui empéche toute croissance visible
alors que la CMB est la plus faible concentration d’antibiotiques qui en un temps donné tue

99,9 % des bactéries de I’inoculum original (Ambhis et al.2001).

1.5.1- Méthodes de diffusion en milieu solide
1.5.1.1- Méthodes des disques

Les disques de papier buvard imprégnés d’une quantité définie d’antibiotique sont
déposés a la surface d’un milieu gélosé ensemencé avec une suspension de bactéries (10° UFC
/ml) en phase exponentielle de croissance. L’antibiotique diffuse dans la gélose, sa
concentration étant d’autant plus faible qu’on s’éloigne de la source (gradient de
concentration). Apreés incubation, on observe autour du disque une zone d’inhibition de la
croissance bactérienne pour les germes sensibles. On mesure le diamétre d’inhibition de la
croissance bactérienne dans deux directions perpendiculaires et on retient la moyenne. On
pourra en déduire la valeur approchée de la CMI de 1’agent antimicrobien vis a vis de la
souche étudiee (Amhis et al. 2001). Cette méthode présente 1’avantage d’étre simple,

reproductible, peu colteuse avec des résultats faciles a interpréter. Mais ses inconvenients




sont liés au fait qu’elle n’est pas automatisée et que certaines bactéries fastidieuses ou a faible

croissance ne sont pas testées avec sireté (Amhis et al. 2001).

1.5.1.2- Méthodes des puits
C’est une méthode semblable a la méthode des disques a la seule différence qu’ici les

disques de papier sont remplacés par des puits creusés dans la gélose dans lesquels sont
déposés des volumes précis d’antibactérien est introduit dans chaque puits. Aprés incubation

les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés autour des puits (Berge & Vlietinck 1991).

1.5.1.3- Méthode de I’E-test

Un autre test de détermination de la CMI dit E-test connait actuellement un essor
considérable. 1l est caractériseé par sa facilité et sa rapidité de réalisation, et sa précision
dans la détermination de la CMI. Son principal inconvénient est son codt élevé (Amhis et
al. 2001). Une bandelette (5x50 mm) imprégnée d'un gradient d'antibiotique est déposée a la
surface d’un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture de la souche a étudier.
Aprés incubation, cette bandelette s’entoure d'une zone d’inhibition ellipsoidale (d'ou le nom

E-test). La zone de contact entre la pousse bactérienne et la bandelette indique la CMI.

1.51.4- Méthode de dilution en milieu liquide

La dilution est la méthode de référence. Elle peut étre pratiquée avec des tubes (macro
dilution) ou avec des plaques de 24 ou de 96 puits (micro dilution). L’on distribue dans une
série de tubes stériles (ou dans les capsules d’une plaque), un méme volume d’antibiotique de
concentrations décroissantes. Puis on ajoute dans chaque tube, un méme volume d’une
suspension bactérienne en phase exponentielle de croissance d’environ 10° bactéries/ml
(Berche et al. 1988). Aprés incubation, la croissance est vérifiée en comparant la turbidité a
celle des tubes témoins non inoculés ou en ajoutant un agent révélateur tel que le para-
iodonitrotétrazolium chloride (INT) 0,2 % qui fait apparaitre la coloration rose en présence
des bactéries viables (Kuete et al. 2008).
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11.1- Matériel biologique

11.1.1- Micro-organismes

L'étude a porté sur 40 isolats cliniques de H. pylori dénommés (H. Pylori 1 a H. pylori 40),
isolées au Laboratoire de Bactériologie de 1’Hopital Laquintinie de Douala-Cameroun (HLD)
entre 2014 et 2015 des biopsies gastriques de patients ayant présenté des ulceres
gastroduodénales (UGD) venues en consultation au service de Gastroentérologie de ce centre
hospitalier. L’isolement a été effectué dans le cadre d’une étude antérieure menée par le Dr

KOUITCHEU en collaboration avec le service de Gastroentérologie de ce centre hospitalier.

11.2- Equipements et réactifs utilises
11.2.1- Equipements et verreries

11.2.1.1- Equipements
Etuve (BIOBASE 44°C);  Congélateur(BIOBASE) ;  Réfrigérateur (BIOBASE —25°C)

Bec Bensen ; ’autoclave (Model Ls-B75L) ; Centrifugeuse (Model 90-3); Balance (VWR
Science Education) ; Incubateur (Biobase 37°C); Jarre chimique

11.2.1.2- Verrerie
- Boites de pétri en verre ;

- écouvillons stériles ;

- Tube a vis ;

-Les pinces ;

-Anse de platine ;

-Papier aluminium ;

-Coton.

11.2.2- Réactifs utilisés
11.2.2.1- Milieux de culture

Quatre milieux de culture ont été utilisés dans ce travail (composition voir annexe) :




Le milieu Columbia Agar (Biomerieux France) pour la culture et ’entretien des isolats

cliniques ;

Le Miiller Hinton Agar (Biomerieux France) pour la réalisation de 1’antibiogramme et la

détermination des diamétres d’inhibitions ;

Le milieu Urée-indole (Bioméricux France) pour I’identification et la caractérisation

biochimique (des isolats cliniques) ;

L'eau physiologique pour la réalisation des inoculats bactériens & ajuster a 1’échelle du

Néphélometre standard de Mc Farland

11.2.2.2. Les antibiotiques

Trente antibiotiques appartenant a onze familles différentes ont été utilisés dans le cadre de ce

travail. Le tableau ci-dessous présente ces antibiotiques ainsi que leurs familles respectives

(Tableau 2).

Tableau 2 : Les différents antibiotiques utilisés.

Famille

Antibiotiques

B lactamines

Amoxicilline, ampicilline, amoxicilline+acide clavulanique,
aztréonam, cefépime, céftaxidime, céfotine, cloxacilline,
imipéneme, oxacilline, pénicilline, pipéracilline+tazobactam

Glycopeptides Vancomycine
Aminosides Tobramycine, Dibékacine, Netilmicine, spectinomycine
Phénicolés Chloramphénicol

Tétracyclines

Doxycycline, Tétracycline

Macrolides

Erythromycine, Clarithromycine

Fosfomycine

Fosfomycine

Quinolones

Ciprofloxacine, levofloxacine, Norfloxacine, Acide nalixidique

Imidazole

Meétronidazole

Lincosamides

Clindamycine

Acide fusidique

Acide fusidique




11.2.2.3. Autres réactifs utilisés

L’eau de javel et I’alcool a 95° ont été utilisés comme substances antiseptiques.

L’eau oxygénée (H20y) et les disques de diméthylparaphényléne diamine pour le test de

caractérisation des isolats cliniques.

11.3- Méthodes
11.3.1- Test de Confirmation des isolats H. pylori

11.3.1.1- Caractérisation des isolats cliniques

Outre les caractéres morphologiques et les conditions de culture (notamment la micro-
aérophilie), la caractérisation a reposé sur les caractéres biochimiques spécifiques a H. pylori.
Elle a consisté en la recherche des enzymes notamment le cytochrome oxydase, la catalase,

I’uréase ainsi que la mise en évidence de la résistance des isolats a l'acide nalidixique.

11.3.1.2- Recherche du cytochrome oxydase
Les cytochromes sont des protéines qui appartiennent a la chaine respiratoire,

composée d'une succession de transporteurs d’électrons, en particulier les cytochromes

porteurs de coenzymes héminiques.
Principe
Ce test permet de mettre en évidence la phényléne diamine oxydase produite par des

bactéries en milieu gélosé. En présence de cette enzyme, le N diméthylparaphénylene diamine

incolore est oxydé et libére un composeé rose-rouge, noircissant a 1air.

phényléne diamine oxydase

Réactif incolore COmMpOosé rosé

Technique

Une colonie prélevée aprés re-culture sur milieu spécifique a été écrasée sur le disque
de diméthylparaphényléne diamine préalablement humidifiée avec une goutte d'eau distillée.
La présence d’un cytochrome oxydase se traduit par I'apparition d'une coloration brun-noir

sur le disque.




11.3.1.3- Recherche de la catalase
Principe

Cette enzyme est produite en abondance par les bactéries a métabolisme respiratoire

qui peuvent détruire les peroxydes suivant la réaction ci-dessous :

2 H,O2 — 2 H,O +0,

Technique

Une colonie prélevée aprés re-culture sur milieu spécifique a été déposée dans une
goutte d'eau oxygenée (H20) contenue sur une lame propre. La présence de lI'enzyme catalase

se traduit par le dégagement de bulles gazeuses.
11.3.1.4- Recherche de I'uréase
Principe

L'uréase est une enzyme qui hydrolyse l'urée en ions ammonium et carbonate.

L’alcalinisation est mise en évidence grace au rouge de phénol présent.

UREASE

Urée + 2 H,O > 2NHs"+CO3*

Technique

Une colonie prélevée aprés re-culture sur milieu spécifique a été déposée dans une
goutte de milieu Urée-Indole contenue sur une tablette en plastique blanc. En présence de

I'enzyme, le milieu passe du jaune-orangé au rose fushia au bout de quelques minutes.

11.3.1.5- Résistance a I'acide nalidixique

Helicobacter pylori présente une résistance naturelle vis-a-vis de ’acide nalidixique.
L’évaluation de la sensibilité de cette souche vis-a-vis de cet antibiotique constitue de ce fait
un test de caractérisation. Cette résistance a été évaluée par la méthode de diffusion sur
gélose donc la procédure est décrite dans le paragraphe relatif a la sensibilité aux
antibiotiques.

b



11.3.2- Conservations des isolats cliniques
La conservation des souches de Helicobacter pylori a été réalisée sur milieu Columbia

au sang cuit, coulé en pente dans des tubes a essai stériles. L’ensemencement a été effectué
par stries a partir des colonies obtenues en primo-culture ou a partir des ré isolements. Ces
tubes hermétiqguement fermés ont été incubés pendant 2 jours a 37°C en microaérophilie,
ensuite conservés a une température comprise entre - 4 a -8°C pour une conservation de
courte durée datant au moins 3 mois soit aliquotes dans les cryotubes dans lesquels ont été du

glycérol 15% pour une conservation longue durée.

11.4- Etude de la sensibilité des isolats cliniques aux antibiotiques

L’¢tude de la sensibilité de la bactérie aux antibiotiques a été effectu¢e par la méthode de
diffusion sur gélose tel que décrite par Berche et al (1988) et Amhis et al (2001) en mesurant
le diameétre d’inhibition de la croissance bactérienne dans deux directions perpendiculaires
pour chaque disque d’antibiotique. Les disques des antibiotiques décrits au Tableau 2 ont été
utilisés.

Préparation du milieu de culture

La préparation des milieux de culture Mueller-Hinton ou Columbia Agar a été effectuée en
suivant les instructions du fabricant. Apres autoclavage, ces milieux ont été refroidis a 40°C et

additionnés de 5% de sang du mouton pour activation bactérienne ou de 5% de sérum pour

test de susceptibilité.
» Préparation de ’inoculum

L’inoculum a été préparé a partir de colonies viables fraichement identifiées dans un tube a
essai stérile contenant de l'eau physiologique 0,9%. La turbidité a été ajustée a celle de
I’échelle 3 du Néphélométre Mac Farland (Tableau 3).

B



Tableau 3: Néphélométre standard de Mc Farland (Hang, 1999)

Echelle de Mc |0 05 |1 2 3 4 5 6 7 8 9

Farland

1% BaCl, (ml) 0,00 005010 0,20|0,30|0,40 | 050 /060 |0,70 | 0,80 |0,90

1% H2SO04 (ml) 0,00 |9,95/9,90/980)|9,70 960 950 |940 |930 |920 |910

Eau distillée 10,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 f 0,00 |0O,00 | 0,00 |0,00 |0,00 | 0,00

Densité 0,00 [ 1,5 |3,00  6,009,00] 12,00 15,00 | 18,00 21,00 | 24,00 | 27,00

approximative
des cellules (X
108 UFC/ml)

0,00 /0,13 /0,20/0,33 /0,49 064 066 |0,72 /094 | 0101 0,118

> Ensemencement de I’inoculum

L’ensemencement s’est fait en étalant 100 pl de la suspension bactérienne (10° UFC /ml) en
phase exponentielle de croissance a la surface du milieu Mueller-Hinton additionné de 5% de

sérum de mouton, le tout contenu dans une boite de pétri.
Disposition des disques d’antibiotiques

A l'aide d'une pince stérile, les disques d’antibiotiques ont €été déposés sur la gélose
ensemencée. L antibiotique diffuse dans la gélose, sa concentration étant d’autant plus faible
qu’on s’¢éloigne de la source (gradient de concentration). Ces boites ont été ensuite incubées a
37°C en atmosphére microaérophile pendant deux a trois jours. Aprés incubation, le diameétre
de la zone d'inhibition (en millimétres) pour chaque antibiotique et correspondant a une
absence de culture, a été mesuré a l'aide d'un pied a coulisse. Le test a eté réalisé 3 fois pour
chaque disque d’antibiotique. Les diamétres d’inhibitions obtenus ont été mesurés, les
moyennes calculées et comparées aux valeurs critiques recommandées par le EUCAST

(European Commetee on Antimicrobial Susceptibility Testing) 2015. Le caractére résistant,




sensible ou intermédiaire des isolats cliniques étudiés a été ensuite déduit. 1l convient de noter

que :

- si le diametre mesuré est inférieur au diametre correspondant a la concentration

critique supérieure, la souche est dite résistante ;

- si le diametre mesuré est supérieur au diametre correspondant a la concentration

critique inférieure, la souche est dite sensible ;

- si le diametre mesuré est compris entre les diameétres correspondant aux deux

concentrations critiques, la souche est dite de sensibilité Intermédiaire.
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CHAPITRE 11l : RESULTATS ET DISCUSSION




111.1- Résultats

111.1.1- Screening de 1’activité anti-Helicobacter pylori des antibiotiques utilisés
Les valeurs des diamétres d’inhibition obtenues pour chaque antibiotique vis-a-vis de chaque

isolat sont reportées dans le tableau 4 ci-dessous. De I’analyse de ce tableau, il ressort que les

valeurs de diameétres d’inhibition ont variées de 6 a 46 mm, les valeurs de 6 mm et de 46 mm
étant obtenues respectivement dans 70% (21/30) et 3.3% (1/30) des antibiotiques testés. La

valeur du diamétre d’inhibition la plus élevée, 46 mm a été obtenue vis-a-vis de 1’antibiotique

levofloxacine qui est d’ailleurs 1’un des antibiotiques ayant révéle le spectre d’activité le plus

large.

Tableau 4: Susceptibilité des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques utilisés

Familles Antibiotiques Intervalle des DI | Moyenne + SD des
DI (mm)

Acide Acide fusidique 15-20 16 + 3,12

fusidique

Aminosides Dibékacine 6-8 6,2+0,61
Nétilmicine 20-22 21+1,01
Spectinomycine 6-8 6,1+0,44
Tobramycine 6-8 6,3+0,72

B lactamines Amoxicilline 6-30 7,15%1
Ampicilline 6-6 60
Amoxicilline + Acide clavulanique 6-8 6,1+0,44
Aztréonam 6-8 6,4+0,81
Cefépime 6-8 6,1+0,44
Ceftazidime 6-8 6,1+0,44
Cefoxitine 6-8 6,2+0,61
Cloxacilline 6-8 6,1+0,44
Imipénéme 20-24 22,2+1,68
Penicilline 6-8 6,3+£0,72
Pipéracilline +Tazobactam 6-8 7,2+0,99




Oxacilline 6-8 610,81
Fosfomycine Fosfomycine 6-8 6,7+0,96
Quinolones Ciprofloxacine 20-32 27,3+3,94
Lévofloxacine 26-46 37,525+7,18
Norfloxacine 20-25 22,2+2,04
Acide nalidixique 6-15 14,7+3,26
Glycopeptides | Vancomycine 6-8 6,110,44
Imidazole Metronidazole 6-8 7,5+0,87
Lincosamides | Clindamycine 6-8 6,410,81
Macrolides Erythromycine 6-30 7,7+3,75
Clarithromycine 6-26 17,3+6,47
Phénicolés Chloramphénicol 6-8 7,8+0,61
Tétracyclines Doxycycline 20-38 28,35+4,22
Tétracycline 26-40 33,1+4,48

111.1.2- Résistance des isolats cliniques étudiés vis-a-vis des antibiotiques

Le caractere de résistance a été déterminé pour chaque famille d’antibiotiques utilisés. Ainsi
avons-nous spécifié la résistance vis-a-vis des  lactamines, des aminosides, des tétracyclines,
des macrolides, des quinolones et aux autres familles d’antibiotiques testés pour les familles

dont un seul représentant a été utilisé.
111.1.3- Résistance aux 3 lactamines

Il ressort de 1’analyse de cette figure que les isolats cliniques présentent une forte résistance
aux béta-lactamines a I’exception de I'imipenéme qui a présenté un seuil de sensibilité de 40%

vis-a-vis de tous isolats cliniques utilisés.
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Figure 4: Résistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques de la famille des B
lactamines. Amoxicilline (Am), Ampicilline (Ap), Amoxicilline+Acide clavulanique (Am-
Cl), Aztréonam (Azt), Cefépime (Cp), Céftaxidime (Ct), Céfoxitine (Cn), Cloxacilline (Cl),
Imipéneme (Ip), Oxacilline (Ox), Pénicilline (Pn), Pipéracilline+Tazobactam (Pp-Tz).

111.1.4- Résistance aux Aminosides

En ce qui concerne les aminosides, les isolats cliniqgues ont montré également une forte

résistance excepté celle de la nétilmicine pour lequel un seuil de sensibilité de 50% a été

obtenu.
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Figure 5: Resistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques de la famille des
Aminosides. Tobramycine (Tob), Dibékacine (DKB), Netilmicine (Net), Spectinomycine

(Spect).
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I11.1.5- Résistance aux Tétracyclines

La résistance des isolats aux tétracyclines a été nulle dans I’ensemble, en effet les isolats

cliniques ont présenté une sensibilité de 100% vis-a-vis de la tétracycline et de la doxycycline.
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Figure 6 : Résistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques de la famille des
Tétracyclines. Doxycycline (Doxy), Tétracycline (Tetra).

I11.1.6- Résistance aux Macrolides
La résistance des isolats cliniques aux macrolides a été variée, en effet les isolats cliniques ont
présenté une forte résistance aux macrolides variant de 32.5% et 97.5% respectivement vis-a-

vis de la clarithromycine et de 1’érythromycine.
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Figure 7: Reésistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques de la famille des
Macrolides. Erythromycine (Eryt), Clarithromycine (Clar).

111.1.7- Résistance aux Quinolones

Dans I’ensemble, les isolats cliniques ont présenté un caractere sensible ou intermédiaire vis-
a-vis des quinolones utilisés, a I’exception de l'acide nalidixique vis-a-vis duquel une

résistance de 100% a révélée, confirmant ainsi I'identification des isolats cliniques utilisés.
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Figure 8: Reésistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques de la famille des

Quinolones. Ciprofloxacine (Cipr), levofloxacine (Levo), Norfloxacine (Norf), Acide
nalixidique (Ac nalix).

111.1.8- Résistance aux autres familles d’antibiotiques testés

Pour ce qui est des familles des fosfomycines, des glycopeptides, des imidazoles, des
lincosamides et des phénicolés, les isolats ont présenté un taux de résistance de 100% vis-a-

vis de ces dernieres. En revanche les isolats ont présenté une résistance 5% vis-a-vis de

’acide fusidique.
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Figure 9: Résistance des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques des autres familles
d’antibiotiques. Métronidazole (Metr), Clindamycine (Linc), Acide fusidique (ac fusid),
Chloramphénicol (Chlo), Fosfomycine (Fosf).

I11.1.9- Spectre d’activité des antibiotiques testés

Les spectres d’activités des différents antibiotiques ont variés de 0 a 100%. Des 30
antibiotiques testés 70% (21/30) ont présentés un spectre d’activité nul. Le spectre d’activité
le plus large (100%) a été obtenu avec 10% (3/30) des antibiotiques utilisés. Ces antibiotiques
ont été la doxycycline, la tetracycline et la levofloxacine appartenant respectivement aux
familles des tétracyclines et des quinolones. Ces antibiotiques ont suivi de la ciprofloxacine
de la famille des quinolones qui a présenté un spectre d’activité de 87.5%. Les antibiotiques
de la famille des tétracyclines ont été les plus actifs vis-a-vis de tous les isolats cliniques. Elle
a été secondée par ceux de la famille des quinolones donc la plupart ont présenté un spectre

d’activité non nul (figure 10)
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Figure 10: Spectre d’activité des antibiotiques vis-a-vis des isolats de Helicobacter pylori.
Amoxicilline (Amox), imipénéme (Imip), Netilmicine (Neth), Acide fusidique (A. fd),
Ciprofloxacine (Cipr), levofloxacine (Levo), Norfloxacine (Norf), Erythromycine (Eryt),

Clarithromycine (Clar).

111.1.10- Sensibilité des isolats cliniques utilisés

Aucun des isolats n’a présenté une résistance & 100% aux antibiotiques testés. Les taux de

sensibilité ont variés de 30 a 33% vis-a-vis de I’ensemble des antibiotiques testés. La figure

11 ci-contre présente les résultats obtenus

-
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Figure 11: Sensibilité des isolats cliniques vis-a-vis des antibiotiques

I11.2- Discussion

L’infection a Helicobacter pylori est un enjeu de santé publique du fait de sa
prévalence élevée et de 1I’émergence sans cesse croissante des souches résistantes aux
antibiotiques qui demeurent pourtant les seuls moyens de lutte essentielle. Par conséquent, il
devient impératif de suivre 1’évolution des résistances de H.pylori aux antibiotiques pour une
meilleure prescription médicale. Certes, la détermination de la résistance est recommandée
aprés deux échecs de traitement de I’infection a H. pylori, mais la difficulté de I’application
de cette méthode réside en la lenteur de croissance de H. pylori et de ses besoins culturaux
specifiques. Il est donc admis que la maitrise de ’efficacité des antibiotiques disponibles vis-
a-vis de ce germe et donc la prévalence de la résistance de cette souche microbienne est le
prélude a toute prescription médicale susceptible éviter les échecs thérapeutiques. C’est dans
le but d’optimiser la prise en charge des patients infectés par H. pylori au Cameroun que ce
travail de recherche visant a établir le profil de résistance de 40 isolats cliniques vis-a-vis des
antibiotiques utilisés dans les schémas thérapeutiques de cette infection a été mené

Les résultats obtenus font état d’une forte résistance des isolats cliniques aux béta-
lactamines (100%) sauf a I’'imipenéme pour lequel 40% des isolats se sont révélés sensibles.
En ce qui concerne les aminosides et les macrolides, des sensibilités de 50%, 20% et 2,5%

ont été obtenue respectivement vis-a-vis de la nétilmicine, de la clarithromycine et de

0



I’erythromycine. Les antibiotiques de la famille des tétracyclines ont présentés les spectres
d’activité les plus larges, les tétracyclines la seule famille d’antibiotiques pour lequel une
sensibilité de 100% a été obtenue. Par ailleurs des résistances de 100% ont été enregistrées
face aux fosfomycines, aux glycopeptides, aux imidazoles et aux lincasamides. Par contre les
antibiotiques de la famille des quinolones ont été les seuls pour lesquels la sensibilité des
isolats a été quelque peu générale. En effet, 100% et 87,5% des isolats ont été sensibles
respectivement a la levofloxacine et a la ciprofloxacine. Les résultats obtenus dans la
présente étude corroborent plus ou moins avec ceux de la littérature. En effet, les études
faisant etat de la résistance a I’amoxicilline des souches de H. pylori commencent a étre
décrites a travers le monde, notamment celle de (Jung et al 2006) en Corée du Sud (18,5%) ;
de (Thyagarajan et al 2003) en Inde (32,8%) et de (Hu et al 2007) en Taiwan (36,1%). C’est
également le cas dans la présente étude, ou une résistance certes tres élevé (100%) a été
observée vis-a-vis de I’amoxicilline. La résistance a I’amoxicilline pourrait étre due a
I’utilisation anarchique des antibiotiques (Vallet, 2008) ou a des mutations chromosomiques
(McKane et McKane, 1996). La résistance a la clarithromycine conduit a un échec
d’¢éradication dans 60 a 90% des cas. La résistance primaire & la clarithromycine a
sensiblement augmenté : elle est passée de 10% en 1990 a 21% en 2001 (Le point sur la
résistance aux antibiotiques de Helicobacter pylori 2008). Des taux de résistance de
Helicobacter. pylori a la clarithromycine estimes a plus de 20% et sensiblement semblable a
la prévalence présente pour le cas de la clarithromycine (32,5%) ont été enregistrées en
France (Mégraud 2004).

Les taux de résistance primaire de 20 a 40% ont été enregistrés en Europe et aux
Etats-Unis, vis-a-vis du métronidazole (Megraud 2004). Par contre en Afrique, ce taux est
variable. En effet, au Sénégal, il a été évalué a 90% par Seck et al. en 2009 et a 55% au
Nigeria. A Madagascar, cette résistance au métronidazole a été décrite. Il existe néanmoins
des pays ou le métronidazole demeure efficace dans 1’éradication de H. pylori (Ricci et al
2007). La survenue de la résistance au métronidazole s’explique par ’utilisation fréquente de
cette molécule, dans les pays tropicaux dans le traitement des différentes affections
parasitaires (Euzeby 2008)

Aucun cas de résistance n’a été décelé vis-a-vis des tétracyclines. Ce résultat est en
étroite ligne avec les données de la littérature témoignant une absence ou de trés rares cas de
résistance a cette famille (Midolo et al, 1996). La survenue de la résistance vis-a-vis des

tétracyclines serait attribuer a une triple mutations au niveau des codons 926 a 928 de




I’ARN 16S localis¢ au niveau du site de fixation de la tétracycline sur le ribosome (Gerrits
et al, 2003).

D’une maniére générale, la résistance aux antibiotiques est élevée dans les pays en
voie de développement et elle tend a s’accroitre dans les pays développés ce qui justifierait les
prévalences présentement obtenues comparée aux valeurs publiées dans les pays développés.
Les cas de résistance présentement décrites, certes peu significatif sur le plan statistique
constitue néanmoins une mise en garde sur 1’état de la prévalence de la résistance de H. pylori
au Cameroun dans 1’attente d’une étude plus étendue sur le territoire nationale. L’attitude du
gastroentérologue devrait tenir compte de cette prévalence de la résistance des souches H.

pylori sur 1I’échiquier nationale si I’on voudrait prévenir le recrutement des formes résistantes.




CHAPITRE IV: FICHE PEDAGOGIQUE




La fiche pédagogique est un outil congu par 1’enseignant et qui lui permet de mener a
bien sa legon au cours d’une séance d’enseignement-apprentissage. Ainsi, elle comporte trois
divisions a savoir : une introduction, un développement et une conclusion. Gréce a la fiche
pédagogique, I’enseignant peut définir le temps nécessaire pour bien mener sa lecon. Avec la
fiche pédagogique, I’enseignant pourra mettre 1’apprenant en phase avec la méthode OHERIC

(Observation- Hypothése - Expérimentation — Résultat —Interprétation —conclusion).

L’intérét de cette lecon réside dans le fait qu’elle permettra a I’apprenant d’acquérir
des connaissances a partir de ses propres constructions intellectuelles. Ainsi, 1’¢léve pourra
éviter I’automédication voir un médecin avant de consommer des antibiotiques dans le

traitement d’une maladie.
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des antibiotiques,
donc le role est de
détruire ou
d’arréter la
multiplication des
microbes, mais
ceux-ci ne
réagissent pas. Ces
antibiotiques n’ont
pas d’effet sur la
personne
souffrante ; Le
médecin lui
préscrit des
examens ou on
devra lui faire un
antibiogramme
pour voir si les
antibiotiques sont
sensibles ou

résistant.




DEVELOPPEMENT

-Citer les effets
des
antibiotiques.

1-Les effets des antibiotiques

Diverses substances injectées dans le
milieu intérieur d’un Homme provoquent
la genese de substances nouvelles,
susceptibles de réagir spécifiquement
avec les précédentes. La substance
injectée est un antigéne ; celle qui se

forme est un anticorps.

I-1-Les effets bactériostatiques

Les antibiotiques sont produits par des
microorganismes ayant une action
antimicrobienne. Cette action
antimicrobienne peut étre a action micro
statique c’est-a-dire arrétent la
multiplication des microbes ou
empéchent la multiplication des bactéries

lorsqu’ils sont utilisés a faible dose.

I-2-Les effets bactéricides

On parle encore d’effet bactériolytiques.
IIs détruisent les bactéries lorsqu’ils sont
utilisés a doses normales et fortes. Des
recherches ont permis de déterminer le
spectre d’action de chaque antibiotique
c’est-a-dire I’ensemble des germes qu’il

peut détruire ou neutraliser.

-Vécu quotidien.
R. Djakou ;
biologie 3°
Bordas.

Pose les
guestions aux

apprenants.

Répondent aux
questions et
notent le bilan

dans les cahiers.

-Définir effet
bactériostatiques.
-Définir effet

bactéricide.

-Donner leurs réles

dans I’organisme.
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I1- La spécificité des antibiotiques
a-Découverte des antibiotiques

En 1928 Fleming (bactériologiste)
observa une culture de staphylocoques de
son laboratoire. Cette culture est
accidentellement contaminée par une
moisissure appelée Pénicillim et les
bactéries ont été détruites tout autour. Il
prépare alors un filtrat de moisissure qu’il
nomme pénicilline et constate que cette
solution a un fort pouvoir bactéricide, une

faible toxicité et leur grande tolérance.

b-Définitions

L’antibiothérapie est I’emploi des
antibiotiques dans le traitement des
antibiotiques.

Un antibiotique est une substance
naturelle ou synthétique qui a la propriété
d’empécher la prolifération des bactéries

(effet bactériostatique) ou de les détruire.

-Vécu quotidien.

-Pose les
guestions aux

apprenants.

Répondent aux
questions et
notent le bilan

dans les cahiers.

-Définir

antibiothérapie.

-Définir
antibiotique.

-Donner les noms
de quelques
antibiotiques.




I11-Résistance des antibiotiques
L’emploi désordonné des antibiotiques -
rend les microbes résistants, ce qui pose
un véritable probléme de santé a la
longue comme des ulceres gastriques. Sur
une culture d’une souche microbienne on
a des pastilles imprégnées d’antibiotiques
différents. Aprés une période
d’incubation les auréoles se forment.
L’antibiotique ayant la plus grande
auréole est le plus efficace contre le

germe dont souffre le malade.

CONCLUSION

L’antibiothérapie est I’emploi des antibiotiques dans le traitement des maladies. Les antibiotiques ont pour role de
soigner des personnes malades et ils sont prescrits par le médecin qui fait d’ abord des examens si cela est
nécessaire. Il faut éviter I’automédication parce qu’a la longue le germe peut devenir résistant face a 1’antibiotique

et cela pourrait avoir des répercutions lors du traitement d’une maladie.

Evaluation
sommative
Quels sont les
causes de la
résistance des

antibiotiques ?

5 mn




CONCLUSION ET PERSPECTIVES




Au terme de notre travail qui visait a établir le profil de résistance des isolats
cliniques de H. pylori vis-a-vis de quelques antibiotiques usuels utilisés au Cameroun. 1l en
ressort que :

les isolats cliniques sont fortement résistants aux antibiotiques de la famille des béta-
lactamines (100%) a 1’exception de I’'imipenéme pour lequel 40% des isolats se sont révélés
sensibles ;

en ce qui concerne les familles des aminosides et des macrolides, des résistances de
50%, 32.5% et 97.5% ont été obtenue respectivement vis-a-vis de la nétilmicine, de la

clarithromycine et de 1’érythromycine ;

les antibiotiques de la famille des tétracyclines sont les seuls antibiotiques pour

lesquels une résistance quasiment nulle a été obtenue ;

quant aux antibiotiques de la famille des quinolones, des résistances de I’ordre de

0% et 12,5% ont été obtenus respectivement vis-a-vis de la levofloxacine et de la
ciprofloxacine ;

Par ailleurs des résistances de 100% et de 5% ont été enregistrées respectivement face

aux fosfomycines, aux glycopeptides, aux imidazoles et aux lincasamides et a I’acide

fusidique.

Dans un futur proche, nous nous proposons d’étendre la collecte du matériel
microbiologique dans d’autre localité du Cameroun de rechercher les mécanismes de

résistance responsable de la résistance de H. pylori révélée.
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Annexe 1 : Quelques photos de manipulations au laboratoire

Titre :Balance ultrasensible Titre :Quelques antibiotiques

Titre : Titre : Un antibiogramme

) .
| ‘

Titre : Mesure de I'auréole avec un pied a Titre : Test a 'uréase
coulisse

E



Annexes 2 : Composition des milieux de culture

»  Milieu Columbia
-Polypeptones : 17,0 g/L
-Peptone pancréatique de coeur : 3,0 g/L
- Amidon de mais : 1,0 g/L
-Chlorure de sodium : 5,0 g/L
-Extrait de levure : 3,0 g/L
-Agar : 13,5 ¢/L
-pH=7,3£0,2

»  Milieu urée -idole
-L-tryptophane : 3 g -Urée : 20 g
-Monophydrogénophosphate de potassium : 1 g
-Dihydrogénophosphate de potassium : 1 g
-Chlorure de sodium : 5 g Ethanol & 95 °GL : 10 ml
-Rouge de phénol : 25 mg
-Eau distillée : 11

»  Milieu Mueller-Hinton
-Infusion de viande de boeuf:300,0 ml
-Peptone de caséine:17,5 ¢
-Amidon de mais:1,5 g
-Agar: 17,0 g
-pH=7,
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