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La découverte de Helicobacter pylori en 1982 a révolutionné les connaissances de la
physiopathologie et la prise en charge des maladies gastroduodénales et elle constitue a ce
titre des progres récents les plus significatifs de la microbiologie (Glupczynskiy., 2000).

L’infection a H. pylori est probablement I’infection la plus fréquente a travers le monde et
environ 40 % de la population mondiale en serait atteinte .De 20 a 90 % des individus adultes
sont infectés selon les pays, I’infection étant plus fréquente en milieu défavorisé, de bas
niveau socioéconomique (Joutei et al., 2010).

Il existe des approches préventives et des thérapeutiques utilisant la phyto-aromatothérapie
de différentes plantes ont montré une action inhibitrice sur H. pylori, pour cela, on a choisis
d’étudier I’effet thérapeutique de Syzygium aromaticum, Cinnamomum zeylanicum et
Zingiber officinale contre cette bactérie, des études récentes ont démontré 1’activité
antimicrobienne des extraits des plantes médicinales contre certains microorganismes
pathogenes. En effet Le clou de girofle (S. aromaticum) et la cannelle (C. zeylanicum) ont été
utilisés pendant des siecles comme conservateurs alimentaires et plantes médicinales grace a
leurs activités antimicrobiennes et antioxydantes. (Nassan et al., 2015), et d’aprés Al- kushi
et al, 2013, le gingembre (Z. officinale) est 'un des épices largement utilisés comme anti
inflammatoire et antioxydant.

Notre travail est réalisée dans le cadre d’effectuer une étude épidémiologique rétrospective
de I'infection a H. pylori et d’étudier I’effet antioxydant et antibactérien de Z. officinale, S.
aromaticum et C. zeylanicum vis-a-vis H. pylori.

Le plan de travail est structuré en une littérature comportant deux chapitres premi¢rement
une étude bibliographique sur H. pylori, deuxiément une étude descriptive des trois plantes
médicinales, la partie expérimentale est constituée de deux chapitres également ; le 1%
chapitre concerne la partie Matériel et Méthodes utilisés au cours de cette recherche dont
I’objectif est de réaliser une étude statistique des maladies gastroduodénales dues a H. pylori
dans la région de Tiaret d’une part et d’effectuer une étude biologique des trois plantes
médicinales utilisés dans notre expérimentation d’autre part, pour les résultats et discussion
Héme

sont illustrés dans le chapitre.
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I.1. Historique

La découverte d’Helicobacter pylori par Marshall et Warren est récente : elle remonte a
1982. L’existence de cette bactérie et sa pathogénicité sont cependant suspectées depuis plus
d’un siécle. En 1982, Barry Marshall et Robin Warren, deux médecins australiens, élaborent
un protocole original d’étude endoscopique de l’estomac : des biopsies gastriques sont
systématiquement réalisées et mises en culture en milieu micro-aérobie (et non standard)
durant 48h.

Au retour d’un week-end de Paques de 5 jours, les chercheurs eurent la surprise de
découvrir pour la premiére fois des colonies grises dans les boites de Pétri. Le temps
d’incubation accidentellement plus long du fait du week-end prolongé a permis la premicre
culture d’Helicobacter pylori et son identification (Marshall et Warren., 1984). Les deux
chercheurs prouverent ensuite le réle pathogeéne de cette bactérie dans les ulceres gastriques et
duodénaux, et les gastrites.

Vingt-trois ans plus tard, en 2005, Marshall et Warren regurent le Prix Nobel de Médecine
pour leur découverte (Trouillas., 2010). On a identifi¢ une bactérie qui colonisait la
muqueuse gastrique et qu’ils ont appelé dans un premier temps, Campylobacter pyloridis puis
Campylobacter pylori (Marshall et Warren., 1984). Finalement, aprés séquencage de son
ADN, il a été montré que la bactérie n’appartenait pas au genre Campylobacter et elle a été
placée dans un nouveau genre, Helicobacter, en raison de son aspect hélicoidal (Bommelaer
et Stef., 2009).

I.2. Taxonomie

Elle est classée dans le régne des Bacteria, la division Proteobacteria, la classe
Epsilonproteobacteria, l'ordre des Campylobacterales, la famille Helicobacteraceae, le genre
Helicobacter et 1'espece Helicobacter pylori (Garrity et al., 2005). Le nom pylori vient du
mot grec pylore, ce qui signifie portier, et se référe a la valve pylorique (1’ouverture circulaire

menant de l'estomac dans le duodénum) (Barlik et al., 2009).

1.3. Etude bactériologique

1.3.1. Caracteres généraux

1.3.1.1. Morphologie

Helicobacter pylori est une bactérie Gram négatif présente a la surface de la muqueuse

gastrique, car capable de survivre et persister malgré I’acidité et la forte réponse immunitaire
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locale (Torres et al., 2000). Helicobacter pylori est une bactérie a Gram négatif en forme de
spirale, environ 3 micrométres de long avec un diametre d'environ 0,5 micrométre. Il a 4-6
flagelles. Il est microaérophile, a savoir il nécessite de l'oxygene mais a des niveaux inférieurs
a ceux contenus dans l'atmosphére. Il obtient de I'énergie par oxydation de I'hydrogéne
moléculaire (H;) qui est produite par d'autres bactéries intestinales. Elle est oxydase positif et
catalase positif (Barlik et al., 2009).
1.3.1.2.Habitat

La couche muqueuse de 1’épithélium gastrique, en particulier la muqueuse antrale constitue
le principal habitat d’ H. pylori. Néanmoins, des souches d’H. pylori ont été identifiées dans le
sang, dans la cavité buccale (salive et plaque dentaire) et dans les selles. Par ailleurs, H. pylori
a été fortuitement découvert chez des singes rhésus, le cochon, le babouin, et le chat. Il s’agit
toutefois de découverte sujette a de nombreuses controverses. Aucune source

environnementale (eau, sol...) n’a été identifiée a ce jour (Razafimahefa et al., 2012).

1.3.1.3. Physiologie

Comme son nom I’indique aussi, H. pylori est présent au niveau du pylore, mais aussi dans
le reste de ’estomac. Ce n’est pas une bactérie commensale: sa présence dans 1’estomac est
toujours pathologique. Son mode d’existence est parasitaire, la bactérie pouvant persister dans

I’estomac de I’hdte durant toute sa vie (Trouillas., 2010).

* Résistance a I'acidité gastrique
Au moment de son entrée dans I’estomac, H. pylori a la capacité de résister a I’acidité du
suc gastrique (pH=2) grace a une enzyme membranaire : 1'uréase. Celle-ci lui permet de
transformer 1’urée présente dans le suc gastrique en ammoniac, et ainsi de faire remonter le
pH localement autour de lui par tamponnement de I’acidité (Figure N°2, vignette n°2).
Les flagelles résistent eux a I’acidité gastrique grace a une gaine protéique les entourant.
(Trouillas, 2010).
* Ve dans le mucus gastrique
Apres avoir résisté au suc gastrique, H. pylori plonge grace a ses flagelles dans le mucus
gastrique tapissant la muqueuse gastrique (Figure N°2, vignette n°1).
La bactérie atteint ensuite la surface de la muqueuse gastrique. Elle baigne alors dans le
mucus gastrique, protégée de l'acidité gastrique. Parfaitement adaptée a ce milieu, elle s'y

multiplie (Figure N°2, vignette n°3) (Trouillas., 2010).
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Figure N°1 : Photos d’Helicobacter pylori prises en microscopie électronique.

A. Une bactérie Helicobacter pylori ; B. Amas d’Helicobacter pylori au niveau des cellules

épithéliales gastriques d’aprés Tan et al., 2009.
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Figure N°2: Physiologie et physiopathologie d’ Helicobacter pylori d’aprées Croze., 2011.
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1.3.1.4.Caractéres génétiques

Le génome de la souche 26 695 et celui de la souche J99 d’H. pylori consistent en un
chromosome circulaire dont 91 % est dit codant, c’est-a-dire qu’il posséde des phases
ouvertes de lecture permettant de prédire la synthése d’une chaine polypeptidique ; le reste du
génome est constitué¢ de séquences intergéniques (6 %), de séquences répétées non codantes
(2,3 %) ou d’ARN stables (0,7 %, dont deux copies de 23S et de 16S ainsi que trois copies de
58S ribosomiques). Pour les deux génomes, 77% des phases ouvertes de lecture (ORF) prédites
codent pour des protéines pour lesquelles il existe des homologues (orthologues) dans
d’autres organismes (Jenks et al., 1998).

En effet, les génes codant pour une centaine de protéines dans chacun des deux génomes ne
sont pas retrouvées dans 1’autre génome et réciproquement, alors que les deux souches
possédent toutes deux I’flot de pathogénicité « cag » comprenant 31 ORF qui sont connues
pour étre présentes ou absentes des génomes selon les souches (Jenks et al., 1998) et qui sont
plus fréquemment associés a des affections séveres chez les patients occidentaux (Akopyants

et al., 1998).

1.3.1.5.Caracteéres culturaux

Dans les conditions favorables a la croissance d’H. pylori et apreés une incubation de 2 a 5
jours & 37°C dans une atmosphére appauvrie en oxygene, les résultats obtenus de la culture
des quatre prélévements sur une gélose enrichie au sang se traduisent par I’apparition de
petites colonies de 1 @ 2 mm de diametre. Les colonies ont une coloration grisatre ou
transparente, luisante : elles sont discrétement bombées, rondes et ont un contour régulier

(Tabak et Bensoltane., 2011).

I.3.1.6.Caractéres biochimiques

Helicobacter pylori est une bactérie microaérophile avec un optimum de croissance a 37°C.
En effet, la bactérie est sensible a I’oxygeéne aux taux de l’air et requiert pour vivre une
atmosphere appauvrie en oxygeéne. Elle requiert une concentration en O, de 3 & 6% (optimum
de 'ordre de 5%) et une concentration en CO; de 6 a 10%. Elle possede une catalase, une
oxydase et un superoxyde dismutase. La bactérie synthétise également une G-glutamyl
transférase, une leucine aminopeptidase et une phosphatase alcaline. Son activité enzymatique
la plus caractéristique est son uréase qui lui permet de résister a 1’acidité gastrique, en créant

un environnement alcalin par ’hydrolyse de 1’urée. L uréase est une métallo-enzyme secrétée
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en quantité abondante par toutes les souches ; elle représente 6 a 10% des protéines exprimées
par H. pylori. Les mutants non uréolytiques sont incapables de coloniser la muqueuse

gastrique (Miendje Deyi., 2011).
1.3.2.Propriétés spécifiques de Helicobacter pylori
1.3.2.1.Sensibilité aux antibiotiques

Les méthodes de diffusion en milieu gélosé ne sont pas recommandées pour tester la
sensibilité d’H. pylori. Suivre les recommandations du fabriquant si un réactif commercialisé
est utilisé pour la mesure de la CMI.

Milieu : Gélose de Mueller-Hinton additionnée de 10 % de sang de cheval.

Incubation : micro-aérobiose, 35+2°C, 48 a 72 h (la Société Francaise de Microbiologie.,
(2015).

Tableau N°1: Concentrations critiques (mg/l) et régles interprétatives des antibiotiques

d’apres la Société Francaise de Microbiologie., 2013.

Antibiotiques Concentrations critiques (mg/1)
S R
Amoxicilline <0,12 >0,12
Clarithromycine <0,25 >0,5
Lévofloxacine <1 >1
Métronidazole <8 >8
Rifampicine <1 >1
Tétracycline <1 >1

D’aprés Trouillas., (2010), Helicobacter pylori peut développer une résistance a tous les
antibiotiques utilisés pour son traitement. Son mécanisme de résistance est rare et identique a

celui de Mycobacterium Tuberculosis : il repose sur des mutations génétiques.
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1.3.2.2.Facteurs de virulence
1.3.2.2.1.Flagelles engainés

Helicobacter pylori possede 5 a 7 flagelles polaires engainés de 3 um de long et une
morphologie spiralée qui lui permettent, lors de son ingestion, d’abréger son séjour dans le
suc gastrique, de pénétrer dans la couche de mucus et de s’y mouvoir. La mobilité d’H. pylori
dans le mucus gastrique est assurée par la machinerie flagellaire dont la fonctionnalité requiert
I’expression d’une quarantaine de génes identifiés dans le génome d’H. pylori (Tomb et al.,
1997).

L’appareil flagellaire se décompose en trois éléments (Figure N°3) :
-Un corps basal qui sert d’ancrage a la membrane bactérienne et porte les constituants du
moteur flagellaire et certains ¢léments de chimiotactisme,
-Le crochet (constitue par la polymérisation de la protéine FIgE) qui relie le corps basal aux
filaments flagellaires.
-Les filaments flagellaires d’H. pylori sont constitués par la polymérisation de deux sous-

unités d’environ 53 Da : La flagelline majeure FlaA (codée par flaAd) et la flagelline mineure
FlaB (codée par flaB), retrouvées uniquement a la base de filament (Kostrzynska et al,

1991).
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Figure N°3: Structure de I'appareil flagellaire d’Helicobacter pylori d’aprés Lertsethtakarn et

al., 2011.
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1.3.2.2.2. Microaérophilie

La bactérie est microaérophile avec une croissance optimale dans une atmosphére contenant
5% d’oxygene et 5 a 10% de dioxyde de carbone (Razafimahefa et al, 2012)..
1.3.2.2.3. Adhésines

Helicobacter pylori se glisse a travers le mucus et parfois les muqueuses de I’estomac en
s’ancrant aux cellules épithéliales grace a des adhésines qui sont des protéines fixatrices (e.
PILLY TROP., 2012). Helicobacter pylori se multiplie au niveau du mucus gastrique. Une
faible proportion de bactéries atteint la surface des cellules épithéliales et y adhére grace a
I’expression d’adhésines (Ljungh et Wadstrom., 1996).

Pour cela, Helicobacter pylori peut utiliser plusieurs adhésines. Parmi les adhésines 22 les
plus étudiées, on peut citer BabA (« Blood group antigen-binding adhesin ») et SabA (« Sialic
acid-binding adhesin »). Ces protéines se lient aux antigénes Lewis qui sont similaires a ceux
des groupes sanguins et qui sont présents a la surface des cellules épithéliales gastriques (Van
den Brink et al., 2001).

Il existe 2 alleles pour le gene babA, babAl et babA2. Les souches babA2 sont associées
aux pathologies les plus graves comme ’ulcére et I’adénocarcinome (Oleastro et al., 2003).

Helicobacter pylori possede d’autres adhésines qui sont des protéines de membrane externe
(OMP, « Outer Membrane Protein ») et présentent des domaines trés conservés aux
extrémités Nterminale et C-terminale. Au sein de ces OMP, il a été montré que la protéine
HomB joue un rdle important dans 1’adhérence cellulaire et dans la réponse pro-
inflammatoire. Cette protéine est également associée a l’ulceére et constitue un éventuel

nouveau facteur de virulence (Oleastro et al., 2008).

I. 3. 3. Réservoir

I. 3. 3. 1. Réservoir Humain

Toutes les données actuelles convergent vers le fait que I'homme est le réservoir exclusif
d’H. pylori. En effet, une meilleure connaissance des bactéries des muqueuses du tractus
digestif nous a montré ces derni¢res années que de nombreuses especes animales possédaient
leur propre espece d'Helicobacter et que chaque espéce bactérienne était quasi exclusive de

son hote (On SLW., 2002).
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1.3.3.2. Réservoir naturel hydrique

L'é¢tude de survie d’H. pylori en milieu hydrique montre que sa présence dans
I'environnement hydrique est donc possible. L'eau et l'alimentation pourraient étre des
réservoirs occasionnels, puisque la survie de la bactérie a pu étre obtenue apreés contamination
artificielle de ces milieux.

Dans le cadre de I'hypothése d'un réservoir naturel hydrique plusieurs arguments s'opposent,
a savoir que dans les pays a forte prévalence d'infection a H. pylori, 'habitude de faire bouillir
I'eau de boisson ne réduit pas le risque d'infection, et que H. pylori n'était jamais isolé dans les
eaux jusqu’a présent (Belalami., 1998).
1.3.3.3. Réservoir animal

Plusieurs espéces animales ont été suspectées d'héberger H. pylori et, par 1a, de pouvoir
constituer des réservoirs secondaires, mais dans tous les cas ces hypothéses se sont révélées
non fondées (Mégraud., 2003).

Certains travaux rapportent que les chats peuvent héberger H. pylori, ces observations
suggerent que ce serait de manic¢re occasionnelle et par micro-épidémies. Le chat ne
représenterait pas un réservoir d'infection. Il s'agirait plus probablement d'un cul-de-sac

épidémiologique (Belalami., 1998)

1.4. Epidémiologie

L’infection a Helicobacter pylori est la plus répandue au monde. Elle est caractérisée par
une disparité géographique. Dans les pays industrialises, la prévalence varie de 20 a 40 %,
mais dans les pays en voie de développement, elle touche 70 a 90 % de la population si bien

qu’elle constitue un véritable probléme de sante publique (Essadik et al, 2013).
1.4.1. Prévalence

L’infection a Helicobacter pylori est I’infection bactérienne la plus répondue dans le monde
(50% de la population) mais il existe de grandes disparités géographiques. En effet, sa
prévalence est >90% en Asie, Amérique latine et pays en voie de développement, de 50% a

70% en Europe de I’Est et de 30% environ dans les pays occidentaux (Biomnis., 2012).

La prévalence de [Iinfection dans les différentes populations du globe dépend

principalement de 1’age des sujets et des conditions socio-économiques (Broutet., 1999).
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Dans les pays en voie de développement, la majorité des enfants et des jeunes adultes sont
déja contaminés, avec une prévalence de 60 a 90%. En revanche dans les pays développés,
son incidence diminue réguliérement, probablement en raison de meilleures conditions

d’hygiéne, liées au niveau socioéconomique (De Korwin., 2007).

Cette affection serait acquise depuis I’enfance du fait de mauvaises conditions sanitaires. La
transmission serait probablement interhumaine sur un mode oro-oral et oro-fécal, car H.pylori
a été retrouvé dans la salive, la plaque dentaire, I’estomac et les échantillons d’origine fécale

(Ategbo et al., 2012).
1.4.2. Incidence

Le taux d’acquisition d’une nouvelle infection a H. pylori dans les pays en développement
est de 1 a 2% par année (Frenck et Clemens., 2003). Dans les pays développés, il est de
I’ordre de 0,2 a 1% (Brown et al., 2000). Le taux global est élevé. Approximativement deux
tiers des cas sont observés dans les pays développés, avec une large variation des taux
d’incidence dans le monde entier (Correa et Piazuelo., 2008).

L’incidence mondiale du cancer de I’estomac est estimée a 934 000 cas/an. C’est le
quatriéme cancer le plus fréquent et la deuxiéme cause de mortalité par cancer au monde
(803 000 déces/an). Toutefois, il existe une grande disparité dans la répartition géographique
des néoplasies gastriques (Boyle et Levin., 2008). Le nombre de nouveaux cas est en
augmentation dans les pays en développement notamment dans les régions subsahariennes,
alors qu’il diminue réguliérement depuis plusieurs années dans les pays les plus développés
(Centre international de recherche sur le cancer., 2005). La réduction de I’incidence des
tumeurs malignes de 1’estomac dans ce groupe déterminé de pays est la résultante de
I’amélioration générale des conditions de vie et d’hygiéne et le changement des habitudes

alimentaires (Ly., 2010).

1.4.3. Distribution géographique

L’infection a Helicobacter pylori est tres répandue a travers le monde. Environ 50 % de la
population mondiale est atteinte avec des variations géographiques importantes (Fig. 4). La
prévalence peut atteindre 80 a 95 % dans les pays en développement, alors qu’elle se situe
autour de 20 a 30 % dans les pays développés. Elle est généralement élevée en Afrique (41 a

95 %), dans la région Asie - Pacifique (50 a 73 %) et en Amérique du Sud (29 a 69 %). En

10
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Europe, en Amérique du Nord et en Australie, elle est de 20 a 30 % avec d’importantes

disparités au sein de la population selon le niveau socio-économique (e-Pilly TROP 2012).

La distribution géographique de I’infection a Helicobacter pylori (Figure N°4) est associ¢e
principalement a I’état de développement économique (Brown, 2000). En général, le taux
d’infection décroit avec 1’amélioration des conditions socio-économiques, relation qui
prétendument refléte les changements dans le style de vie, lesquels influencent 1’acquisition
de la bactérie. La prévalence de I’infection est par conséquent habituellement basse dans les
pays industrialisés par rapport aux pays non industrialisés, un fait qui est particuliérement

prononcé chez I’enfant et I’adulte (Eleko., 2003).

Figure N°4 : Répartition des infections dues a Helicobacter pylori d’apres Ly, 2010.
1.4. 4. Transmission

La transmission d’H. pylori semble étre essentiellement interhumaine, avec la possibilité
d'une transmission indirecte compte tenu de la survie limitée, mais possible de cette bactérie

dans l'environnement (Mégraud., 2003).

I.4. 4. 1. Transmission interhumaine d' Helicobacter pylori
La transmission serait probablement interhumaine sur un mode oro-oral et oro-fécal, car H.
pylori a été retrouvé dans la salive, la plaque dentaire, I’estomac et les échantillons d’origine

fécale (Raymond et al., 2004 ; Wizla-Derambure., 2001).

11
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I. 4. 4. 1. 1. Voie féco-orale

Les conditions décrites pour la transmission fécale-orale ont progressivement disparu de nos
sociétés occidentales. Les logements sont plus grands, les familles plus petites, les diarrhées
peu fréquentes, 1'hygiéne des selles est réalisée et l'eau est traitée. La probabilité d'une
transmission fécale-orale est donc extrémement faible (Mégraud., 2003).

La transmission féco-orale est hautement probable puisque 1’on a pu démontrer que
I’excrétion fécale de bactéries viables était réelle. Helicobacter pylori est ¢liminé dans les
feces, possiblement sous la forme viable et Elle peut survivre dans I’environnement,
spécialement dans 1’eau (Hebbaj., 2006).

I. 4. 4. 1. 2. Voie oro- orale

Chez I’enfant, certaines données sont en faveur de cette voie de transmission. Au cours des
premiers mois de sa vie, le bébé est fréquemment sujet a la régurgitation de petites quantités
d’aliments contaminés. La promiscuité et les conditions d’hygiéne défavorables favoriseraient
la transmission. Il en est de méme de certaines coutumes ethniques, comme la pré-
mastication des aliments donnés au bébé. La mise en évidence, par PCR, de souches
identiques d’H. pylori dans la bouche et ’estomac laisse supposer que la cavité buccale
pourrait étre un réservoir favorable a la colonisation. Il faut pourtant ajouter que le réle des
organismes détectés par PCR est difficilement interprétable en termes de viabilité. La bactérie
n’a été isolée qu’exceptionnellement en culture, de la salive ou de la plaque dentaire. Il est
difficile d’imaginer qu’elle puisse s’y fixer puis s’y multiplier étant donné la concurrence
microbienne in situ (Cleclerc., 2006).

La raison pour la voie de transmission orale-orale est basée sur la prémisse que H. pylori
est présent dans le suc gastrique et donc pourrait atteindre la cavité buccale par reflux ou les
vomissures (Sutton et Hazel., 2010).

1.4. 4. 2. Infection a Helicobacter pylori zoonose potentielle

Méme si quelques réservoirs animaux ont été décrits chez le singe et le chat, i 1 est
habituellement reconnu que la transmission de I’infection est essentiellement, si non
exclusivement, interhumaine (Rochard., 2000).

Les relations des Helicobacters avec l'environnement (habitat, conditions de survie et de
développement, acquisition de l'infection...) font l'objet de nombreuses études chez I'animal
(Rochard., 2000). En effet, la mani¢re dont cette infection est transmise chez les carnivores

n'est pas encore clarifiée.

12



Annexes

1.4. 4. 3. Infection a Helicobacter pylori peut étre une infection nosocomiale

Le milieu hospitalier est également un espace propice a la transmission bactérienne, en
particulier lors d’examens d’endoscopies ou d’odontostomatologie. La stérilisation des
matériels doit étre rigoureuse. Les bonnes pratiques d’hygiéne et de sécurités sanitaires
doivent étre suivies scrupuleusement pour minimiser autant que faire se peut les risques de

contamination et les maladies nosocomiales (Ly., 2010).

1.4. 5. Pouvoir pathogéne

Helicobacter pylori tire son nom de sa forme spiralée et du pylore ou il a été initialement
isolé. Elle posséde 2 a 6 flagelles qui lui permettent de se mouvoir et de pénétrer dans le
mucus gastrique. H. pylori sécréte des enzymes, notamment l'uréase, qui lui permettent de
modifier son environnement immédiat et de survivre en milieu acide. Elle adhére ensuite a la
paroi, se multiplie et provoque une inflammation gastrique (gastrite) qui persiste a vie.
Suivant la localisation de cette gastrite, la sécrétion acide de I'estomac est modifiée, l'infection
aboutissant parfois au développement d'ulcéres voire de cancer (AFSSAPS., 2005). La
pathogénie de H. pylori est a ce point complexe qu’elle a suscité des interrogations et des
controverses tant dans I’¢lucidation des facteurs de colonisation de 1’estomac de son hote et
des facteurs de sa pathogénicité que dans la compréhension de la séquence infectieuse (Ly.,

2010).

1.4. 5. 1. Facteurs liés a la bactérie

1.4. 5. 1. 1. Facteurs de colonisation bactérienne

Un ensemble de fonctions et d’aptitudes biologiques qui sont définies comme des facteurs
de colonisation confeére a H. pylori la capacité de proliférer dans le milieu stomacal humain
dont le pH est trés acide. Helicobacter pylori est, en effet, capable de tamponner son
microenvironnement grace a la production d’ammoniac a partir de I'urée. Cette réaction
chimique est catalysée par une uréase qui est elle-méme résistante a 1’acidité gastrique

(Proenca-Modena., 2009).
a. Mobilité

La mobilit¢ de Helicobacter pylori est un facteur indispensable a la colonisation de la

muqueuse gastrique par la bactérie. Helicobacter pylori posséde 5 a 7 flagelles polaires,
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engainés et une morphologie spiralée qui lui permettent, lors de son ingestion, d'abréger son
sé¢jour dans le suc gastrique, de pénétrer dans la couche de mucus et de s'y mouvoir. On
estime qu'environ 80 % des bactéries se multiplient dans le mucus et que seules 20 % des

bactéries colonisent la surface des cellules épithéliales gastriques (Hazell et al., 1986).

b. Activité uréasique

Une des particularités d’H. pylori est sa capacité a produire une quantit¢ importante
d’uréase. Cette production d’uréase assure la survie d’H. pylori malgré I’acidité gastrique. Ce
phénomene fait suite a la libération d’ions ammonium neutralisant le pH acide gastrique. Sur
le plan moléculaire, la production d’uréase dépend de 2 sous-unités moléculaires de 33 et 66
kDa respectivement. La synthése de ces sous-unités moléculaires est codée par 2 génes

appelés ured et ureB (Razafimahefa., 2012).
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Figure N°5 : L’activité uréasique d’Helicobacter pylori d’aprés Miendje Deyi., 2011.

c¢. Adhérence bactérienne

L’adhérence d’Helicobacter pylori a 1’épithélium gastrique facilite la colonisation, la
persistance de I’infection et la délivrance des facteurs de virulence a I’intérieur des cellules

épithéliales. Environ 4% du génome d’H. pylori code pour des protéines de la membrane
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externe dont 1’expression est fortement associée aux pathologies gastroduodénales ce qui

augmente le risque du cancer (Dossumbekova et al., 2006).

1.4. 5. 1. 2. Facteurs de chronicité

La chronicité¢ de I’infection par H. pylori est source de diverses pathologies : ulceres
gastriques ou duodénaux (5 % des cas), cancers gastriques (1 % des cas) et MALT (mucosa
associated lymphoid tissue) [< 1%des cas], dont les évolutions sont li¢es a de multiples
facteurs tels que la génétique, I’environnement, la souche bactérienne, les habitudes
alimentaires et méme 1’hygiéne de vie de I’hote (tabac, alcool) (Boyle et Levin., 2008 ;
CIRC, 2005 ; Proenca-Modena et al., 2009 ; Tomb et al., 1997; Correa et al, 2010). La
relation hote - bactérie est ainsi cruciale dans la détermination, ’orientation et la gravité de la
maladie. Bien qu’elles soient asymptomatiques dans nombre de cas (80 %), les infections a H.
pylori sont la cause majeure des cancers de ’estomac et des lymphomes de type MALT

(Boyle et Levin, 2008; CIRC, 2005).

1.4. 5. 1. 3. Facteurs responsables de I’altération de la muqueuse gastrique par

Helicobacter pylori
a. Ammoniac

La présence d'ammoniac, en augmentant le pH, pourrait bloquer la sécrétion de
somatostatine qui exerce un effet inhibiteur permanent sur la sécrétion de gastrine. Sa
diminution entraine une réponse gastrinique exagérée aux divers stimuli (Karimi., 2007).

b. Toxine vacuolisante Vac A

La cytotoxine vacuolisante Vac A est codée par le géne VacA présent chez toutes les
souches de H. pylori. Cette protéine hautement immunogéne induit in vitro une vacuolisation
intracellulaire (Hotchin et al, 2000). Elle se fixe sur deux types de récepteurs RPTPa
(receptor-like protein tyrosine phosphatase a) et RPTPPB qui sont des récepteurs tyrosines
phosphatases exprimées a la surface des cellules épithéliales. Cette liaison VacA-RPTP
interfére avec les activités lysosomiales et endosomales cellulaires qu’elles perturbent

(Isomoto et al., (2010).

15



Annexes

c. Lipopolysaccharide (LPS)

Contrairement aux bactéries Gram-positives, les bactéries Gram-négatives contiennent une
paroi extérieure appelée lipopolysaccharides (LPS) ou couche. Cela sert comme une couche
de protection par lequel les matériels doivent passer avant d'atteindre la cellule. Les bactéries
Gram-négatives différent les unes des autres dans la composition des LPS, en particulier dans
le type spécifique de polysaccharide présent dans la membrane. Dans de nombreuses espéces
Gram-négatives, cette couche est toxique et responsable de certains symptomes d'une
infection; donc les composants de la couche de LPS sont parfois appelés endotoxines

(Shawna et Fleming., 2007).

d. Protéine Cag A

Le produit du géne Cag A est une protéine cytotoxique de 128 kDa, identifiée comme une
protéine associée a la protéine vacuolisante. Le géne Cag A est présent dans la majorité des
souches d’H. pylori toutes de type sl. La protéine est hautement antigénique. Elle a été
associée a la survenue d’ulcéres duodénaux, de gastrite atrophique et d’adénocarcinome
gastrique ainsi qu’a une plus grande prolifération bactérienne, a une inflammation muqueuse

plus marquée et une forte production d’interleukine 8 (IL-8) (Sow., 2010).

e. Médiateurs de ’inflammation

L’infection a H. pylori induit chez I’hote Iactivation des réponses immunitaires innées et
acquises. Plusieurs chimiokines, cytokines et peptides antimicrobiens sont impliqués dans la
modulation de ces réponses. Les cytokines sont des médiateurs inflammatoires
pléiontropiques qui sont impliqués dans un vaste réseau d’interaction et qui présentent des
effets régulateurs positifs ou négatifs sur des cibles cellulaires. L’IL-1 et le TNF-a ont été

identifiés comme les premicres cytokines pro-inflammatoires (Pascale., 2011).

Les chimiokines CXCL 1, CXCL 2 et CXCL 3 sont membres de la famille de I’interleukine
8 (IL-8 également connue sous le nom de CXCL 8) et participent au recrutement des cellules
immunitaires vers le site inflammatoire. CXCL 5 est une chimiokine activatrice des
polynucléaires neutrophiles (PNN) équivalent a I'IL-8 méme si elle semble moins active dans
le relargage de granules des PNN. Elle joue un role dans la mise en place d’un gradient

chimiotactique au cours de I’inflammation. L’expression de CXCL 5 est augmentée dans la
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muqueuse gastrique des patients infectés par H. pylori et elle est également associée a une

infiltration de neutrophiles dans la muqueuse (Pascale., 2011).
L.4. 5. 2. Facteurs liés a I’hote

La prédisposition génétique individuelle pourrait étre le point central dans une variété de
processus relatifs a la carcinogenése gastrique:

- la réponse inflammatoire, qui régit le maintien, la sévérité et I'issue de l'infection par H.
pylori,

- la protection de la muqueuse gastrique face a l'infection par H. pylori et a d’autres
carcinogenes,

- la protection contre I’agression oxydative et d’autres inducteurs d’altération de I’ADN,

- la capacité de désintoxication carcinogéne et de protection antioxydante,

- la capacité de prolifération cellulaire (par I’activation des oncogénes ou l'inactivation des
genes tumoraux suppresseurs) (Gonzalez et al., 2002).

La majorité des importants facteurs identifiés liées a I’hote concernent les produits de genes
qui régulent ou influencent la réponse immunitaire de 1’hdte vis-a-vis I’infection a H. pylori,
en particulier les cytokines, comme les récepteurs du systéme immunitaire de 1’hote qui
détectent la présence des pathogenes (Toll-like et nucleotide-binding oligomerisation domain-
like receptors). D’autres facteurs, comme les mucines qui limitent le développement de la
bactérie a la surface de I’estomac. (Sutton et al., 2010).

1.4. 6. Contamination

A partir de l'estomac, H. pylori peut étre éliminé par vomissement, se retrouver dans la
bouche par régurgitation, et étre éliminé dans les selles (Mégraud., 2003).

Helicobacter pylori qui se trouve dans la salive et les plaques dentaires est facilement
transmissible lors des échanges interhumains (baisers, échanges d’aliments, de boissons...).
On retrouve aussi des excrétions de bactéries viables dans les matieres fécales (Boyle et

Levin., 2008).
L.5. Pathologies liées a I’infection par Helicobacter pylori

D’apres Hebbaj, (2006), H. pylori est a 1'origine d’une inflammation chronique de
I’estomac, c’est-a-dire d’une gastrite située dans la plupart des cas au niveau de I’antre de
I’estomac et qui reste le plus souvent asymptomatique. Tous les patients infectés présentent

cette gastrite antrale. La bactérie ne semble cependant pas entrainer les mémes lésions chez
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tous les patients. Elle cause chez les uns des ulcéres peptiques et chez les autres des
lymphomes ou la gastrite atrophique qui évoluerait en adénocarcinome chez certains autres

(Figure N°6).
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Figure N°6 : Pathologies gastro-intestinales induites par ’infection a Helicobacter pylori

d’apreés Konturek et al, 2006.
L.5. 1. Helicobacter et pathologie inflammatoire
L.5.1.1. Gastrite aigue

La gastrite se définit comme une inflammation de la muqueuse de I’estomac et 1’utilisation
de ce terme devrait par conséquent étre basée exclusivement sur un examen d’échantillons
biopsiques de muqueuse gastrique. Ces biopsies devrait étre réalisées s’il y a des signes
endoscopiques évidents d’anomalie de la muqueuse en particulier des érosions, des ulceres,
des plis épaissis, des polypes ou des masses ou encore si I’on suspecte une infection a H.
pylori ou une lésion causée par l’ingestion d’AINS. En réalité, il a été avancé qu’une
endoscopie réalisée sans biopsie était un examen incomplet (Thomson et Shaffer., 2005).

La gastrite aigué est caractérisée par un infiltrat inflammatoire principalement a base de
neutrophiles et qui est habituellement de nature transitoire. L’inflammation peut

s’accompagner d’une hémorragie muqueuse ou d’une érosion muqueuse superficielle. En cas
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de gastrite érosive aigué sévere, un saignement gastro-intestinal peut €tre observé. La gastrite
aigué€ peut entrainer une douleur épigastrique, des nausées et des vomissements mais elle peut

¢galement étre totalement asymptomatique (Thomson et Shaffer., 2005).
L5. 1. 2. Gastrique chronique

D’apres Besséde, (2012), le terme de gastrite chronique indique qu’il existe des signes de
réponse inflammatoire de la muqueuse gastrique détectables a I’examen histologique des
prélevements de biopsies gastriques, sans symptdmes ou sans anomalies morphologiques
visibles a I’endoscopie. La présence de ’infection a H. pylori se manifeste a la surface de la
muqueuse par un afflux de polynucléaires neutrophiles au niveau de 1’épithélium et par une
réaction du chorion sous la forme d’une augmentation de la population lympho-plasmocytaire
(Figure N°7). La gastrite chronique est caractérisée par l'absence d’érosions grossi¢rement
visibles et la présence d’inflammation chronique conduisant éventuellement a l'atrophie de
I'épithélium glandulaire de l'estomac. Les changements peuvent devenir dysplasique et
éventuellement peuvent transformer en carcinome. H. pylori et un certain nombre de facteurs
tels que l'abus chronique d'alcool, le tabagisme, et l'utilisation chronique de médicaments anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) peuvent contribuer au développement de la maladie

(Tanih et al., 2010).
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Figure N°7 : Evaluation de la gastrite & Helicobacter pylori selon la classification de Sydney

d’aprés Dixon et al., 1996.
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L.5. 2. Helicobacter et pathologie ulcéreuse
L.5. 2. 1. Dyspepsie non ulcéreuse

La dyspepsie peut se définir par un ensemble de symptdmes comprenant une douleur ou une
géne qui nait dans le tube digestif supérieur. Cette douleur ou cette géne peut s’accompagner
de un ou de plusieurs des symptomes suivants : pyrosis, régurgitations acides, éructations,
nausées, sensation de digestion lente et de ballonnement postprandial (Van Zanten et al,
2000).

D’apres Aziz et Bonnet., 2008, la dyspepsie est 1’équivalent des troubles fonctionnels
intestinaux pour le tractus digestif haut ; associe diversement :

*  épigastralgies + rythmées par I'alimentation,
*  éructations,
*  ballonnement épigastrique post prandial,

*  sensation d’inconfort digestif haut.
L.5. 2. 2. Ulcére

D’apres Baghad et al., 2010, L'ulcére gastroduodénal est une maladie chronique
récidivante. Elle se traduit par une perte de substance d'un revétement épithélial, cutané ou

muqueux, sans tendance a la cicatrisation spontanée et entamant la paroi gastrique ou

duodénale (Figure N°8).
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Figure N°8 : Ulcéregénéese induite par Helicobacter pylori d’aprés Aziz et Bonnet., 2008.
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1.5.2.2. 1. Ulcere gastrique

L’ulcere gastrique est localisé¢ vers ’antre, plus précisément dans la région de transition
entre le corps de I’estomac et I’antre. Il résulte d’une pangastrite associée a une
normochlorhydrie ou une hypochlorhydrie (Atherton., 2006).

L’ulcere gastrique serait provoqué par la diminution de la résistance a 1’acide, secondaire a
une gastrite diffuse et intense. Le diagnostic repose sur I’endoscopie cesogastroduodénale (De
Korwin., 2007).
1.5.2.2.2.Ulcere duodénal

L’ulcere duodénal est localisé au niveau du bulbe duodénal qui le plus exposé a I’acidité
gastrique. La gastrite a prédominance antrale associée a une hyperchlorhydrie entraine le
développement de I'ulcére duodénal (Atherton., 2006). L ulcére duodénal serait du a une
hypersécrétion acide résultant de la gastrite antrale prédominante et du développement d’une

métaplasie gastrique duodénale (de Korwin., 2007).

L.5. 3. Helicobacter et pathologie tumorale

L.5. 3. 1. Lymphome de MALT.

Helicobacter pylori provoque une prolifération des follicules lymphoides au sein de la
muqueuse gastrique, alors que celle-ci en est normalement dépourvue et constitue la premiére
¢tape dans 1’apparition d’un lymphome B gastrique de faible malignité type MALT (mucosae
associated lymphoid tissue) (Faik., 2000).

Lymphome de MALT est 1'une des rares tumeurs malignes qui peut guérir apres traitement
anti infectieux. En effet, I’infection a H. pylori joue un rdle essentiel dans la physiopathologie
de ce lymphome, probablement en favorisant le développement de clones de lymphocytes B

en cas de gastrite folliculaire chronique (e. PILLY TROP., 2012).

L.5. 3. 2. Cancer gastrique

Helicobacter pylori induit une métaplasie intestinale au niveau de 1’estomac, ce qui
explique la fréquence du cancer gastrique de type intestinal. H. pylori est également a
I’origine d’une atrophie gastrique étendue avec une diminution des cellules pariétales
gastriques favorisant ’apparition du cancer gastrique. Ceci est d’autant plus probable que

I’infection est acquise avant I’dge de 5 ans, le régime alimentaire est hypersalé et la faible
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consommation de vitamines antioxydantes (A, C, E). Par ailleurs, la persistance de
I’inflammation chronique, une diminution de la sécrétion d’acide ascorbique et la diminution
de la sécrétion acide permettent la croissance d’autres bactéries qui ont une propriété
mitogéne (Sibony et Jones., 2012). Au niveau mondial, le cancer gastrique est le quatriéme

cancer par sa fréquence, et le deuxiéme par la mortalité qu’il entraine (Delchier., 2009).
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Figure N°9 : Schéma physio-pathogénique de I’implication de Helicobacter pylori dans le
cancer gastrique d’apres Iradj., 2004.
1.6. Diagnostic
D’une maniére générale, il existe 2 méthodes diagnostiques selon qu’elles nécessitent ou
non la réalisation d’une endoscopie digestive haute. On distingue alors les techniques directes
et les techniques indirectes. Sur le plan pratique, le choix de ces différents tests est dicté d’une
part par leur disponibilité et leur colt et d’autre part par leurs indications (diagnostic de

I’infection a H. pylori et/ou controle d’éradication) (S.H. Razafimahefa et al., 2012).
L.6. 1. Nouvelles indications d’éradication d’Helicobacter pylori selon De Korwin, (2013).

-Ulceres gastriques et duodénaux, compliqués ou non, avec ou sans AINS ou aspirine ;
-Prévention des ulcéres avant traitement par AINS, avec ou sans antécédent ulcéreux ;

-Lymphome du MALT gastrique ;
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-Dyspepsie chronique non expirés (si prévalence H. pylori > 20% dans la population ;
-Dyspepsie fonctionnelle (gastroscopie normale) ;

-Prévention récidive cancéreuse gastrique apres résection gastrique partielle pour cancer ;
-Antécédents familiaux de cancer gastrique au premier degré ;

-Lésions précancéreuses gastriques : atrophie et/ou métaplasie intestinale ;

-Prévention de la progression de I’atrophie gastrique sous IPP.

Tableau N°2 : Renseignements particuliers pour les tests de diagnostic d’Helicobacter pylori

(Jacquet et Marchand., 2014).

Tests Conditions de prélevement
Hélikit (Helicobacter -Appeler le laboratoire pour prendre rendez vous et connaitre
pylori) les conditions (a jeun, pas d’antibiotiques depuis 1 mois ni

pansements gastriques depuis 7j). Test sur 30 min.

Test respiratoire pour -Le patient ne doit pas boire, manger, fumer pendant au moins
recherche d’Helicobacter | 6H avant le test. Pas de traitement antibiotique depuis 4
pylori semaines et d’anti-sécrétoire depuis deux semaines. Le
prélévement est a faire au laboratoire (analyse de I’air expiré

avant et apres prise d’acide citrique).

I.6. 2. Méthodes de diagnostic d’ Helicobacter pylori

Les différents tests de diagnostic d’Helicobacter pylori sont illustrés dans le tableau N°3.
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Tableau N°3 : Méthodes diagnostiques de I’infection par Helicobacter pylori d’apres Aziz et Bonnet, 2008.

Nom du test

Principe du test

Caractéristiques du test, utilisation préférentielle

Test invasifs : sur biopsies gastriques.

Test rapide a

[’uréase=CLO-test

-Biopsie gastrique mise dans un milieu

contenant urée + indicateur de pH coloré.

-Si Hp+ : transformation de I'urée

— modification du pH —» Virage de

I’indicateur.

Se = 80% faux négatif si faible densité d’Hp.

Sp = 95%.

Intérét : obtention immédiate des résultats.

Limites : disponibilité du matériel (selon les centres).

Utilisation : diagnostic de I’infection.

Examen
anatomopathologique des

biopsies gastriques.

Visualisation de la bactérie par
I’anatomopathologiste et caractérisation du

degré de gastrite.

Se = 95%., Sp = 100%.

Limite : délai d’obtention des résultats (4-5 jours).

Utilisation : diagnostic de I’infection, contrdle de I’éradication (si FOGD de

contrdle indiquée).

Mise en culture
bactériologique +

antibiogramme.

Biopsies adressés en bactériologie ;
antibiogramme permettant I’adaptation de

I’antibiothérapie.

Se = 85%., Sp = 100%.

Limite : disponibilité dans gros centres, délai d’obtention des résultats (4-5

jours)
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Utilisation : échec du traitement éradicateur.

RT-PCR

Amplification génique.

Utilisation : dans le cadre de la recherche.

Tests non invasifs

Test respiratoire a I'urée
marquée au carbone 13
(Breath Test) Heli-kit (kit
disponible en pharmacie,
recueil de Iair expiré en
laboratoire de ville, puis
adressé en labo

spécialisé€).

-Ingestion d’urée au carbone 13 (isotope non
radioactif) : en présence d’Hp, urée
transformée en ions ammonium et
bicarbonates, éliminés sous forme de CO,

par voie respiratoire.

-Recueil de I’air expiré : test positif si
retrouve du CO, avec carbone 13

(spectrométrie de masse).

Se = 90% faux négatifs si faible densité d’Hp.
Sp = 95%.

Limite : IPP arrétés depuis au moins 4 semaines, patients a jeun (tabac

inclus).
Utilisation :
-test de référence pour le contrdle de 1’éradication en cas d’UD.

-dans toute situation ou Hp doit étre recherché sans indication de FOGD.

Sérologie H. pylori.

Recherche par méthode Elisa d’IgG anti-H.
pylori.

Se = 90%.,
Sp = 90%.

Limites : inutilisable pour le controle de 1’éradication car reste longtemps

positif (6 mois aprés éradication).

Utilisation : études épidémiologiques.

Se=Sensibilité, Sp=Spécificité.
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1.7. Traitement
Le but du traitement d’éradication de H. pylori est d’obtenir une cicatrisation de 1’ulcére

gastroduodénal et de prévenir la survenue du cancer gastrique (Lee et al., 2012).

L.7. 1. Monothérapies

Utilisées en premier, les monothérapies ont fait la preuve de leur inefficacité : elles sont
donc abandonnées. Cependant, in vitro, les antibiotiques doivent étre testés isolément. Les
premiéres monothérapies antibiotiques (clarithromycine, amoxicilline) obtenaient des taux
d’éradication insuffisants, variant de 23 % avec I'amoxicilline a 54 % avec la clarithromycine
(Dardelle et al., 2001). Les sels de bismuth ont été testés les premiers en raison de leurs
propriétés antibactériennes et de leur role dans le traitement antiulcéreux. Les taux

d’éradication obtenus sont faibles, inférieurs a 20% (Lamoulilatte., 1994).

L.7. 2. Bithérapies

Les résultats décevants des monothérapies ont conduit a I’essai de différentes bithérapies,

dont I’association :

- du bismuth a un antibiotique, dans certains pays.

- de deux antibiotiques, ou d’un antisécrétoire a un antibiotique.

Ces associations ont donné des résultats relativement médiocres avec des taux

d’éradication situés entre 50 et 60% (Lamouliatte ct al, 2000).

L.7. 3. Trithérapies

Les trithérapies associent un antisécrétoire a deux antibiotiques, permettent d’obtenir des
taux d’éradication supérieurs ou égaux a 85%. A ce jour, les trithérapies constituent les
associations les plus performantes (Lamouliatte et al., 2000).
1.7.4.Quadrithérapie

En cas d’échec des trithérapies, une quadrithérapie peu étre proposée, notamment aux
Etats-Unis. Elle est plus efficace avec des taux d’éradication allant de 95% a 100% mais
nécessite un programme de dosage compliqué. Elle est moins bien tolérée que les trithérapies.
Cette quadrithérapie consiste en 1’association (Chassany et Duracinsky., 2002) :

- d’uninhibiteur de la pompe a proton ou d’un antihistaminique H
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- et d’'une trithérapie associant un sel de bismuth a deux antibiotiques.
I.7. 5. Nouveaux schémas thérapeutiques
I.7. 5. 1. Thérapie séquentielle

D’aprés Courselle., 2014, les recommendations actuelles pour éradiquer H. pylori
prévoient un traitement séquentiel d’une durée totale de 10 jours, remplacant la trithérapie

classique. Le schéma de la thérapie séquentielle est le suivant :

* Pendant 5 jours : Amoxicilline 1 g matin et soir ;
* Les 5 jours suivants : Clarithromycine 500 mg matin et soir + Métronidazole 500 mg
matin et soir ;

* Pendant ces 10 jours : double dose d’IPP matin et soir.
L.7. 5. 2. Quadrithérapie a base de bismuth PYLERA©

PYLERA© (FigureN°10), initialement utilisé sous autorisation temporaire d’utilisation
(ATU) en France, a récemment obtenu I’AMM et est désormais disponible en officine depuis
janvier 2012. En association a l’oméprazole, PYLERA© est désormais utilis¢ pour
I’éradication d’Helicobacter pylori (en cas d’allergie aux pénicillines ou en cas de

prescription récente d’un macrolide) (Courselle, 2014).

125 mg tetracycline HCI

not mctunl size -

125 mg metronida=ole

140 mg bismuth subcitrate potassium

*

Figure N°10 : Gélule de PYLERA© d’apres Courselle, 2014.

Selon Courselle., 2014, chaque gélule de PYLERA contient :

e 140 mg de sous-citrate de bismuth potassique ;

e 125 mg de métronidazole ;
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e 125 mg de chlorhydrate de tétracycline.

(Chaque gélule contient également du lactose monohydraté).

En cas d’échec du traitement, il faut envisager, si c’est possible, un test de sensibilité aux

antibiotiques, afin d’éviter de choisir des antibiotiques auxquels H. pylori est résistant (World

Gastroenterology Organisation., 2010).

L.8. Controle d’éradication d’Helicobacter pylori (Aziz et Bonnet., 2008).

- 1l est systématique en cas d’ulcere gastrique (UG): biopsies gastriques lors de la

Fibroscopie ceso-Gastro-Duodénale (FOGD) de contrdle.

- En cas d’ulceére duodénale (UD), le controle n’est pas obligatoire ; s’il est réalisé, c’est

préférentiellement par une méthode non invasive (test respiratoire a I’'urée marquée) :

e au moins 4 semaines apres la fin du traitement (risque de faux négatif sinon),

e certains recommandent sa réalisation systématique (car : taux de résistances primaires, acces

facile au test,

e il sera réalisé de fagon obligatoire en cas :

O

O

d’antécédent d’échec d’éradication,

d’UD révélé par une complication (hémorragie, perforation=,

de comorbidités exposant aux récidives ou a leur complication,

de prise d’anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), aspirine, anticoagulants (qui
exposent a des complications plus fréquentes en cas de récidive ulcéreuses,

de persistance des douleurs ulcéreuses,

si le test respiratoire est positif _p FODG pour nouvelles biopsies (mise en

culture + antibiogramme).

1.9. Echec d’éradication d’ Helicobacter pylori

Selon Courselle, 2014, I’éradication d’Helicobacter pylori est difficile a obtenir pour

différentes raisons :

e La bactérie est protégée sous une couche de mucus et donc difficile a atteindre par les

antibiotiques ;

e |’action des antibiotiques est diminuée en milieu acide ;

o Helicobacter pylori a une capacité élevée a développer des résistances d’origine

chromosomiques aux antibiotiques.
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Dans le monde on part du principe que la résistance de H. pylori aux antibiotiques
augmente. C’est une des causes les plus fréquentes d’échec du traitement d’éradication a coté
d’une mauvaise complaisance (Spalinger., 2012). D’autres facteurs ont été étudiés dans
I'éradication d’H. pylori. Le tabagisme est un facteur de risque indépendant d’échec du
traitement d’H. pylori. Dans une étude finlandaise, le tabagisme et la consommation du café
réduit l'efficacité de la thérapie (Egan et al., 2007).

1.10. Vaccination contre Helicobacter pylori

L’infection est trés répondue que le traitement antimicrobien est une approche peu réaliste
pour le control des maladies liées a H. pylori. De plus, les études sur des modeles animales et
anecdotisés montrent pour les infections humaines ont été montrés que le traitement
antimicrobien de I’infection a H.pylori ne prévient pas la réinfection. Pour ces raisons, la
vaccination a été suggérée comme une approche alternative pour le control des infections et
des maladies liées a H. pylori (Blanchard et Nudred., 2010).

La recherche d’un vaccin contre H. pylori a commencé deés 1990. La mise au point d’un
vaccin a énormément progressé, tant dans la sélection des antigénes que dans celle
d’adjuvants ou dans le choix des voies d’immunisation (Kamiri., 2007).

Plusieurs antigénes tels que l'uréase, HspA, VacA, ont été identifiés comme des
composants potentiels de vaccins et leur valeur immunogéne a été confirmée sur différents
mod¢les animaux (Sobhani et al, 2000).

I.11. Prévention

Puisque I'on ne connait pas encore la source d’H. pylori, il est difficile d'inscrire ce qui
devrait étre évité pour empécher l'infection. En général, les gens devrait maintenir I'hygiene
appropriée en lavant leurs mains a fond, I'alimentation alimentaire qui a été correctement
préparée et a l'eau potable dans une source sure et propre.

-Eviter les repas trop copieux (surtout le soir) ou trop rapides, riches en graisses ;

-Manger lentement, a I’heure fixe, bien macher et manger dans le calme ;

-Eviter les ¢éléments irritants pour la muqueuse tels que les épices, le vinaigre, boissons
alcoolisés, le café, le thé, les sodas,...

-Eviter de se coucher juste aprés un repas et le cas échéant surélever la téte environ 15 cm ;
-Diminuer le stress et I’anxiété ;

-Proscrire au maximum le tabac.
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1I.1. Cannelle
II. 1. 1 Classification et nomenclature

» Classification selon Rajserkhar., 2012.

Royaume : Plante
Sous royaume : Trachéophyte = plantes vasculaires
Embranchement : Spermatophytes ou Phanérogames = plantes a graines

Sous embranchement : Angiospermes = plantes a fleurs

Classe : Dicotyledonae

Sous classe : Magnoliidae

Ordre : Magnoliales

Famille : Lauraceae

Genre : Cinnamomum

Espece : C. zeylanicum ou C. verum

» Nomenclature d’aprés Goetez et Ghedira., 2012.

Arabe : qirfa, 48,8
Francais : cannelle de Ceylan, cannellier de Ceylan.
Anglais : cinnamon, Ceylon cinnamon, common cinnamon, Sri Lanka cinnamon.

IL. 1. 2. Origine et culture

Originaire du Sud-Ouest de I’Inde et du Sri-Lanka, introduit dans les iles de ’océan Indien,
le cannelier est principalement cultivé au Sri-Lanka. Les plants rasés cinq ou six ans apres
leur mise en culture produisent des rejets qui sont retaillés tous les deux ans. Ces rejets,
débarrassés des tiges latérales, sont incisés pour détacher liber et écorces (Goetez et
Ghedira., 2012).

II. 1. 3. Description botanique
Ce petit arbre de 5 a 10 metres de hauteur a des feuilles et une écorce trés parfumées. Ses

feuilles présentent trois nervures trés marquées et ses fleurs blanchatres donnent des petits
fruits peu charnus. L’écorce détachée du tronc s’enroule spontanément en tuyaux au cours du
séchage, riche en huile essentielle, elle est trés aromatique. Elle se distingue de la cannelle de
Chine (Cinnamomum cassia), de qualité moindre par sa couleur plus claire et son aspect lisse

sur les deux faces (Nicolas., 2012).
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Figure N°13 : Différentes parties du cannelier
A (Les fleurs), B (I’écorce), C (écorces avec différentes couleurs), D (Les feuilles) d’apres

Lee ct Balick., 2005.
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Il existe deux types majeurs de la cannelle : Cinnamomum zeylanicum (communément
appelé la cannelle vrai ou commune) et Cinnamomum cassia (C.cassia) (communément

appelé cassia) (Rajserkhar., 2012).

I1. 1. 4. Constituants chimiques

La cannelle est composée d'une variété de composés résineux, y compris l'aldéhyde
cinnamique, cinnamates, l'acide cinnamique, de nombreuses huiles essentielles. Le gott épicé
et le parfum sont dus a la présence de cinnamaldéhyde et se produisent en raison de
l'absorption d'oxygene. La présence d'une large gamme d'huiles essentielles, telles que le
trans-cinnamaldéhyde, l'acétate de cinnamyle, l'eugénol, la L-bornéol, l'oxyde de
caryophylléne, b-caryophylléne, I'acétate de L-bornyle, E- nérolidol, a-cubébéne, a-terpinéol,
terpinolene, et a-thujéne, a été rapportée. (Rao et Gan., 2014)

Selon ’Encyclopédie des plantes médicinales., 2001, la C. zeylanicum contient jusqu'a
4% d'huile essentielle (aldéhyde cmnamique 65 a 75 %, phénols 4 a 10%), tanins
(phlobatamns), Coumarmes, et Mucilages.

Elle contient également des flavonoides quercétine, diterpénes pentacycliques, oligomeres
proanthocyanidoliques (tanins condensés), oligoméres proanthocyanidoliques triméres et

tetrameres de type A et des glucides (Goetez et Ghedira., 2012).

I1. 1.5. Utilisations traditionnelles

La drogue est surtout utilisée comme aromatisant, correcteur de golt et comme épice.
L’huile essentielle est utilisée dans les dysménorrhées. La plante est occasionnellement
utilisée comme eupeptique, stomachique et carminatif, en association avec d’autres plantes en
cas de flatulence, de ballonnements, de spasmes gastro-intestinaux légers et comme stimulants
de l'appétit. La drogue est également utilisée dans les bronchites chroniques. (Goetez et
Ghedira., 2012). Les différentes formes d’utilisation sont illustrées dans la (Figure N°14).

I1. 1. 6 Activité biologique
IL. 1. 6. 1. Activité antioxydante

Les composés antioxydants présents dans les denrées alimentaires jouent un role vital dans
la vie humaine, agissant comme agents de protection de santé. En plus de ce role, les
antioxydants sont I'un des additifs essentiels utilisés dans les graisses et les huiles. Méme dans
L’industrie de la transformation des aliments, des antioxydants ont été utilisés pour retarder

ou empécher l'altération des aliments. Les usines des épices ont regu une contrepartie rapide
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en tant que sources d'antioxydants bénéfiques contre diverses maladies. Les antioxydants ont
¢té considérés comme les pilotes les plus importantes dans le progrés et l'existence de
I'homme, car ils répondent a des radicaux et des dégats dans les maladies métaboliques et les
syndromes liés a 1’dge de 'homme et d'autres animaux. Plusieurs études ont déclarés que
différents extraits de cannelle, tels que I'éther, aqueux, et extraits méthanoliques ont montré

que les activités antioxydantes sont considérables. (Rao et Gan., 2014).

PREPARATIONS ET USAGES

Afftention. toxique en cas de surconsopmmation Ne pas meerer 1 huile esseninelle sans
avis miédical Ne pas willizer comme medicament chez la ferame enceinte

Pour préparer la temture, faire macérer Ia plante
dares 'alros] En cas de famiesoes, prendre 1) gouties
dans de lemu usqu'a 4 fois par Sour

-H"“x._‘_ : J__f’/

Infustan Comive les rlmmes  La poudre est ufilisée principaiement en Inde
ef la gnppe, boire | fasse  Pour sfimuler In digestion, prendre /4 de ¢ ac
2 a 3 fbis par jour dilude dans de l'eau 2 a 3 fois par Jour

Huile esseniielle Conire fes piqires de
Fuépes, appliqueer quiant defais que nécersaire

Figure N°14 : Différentes méthodes de préparations et usages de la cannelle d’apres

Larousse Encyclopédie des plantes médicinales., 2001.

IL. 1. 6. 2. Activité antimicrobienne

A ce jour, plusieurs activités antimicrobiennes de la cannelle et ses huiles ont été signalés
dans plusieurs études et sur différentes bactéries (Pediococcus halophilus et Staphylococcus
aureus), fongique (Aspergillus flavus, Mucor plumbeus, Penicillium roqueforti, et
Eurotium sp), et les especes de levures (Candida lipolytica, membranaefaciens Pichia,
Debaryomyces hansenii, et rouxii Zygosaccharomyces), ce qui indique que la cannelle est un
agent antimicrobien naturel. L'activit¢é antibactérienne d'une combinaison des huiles

essentielles de la cannelle et de clou de girofle est montrée dans plusieurs études contre les
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organismes Gram-positif (Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus ct Bacillus cereus), ainsi que contre les bactéries a Gram négatif (Salmonella
choleraesuis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, et Yersinia enterocolitica) (Rao
et Gan., 2014).

D’autres études de recherche ont indiqué que les huiles de la cannelle ont une action
potentielle contre diverses bactéries (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et
Escherichia coli) ainsi que contre des levures (Torulopsis utilis, Schizosaccharomyces
pombe, Candida albicans, et Saccharomyces cerevisiae). Une étude récente a rapporté
l'activité de l'extrait aqueux de cannelle et d'autres plantes contre microflore buccale. Dans
'ensemble, I'huile essentielle de cannelle est plus puissant que les autres extraits de plantes

testées, comme Azadirachta indica et Syzygium aromaticum (Rao et Gan., 2014).

I1. 2 Clou de girofle
II. 2. 1 Classification et nomenclature

» Classification selon Rajserkhar., 2012.

Régne : Plantae
Phylum : Angiospermes
Ordre : Myrtales
Famille : Myrtaceae
Genre : Syzyzygium
Espéce : S. aromaticum

» Nomenclature selon Singh et al., 2012.

Arabe: Kabsh garunfil, Kabsh quaranful; Ji 3
Francais: Giroflier;
Anglais : Clove.

II. 2. 2. Origine

Son origine se situe dans la partie Sud des Philippines et des iles Moluques. Aujourd’hui,
cet arbre est cultivé a basse altitude dans de nombreux pays tropicaux ou il est maintenu a
I’état arbustif pour faciliter la récolte. La drogue provient de Madagascar, d’Indonésie, de
Malaisie, d’iles d’Afrique de I’Est (Zanzibar, Pemba), de Ceylan et d’Amérique du Sud
(Goetez et Ghedira., 2012).
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IL. 2. 3. Description botanique

C’est un grand arbre originaire des petites iles des Moluques, élancé, d’une hauteur
moyenne de 10 a 12 meétres, qui peut atteindre jusqu’a 20 metres de haut, a port pyramidal, et
au tronc gris clair ridé. Ses feuilles, de 8 a 10 cm de long, sont coriaces, persistantes,
opposées, pétiolées, ovales, au limbe lancéolé, a la face supérieure vert rougeatre et a la face
inférieure vert sombre, légérement ponctuée. Elles sont aromatiques et dégageant une forte
odeur de clou de girofle au froissement. L’inflorescence comprend des petites cymes (4-5 cm)
compactes et ramifiées, regroupées en panicules de 3 a 5 petites fleurs parfumées (Figure
N°15) au calice tubulaire blanc cassé, puis rouge (4 sépales rouges charnus et persistants) et a
la corolle blanc-rosé (4 dialypétales blancs). La fleur, hermaphrodite, posséde de nombreuses
étamines (formant un pompon), et un pistil a ovaire infere a deux loges. Le fruit appelé «
Antholfe », est une drupe ellipsoide brun violacé, contenant une seule graine d’environ 1,5 cm
de long. Remarque : avant I’épanouissement, les boutons floraux sont nommés clous de

girofle (Figure N°16) : c’est a cette époque qu’on les récolte. (Goetez et Ghedira., 2012).

Figure N°15 : Plante du Syzygium aromaticum d’apres Barnes et al., 2007.

-

Figure N°16 : Boutons floraux du Syzygium aromaticum (les clous de girofle) d’apres

Rajserkhar., 2012.
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I1. 2. 4. Principales constituants

Selon Larousse encyclopédie des plantes médicinales., 2001, le clou de girofle contient
une huile essentielle contenant de l'eugénol (jusqu'a 85 %), Acétyl eugénol, salicylate de

méthyle, pinéne, vanilline, gomme, et des tanins.

IL. 2. 5. Utilisations traditionnelles

Le clou de girofle était connu des Egyptiens et faisait partie des offrandes retrouvées dans
les tombeaux des momies. Les mandarins chinois I'utilisaient 250 ans avant J.-C. pour
parfumer leur haleine avant de s’adresser a ’empereur. Le clou de girofle a été retrouvé dans
de la céramique syrienne de 1721 av. J.-C. des le Bhavamisrta dans le Bhavaprakasa Nighantu
entre 1500-1600 av. J.-C.

Le clou de girofle est connu dans les écrits ayurvédiques ou il est utilisé contre les douleurs,
la sciatique, les problémes rhumatologiques, comme antibactérien et antifongique et
anesthésiant local dans le soin des plaies et dans les odontalgies. On sait que I’empereur
Constantin offrit au pape Sylvestre I* la « caryophylla ». En Europe, elle est déja utilisée
avant Hildegarde de Bingen. Les Francais commencerent sa culture en 1827 en Guyane et a
Madagascar. La médecine ayurvédique [’utilise dans les inflammations de la pitta. Les
Yorubas d’Afrique de 1’Ouest font une infusion pour les gastralgies, les douleurs dentaires, les
problémes gastriques, le vomissement, la fievre, et la diarrhée. Il serait aussi efficace dans le
traitement de I’hyperglycémie. Au Maroc, les clous de girofle sont utilisés traditionnellement
comme diurétiques, odontalgiques, tonicardiaques, aromates et condiments aux propriétés

carminatives et stimulantes. (Goetez et Ghedira., 2012).

I1. 2. 6. Propriétés biologiques

IL. 2. 6. 1. Activité antioxydante

L'é¢thanol et les extraits aqueux de clou de girofle et de la lavande a des concentrations de 20
, 40 et 60 ug / ml ont montré I’inhibitions jusqu'a 95 % lorsqu'il est testé comme chélateur
métalliques, capteur des radicaux superoxydes et piégeur du radical DPPH. L'activité
antioxydante puissante des deux extraits peut étre attribuée a la forte capacité de donner
d’hydrogene, la capacité de chélation du métal et de capture des radicaux libres, le peroxyde

d'hydrogéne et superoxyde (Cortés-Rojas et al., 2014).
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II. 2. 6. 2. Activité antimicrobienne

Les activités antimicrobiennes de girofle ont été prouvées contre plusieurs bactéries et
souches fongiques. L'extrait aqueux du clou de girofle a 3%. Est le seul échantillon qui a
montré un effet bactéricide complet contre tous les pathogeénes d'origine alimentaire
Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. La concentration de 1% d'extrait
de clou de girofle a également montré une bonne action inhibitrice.

Plusieurs études ont déterminé l'activité antifongique de l'huile de clou de girofle dans
différentes souches ; Microsporum gypseum, Fusarium monoliforme, Trichophytum
rubrum, Aspergillus sp, Fusarium oxysporum. Les analyses chromatographiques ont montré
que l'eugénol est le composé principal responsable de l'activité antifongique en raison de la

lyse des spores et des mycéliums (Cortés-Rojas et al., 2014).

I1. 3 Gingembre

II. 3. 1 Classification et nomenclature

» Classification selon Rajserkhar., 2012.

Régne : Plantae
Phylum : Angiospermes
Ordre : Zingiberales
Famille : Zingiberaceae
Genre : Zingiber
Espéce : Z. officinale

» Nomenclature selon Goetez et Ghedira., 2012.

Nom Commun : Gingembre
Nom Anglais : Ginger
Nom Arabe : Zanjabile Jasi)
II. 3. 2 Origine

Originaire d'Asie, le gingembre est cultivé sous les tropiques, par division du rhizome II
pousse sur les sols riches et humides On déterre son rhizome lorsque la plante a atteint 10
mois On le lave et on le fait tremper II est parfois bouilli et épluché (Larousse encyclopédie

des plantes médicinales., 2001).
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I1. 3. 3 Description botanique

Le Gingembre est pourvu d’un gros rhizome charnu, extrémement aromatique, qui porte
des tiges dressées, vétues de feuilles étroites et allongées (Figure N°17), engainantes. Ses

fleurs sont irrégulieres, jaune-verdatre a levre rouge. Le rhizome est la seule partie utilisée.
(Perotto., 2013).

Figure N°17 : Plante du gingembre d’aprés Larousse Encyclopédie des Plantes

Médicinales, 2001.

Figure N°18 : Rhizomes du Zingiber officinale d’aprés Rajserkhar et al., 2012.
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I1. 3. 4. Les compositions chimiques

Les constituants du gingembre sont nombreux et varient selon 1’origine de la plante et état
fraiche ou séchée et les méthodes d’extraction. Seulement il est réputé de renfermer une
grande quantité d’amidon qui est au environ de 45%, et parfois plus (Braga et al., 2006)

L’odeur du gingembre est due a I’existence d’une huile volatile (Figure n°28), sa teneur
varie entre 1% et 3%. Plus de 50 composés ont été caractérisés: des monoterpenes (-
phellandréne, (+)-camphéne, cinéole, géraniol, curcumene, citral, terpinéol, bornéol) et des
sesquiterpenes (-zingibéréne (30-70%), -sesquiphellandréne (15-20%), -bisaboléne (10-15%),
(E-E)-farneséne, ar-curcumene, zingibérol). Certains constituants de 1’huile sont convertis en

composés a faible odeur avec le séchage (Martins et al., 2001; Ali et al., 2008).

IL. 3. 5. Utilisation traditionnelle

Le Gingembre est une des panacées de la médecine asiatique. Il a été traditionnellement
utilis¢ pour traiter la dyspepsie, les gaz intestinaux, les coliques, les spasmes et troubles
intestinaux, mais également le rhume, la grippe, les maux de gorge, le manque d’appétit, les
maux de téte et les douleurs rhumatismales. Il a également été employé comme stimulant et
réchauffant. De tout temps et dans toutes les cultures, ont aussi été attribuées des vertus
aphrodisiaques au Gingembre. La médecine vétérinaire [’utilisait dans certaines poudres
fécondantes. Les Arabes le considéraient aussi comme pectoral et se servaient de sa décoction
concentrée en gargarismes contre 1’aphonie. Enfin, selon la médecine traditionnelle chinoise,
il permettrait d’éviter les infections du systéme respiratoire lorsqu’il est pris dés 1’apparition

des premiers symptomes d’un rhume ou d’une grippe. (Perotto., 2013).

I1. 3. 6. Propriétés biologiques
II. 3. 6.1. Activité antimicrobienne

L’extrait de gingembre et plusieurs de ses principaux constituants présentent une activité
antimicrobienne in vitro et in vivo. L’extrait de gingembre a été montré un effet antibactérien
contre : Staphylococcus aureus, Streptococcus pyrogenes, Streptococcus pneumoniae et
Haemophilis. Le gingérol démontré une activité antibactérienne contre : Bacilus subtilis, et
Echerichia coli in vitro. Ainsi que I'huile essentielle du gingembre a été¢ montrée un effet
antimicrobien contre les bactéries Gram positif et les bactéries Gram négatif (Lesley et

Cofen., 2007).
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IL. 3. 6. 2. Activité antioxydante

Le gingembre est une forte substance anti -oxydante et peut soit atténuer ou prévenir la
production de radicaux libres (Ali et al., 2008). Selon la recherche in vivo, le gingembre
exerce des effets antioxydants directs et indirects importants lorsqu’il est administré par voie
orale il abaisse significativement le niveau des radicaux libres et souleve les activités
antioxydantes endogenes des superoxydes dismutase et de la catalase et il a un effet d’épargne

sur les vitamines C et E (Lesley et Cofen., 2007).
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I. 1. Objectif du travail

Notre travail est porté sur trois plantes médicinales (Cinnamomum zeylanicum

Syzygium, aromaticum, Zingiber officinale) dans le but de déterminer les teneurs en

polyphénols d’une part, d’évaluer leur activité antioxydante et surtout de valoriser leur effet

antibactérien vis-a-vis Helicobacter pylori responsable des maladies gastroduodénales d’une

autre part.

Par conséquent, le travail a été fait pour atteindre les objectifs suivants :

Faire une étude épidémiologique descriptive de linfection a H. pylorides patients
consultants chez des gastroentérologues dans la région de Tiaret selon I'age, le sexe de la

population étudiée et le type de pathologie liés a H. pylori.

Déterminer les teneurs en polyphénols des extraits méthanolique et aqueux;
Faire un screening phytochimique des extraits;

Etudier I’activité antioxydante;

Réaliser un aromatogramme pour déterminer 1’effet antibactérien.

I.2. Lieu et période du travail

= Lieu du travail

Laboratoire de Biochimie et laboratoire de Technologie Alimentaire de la Faculté¢ des

Sciences de la Nature et de la Vie —Université Ibn Khaldoun-Tiaret;

Laboratoire de Physiologie Végétale de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie —

Université Ibn Khaldoun-Tiaret;

Laboratoire de Chimie a la Faculté des Sciences de la Matiére -Université Ibn Khaldoun-
Tiaret;
Laboratoire d’Hygiéne et de Santé Animale —Institut des Sciences Vétérinaires-Université Ibn

Khaldoun-Tiaret ;

Laboratoire de Microbiologie Alimentaire de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

—Université Ibn Khaldoun — Tiaret.

= Cadre du travail

Une période d’environ 6 mois s’étalant du 21 Décembre 2014 jusqu’ a le 14 Juin 2015 a été

nécessaire pour réaliser les objectifs cités ci-dessus.

1.3. Matériel Biologique
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1.3. 1. Matériel végétal

Les plantes utilisées dans ce travail se trouvent sur le marcher tout au long de ’année, pour
leur importance majeure et leur usage quotidien dans la cuisine Algérienne ou en médecine
traditionnelle. Elles se trouvent sous forme séchée ; tuyaux de la cannelle (Cinnamomum
zeylanicum), bouton floraux des clous de girofle (Syzygium aromaticum) et rhizome de
gingembre (Zingiber officinale).
1.3. 2. Souches bactériennes

Il s’agit de deux souches d’Helicobacter pylori (La souche SAN 158 et la souche 26695),
qui proviennent du Laboratoire de Bactériologie du Centre National de Recherche de
Campylobacter et Helicobacter (C. N. R. C. H), Hospital de Pellegrin, Université¢ de
Bordeaux, France. Ces souches sont conservées a 4°C dans des milieux de transport - port-
pylore —BioMérieux.
1.3. 3. Sang

Le sang humain est ramené du Laboratoire des Analyses Médicales -Maachi- Tiaret, il a été
transporté dans des tubes a anticoagulant « Tubes EDTA ».
I. 4. Matériel du laboratoire

%+ Verreries et appareillages

Les différents verreries et appareillages utilisés dans notre travail sont mentionnés dans le

tableau suivant.

Tableau N°4 : Verreries et appareils du laboratoire utilisés.

Appareils Verreries

Autoclave (SAMO Clave) Béchers

Agitateur (RTC Basic) Boites de Pétri,

Bain marie (MEMMERT) Burettes

Balance (SARTORIUS Basic) Eprouvettes,
Centrifugeuse (SIGMA Laborzentrifigen) Erlenmeyers

Etuve (MEMMERT) Fioles jaugées
Incubateur (MEMMERT) Micropipette (1000 pl)
Microscope optique (B-350 Optika) Pipettes, Spatules

pH- metre (SCHOTT GERATE CG-822) Pipettes Pasteur
Spectrophotométre  (SHIMADZU  UV- | Tubes a essais
1202) Verres de montres

« Produits et milieux de cultures utilisés
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Les produits et les milieux de culture utilisés dans notre travail sont mentionnés dans le
tableau ci-dessous.

Tableau N°5 : Produits et milieux de culture utilisés

Produits Milieux de culture
Acide acétique (C,H40,),
Acide ascorbique (CsHsOg), -BN
Acide chlorhydrique (HCI), -GN au sang frais préparé
Acide gallique (CsH2(OH) ;COOH), (Annexe N°6)
Acide citrique (CsHsO7), -Mueller Hinton au sang frais
Acide sulfurique (H,SOy), préparé (Annexe N°6)

Carbonate de sodium (NaCOs),

Chloroforme (CH3Cl3), Chlorure de sodium (Nacl),
Eau distillée (H,0),

Eau oxygénée (H,0,), Eau physiologique.

Ethanol (C,HsOH),

Fuschine (C50H»0CIN3 ), Huile a immersion,
Meéthanol (CH;0H ),

Réactif de Folin-

Ciocalteu (H3PMo02040)+(H3PW1,04),

Violet de gentiane (CysH30CIN3).

I. 5. Protocole expérimental
Le protocole expérimental qui résume les différentes étapes de notre travail est présenté

dans la figure N°19.
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[ Démarche de I’étude ]

I
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Figure N°19 : Organigramme représentant la démarche de I’étude.
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I. 6. Méthodes
I. 6. 1. Etude épidémiologique
L 6. 1. 1. Objectif

Dans cette étude, notre objectif a été de réaliser une étude descriptive des maladies
gastroduodénales dues a Helicobacter pylori a propos de 167 patients chez des
gastroentérologues dans la région de Tiaret, et d’étudier leur répartition selon le sexe, les
tranches d’ages et le type de pathologie liés a cette bactérie
L. 6. 1. 2. Type de I’étude

Il s’agit d’une étude épidémiologique descriptive intéressant 167 patients atteints des
maladies gastroduodénales (78 hommes et 89 femmes), dont I’4ge est varie entre 12 et 82 ans.
I. 6. 1. 3. Cadre de I’étude

L’étude s’est déroulée a Tiaret, du 16 Novembre 2014 au 09 Avril 2015, elle a eu pour
cadre les cabinets de gastro-entérologie.

I. 6. 1. 4. Déroulement de I’étude

- La 1% étape a été de rechercher les cas de maladies gastroduodénales a partir des comptes

rendu des examens anatomopathologiques sur des biopsies gastriques ;

- La 2™ étape a été de déterminer les cas des maladies gastroduodénales dues & Helicobacter

pylori ou non,

- La 3°™ étape a été d’étudier la répartition des maladies gastroduodénales dues
Helicobacter pylori selon le sexe, les tranches d’age et le type de pathologie gastrique
associée a cette bactérie.

I. 6. 1. 5. Critéres d’inclusion

Notre étude concerne :
- Les patients d’origine de la région de Tiaret;
- Les patients atteints des maladies gastroduodénales dues a H. pylori ou non;

- Chaque patient a été subit une biopsie gastrique.

48



Annexes

I. 6. 2. Etude de I’activité biologique
I. 6. 2. 1. Extraction des polyphénols
e Principe

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode décrite par Singleton et Rossi
(1965) en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu.

Le réactif est constitu¢ par un mélange d’acide phosphotunguistique (H3PW;,040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo;204). Il est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdeéne (Ribereau-Gayon., 1968).
La coloration produite, dont ’absorption est mesurée a 760 nm est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents dans 1’extrait végétal.

L’acide gallique est utilis¢ comme standard et les résultats sont exprimés par rapport a
courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

e Mode opératoire

Plusieurs solvants organiques peuvent é&tre utilisés pour [I’extraction des composés
phénoliques (Owen et Johns ,1999).Le méthanol pur est 'un des solvants qui donne le
meilleur rendement d’extraction (Ribereau-Gayon., 1968).

L’organigramme en-dessous résume les €tapes suivies pour préparer les différentes fractions

des extraits bruts.

[ 10g de poudre ]

A —» | 2 solvants utilisés :
50ml de solvant ]7 Eau distillée
l L 5 Méthanol

Macération et agitation
pendant 24 h.

!

s 2
Centrifugation a 3000

tours pendant 10 min.
\ J

A

Conservation a 4°C.

Figure N°20 : Protocole d’extraction des polyphénols selon Owen et Johns., 1999.
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I. 6. 2. 2. Dosage des polyphénols totaux

Dans un tube a essai, 2.5ml de Folin Ciocalteu (dilu¢ dix fois) a été ajouté a 0.5 ml de
I’extrait. Aprés 3 minutes, Iml de carbonate de sodium (20%) a été ajouté ; le mélange a été
incubé pendant 15 minutes a température ambiante et a 1’obscurité (Singleton et Rossi.,
1965).

e Préparation de la gamme d’étalonnage

La solution meére a été préparée a partir de 0.1 g d’acide gallique additionné a 100 ml d’eau
distillée ; les dilutions ont été réalisées comme suit : Sml de la solution mére a été ajouté a
Sml d’eau distillée (dilution S/2) par la suite Sml de la solution S/2 a été ajouté a 5 ml d’eau
distillée (dilution S/4) et la méme procédure a été refaite pour les autres dilutions.

o Tracage de la courbe d’étalonnage d’acide gallique

Dans des tubes a essais, 0.5 ml de chaque dilution a été prélevé et 2.5 ml de réactif Folin
Ciocalteu ont été ajoutés. Apreés 3min, 1ml de carbonate de sodium (20%) a été ajouté par la
suite les tubes ont été incubés pendant 15 minutes a température ambiante et a I’obscurité.

La lecture des absorbances a été faite a 760 nm. La concentration en composés phénoliques
totaux a été déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant ’acide
gallique comme standard d’étalonnage (Singleton et Rossi., 1965)

e Dosage des polyphénols en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu

Le dosage est réalisé selon la méthode citée avant, en utilisant le réactif de Folin. Le réactif
est forme d’acide phosphomolybdique H3PMO1204 et d’acide phosphotungstique H3PW12040
qui est réduits par I'oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsteneWsO23 et de
molybdéne MOsO3.

Les phénols sont estimes par une spectroscopie UV dont I’acide gallique est utilise comme
un standard a une longueur d’onde A =760 nm. Elle est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans les extraits.

e Expression des résultats

La teneur en composés phénoliques a été exprimée en mg d’acide gallique équivalent
(GAE)/100g d’extrait, selon la formule suivante (Gaouar., 2011) :
T= [(C xV x D)/ P)] x100
Dont :
T : Teneur en poly phénols totaux (mg GAE /100g d’extrait) ;
C : Concentration des polyphénols en équivalent d’acide gallique déduite de la ;

D : Facteur de dilution ;
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P : Poids de I’échantillon (g).
I. 6. 2. 3. Etude phytochimique

Une recherche phytochimique est effectuée parallelement aux différents tests biologiques.
La phytochimie de la plante est réalisée sur I’extrait méthanolique brut.

La phytochimie qualitative consiste en la mise en évidence des différentes familles de
composés par la réalisation de réactions chimiques caractéristiques.
I. 6. 2. 3. 1. Tanins

A 2 ml de la solution a tester ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeCls a 2%. Un test positif
est révélé par D’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser reposer
quelques minutes) (Bhargava et al., 2012).
I. 6. 2. 3. 2. Saponosides

5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2 mn. La
formation d’une mousse persistante aprés 15 mn confirme la présence des saponosides
(Roneshkumar et al., 2012).
I. 6. 2. 3. 3. Flavonoides

Traiter 5 ml de chaque extrait avec quelques gouttes de HCI concentré. Ajouter une quantité
de tournures de magnésium (Laisser agir). La présence des flavonoides est confirmée par

I’apparition d’une couleur rouge ou orange (Roneshkumar et al., 2012).

I. 6. 2. 3. 4. Alcaloides
Deux réactifs sont utilisés : réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés comme
suit :
- Réactif de Mayer : 5 g de Kl et 1,358 g de HgCl2 solubilisés dans 100 ml d’eau distillée.

- Réactif de Wagner : 2 g de Kl et 1,27g d’12 solubilisé dans 100 ml d’eau distillée.

Ce test se fait par ajout de quelques gouttes de chaque réactif, séparément, aux différents
extraits étudiés. L’apparition d’un précipité confirme la présence des alcaloides (Bruneton.,
1999).

I. 6. 2. 3. 5. Terpénoides
5 ml de I’extrait est ajouté a 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique concentré. La

formation d’un anneau marron-rouge a l’interphase indique la présence des Terpénoides

(Malla et al., 2013)
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I. 6. 2. 3. 6. Glycosides cardiaques : Test Keller- Killani

5 ml de I’extrait est mélangé a 2 ml d’acide acétique glacial contenant une goutte de FeCl3,
puis, I’addition de 1 ml d’acide chlorhydrique concentré. (Bhargava et al, 2012).
La formation d’un anneau marron, violet ou vert a I’interphase indique leur présence.

I. 6. 2. 3. 7. Stérols et triterpénes

Cinq (5) ml de chacun des trois extraits ont été évaporés. Le résidu est dissout a chaud dans
I ml d’anhydride acétique ; nous avons ajouté 0,5 ml d’acide sulfurique concentré.
L’apparition, a I’interphase, d’'un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert, a
indiqué une réaction positive (N’ Guessan et al., 2009).

I. 6. 2. 4. Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode de FRAP
e Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique a
¢été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe3+)
présent dans le complexe K3Fe(CN) 6 en fer ferreux (Fe2+). En effet le Fe3+ participe a la
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du milieu réactionnel
est déterminée a 700 nm (Oyaizu., 1986).

e Courbe d'étalonnage

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu (1986). En
effet, 1 ml de différentes concentrations de chaque extrait (0,1 ; 0,2 ; 0,3 ; 0,4 ; 0,5 mg) dilué
dans I’eau distillée est mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6)
et 2,5 ml de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)g) a 1%. Les mélanges sont incubés a 50°C
pendant 30 min. apres, 2,5 ml de I’acide trichloracétique (10%) est additionné.

Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. 2,5 ml du surnageant de chaque
concentration est mélangé avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml FeCl3 (0,1%). L’absorbance
est mesurée a 700 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.

L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif dans cette expérience dans les mémes
conditions opératoires.

o Expression des résultats

Pour explorée les résultats obtenus, la maniére la plus commune utilisée par la majorité des
auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonctions des différentes
concentrations utilisées.

L’activité antioxydante est exprimée en équivalent d’acide ascorbique (mg d’AA/ g de

matiere séche) en utilisant la formule suivante Rezaire., 2012.
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Concentration en mg d’AAE /ml

Activité antioxydante (mg AAE/g d’échantillon)= = - -
concentration de I’extrait en g/ ml

Abs—-b
a

Concentration en mg d’AAE =

Abs : densité optique de 1’échantillon ;

b : ordonnée de I’équation ;

a : la pente de la courbe.

I. 6. 2. 5. Evaluation de I’activité antibactérienne
I. 6. 2. 5. 1. Revivification des souches pathogenes

Deux souches d’Helicobacter pylori (SAN 158, 26695) sont ensemencées dans un milieu
gélosé au sang cuit et un milieu au sang frais (on ajoute 10% de sang humain). Les boites sont
incubées aussitdt ensemencées dans un dessiccateur en atmosphere micro-aérobie (en utilisant
les systémes Campy pack) a 37°C pendant 5 a 10 jours.

Au bout de 10 jours nous aurons de nombreuses colonies suffisamment au repiquage sur une
gélose au sang cuit et sur une gélose au sang frais par la méthode des striés. Ces étapes sont
répétées deux fois jusqu'a l'obtention des souches pures.

I. 6. 2. 5. 2. Confirmation des souches

L’identification est basée sur la détermination des caractéres morphologiques et
biochimiques.

* Examen macroscopique

La morphologie des colonies et leur dimension sont étudiées a partir des cultures obtenues
sur la gélose au sang frais.

* Examen microscopique

Il a été effectué sur un frottis bactérien, préparé a partir des colonies suspectes en cultures
pures, puis fixé et coloré par la méthode de Gram (Voir annexe N°4) qui permet de classée
les bactéries selon leur gram, leur morphologie cellulaire et leur mode d'association.

*  Tests biochimiques

L’étude des caractéres biochimiques est basée essentiellement sur la recherche d’oxydase,

de catalase et d’urée indole, (car leurs positivités confirment qu’il s’agit bien de H. pylori), on

utilisant des galeries API 20 Campy.
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v’ Test de catalase
La catalase est une enzyme permet la dégradation de l'eau oxygénée (peroxyde d'hydrogene)

en eau et oxygene, selon la réaction :

H,O———H,0 + %20,
*  Principe
D’aprés Guiraud., (1998), la décomposition de I'eau oxygénée se traduit par dégagement
gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulles.
*  Technique
Une gotte d'eau oxygéné est placée sur une lame et un peu de culture solide est répartie.
v" Test de 'oxydase
Caractére oxydase positif signifie que la souche posséde une enzyme capable d'oxydée le
substrat employé.
*  Principe
Une coloration rose se manifeste en quelques minutes en cas de réaction positive
(Guiraud., 1998).
*  Technique
Un disque de papier filtre (ox) imprégné de réactif est placé sur une lame et imbibé d'une
gotite d'eau et une parcelle de la culture est déposée a sa surface.
v’ Test d’urée indole
Ce milieu permet de mettre en évidence chez les bactéries la présence d’une uréase, d’une
tryptophane-désaminase (TDA) ainsi que la production d’indole (Richard., 1978).11 permet
ainsi la différenciation présomptive des bactéries possédant ces caracteres.
*  Principe
La dégradation de 'urée par les bactéries possédant une uréase s’accompagne d’une
alcalinisation qui provoque le virage au rouge violet de I’indicateur coloré (rouge diphénol).
Le milieu contient du L-tryptophane (Richard., 1978).
» sa dégradation par les bactéries possédant une tryptophanase s’accompagne d’une
production d’indole, révélée au moyen du réactif de Kovacs : en cas de réaction indole
positive, un anneau rouge apparait en surface du bouillon.
* sa dégradation par les bactéries possédant une tryptophane-désaminase s’accompagne d’une
production d’acide indole-pyruvique révélée au moyen d’une solution de perchlorure de fer
par I’apparition d’une coloration brune.

*  Technique
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1. Laisser les flacons revenir a température ambiante.
2. Répartir le milieu en tubes a hémolyse stériles, a raison de 1 ml par tube.
3. Réaliser une suspension du germe a tester dans 1 ml d'eau déminéralisée stérile.
4. Ensemencer | goutte de cette suspension dans 2 tubes a hémolyse de milieu urée indole.
5. Incuber les tubes a 1'é¢tuve a 37°C pendant 24 heures.
Le choix de la température d'incubation est de la responsabilité de l'utilisateur en fonction
de l'application et des normes en vigueur.
v' APl 20 Campy
Le systtme API Campy (Appareillage et Procédé d’ldentification) est une version
miniaturisée et standardisée des techniques biochimiques conventionnelles pour
I’identification des bactéries.
e Principe
Lorsqu’une suspension bactérienne de densité convenable est répartie dans les différentes
alvéoles qui composent la micro-galerie (contenant de substrats déshydratés), les métabolites
produits durant la période d’incubation se traduisent par des changements de couleur
spontanés ou révélés par addition de réactifs.
e Technique
-Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de I’eau dans les alvéoles pour
créer une atmosphére humide ;
-Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation ;
-Ouvrir une ampoule de Suspension Medium (ou un tube d’eau distillée stérile) ;
-Prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé et réaliser une suspension
bactérienne de 0.5 Mc Farland ;
-Remplir les tubules et les cupules avec la suspension bactérienne des tests encadrés ;
-Remplir uniquement les tubules des tests ni soulignés ni encadrés ;
-Remplir les tubules des tests soulignés et remplir la cupule avec de I’huile de paraffine, pour
créer ’anaérobiose.
v" Antibiogramme
e Méthode des disques
La culture permet aussi d’étudier la sensibilité¢ des souches isolées aux antibiotiques. Cette
sensibilité a été testée par la méthode de diffusion (méthode de disques) sur milieu Muller-
Hinton en utilisant plusieurs antibiotiques (Amoxicilline, Gentamycine, Erythromycine,

Vancomycine, Tétracycline), Les boites sont ensemencées par une suspension bactérienne
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contenant 10° - 10° UFC/ml (0.5 Mc Ferland), sur lesquelles sont disposés les disques
d’antibiotiques. L’incubation s’effectue a 37°C pendant 72 heures en micro aérobiose.

La lecture des résultats s’effectue par la mesure des diamétres de la zone d’inhibition
apparue.

e E-Test
=Principe
E-Test est une méthode bien établie pour les tests de résistance aux antimicrobiens dans les
laboratoires de microbiologie dans le monde entier. Il se compose d'un gradient prédéfini de
concentrations d'antibiotiques sur une bande de matiére plastique, il est utilisée pour

déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) des antibiotiques, des agents

antifongiques et des agents anti-mycobactériens.

=Technique

1. Retirer le paquet E-test du congélateur (-20 © C) au moins 30 minutes avant de réaliser le
test ;
2. Appliquer des bandes d’E-Test a la surface de la gélose Muller Hinton (ensemencé par une
suspension bactérienne de 0,5 Mc Farland) en utilisant une pince (ou d'un applicateur E-test si
disponible).
I. 6. 2. 5. 3. Aromatogramme

e Préparation de la suspension bactérienne

A partir des cultures jeunes sur (GN au sang frais). On préléve 3 a 5 colonies biens isolées et
identiques dans 9 ml d’eau physiologique stérile, on agite au vortex pendant quelques
secondes. La standardisation de la suspension a 10° UFC/ml, est réalisée a 1’aide d’un
spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde de 620 nm.

Selon Mac Farland, on admet une DO comprise entre 0,08 et 0,1 correspond a une
concentration de 10" a 10° germes/ml ; la suspension d’inoculum est dilu¢ & 1:10 dans de
I’eau distillée stérile pour avoir une concentration de 10° germes/ml.

e Technique de 'aromatogramme

L'activité antibactérienne des extraits méthanoliques des trois plantes médicinales a été
¢valuée a l'aide de la méthode de diffusion du disque (Annuk et al., 1999). Les bactéries ont
été ensemencées sur le milieu Mueller-Hinton au sang frais placé dans des pétris stériles. on

place les disques de 6 mm de diamétre et celui-ci a été déposé sur la surface d'agar inoculée.
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Ensuite, les disques sont imprégnés de 5 pl d'extrait méthanolique. Les pétris ont été incubés a
37 °C pendant 5 jours.

Un extrait est considéré actif lorsqu'on mesure une zone d'inhibition autour du disque d'un
diametre supérieur a 6 mm et a l'intérieur de laquelle aucune croissance bactérienne n'est

observée
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I1.1. Etude épidémiologique descriptive de I’infection a Helicobacter pylori
L’échantillon comprenait 167 patients, 78 hommes et 89 femmes, dont 1’age est varie entre

12 et 82 ans.
I1.1. 1. Implication d’Helicobacter pylori dans les maladies gastroduodénales

Parmi les 167 patients souffrant des maladies gastroduodénales, nous avons trouvés 73
patients infectés par H. pylori qui donne un taux d’infection de 43,71%. Les résultats obtenus
sont illustrés dans le tableau ci-dessous.

Tableau N°6 : Implication d” Helicobacter pylori dans les maladies gastroduodénales.

Patients Nombre Pourcentage (%)
Infectés par Helicobacter pylori 73 43,71
Non Infectés par Helicobacter 94 56,29
pylori
Total 167 100

On peut représenter les résultats sous forme d’un diagramme.

Pourcentage (%)

60 56,29
50
40 m Infectés par Helicobacter
lori
30 . py
@ Non Infectés par
20 | Helicobacter pylori
10 +
0 1 ‘
Infectés par Helicobacter Non Infectés par
pylori Helicobacter pylori

Figure N°21 : Pourcentage des patients infectés ou non par Helicobacter pylori.

La prévalence de I’infection par H. pylori est comprise entre 20 et 40 % dans les pays
industrialisés ; elle atteint 70 a 90 % dans les pays en voie de développement. Au Maroc la
prévalence de I’infection a H. pylori est de 69,2 % correspond bien aux prévalences notées
dans les pays en voie de développement (Essadik., 2013). Alors que Dans notre population
¢tudiée, le taux de prévalence est de 43.71 % qui correspond plus ou moins a la moiti¢ de la

prévalence trouvé en Algérie (78%) par Faik., 2000.
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I1.1.2. Répartition de P’infection a Helicobacter pylori selon le sexe

Le tableau N°7 représente le taux de l’'infection par H. pylori en fonction du sexe des
patients. La fréquence de ’infection a H. pylori était légérement plus élevée chez les femmes
(57,53 %).) comparée a celle des hommes (42,47 %). Mais cette différence n’était pas
significative.

Tableau N°7 : Répartition de 1’infection a Helicobacter pylori selon le sexe des patients.

Patients Nombre Pourcentage
(%)
Homme 31 42.47
Femme 42 57,53
Total 73 100

Les résultats de cette étude indiquent que le sexe présente un effet significatif sur le taux de
prévalence d’infection a H. pylori, avec un sexe ratio de (0,73). Contrairement aux résultats
trouvés par Malaty., 2007, qui montrent qu’ll est généralement accepté que les hommes et
les femmes ont le méme risque de s’infecter a tout age.

I1.1.3. Répartition de P’infection a Helicobacter pylori selon les tranches d’age
Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau.

Tableau N°8 : Répartition de 1’infection a Helicobacter pylori selon les tranches d’age des
patients.

Tranche d’Age de patient Nombre Pourcentage (%)
<20 4 5.48

[20-30[ 5 6.85

[30-40[ 18 24.66

[40-50[ 13 17.81

[50-60[ 15 20.55

[60-70[ 11 15.07

[70-80[ 6 8.22

>80 1 1.37

Total 73 100

Nous avons observé une augmentation significative de la prévalence de I’infection a H.
pylori avec ’age, avec un taux maximal (24.66 %) touchant le groupe de 30 a 40 ans.
Contrairement aux pays développés ou la plus forte prévalence (66 %) est enregistrée a 1’age
de 60 ans, 'infection a H. pylori prédomine chez le sujet jeune dans les pays en voie de

développements (Ramanampamonjy., 2007).
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On peut représenter les résultats de ce tableau par un graphique (Figure N°22) pour rendre

les résultats plus clairs et lisibles.

30
24,66
25
20,55
20 5
15,07

s
10 8,22

5,48 6,85
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Figure N°22 : Répartition d’infection a Helicobacter pylori selon les tranches d’ages des
patients.

I1.1.4. Répartition de I’'infection a Helicobacter pylori selon le type de pathologie
Ces patients présentent tous des troubles gastriques a différents niveaux de I’estomac. Parmi

73 patients infectés par H. pylori 60 patients (82,19 %) souffrent de gastrites, 11 patients
(15,07 %) sont porteurs d’ulceres, 1 patient (1,37 %) est atteint de cancer gastrique et 1
patient (1,37 %) ayant de lymphome (Tableau N°9).

Tableau N°9 : Taux des différentes pathologies gastriques dans la population infectée par

Helicobacter pylori.

Pathologie Nombre Pourcentage
(%)

Gastrite 60 82.19

Ulcere 11 15.07

Cancer 1 1.37

Lymphome de 1 1.37

MALT

Total 73 100

Helicobacter pylori est a ’origine de la survenue de plusieurs pathologies gastriques. Il est
a Dorigine de 80 % des gastrites chroniques atrophiques (Marshall et Warren., 1984).
résultant de la réponse inflammatoire et immunologique induite par cette bactérie, de 1 a 10 %
d’ulceres gastroduodénaux et de 1 a 3 % de cancers gastriques (Brown., 2000). Ces résultats

concordent avec ceux retrouvés dans notre étude. En effet, H. pylori est lie le plus souvent a
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une gastrite avec un taux de 82,19 %. Ainsi que la fréquence d’ulcéres gastroduodénaux dans
la population infectée par H. pylori était de 15,07 % et elle était de 1,37% dans le cas du
cancer et lymphome de MALT.

Pour bien éclairer ces résultats nous avons les représenté sous forme d’un secteur graphique
(Figure N°23).

W Gastrite
H Ulcere
m Cancer

B Lymphome de MALT

Figure N°23 : Répartition des patients infectés par Helicobacter pylori en fonction de type de

pathologies gastriques.
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I1. 2.Etude biologique des plantes médicinales
I1. 2.1.Teneurs en polyphénols

Les épices et les herbes sont une excellente source de composés phénoliques (flavonoides,
acides phénoliques et les alcools, les stilbénes, tocophérols, tocotriénols), l'acide ascorbique et
les caroténoides qui ont été rapportés a montrer une bonne activité antioxydante (Zheng et
Wang., 2001). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant.

Tableau N°10 : Teneurs en polyphénols dans les extraits méthanoliques et aqueux.

Plante Z . officinale S. aromaticum C. zeylanicum
Solvant
Méthanol 110 = 0.37mg 98 £ 0.45mg GAE/100g 98.2 + 0.45mg
GAE/100g d’extrait d’extrait GAE/100g d’extrait
Eau distillée 95 + 0.40mg 82.5+0.35mg 91 £ 0.35mg GAE/100g
GAE/100g d’extrait GAE/100g d’extrait d’extrait

Pour les deux solvants (méthanol et eau distillée), les résultats ont indiqué que le gingembre

a des teneurs en polyphénols élevées par rapport a la cannelle et le clou de girofle.
A. Zingiber officinale

Le gingembre est connu en tant que ressource €levés avec des composants phénoliques Tang
et Zhao., (2001). Les études de Fahmi., 2014 ont démontrés que l'extrait méthanolique a
montré une haute teneur phénolique suivie de l'acétone, de l'acétate d'éthyle et les extraits
d'eau.

La valeur moyenne de la concentration en polyphénols enregistrée dans [’extrait
méthanolique de Z. officinale est de 110 + 0.37mg GAE/100g d’extrait. Notre résultat est
nettement supérieur a ceux trouvés par Phatak et al, 2015, qui a enregistré une valeur de 18
+ 0,09 mg/100g d’extrait. Par contre, Rudragoud et al., 2011 et Fahmi, 2014, ont enregistré
des teneurs en polyphénols plus élevées qui sont de I’ordre de (180 mg GAE/100g d’extrait,
264 + Img GAE/g) d’extrait respectivement.

Nos résultats sont comparables a celles trouvés par Maizura et al., 2011, elle a été de
101.56 mg GAE/100 g d’extrait.

La valeur moyenne de la concentration en polyphénols enregistrée dans 1’extrait aqueux de
Z. officinale est de 98 + 40.0mg GAE/g d’extrait. Notre résultat est supérieur a celle trouvé
par Abdou, 2011, qui a enregistré des valeurs de I’ordre de (67.4 mg GAE/100g).
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Par contre, Rudragoud et al., 2011 a enregistré des teneurs en polyphénols plus élevées qui
sont de ’ordre de, (180 mg GAE/100g) d’extrait respectivement.

Nos résultats sont comparables a celles trouvés par Rudragoud et al., 2011, elle a été de
95.56 mgGAE/100 g extract.

B. Syzygium aromaticum

La valeur moyenne de la concentration en polyphénols enregistrée dans [I’extrait
méthanolique de S. aromaticum est de 98 + 0.45mg GAE/100g d’extrait. Notre résultat est
supérieure a celle montrée par Phatak et al, 2015 qui a trouvé des valeurs de
32+0.23mgGAE/100g d’extrait. Par contre Abdou., 2011 a enregistré des teneurs en
polyphénols plus élevées qui sont de 1’ordre de (171.8 mg GAE/100g) d’extrait.

Nos résultats sont proches a ceux trouvés par Sultana et al., 2011, elle a été de 81.04+0.78
mg GAE/100 g d’extrait.

La valeur moyenne de la concentration en polyphénols enregistrée dans 1’extrait aqueux de
S. aromaticum est de 82.5 £0.35mg GAE/g d’extrait. Notre résultat est nettement supérieur a
ceux trouvés par Medhat et al., 2013, qui ont enregistré des valeurs de 28.7 + 0,6 mg GAE/g.
Par contre, Abdou., 2011, a trouvé des teneurs en polyphénols plus élevées qui sont de
I’ordre de (160.9 mg GAE/100g) d’extrait.

C. Cinnamomum zeylanicum

La valeur moyenne de la concentration en polyphénols enregistrée dans 1’extrait
méthanolique de C. zeylanicum est de 98.2+0.45mg GAE/100g d’extrait. Notre résultat est
nettement supérieur a ceux trouvés par Phatak et al, 2015, qui a enregistré des valeurs de
21+0,12 g/100g d’extrait. Par contre, Shan et al., 2005 a enregistré des teneurs en
polyphénols plus élevées qui sont de 1’ordre de (11.90 mg GAE/100g) d’extrait.

La valeur moyenne de la concentration en polyphénols enregistrée dans 1’extrait aqueux de
C. zeylanicum est de 91 £+ 0.35mg GAE/100g d’extrait. Notre résultat est nettement supérieur
a ceux trouvés par Sudan et al., 2011 qui ont enregistré des teneurs en polyphénols plus

¢levées qui sont de ’ordre de, (113 mg GAE/g) d’extrait.

IL. 2. 2. Etude phytochimique

Le screening phytochimique réalisé sur les extraits méthanoliques des plantes nous a permis

d’avoir les résultats présentés au ci-dessous.
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Tableau N°11 : Tests phytochimiques réalisés sur les extraits méthanoliques des plantes.

Test réalisé S. aromaticum C. zeylanicum Z. officinale
Tanins + + +
Saponosides + - -
Flavonoides + +++ +
Alcaloides + + -
Terpénoides + + +
Stérols et triterpenes + + -
Glucosides cardiaques + + +

A. Zingiber officinale
Les résultats obtenus indiquent que :
-L’extrait méthanolique du Z. officinale contient des tanins, des flavonoides, des Terpénoides,
et des glucosides cardiaques.

Plusieurs chercheurs ont été étudié la composition d’extrait méthanolique du Z. officinale ;
Womeni et al., 2013 ont montré que I’extrait méthanolique du Z. officinale contient des
Terpénoides. Les études de Bhargava et al., 2012 ont également étudié la composition
phytochimique d’extrait méthanolique du Z. officinale et ils ont trouvé que Iextrait
méthanolique du Z. officinale contient des Terpénoides, des alcaloides, des tanins, des

glucosides cardiaques et des saponosides

B. Syzygium aromaticum

L’extrait méthanolique de S. aromaticum contient des tanins, des flavonoides, des
Terpénoides, et des glucosides cardiaques, des saponosides, des alcaloides et des stérols et
triterpenes.

Nombreuses études montrent que d’extrait méthanolique de S. aromaticum est trés riche en
polyphénols. Womeni et al., 2013 ont montré que 1’extrait méthanolique de S. aromaticum
contient des Terpénoides et des stérols. Sudan et al., 2013 ont également confirmé qu’il
contient des tanins, des Terpénoides, des flavonoides, des alcaloides, des saponosides et des
glucosides cardiaques. Mishra et Sharma, 2014 ont aussi trouvé que cet extrait est composé

par des tanins, des stérols des glucosides cardiaques et des saponosides.
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C. Cinnamomum zeylanicum

L’extrait méthanolique du C. zeylanicum contient des tanins, des flavonoides, stérols et
triterpenes, des Terpénoides, et des glucosides cardiaques.

Il y a des travaux prouvent que I’extrait méthanolique du C. zeylanicum est trés riche en
polyphénols. Sudan et al., 2013, ont trouvé que I’extrait méthanolique du C. zeylanicum
contient des tanins, des Terpénoides, des flavonoides et des glucosides cardiaques.

Le screening phytochimique réalisé sur les extraits aqueux des plantes nous a permis d’avoir
les résultats présentés au suivant.

Tableau N°12 : Tests phytochimiques réalisés sur les extraits aqueux de Zingiber officinale,

Cinnamomum zeylanicum et Syzygium aromaticum.

Test réalisé S. aromaticum C. zeylanicum Z. officinale
Tanins +++ +++ -
Saponosides + ++ -
Flavonoides ++ +++ +
Alcaloides ++ +++ ++
Terpénoides + + +
Stérols et triterpenes - - -
Glucosides cardiaques - ++ -

A. Zingiber officinale

Les résultats obtenus indiquent que :

L’extrait aqueux du Z. officinale contient des tanins, des flavonoides, des Terpénoides, et
des glucosides cardiaques.

Plusieurs chercheurs ont été étudié la composition d’extrait aqueux du Z. officinale,
Womeni et al., 2013, montrent que I’extrait aqueux du Z. officinale contient des Terpénoides,

B. Syzygium aromaticum

L’extrait aqueux de S. aromaticum contient des tanins, des flavonoides, des Terpénoides,

et des glucosides cardiaques, des saponosides, des alcaloides et des stérols et triterpenes.
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Nombreuses ¢études montrent que d’extrait aqueux de S. aromaticum est trés riche en
polyphénols. Kim et al., 2011 ont confirmé que 1’extrait aqueux de S. aromaticum se compose
par des Terpénoides et des stérols.

C. Cinnamomum zeylanicum
L’extrait aqueux du C. zeylanicum contient des tanins, des flavonoides, stérols et
triterpenes, des Terpénoides, et des glucosides cardiaques.

Kim et al, 2011, ont confirmé que D’extrait aqueux du C. zeylanicum contient des
flavonoides et des saponosides.

I1.3. Evaluation de P’activité antioxydante en utilisant la méthode de FRAP

Les composés polyphénoliques sont connus pour avoir une activité antioxydante et il est
probable que l'activit¢ des extraits est due a ces composés (Fahmi., 2014).

Les épices sont de riches sources de composés polyphénoliques ayant de fortes capacités
antioxydantes et pourraient remplacer les antioxydants synthétiques dans les systémes
alimentaires et offrir des avantages supplémentaires pour la santé (Virendra, et al., 2013).

Les antioxydants sont des composés qui peuvent retarder ou inhiber l'oxydation des lipides
ou d'autres molécules par l'inhibition de l'initiation ou la propagation de l'oxydation des
réactions en chaine (Velioglu et al, 1998).

Dans cette étude, l'activité antioxydante est déterminé a la base de la capacité d'antioxydant
dans les extraits des plantes pour réduire le fer ferrique (III) en fer ferreux (II) de fer dans le
réactif de FRAP (Alothman et al., 2009 ; Wong et al., 2006). En général, la méthode de
FRAP a été utilisée en raison de sa simplicité et de reproductibilité. Le tableau ci-dessous
montre l'activité antioxydante des extraits méthanoliques des plantes.

Tableau N°13 : L’activité antioxydante des extraits méthanoliques des plantes en utilisant la

méthode de FRAP.

Z. officinale S. aromaticum C. zeylanicum

Concentration 2,95 mg AAE/100g 3,05 mg AAE/100g | 1,7 mg AAE/100g
d’AA (mg AA/ @)

Les résultats ont indiqué que I’extrait méthanolique du clou de girofle et du gingembre ont
une activité antioxydante élevée (3,05 mg AAE/100g ; 2,95 mg AAE/100g) respectivement
par rapport au cannelle (1,7mg AAE/100g).
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Contrairement a nos résultats, Denre et al., 2014, ont montré dans leur étude sur le S.
aromaticum et Z. officinale que leurs pouvoir réducteur qui est de 14+0.05mg AAE/100 g,
48+00.03mg AAE/100g respectivement est nettement supérieur a celui de notre échantillon.

De nombreuses études ont montré une bonne activité antioxydante de gingembre (Zingiber
officinale) (Hinneburg et al., 2006 ; Kim et al, 2007 ; Kota et al, 2008). Certaines études
ont montré que les racines de gingembre et des extraits obtenus contiennent des
composés polyphénoliques (6-gingérol et dérivés), qui ont une forte activité antioxydante
(Chen et al., 1986 ; Shirin et Jamuna, 2010).

Le gingembre est une forte substance anti -oxydante et peut soit atténuer ou prévenir la
production de radicaux libres (Ali et al., 2008).

L’extrait éthanolique et aqueux de clou de girofle ont une puissante activité antioxydante
contre divers systémes antioxydants in vitro, en outre, des bourgeons aux clous de girofle
peuvent étre utilisées comme source d'antioxydants naturels facilement accessible et en tant
que complément alimentaire ou possible dans des applications pharmaceutiques (Gulcin et
al., 2004).

Les constituants phénoliques de C. zeylanicum sont susceptibles d'étre responsable de
l'activité antioxydante et de l'activité de piégeage des radicaux libres observé.

II. 4. Evaluation de Dactivité antibactérienne des extraits méthanoliques vis-a-vis

Helicobacter pylori.
I1. 4. 1. Tests de confirmation des souches Helicobacter pylori utilisées dans notre étude
II. 4. 1. 1. Examens macroscopiques

Aprés cinq jours d’incubation aprés le repiquage, des colonies transparentes, luisantes,
visqueuses et fines appariassent sur la gélose au sang frais avec un diametre de 1 mm (Fig.

24). Ces caractéres culturaux correspondent a H. pylori et qui sont similaires a ceux trouvés

par Avril et al., 1995.
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ot

Figure N°24 : Aspect macroscopique des colonies d’Helicobacter pylori aprés 5 jours
d’incubation a 37°C en atmosphére microaérophile a la gélose au sang frais.

(A. Helicobacter pylori SAN 158 ; B. Helicobacter pylori 26695)

I1. 4. 1. 2. Examens microscopiques
I1.4. 1. 2. 1. Etat frais

L’observation microscopique a 1’état frais (Figure N°25) avec le grossissement x 40 a
montré que H.pylori est un petit bacille de forme incurvé et mobile. Ces résultats sont

identiques a ceux trouvés par (Brenne et al., 2000).

A. Helicobacter pylori 26695 B. Helicobacter pylori SAN 158

Figure N°25 : Aspect microscopique d’ Helicobacter pylori a 1’état frais (Gx 40).
I1.4. 1. 2. 2. Coloration de Gram
L’observation microscopique aprés coloration de Gram montre que nos souches sont des
bactéries Gram négatif (colonies roses). Les études de Barlik et al, 2009; Faik., 2000

confirment que H. pylori est un bacille Gram négatif.
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A. Helicobacter pylori 26695 B. Helicobacter pylori SAN 158

Figure N°26 : Aspect microscopique d’Helicobacter pylori aprés coloration de Gram (G %
100).
I1.4. 1.3. Tests biochimiques
I1.4. 1.3. 1. Test de catalase, oxydase et urée Indole

Les résultats biochimiques obtenus montrent que cette bactérie posseéde une uréase, une
catalase et une oxydase positives, et donc une activité enzymatique importante.

Les travaux de Faik., 2000 et Razafimahefa., 2012 montrent que H. pylori est
microaérophile, il nécessite de 'oxygéne mais a des niveaux inférieurs a ceux contenus dans
l'atmosphere. Il obtient de I'énergie par oxydation de I'hydrogéne moléculaire (Hz) qui est
produite par d'autres bactéries intestinales. Ainsi qu’elle est oxydase positif et catalase positif.
D’aprés Trouillas, 2010, Helicobacter pylori a la capacité de résister a I'acidité du suc
gastrique (pH=2) grace a une enzyme membranaire qui I'uréase. Celle-ci lui permet de
transformer 1’urée présente dans le suc gastrique en ammoniac, et ainsi de faire remonter le

pH localement autour de lui par tamponnement de 1’acidité.

A. Helicobacter pylori 26695 B. Helicobacter pylori SAN 158

Figure N°27 : Test catalase d’Helicobacter pylori.
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A. Helicobacter pylori 26695 B. Helicobacter pylori SAN 158
Figure N°28 : Test d’oxydase d’Helicobacter pylori.
11.4.1.3. 2. API 20 Campy
Les résultats obtenus indiquent que cette bactérie utilise les citrates comme sources de
carbones et n’utilise pas les substrats sucrés comme sources de carbone ce qui est montré par

les études de Medouakh et al., 2006. Ces résultats sont illustrés dans la figure suivante.

9

A. Helicobacter pylori SAN 158.

B. Helicobacter pylori 26695.

Figure N°29 : Résultats du systeme API 20 Campy.

I1.4. 1. 4. Résultats de ’antibiogramme
11.4. 1. 4. 1. Méthode des disques

L’¢tude de la sensibilit¢ de H. pylori aux antibiotiques a montré d’excellents résultats
(tableau N°14) par rapport a I’activité de la plupart des antibiotiques utilisés. Nos résultats
ont montré que H.pylori SAN 158 est sensible a la gentamycine, la vancomycine et a

I’érythromycine, par contre elle est résistante a la tétracycline et 1’amoxicilline.
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Helicobacter pylori 26695 est sensible a la vancomycine, érythromycine, gentamycine et a
la tétracycline. Par contre, elle est résistante a I’amoxicilline.

Les études de Rochard., 2000, indiquent que H.pylori est sensible aux antibiotiques
suivants : érythromycine, gentamycine, tétracyclines et I’amoxicilline.

Selon Mégraud et Lehours., 2007, Helicobacter pylori est sensible a ’amoxicilline et la
tétracycline.

Nos résultats montrent que les deux souches d’H.pylori (SAN 158, 26695) sont des souches
sauvages, elles ont développé une résistance vis-a-vis I’amoxicilline et la tétracycline.
D’prés Van Zwet et al., 1998, de rares cas de souches résistantes a 1’amoxicilline 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. Les travaux de Liu et al., 2008 montrent
que certaines souches peuvent développer des pompes d’efflux, notamment vis-a-vis de
clarithromycine, du métronidazole et de la tétracycline. Ce mécanisme de résistance serait
plus fréquent chez des souches multirésistantes.

Tableau N°14 : Résultats de I’antibiogramme des deux souches d’Helicobacter pylori.

Antibiotiques H. pylori SAN 158 H. pylori 26695
DMI (mm) Sou R DMI (mm) SouR
Tétracyclines - R 9 S
Amoxicilline - R - R
Erythromycine 29 S 19 S
Vancomycine 17 S 9 S
Gentamycine 29 S 29 S

| Vancomycine

Amoxicilline

Tetracycline /"’ Erythromycine

Figure N°30 : Résultats de I’antibiogramme sur la souche d’’Helicobacter pylori 26695.
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Gentamycing

Erythromycine

Vancomycins

Tétracyeling

Amoviciline

Figure N°31 : Résultats de I’antibiogramme sur la souche d’Helicobacter pylori SAN 158.

11.4. 1. 4. 2. E-Test

La souche H. pylori SAN 158 est sensible a LE avec une CMI de 0,25mg/g et résistante a
AC (Figure N°32). Par contre la souche H. pylori 26695 est sensible & LE et AC avec des

CMI de ’ordre de 0,064 mg/g, 8 mg/g respectivement.

A B
Figure N°32 : Résultats du E. Test des LE et AC vis-a-vis la souche
d’Helicobacter pylori 26695 (A) et la souche d’Helicobacter pylori SAN 158 (B).

Tableau N°15 : Concentrations minimales inhibitrices (mg/g) déterminées par I’E-Test.

Antibiotiques Helicobacter pylori SAN Helicobacter pylori 26695
158
Levofloxacine (LE) 0,25 0,064
Amoxicilline (AC) - 8
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I1. 5.L’activité antibactérienne des extraits méthanoliques
Les résultats de I’antagonisme obtenus sont illustrés dans le tableau suivant.
Tableau N°16 : Diamétres (mm) des zones d'inhibition des extraits méthanoliques de la

cannelle de clou de girofle et du gingembre.

Souches Z. officinale C. zeylanicum S. aromaticum

bactériennes Diamétre | Sou R Diamétre | Sou R | Diametre | S ou R
(mm) (mm) (mm)

H. pylori SAN 158 36 S 18 S 34 S

H. pylori 26695 14 S 10 S 29 S

En comparant les résultats des trois extraits méthanoliques, il est clair que les extraits
méthanoliques du gingembre et du clou de girofle sont plus puissants que [I’extrait
méthanolique de la cannelle. En plus, Les bactéries de la souche d’H. pylori SAN 158 ont des
zones d'inhibition plus grandes que celles des bactéries de la souche d’H. pylori ATCC 26695
pour les trois extraits méthanoliques.

Helicobacter pylori ATCC 26695 donne le plus grand diamétre d’inhibition (29 mm) avec
I’extrait méthanolique du clou de girofle.

Helicobacter pylori SAN 158 donne le plus grand diamétre d’inhibition (36 mm) avec
I’extrait méthanolique du gingembre.

En se référant aux résultats obtenus, il sera facile de conclure que H. pylori SAN 158 est
plus sensible a I’extrait méthanolique du clou de girofle que les extraits méthanoliques du
gingembre et de la cannelle. Ainsi que H. pylori ATCC 26695 est plus sensible a 1’extrait
méthanolique du gingembre que les extraits méthanoliques du clou de girofle et de la

cannelle.
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A. B.
Figure N°33 Zones d'inhibition des extraits méthanoliques de la cannelle, du clou de girofle
et du gingembre vis-a-vis Helicobacter pylori (A. SAN 158, B. 25595)
(a. Extrait méthanolique du C. zeylanicum, b. Extrait méthanolique S. aromaticum,

c. Extrait méthanolique du Z. officinale).

Selon Cortes-Rojas et al., 2014, de large spectre d'activité de I'eugénol contre les bactéries,
une ¢étude a montré que 1'eugénol et le cinnamaldéhyde a (2 pg / ml) a inhibé la croissance de
31 souches de Helicobacter pylori, aprés 9 h et 12 h d'incubation, respectivement, en étant
plus puissant que amoxicilline et sans développer une résistance. L'activité et la stabilité de
ces composés a été vérifiée a de faibles valeurs de pH.

Cependant, compte tenu de l'usage bien établi du gingembre pour le traitement des
affections gastro-intestinales, et la forte association entre H. pylori et le cancer de I'estomac et
du cblon, nous avons suppos¢ que le gingembre peut exercer ses effets chimio-préventifs en
inhibant directement la croissance de H. pylori, notamment les souches de CagA +. Les
données présentées dans cette enquéte montre que les extraits de gingembre et les gingérols
inhibent la croissance des 19 souches cliniques de H. pylori in vitro, et la fraction active
contenant les gingérols et 6-shogoal était trés efficace dans 1'inhibition de la croissance des
souches H. pylori CagA +. Ces données fournissent un mécanisme d'action directe pour le
gingembre et soutenir davantage son role comme agent chimio-préventifs (Mahady et al.,
2003).

Dans ces tests, plusieurs facteurs interviennent: l'instabilité des constituants actifs des
extraits, leur propriété hydrophobe, l'interaction entre le milieu de culture et les composants
des extraits, mais aussi les conditions de travail dans le laboratoire (changement des

caracteres des souches bactériennes (Leclerc et al., 1995).
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Ainsi, les méthodes in vitro utilisées pour confirmer l'activité antibactérienne des différents
extraits son insuffisantes et nécessitent d'autres tests supplémentaires plus avancées in vitro
mais aussi in vivo. De plus, il faut des études chimiques des extraits polyphénoliques pour
pouvoir connaitre leur composition chimique et comprendre leur mode d'action.

La présence de faible croissance bactérienne alternative avec une inhibition, est due a des
souches bactériennes résistantes qui ont pu se développer en présence de 1'agent antibactérien
et qui sont en conflit avec celui-ci, ou bien l'instabilité de l'extrait. Parce qu'il est connu que
toutes les espeéces ne sont pas également sensibles vis-a-vis d'une substance et dans une
population bactérienne il peut exister des différences individuelles de sensibilité¢ (Leclerc et
al., 1995).

Le mode et le mécanisme d'action des extraits polyphénoliques et leurs composés ne sont
pas totalement compris et les recherches se poursuivent. Mais quelques auteurs ont donné
plusieurs suppositions selon leurs observations: une action sur le métabolisme énergétique
(Gill et Holley., 2004), interruption de la force proton motrice de la membrane cellulaire,
dénaturation non spécifique du cytoplasme de la paroi et de la membrane cellulaire (Manou

et al., 1998), dénaturation des protéines par les composés phénoliques (Madigan et al., 1997).
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Annexes

Cette ¢tude a pour but d’effectuer une étude épidémiologique descriptive de I’infection a
Helicobacter pylori des patients souffrants des maladies gastroduodénales, consultant chez
des gastroentérologues a la région de Tiaret d’une part et d’étudier la composition
biochimique des extraits aqueux et méthanoliques de [ICinnamomum zeylanicum!,
CISyzygium aromaticum!] et [ Zingiber officinalel ). Ainsi d’étudier I’activité antioxydante
de leurs extraits méthanoliques et aqueux, en mesurant la capacité de réduction du fer (FRAP)
et d’évaluer le pouvoir antibactérien de I’extrait méthanolique vis-a-vis deux souches
bactériennes d’H. pylori (SAN 158, 26695), par la méthode de diffusion des disque.

L’extraction de principes actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matieére végétale,
notamment le cas des polyphénols, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur
pouvoir antioxydant, est une étape trés importante dans l'isolement aussi bien que dans
l'identification des composés phénoliques. En conséquence, beaucoup d'auteurs ont étudié
l'influence de différentes conditions d’extraction sur les rendements d’extraction de composés
phénoliques de source végétale.

En fin, Il serait nécessaire de faire d’autres études avec un échantillon plus représentatif
pour avoir des résultats plus significatifs.

Il serait également intéressant de poursuivre cette étude par la réalisation des travaux
suivants :

e [Etablir une comparaison biologique entre les différentes variétés de C. zeylanicum!,
IS, aromaticum!] et [1Z. officinale!] ;

e FEtudier la composition des différentes parties de 1’arbre (racines, écorces, feuilles et
fleurs) ;

e Evaluer la valeur nutritionnelle (vitamines, minéraux et acides organiques) ;

e Identifier et purifier les composés phénoliques présents dans les extraits des
différentes variétés de ces plantes médicinales ;

e Evaluer leurs activités antioxydantes par différentes méthodes ;

e Evaluer l'effet antibactérien et D’effet antifongique vis-a-vis d’autres souches

bactériennes.
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Annexe N°1 Anatomie de I’estomac humain.

(Ia plus proche de la bouche)

Fundus :

Partie distale

corps de lestomac,
responsable oo la sécrition

(Ia plus éloignée de la bouche)

Figure N°33 Anatomie de I’estomac humain.
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Annexe N°2 Présentation de la courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux

Tableau N°17 Les absorbances de gamme de concentrations d’acide gallique a A=760 nm.

Concentration de ’acide | 0

gallique (mg/ml)

006 |0

.03

0.015

0.007

0.003

0.001

Absorbance a A=760 nm 0.004

0.783

0.506

0.267

0.188

0.127

0.149

0,9

FaYoTal

0,8

I5-AA
Y=14,UaX
R2 0

o

0,7

n

joe]

0,6

0,5

0,4

Abs a 760 nm

0,3

0,2

e

0 ‘ T T
0 0,01 0,02

0,03

0,04

0,05

Concentration d'acide gallique (mg/ml)

0,06

0,

07

Figure N°34 Courbe d’étalonnage des polyphénols.

Annexe N°3 Présentation de la courbe d’étalonnage pour la méthode de FRAP.

Tableau N°18 Absorbances des différentes concentrations de I’acide ascorbique a A=700 nm.

Concentration de 1’acide 0 0.005 | 0.0075| 0.01 |0.0125
ascorbique (mg/ml)
Absorbance a =700 nm 0.002 | 0.046 | 0.086 | 0.094 0.1
0,12
01 y = 8,313x + 0,007 *
€ ’ -
g 0,08 R2=§,935
R 0,06
' 0,04 ==
< 0,02
0 ’ T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014
concentration de I'acide ascorbique (mg/ml)

Figure N° 35 Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique.
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Annexe N°4Méthode de la coloration de Gram décrite par Delarras (2007).

e Préparer un frottis de la souche test ;

e Recouvrir le frottis de violet de gentiane, laisser agir 1 minute puis rincer a ’eau
distillée ;

e Verser du Lugol et laisser agir pendant 1 minute, rincer a I’eau distillée ;

e Décolorer a I’alcool a 95°, entre 15 et 30 secondes ; rincer a 1’eau distillée ;

e Recolorer avec de la fuchsine pendant 10 a 30 secondes, rincées a 1’eau distillée ;

e Sécher au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen ;

Observation au microscope optique a I’objectif x 100 a I’'immersion.

Annexe N°5 Préparation des disques d'aromatogramme

- Les disques sont fabriqués a partir de papier Watman n°3 (ou autre type de papier
buvard), avec un diameétre de 6 mm, suivant le diamétre de I'emporte-piece.
- Ensuite ils sont mis dans un tube a essai (ou plus si nécessaire), et stérilisés a

['autoclave.

III
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Annexe N°6 Préparation de milieux de culture.

% Gélose Nutritive au sang (GN, Fluka, BioChemika)
Formule en g/l Extraitde 1,0

viande de boeuf

Extrait de levure 2,0
Peptone 5,0
Chlorure de sodium 5,0
Agar 15,0
Eau Distillée 1L

pH =7,2(£0,2) a 37°C
Suspendre 28 g de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous agitation
jusqu’a ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C
pendant 15 min.
-Additionner 10% de sang

% Gélose Mueller Hinton au sang (Fluka BioChemika)

Formule en g/1

Infusion de viande de beeuf 4,0

Hydrolysat de caseine 17,5
Amidon 1,5
Agar 15,0
Eau Distillée 1L

pH= 7,4 (£0,2) a 37°C.

Suspendre 38g de la poudre dans un litre d’eau distillée ensuite chauffer sous agitation
jusqu’a ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage a 121°C
pendant 15 min.

-Additionner 10% de sang

1Y%
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Annexe N°7 Préparation des réactifs pour les tests phytochimiques

Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée dissoudre 2g d’iodure de potassium KI et

1.27g d’iode 12, le volume obtenu est ajusté a 100 ml avec I’eau distillée.

Alcool chlorhydrique : Mélange a volumes égaux d’alcool a 95° et d’acide chlorhydrique

concentré.



Summary

The objective of this work is to conduct a descriptive epidemiological study of Helicobacter
pylori infection on the one side, and a biological study Cinnamomum zeylanicum, Syzygium
aromaticum and Zingiber officinale on the other side.

We performed a descriptive study of Helicobacter pylori infection in patients with
gastroduodenal diseases, consulting at gastroenterologists at the Tiaret region. The rate of H.
pylori infection is 43.71%. Similarly, we observed a significant increase in the rate of
infection with H. pylori with age, with a maximum rate of (24.66%) affecting 30 to 40 age
group. This rate is significantly related to age and sex (sex ratio 0.73). Infection with H.
pylori is primarily associated with gastritis (82.19%). For both solvents (methanol and
distilled water), the results indicated that Z. officinale (110 GAE / 100g, 95 GAE / 100g of
extract), have a high polyphenols content compared to the C. zeylanicum (98 2 mg GAE /
100g, 91 mg GAE / 100g of extract) and S. aromaticum (98 GAE / 100 g, 82.5 mg GAE /
100g of extract) respectively,

The antioxidant activity of the methanol extract of C. zeylanicum, S. aromaticum and Z.
officinale is measured by the FRAP method showed that S. aromaticum has a high
antioxidant activity (107.2 mg AAE / 100 g) compared to Z. officinale (105.1 mg AAE / 100
g) or C. zeylanicum (58 mg AAE / 100g).

About antibacterial activity, the results show that the methanol extract of C. zeylanicum,

S. aromaticum and Z. officinale gave a high antibacterial activity against H. pylori.

Keywords:
Descriptive study, Helicobacter pylori, Cinnamomum zeylanicum, Syzygium aromaticum,

Zingiber officinale, antioxidant activity, FRAP, antibacterial activity.
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Résumé

L’objectif de ce travail est d’effectuer une étude épidémiologique descriptive de I’infection
a Helicobacter pylori d’une part, et une étude biologique Cinnamomum zeylanicum,
Syzygium aromaticum et Zingiber officinale d’une autre part.

Nous avons réalis¢ une étude descriptive de I'infection a Helicobacter pylori chez
patients atteints des maladies gastroduodénales, consultant chez un gastroentérologue a la
région de Tiaret. Le taux de I’infection a H. pylori est de 43,71 %. De méme, nous avons
observé une augmentation significative du taux d”’infection a H. pylori avec I’age, avec un
taux maximal de (24,66%) touchant le groupe de 30 a 40 ans. Ce taux est li¢ significativement
a I’age et le sexe (sexe ratio de 0,73). L’infection a H. pylori est surtout associée aux gastrites
(82,19%).

Pour les deux solvants (méthanol et eau distillée), les résultats ont indiqué que Z. officinale
(110 GAE/100g, 95 GAE/100g d’extrait), a des teneurs en polyphénols élevées par rapport a
la C. zeylanicum (98,2 mg GAE/100g, 91 mg GAE/100g d’extrait) et le S. aromaticum (98
GAE/100g, 82,5 mg GAE/100g d’extrait) et respectivement,

L’activité¢ antioxydante de I’extrait méthanolique de C. zeylanicum, S. aromaticum et Z.
officinale est mesurée par la méthode de FRAP a montré que le S. aromaticum a une
activité antioxydante élevée (107.2 mg AAE /100 g) par rapport au Z. officinale (105.1 mg
AAE/100 g) ou C. zeylanicum (58 mg AAE/100g).

Au terme du pouvoir antibactérien, les résultats mettent en évidence que l'extrait
méthanolique de C. zeylanicum, S. aromaticum et Z. officinale a donné une activité

antibactérienne ¢élevée contre Helicobacter pylori.

Mots clés :
Etude descriptive, Helicobacter pylori, Cinnamomum zeylanicum, Syzygium aromaticum,

Zingiber officinale, , activité antioxydante, FRAP, activité antibactérienne.
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