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 Introduction 

I Helicobacter pylori 

Helicobacter pylori est une bactérie spiralée à gram-négatif, micro-aérophile, possédant 

entre 3 et 5 flagelles qui lui confèrent une mobilité, potentiellement infectieuse chez l’homme, 

et présente principalement dans le mucus gastrique de l’estomac. Elle présente des résultats 

positifs pour l’uréase, l’oxydase et la catalase. Elle peut induire des maladies comme des 

gastrites chroniques, des ulcères peptiques, le lymphome du MALT et est également un 

facteur impliqué dans l'apparition de cancers gastriques. 

I.1 Histoire d’Helicobacter pylori 

Cette bactérie a pu être observée pour la première fois en 1982 par Bizzozero (Figura 

et Bianciardi. 2002). Par la suite, Warren et Marshall ont pu isoler la bactérie de son milieu 

gastrique, l’ont étudiée et ont mis en évidence son pouvoir infectieux, leur permettant d’être 

récompensés par un prix Nobel en 1982 (Warren et Marshall. 1983). Ces derniers ont ainsi mis 

en évidence le lien entre la présence de H.pylori et l’apparition d'inflammation de l’estomac 

par des expérimentations d’auto-inoculation (Morris et Nicholson 1987). 

Jusqu’en 1987, la bactérie était considérée comme faisant partie du genre Campylobacter, 

étant nommée auparavant Campylobacter pylori. Par la suite, une étude de comparaison des 

acides gras cellulaires et de la structure avec les bactéries du même genre ont permis de 

montrer des différences significatives. Des études se centrant sur l’analyse des séquences 

codant les sous-unités 5S et 16S de l’ARN ribosomique ont permis d’exclure définitivement 

pylori du genre Campylobacter (Lau et al. 1987) (Romaniuk et al. 1987) (Thompson et al. 1988). 

À la suite de l’étude faite par Goodwin, pylori est assigné à un nouveau genre Helicobacter, en 

référence à sa structure hélicoïdale caractéristique. 

I.2 Prévalence 

Il est estimé que la moitié de la population mondiale serait infectée par Helicobacter 

pylori (García et al. 2014). D’après la Haute Autorité de Santé (HAS), 15 à 30 % de la population 

française serait contaminée par cette bactérie. 
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L’Europe du Nord et l’Europe de l’Ouest présentent une faible prévalence de contamination 

par rapport à l’Europe du Sud et l’Europe de l’Est (Robert et al. 2016). 

L’infection d’Helicobacter pylori de l’organisme humain intervient à tout âge de la vie. 

(Breckan et al. 2016). Une augmentation de la prévalence est proportionnelle à l’âge d’une 

personne, cela est notamment plus important à partir de 40 ans. Cependant, il est plus 

complexe d’identifier les contaminations durant l’enfance puisqu’Helicobacter pylori est 

généralement asymptomatique à cette période de la vie, une analyse visant à la détecter n'est 

alors pas entreprise. 

Il n’y a pas de différence dans la prévalence de contamination en fonction du sexe de 

l’individu. 

I.3 Milieu de vie et adaptation à la muqueuse gastrique 

Helicobacter pylori établit son milieu de vie principalement au niveau du fundus, de 

l’antre et du pylore de l’estomac humain. Le schéma d’implantation de HP dans la muqueuse 

gastrique résulte de plusieurs facteurs. La production d’uréase transforme l’urée en 

ammonium, neutralisant le pH acide de l’estomac (pH < 4). De plus, H.pylori se déplace sur la 

muqueuse gastrique selon une chimio-attraction pour l’urée et le bicarbonate. Les flagelles 

possèdent une gaine qui leur permettrait de résister au milieu acide de l’estomac (Spohn et 

Scarlato, 2001). La structure en spirale confère un pouvoir de mobilité à l’instar des flagelles. 

La bactérie est également munie d’adhésines pour la fixation de la bactérie sur l’épithélium 

gastrique (Andersen, 2007). 

Le milieu caractéristique d’H.pylori est la muqueuse gastrique. Cette niche impose à la bactérie 

une adaptation constante face aux facteurs qui fluctuent tels que le pH, la température, la 

teneur en oxygène, l’activité métabolique de l’hôte. 

Les adaptations à un tel environnement se regroupent en deux catégories : les adaptations à 

court terme qui se caractérisent par un système de régulation des gènes, et une adaptation à 

long terme au travers de mutations et de recombinaisons. La régulation des gènes chez 

H.pylori intervient dans l’absorption des ions métalliques tels que le fer ou le nickel, qui sont 

potentiellement toxiques pour la bactérie, exigeant ainsi un contrôle de cette absorption (Lee 

et al. 2004). En ce qui concerne l’adaptation à long terme, pylori possède des systèmes de 

réparation des mutations survenant face aux stress du milieu gastrique, notamment le 

système de réparation des mésappariements MutL et MutH (Alm et Trust. 1999).  
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I.4 Forme viable mais non cultivable : les coccoïdes 

L’adaptation en une forme coccoïde est causée par des facteurs environnementaux, 

pouvant potentiellement induire un stress pour la bactérie, comme une carence nutritive ou 

une osmolarité défavorable. Azevedo déclare que le passage à la forme coccoïde entraîne une 

diminution de l’activité métabolique de la bactérie, dont un arrêt du pouvoir infectieux et de 

la multiplication (Azevedo et al. 2007). 

Une distinction en trois catégories des formes coccoïdes a été faite en fonction d’un état 

d’avancement de cette transformation : les formes cultivables, les formes viables mais non 

cultivables et les bactéries mourantes (Saito et al.  2003). 

Il est alors tout indiqué que les formes coccoïdes complexifient les procédures de mise en 

culture et qu’une certaine exigence des conditions du milieu est nécessaire. 

I.5 Voies de transmission et de propagation 

Il n’existe à ce jour aucune confirmation sur la transmission générale de la bactérie. 

Bien que certaines voies de transmission soient particulièrement probables, celles-ci restent 

de l’ordre de l’hypothèse (Burucoa et Axon. 2017). 

L’une des méthodes de transmission de H.pylori serait la voie féco-orale, particulièrement 

dans les pays en développement où les taux d’infection de cette bactérie sont les plus 

importants. Cette possibilité de propagation de la bactérie a été mise en évidence dans un 

article en étudiant l’association entre Helicobacter pylori présent dans les selles et le virus de 

l’hépatite A, qui constitue un indicateur important dans la voie de contamination fécale-orale, 

et en analysant leur sérologie respective (Bui et al. 2016). Il est constaté que l’infection 

survient lors de l’enfance pour des motifs de manque d’hygiène (Graham et al. 1991). Cette 

tendance ne semble pas être observée dans les pays développés, où l’infection peut 

apparaître tout au long de la vie de l'individu.  

L’hypothèse de la transmission oro-orale a été mise en évidence dans une étude (Payao et 

Rasmussen, 2016). Helicobacter pylori a ainsi pu être détecté dans la salive (Momtaz et al. 

2012), la plaque dentaire (Gao et al. 2011) et différentes régions buccales. 

Une controverse existe sur le lien de causalité entre la présence d’Helicobacter pylori dans la 

cavité buccale et dans l’estomac. En effet, certains articles déclarent retrouver un génotypage 

identique d’Helicobacter pylori entre les deux milieux, suggérant que la voie buccale peut 
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potentiellement être une entrée de la bactérie dans l’organisme humain, ou bien que des 

reflux gastriques seraient en cause de sa présence dans un tel milieu (Bharath et al. 2014). À 

l’inverse, des publications soutiennent que la présence de la bactérie est indépendante du 

milieu dans laquelle elle peut être retrouvée, du fait de sa diversité génotypique différente 

d’un milieu à un autre (Momtaz et al. 2012). Malgré cela, si sa présence a pu être confirmée, 

cela ne pourrait pas constituer un indicateur de réservoir buccal, la bactérie serait présente 

de manière transitoire lors des contaminations oro-orales ou des reflux gastriques. 

Une piste pouvant causer la transmission d’Helicobacter pylori est la contamination 

intrafamiliale. Une étude a observé l’impact du contact entre une mère et son enfant dans la 

transmission de H.pylori en comparant le génotype de la bactérie présent chez les parents et 

leur enfant (Mamishi et al. 2016). 

Une étude de 1991 a mis en évidence pour la première fois la possibilité que l’eau serait un 

vecteur de transmission pour Helicobacter pylori auprès des individus consommant une 

source contaminée (Klein et al. 1991). Ce sujet a fait l’objet d’un approfondissement en 2005 

par Azevedo qui a souligné le fait que l’eau peut constituer un réservoir naturel pour 

Helicobacter pylori, notamment par l’intermédiaire de la formation en biofilm (Azevedo et al. 

2006).  

Des biofilms composés en partie par cette bactérie ont pu être observés dans des milieux 

d’eau naturels mais aussi dans de l’eau potable. Cela renforce la possibilité d’une voie de 

transmission par la consommation d’eau non traitée correctement.  

De ce constat, il est facilement imaginable que les pays en développement sont plus 

susceptibles de contracter HP au sein de leur population, par manque d’accessibilité à l’eau 

potable ou à moindre lieu à un traitement efficace des sources d'eau. Néanmoins, les risques 

de contamination des sources d’eau par HP dans les pays développés subsistent également.  

La contamination de ces milieux serait causée par l’homme lui-même par des sources fécales, 

constituant ainsi un réservoir temporaire (Bellack et al. 2006). Ces auteurs émettent 

également l’hypothèse que la transmission se poursuit par voie féco-orale pour les individus 

qui ont consommé l’eau contaminée.  
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II Importance actuelle d’Helicobacter pylori dans le domaine de la 

santé 

II.1 Traitements thérapeutiques 

A ce jour, le traitement thérapeutique dans le but d’éradiquer Helicobacter pylori de 

l’organisme humain résulte d’un traitement combiné de plusieurs antibiotiques. 

 Afin de réduire l’usage empirique d’antibiotiques, la Haute Autorité de Santé a établi un 

schéma de traitement (figure 1). 

Figure 1 : Schéma de traitement thérapeutique ayant pour objectif l’éradication 

d’Helicobacter pylori (HAS). 

Un traitement standard nommé Pylera est prescrit de manière systématique dans le cas d’une 

infection d’Helicobacter pylori. Ce médicament comprend du métronidazole, de la 

tétracycline, et du sous-citrate de bismuth dont les effets sont encore inconnus pour la 

bactérie. 
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Une trithérapie de premier lieu est définie par une prise de clarithromycine, d’amoxicilline ou 

de métronidazole, et d’un inhibiteur de la pompe à proton (IPP) qui vise à réduire la 

production d’acide gastrique afin de diminuer le pH du milieu favorable à H. pylori. À cause de 

la dissémination de la résistance à la clarithromycine, cette thérapie devient de moins en 

moins efficace (Yang et al. 2014). 

II.2 Méthodes de détection actuelles  

Actuellement, il existe des méthodes de détection d’Helicobacter pylori définies pour 

une utilité de diagnostic clinique. On distingue ainsi deux catégories : les techniques invasives 

qui se déterminent par l’intervention d’une endoscopie afin de récolter un échantillon de 

biopsie gastrique. Les méthodes non invasives regroupent les autres techniques ne 

nécessitant pas l’acte endoscopique (tableau 1). 

Les méthodes non invasives regroupent les techniques de diagnostic suivantes :  

- Le test antigénique des selles (SAT) consiste à la recherche d’antigènes spécifiques à 

Helicobacter pylori dans des échantillons de selles. Cette technique peut impliquer soit 

un dosage immunoenzymatique (EIA), soit un dosage immunochromatographique 

(ICA). Une méta-analyse présente une sensibilité plutôt satisfaisante de 94 % et une 

spécificité de 97 % (Gisbert et al. 2006) ; 

- Le test sérologique est basé sur la détection d’anticorps Immunoglobuline G (IgG) 

spécifiques à la bactérie à partir d’un prélèvement de sang. Cette technique est 

destinée à un rôle de dépistage, il ne permet donc pas d’évaluer l’infection. Ce test à 

lui-seul ne suffit pas lorsqu’un résultat positif est déterminé. La sensibilité des tests 

commercialisés est de 75 à 85 %, tandis que la spécificité est de 80 % à 100 % (Mentis 

et al. 2015) ; 

- Le test respiratoire à l’urée (UBT) met en évidence l’activité uréasique H. pylori à l’aide 

de l’ingestion d’un isotope non radioactif tel que le carbone 13 (13C) qui est hydrolysé 

en CO2, qui est absorbé dans le sang puis de nouveau expiré. La sensibilité de cette 

technique est de 96 % et sa spécificité de 93 % (Ferwana et al. 2015). 

Les méthodes invasives quant à elles, se composent des méthodes suivantes :  
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- Le test rapide d’uréase (RUT) se base sur la détection de la transformation de l’urée 

en ammoniac par l’activité métabolique de H. pylori, dont la sensibilité est de 90 % 

(Perna et al. 2005) ; 

- La culture des Helicobacter pylori sur un milieu gélosé au sang dont la confirmation de 

la bactérie s’effectue par spectrométrie de masse. La sensibilité est relative des 

conditions de mise en culture ;  

- L’histologie ou l’examen anatomo-pathologique consiste à une colorisation standard 

ou immunohistochimique par l’application de colorants spécifiques ;  

- La réaction en chaine de polymérase (PCR) qui permet l’amplification de gènes 

spécifiques et conservées d’Helicobacter pylori tels que les gènes UreA, VacA, ARNr 

16S ou ARNr 23S. 

Selon la littérature scientifique, une référence « gold-standard » de ces techniques est 

préconisée dans la détection d’Helicobacter pylori. Dans cette optique, l’utilisation de la mise 

en culture, l’examen histologique et le test rapide d’uréase sont recommandés pour détecter 

la bactérie. 

Tableau 1 : Techniques de diagnostic dans le cadre de la détection d’infection à H. pylori 

(Lamarque et al. 2012). 
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II.3 L’antibiorésistance chez Helicobacter pylori 

L’antibiorésistance est une thématique importante dans la lutte médicale contre les 

bactéries pathogènes. Cela s’applique également pour Helicobacter pylori, dont la 

résistance aux antibiotiques est la cause principale dans l’échec des traitements 

thérapeutique. La bactérie présente des résistances particulièrement fortes pour la 

clarithromycine qui inhibe la synthèse protéique en se fixant sur la sous-unité ribosomique 

50S, la lévofloxacine qui inhibe l’action de l’ADN gyrase et de la topoisomérase IV, et la 

métronidazole qui altère la structure hélicoïdale de l’ADN (Mégraud et al. 2018) (tableau 

2). 

Tableau 2 : Taux de résistance primaire et secondaire aux antibiotiques d’Helicobacter pylori 

en France (CNRCH, données de 2020). 

 

La résistance à la clarithromycine, qui entre principalement dans les traitements antibiotiques 

contre l’infection d’H. pylori, est en augmentation régulière au fur et à mesure des années, au 

même titre que la lévofloxacine (Mégraud et al. 2012). L’impact de la résistance à la 

clarithromycine entraine une réduction de la réussite du traitement thérapeutique de 70 % 

(Fishbach et Evans. 2007). 

Cependant, la métronidazole ne semble pas impacter l’efficacité du traitement par 

antibiotique, bien qu’elle entraine une forte présence de résistance chez Helicobacter pylori 

(Malfertheiner et al. 2007). 

La résistance à la clarithromycine est conférée par des mutations de substitution d’une 

adénine en position 2142 ou 2143 en guanine, au niveau du gène codant la sous-unité 23S de 

l’ARN ribosomique (De Francesco et al. 2011). Ainsi, trois mutations sont responsables de 

l’acquisition de cette résistance : A2143G, A2142G et A2142C. La mutation A2143G est la plus 
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fréquente avec une prévalence de 69,8% tandis que la fréquence d’apparition de la mutation 

A2142C est de 2,6% (Mégraud. 2004). 

La résistance à la lévofloxacine résulte de mutations de substitution d’acides aminés en 

position 87 et 91 sur le gène gyrA (Wang et al. 2010), des mutations sur les gènes rdxA et frxA 

quant à elles, confèrent une résistance au métronidazole.   

III Contexte de l’étude 

III.1 Présentation de la structure de stage 

Le laboratoire PAX de Saint-Avold fait parti du groupe EspaceBio, lui-même intégré à l’entité 

Ouilab. Il s’agit d’un rassemblement réalisé en 2019, avec EspaceBio, de plusieurs groupes de 

laboratoires de la région Grand-Est, dont Monsieur Michel PAX en est actuellement le 

directeur. 

Le groupe dispose de 12 plateaux techniques équipés afin de répondre aux besoins de 

réalisations d’analyses chimiques, sérologiques, hématologiques, bactériologiques et de 

biologie moléculaire. Un séquenceur à haut-débit est installé sur le site de Laxou en Meurthe-

et-Moselle, permettant de réaliser une surveillance des mutations du SARS-CoV-2. Le plateau 

technique de Saint-Avold est équipé d’un système Cobas® 6800 permettant l’automatisation 

de la détection par PCR en temps réel de plusieurs types d’analyses différentes, de l’extraction 

jusqu’à l’amplification.  

III.2 Principe de la PCR en temps réel 

La réaction en chaine de polymérase en temps réel permet de suivre le déroulement de 

l’amplification d’une séquence d’intérêt tout le long de la réaction.  

A l’instar de la PCR, l’amplification résulte de l’appariement d’une paire d’amorces qui sont 

des séquences complémentaires à la cible. Une sonde sur laquelle est fixée un fluorochrome 

s’établit à son tour au niveau de ces amorces, entrainant la libération de la molécule 

fluorescente. 

Ainsi, cette technique mesure dans le temps le nombre de copies de cette séquence, qui est 

traduite par une mesure de la fluorescence.  

Le cycle de seuil (Ct ou Cq) est une valeur particulièrement importante à observer lors d’une 

PCR en temps réel. Celle-ci est déterminée par l’intersection d’une ligne de seuil avec la courbe 
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d’amplification traduite par une phase exponentielle. Cette valeur est un indicateur de la 

concentration de la séquence cible : cette concentration est importante lorsque la valeur Cq 

est faible. 

Cette technique présente un intérêt particulier dans le cadre de la détection de pathogènes 

tel qu’Helicobacter pylori puisqu’elle permet d’attester de la présence de la bactérie en 

détectant et en suivant l’amplification d’un gène conservé de son génome. 

III.3 Objectifs du sujet de stage 

L’objectif de ce stage au laboratoire de biologie médicale est de mettre en place une 

méthode de détection d’Helicobacter pylori sur la base d’une technique PCR en temps réel. 

Pour cela, une étude bibliographique a été réalisée afin de définir et de comparer les 

performances des différents kits d’extraction et d’amplification présents sur le marché. Cette 

étude a également permis d’analyser les données relatives à la performance de la PCR en 

fonction de la matrice à analyser. Des articles traitant de la détection de mutations conférant 

des résistances à des antibiotiques pour H. pylori ont été étudiés. 

De ce fait, le but principal de ce rapport, au travers de la phase expérimentale, est de présenter 

les résultats des essais effectués afin de détecter H. pylori et sa résistance à la clarithromycine, 

en fonction de deux options : un kit commercialisé et un design d’amorces et de sondes. 

Ensuite, cette démarche sera reprise afin de proposer une méthode de détection de la 

résistance à la lévofloxacine, un antibiotique dont la résistance augmente particulièrement 

avec les années chez Helicobacter pylori. 

Enfin, une réflexion entreprise à partir d’une étude bibliographique, a été portée sur la mise 

en place d’une méthode de détection non invasive par PCR en temps réel, notamment à partir 

d’échantillons de selles. 
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 Matériels et méthodes 

I Souches de référence 

Des souches d’Helicobacter pylori ont été transmises par le Centre National de 

Recherche Campylobacter et Helicobacter (CNRCH) de Bordeaux. Parmi ces souches, deux 

cultures présentent une sensibilité à la clarithromycine et trois autres sont résistantes à cet 

antibiotique (tableau 3). 

Les souches parviennent de biopsies gastriques de patients, à partir desquels une mise en 

culture a été réalisée. Un antibiogramme a été effectué dans le but de déterminer la sensibilité 

ou la résistance à la clarithromycine pour chacune de ces souches. 

 

Tableau 3 : Souches ayant servi de matériel pour les expérimentations de la mise au point 

de la PCR en temps réel. La Concentration Minimale d’Inhibition (CMI) est définie par 

antibiogramme. 

Souche Sensibilité/résistance 

à la clarithromycine 

CMI clarithromycine 

(en µg/mL) 

1 Sensible 0.016 

2 Sensible 0.016 

3 Résistant 12 

4 Résistant 32 

5 Résistant 4 

II Mise en culture 

Les souches fournies par le CNRCH ont été préalablement repiquées par le laboratoire 

donneur dans un milieu gélosé Columbia avec ajout de 10 % de sang de mouton. La 

composition du milieu Columbia est indiquée en annexe 1. Les souches sont par la suite 

repiquées tous les 15 jours sur un milieu spécifique Pylori de BioMérieux (tableau 4). 
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Tableau 4 : Composition du milieu Pylori de BioMérieux. 

Composants Quantité 

Digestion pancréatique de caséine 12,0 g/L 

Digestion peptique de tissu animal 5,0 g/L 

Extrait de levure 3,0 g/L 

Extrait de bœuf 3,0 g/L 

Fécule de maïs 1,0 g/L 

Chlorure de sodium 5,0 g/L 

Gélose 13,5 g/L 

Vancomycine 0,01 µg/L 

Amphotéricine B 0,005 µg/L 

Triméthoprime 0,02 µg/L 

Cefsulodine 0,01 µg/L 

Ajout de 7% de sang de cheval 

pH : 7,3 + 0,2 

 

Les milieux de cultures sont placés dans des sachets micro-aérophiles et sont ensuite incubés 

à 35°C dans une étuve. 

Les milieux sont observés tous les 2 à 3 jours pour s’assurer de la présence d’H.pylori, qui se 

présente phénotypiquement par des colonies petites, brillantes, rondes et bombées (annexe 

2). 

III Biopsies gastriques 

Cinq échantillons de biopsies gastriques de patients ont été fournis par des gastro-

entérologues d'hôpitaux et de cliniques partenaires à Saint-Avold. Les biopsies ont été 

reconnues comme étant négatives à la présence d’Helicobacter pylori par une méthode de 

mise en culture après broyage d’un fragment de biopsie. Ce matériel organique a donc permis 

d’évaluer le déroulement de l’extraction d’une telle matrice. Une série d’amplification a pu 

être effectuée avec ces échantillons afin de confirmer l’absence d’Helicobacter pylori. 

Les échantillons de biopsies ont été conservés au congélateur dans de l’eau physiologique à -

20°C dès réception. 
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IV Design des amorces et des sondes 

IV.1 Détection d’Helicobacter pylori et de sa résistance à la clarithromycine 

Une demande de conception d’amorces et de sondes pour la détection d’Helicobacter pylori 

et des mutations conférant des résistances à la clarithromycine a été déposée auprès de 

Thermo Fisher. Un design a ainsi pu être proposé à partir de l’article suivant :  

Development and Validation of Multiplex Quantitative PCR Assay for Detection of 

Helicobacter pylori and Mutations Conferring Resistance to Clarithromycin and 

Levofloxacin in Gastric Biopsy (Binmaeil et al. 2021). 

La détection de la bactérie est établie sur l’amplification du gène ureA (tableau 5). Les essais 

réalisés à l’aide de ces amorces et de ces sondes ont été effectués en PCR simplex : les sondes 

ont été conçues avec le même fluorochrome, notamment pour pouvoir distinguer les 

mutations A2142G et A2143G entre elles. 

Tableau 5 : Design des amorces et des sondes conçues par Thermo Fisher dans le cadre de la 

détection d’Helicobacter pylori et de ses résistances à la clarithromycine. 

Amorces/sondes Séquences (5’ → 3’) Cibles Taille en paire 

de bases (pb) 

UreA-F (forward) AGTTCCTGGTGAGTTGTCTT UreA 120 

UreA-R (reverse) TGGAAGTGTGGAGCCGATTT 

Cla-F (forward) CTGCGCATGATATTCCCGTT ARNr 23S 157 

Cla-R (reverse) CGACCTGCATGATGGCGTA 

UreA-P FAM-AAATGTTGGCGACAGACGGTTC-TAMRA UreA  

Cla-P2142G FAM-AGGTCCACGGGGTCTTCCGTCT-BHQ2 A2142G  

Cla-P2143G FAM-AGGTCCACGGGGTCTCTCCGTCTT-BHQ2 A2143G  

 

Ce design a été expressément conçu à la suite de ma demande ; aucun essai n’a pu être réalisé 

en amont afin de tester le bon appariement des amorces sur leur cible respective. 
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IV.2 Détection de la résistance à la lévofloxacine 

La résistance à la lévofloxacine chez Helicobacter pylori résulte des mutations N87K, N87I, 

D91N et/ou D91Y, qui sont des mutations de substitution d’acides aminés sur le gène gyrA. 

Afin de formuler une demande de conception, les mutations au niveau des acides nucléiques 

correspondant aux acides aminés mutés de gyrA ont été retrouvées à partir d’une séquence 

référence du gène gyrA sur Genbank (référence L29481.1) (figure 2). Le lien permettant d’y 

accéder est le suivant : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L29481. 

Figure 2 : Séquence partielle du gène gyrA. Les codons 87 et 91 associés aux acides aminés 

concernés par les mutations sont encadrés en rouge. 

 

Un design réalisé par Tib-molbiol a été basé sur deux articles :  

- Rapid Detection of Point Mutations in the gyrA Gene of Helicobacter pylori Conferring 

Resistance to Ciprofloxacin by a Fluorescence Resonance Energy Transfer-Based Real-

Time PCR Approach (Glocker et Kist. 2004) ; 

- Single and double mutations in gyrA but not in gyrB are associated with low- and high-

level fluoroquinolone resistance in Helicobacter pylori (Tankovic et al. 2003). 
Les amorces et les sondes conçues par TIB-Molbiol reposent sur une coloration par SYBR-

GREEN I. Cependant, ce type de fluorescence ne permet pas une compatibilité avec un 

multiplexage, qui est un critère important dans le cadre d’une détection clinique, afin de 

minimiser le nombre de réactions pour un même échantillon. De plus, les amplificateurs 

QuantStudio 5 de Thermofisher sur lesquels les techniques PCR sont appliquées ne 

permettent pas une compatibilité avec le SYBR-GREEN I. Le design proposé par TIB-molbiol est 

présent en annexe 3. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L29481
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Une seconde conception a été effectuée par Thermo Fisher. Le design a été basé sur 

la même étude ayant servi à la conception des amorces et des sondes pour la détection 

d’Helicobacter pylori à partir du gène ureA, et de ses résistances à la clarithromycine (tableau 

6). Aucun essai n’a donc été réalisé pour garantir du bon appariement des amorces sur leur 

séquence respective. La fluorescence repose sur la technologie Taqman, et les amorces sont 

construites avec le même fluorochrome afin qu’elles puissent cibler chacune des mutations, 

ne permettant pas de réaliser des essais en multiplexage. 

Tableau 6 : Design des amorces et des sondes conçues par Thermo Fisher dans le cadre de la 

détection de la résistance à la lévofloxacine d’Helicobacter pylori. 

Amorces/Sondes Séquences (5’ → 3’) Cibles Taille en 

paire de 

bases (pb) 

Lev-F (forward) CGCCATCAATAGAGCCAAAAG gyrA 136 

Lev-R (reverse) GTGGGTGATGTGATTGGTAAAT 

Lev-N87 WT HEX-CCG+C+G+TTA+T+CG-IowaBlack ® FQ Wild type  

Lev-N87K 6-FAM-CCG+C+T+TT+A+T+CGC- IowaBlack® FQ N87K  

Lev-N87I Cy5-CCG+C+A+AT+A+T+CGC-IowaBlack ® RQ-Sp N87I  

Lev-D91 WT HEX-TA+T+G+AT+GCG+CT-IowaBlack ® FQ Wild type  

Lev-D91N Cy5-TTA+T+A+ATG+C+G+CTAGT-IowaBlack ® RQ-Sp D91N  

Lev-D91Y 6-FAM-TTA+T+T+ATG+C+G+CTAGT-IowaBlack ® FQ D91Y  

V Extraction 

L’extraction à partir des souches et des biopsies gastriques est réalisée à l’aide du kit 

des fournisseurs Qiagen : le QIAamp DNA mini kit. Le principe repose sur une extraction 

chimique impliquant des réactions enzymatiques. 

L’extraction de l’ADN bactérien H. pylori a été réalisée manuellement en suivant les 

instructions du fournisseur pour le kit QIAamp DNA mini kit. Le protocole est présent en 

annexe 4. 

A savoir que cette extraction est automatisable sur les machines d’extraction Qiacube Connect 

de Qiagen. Le laboratoire EspaceBio à Metz, où la technique de détection d'Helicobacter pylori 

par PCR sera mise en place, est en possession de ces extracteurs. 
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Lorsque l’extraction est terminée, les éluats obtenus sont conservés à l’état congelé à -20°C. 

VI Amplification 

Des essais d’amplification ont été réalisés à partir du kit RIDAGENE Helicobacter pylori 

de R-BIOPHARM. 

Le kit RIDAGENE cible le gène codant la sous unité 16S de l’ARN ribosomique pour déterminer 

la présence d’Helicobacter pylori. Une paire d’amorce et une sonde associée permettent la 

détection d’une mutation du gène codant la sous-unité 23S de l’ARNR qui confère des 

résistances à la clarithromycine. Un contrôle interne d’ADN est également inclus afin de 

prévenir d’une inhibition de PCR. Des contrôles positifs et négatifs sont également fournis 

dans ce kit. 

Le mélange-maître a été préparé selon les indications du fournisseur (tableau 7), additionné 

à un volume de 5µL d’éluat contenant l’ADN bactérien. 

L’amplification est réalisée sur des thermocycleurs QuantStudio5 de l’entreprise Thermo 

Fisher. Celle-ci est basée sur un ensemble de 45 cycles : une dénaturation initiale de 1 minute 

à 95°C, puis dénaturation de 10 secondes à 95°C et hybridation - élongation à 60°C pendant 

15 secondes. 

Tableau 7 : Préparation du mélange-maitre du kit RIDAGENE H.pylori + ClariR de R-

Biopharm. Issu du protocole relatif au kit d’amplification du fournisseur. 

 

L’amplification à partir des amorces et des sondes conçues par Thermo Fisher a également été 

expérimentée. Pour cela, le master mix TaqPath™ BactoPure™ Microbial Detection Master 

Mix a été appliqué selon les instructions du fournisseur (annexe 5). Un programme composé 

d’une étape de dénaturation initiale de 2 minutes à 95°C, suivi de 40 cycles avec une 

dénaturation de 10 secondes à 95°C et une étape d’hybridation/élongation de 30 secondes à 

60°C. 
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 Résultats 

I Etape d’extraction de l’ADN bactérien 

L’extraction de deux matrices différentes, les souches fournies par le CNRCH et les 

biopsies gastriques, ont pu être mises en place avec le kit QIAamp DNA Mini Kit. 

Cette étape s’est réalisée sans problème notable et le kit est particulièrement simple à mettre 

à exécution. L’extraction de l’ADN à partir de souches d’Helicobacter pylori a été concluante 

puisqu’elle a permis le bon déroulement des essais d’amplification. L’extraction des biopsies 

gastriques a été réalisée afin de s’assurer que ce genre de matrice n’altère pas l’efficacité de 

ce processus. 

Une observation phénotypique toutes les 10 minutes ont permis de constater l’évolution de 

la lyse des tissus. Une dissolution complète des fragments de biopsies gastriques a été 

observée à partir de 20 minutes en présence de la protéinase K, laissant supposer qu’un temps 

de 30 minutes de lyse suffit. 

Un essai a été réalisé sur Qiacube Connect. L’automatisation de cette étape permet de réduire 

considérablement le délai d’exécution. 

II Essais d’amplification de l’ADN bactérien par PCR en temps réel 

II.1 Essais du kit RIDAGENE Helicobacter pylori 

Des essais expérimentaux ont été réalisés avec le kit RIDAGENE Helicobacter pylori afin 

de tester et d’optimiser son utilisation pour une analyse de routine. Les 5 souches à disposition 

ont été traitées et 3 répétitions ont été effectuées pour chacune d’elles. 

Le premier essai a été réalisé en suivant strictement les recommandations du fournisseur, 

indiquées dans le matériel et méthode de la partie concernant l’amplification. Les résultats 

ont indiqué une absence d’amplification générale pour les cibles détectant H. pylori et les 

résistances à la clarithromycine pour l’ensemble des 5 souches testées et de leurs 3 répliquats. 

Bien que certaines valeurs de Cq (cycle de seuil) aient pu être déterminées, celles-ci ne sont 

pas exploitables puisque ces valeurs Cq, présentes en annexe 6, ne sont pas observées pour 

toutes les répétitions d’une même souche.  
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Les courbes (figure 3) permettent de constater le bon appariement des amorces et des sondes 

sur leurs cibles respectives. Rn en ordonnée correspond à la fluorescence traduite par la 

libération du fluorochrome de la sonde associée, en fonction du nombre de cycles en abscisse. 

L’allure générale pour les cibles H. pylori et les résistances à la clarithromycine (ClariR) ne 

permettent pas d’observer une phase exponentielle traduite par une augmentation de la 

fluorescence en fonction du nombre de cycles. Ces informations permettent de suggérer 

fortement que l’absence d’amplification est potentiellement due à une quantité insuffisante 

de Taq polymérase dans le master mix par rapport à la quantité d’ADN bactérien.  

Figure 3 : Représentation graphique de l’amplification d’H.pylori et de sa résistance à la 

clarithromycine (ClariR) de l’essai n°1 par PCR en temps réel.  

Le contrôle interne d’ADN (ICD) présente également une absence totale d’amplification, à 

l’exception du contrôle positif (figure 4). Des hypothèses peuvent être formulées : l’absence 

d’amplification de l’ICD peut traduire soit une inhibition du bon déroulement de la PCR, soit 

une quantité importante d’ADN bactérien par rapport à la quantité d’ICD ajouté à chaque 

échantillon. 
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Figure 4 : Représentation graphique de l’amplification du contrôle interne d’ADN (ICD) de 

l’essai n°1 par PCR en temps réel.  

La deuxième phase d’essai a été réalisée en augmentant le volume de Taq-polymérase 

de 0,1µL à 0,7µL dans le master mix. De plus, le temps de dénaturation initiale a été augmenté 

de 1 minute à 5 minutes pour une température fixée à 95°C. Les résultats permettent 

d’indiquer une amplification satisfaisante : une valeur de Cq est obtenue pour l’ensemble des 

souches et leurs répliquats (tableau 8). Néanmoins, nous pouvons constater une valeur Cq 

pour les cibles d’amplification correspondant à une mutation conférant une résistance à la 

clarithromycine pour 2 des 3 répliquats de la souche 1 et pour les 3 répliquats de la souche 2, 

qui sont sensibles à la clarithromycine. Cela peut notamment se traduire par une surcharge 

de l’ADN bactérien par rapport au volume de réaction, causant un « bruit de fond ». 

Figure 5 : Représentation graphique de l’amplification d’H.pylori et de sa résistance à la 

clarithromycine (ClariR) de l’essai n°2 par PCR en temps réel.  
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Tableau 8 : Valeurs de cycle de seuil (Cq) pour chacune des 5 souches et leurs 3 répétitions 

de l’essai n°2. 

 

De plus, aucune valeur de Cq pour la détection de l’ICD de chaque échantillon n’est présente 

pour cet essai également (figure 6). Bien que la fonction du contrôle interne, lorsqu’il est 

amplifié, est de s’assurer qu’il n’y a pas d’inhibition de la PCR, sa présence n’est pas requise 

lorsque des échantillons se révèlent positifs. 

Figure 6 : Représentation graphique de l’amplification du contrôle interne d’ADN (ICD) de 

l’essai n°2 par PCR en temps réel.  

Pour le troisième essai, l’éluat contenant l’ADN d’Helicobacter pylori a été dilué à ½ 

avec de l’eau distillée, le volume de prise pour l’éluât reste inchangé. Le volume d’ICD a été 

augmenté de 1µL à 5µL 
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Les résultats démontrent une amplification conforme aux attentes : une valeur Cq relative à 

l’amplification du gène codant l’ANRr 16S est présente pour les 5 souches testées, les valeurs 

Cq pour la résistance à la clarithromycine sont présentes pour les souches 3, 4 et 5 qui sont 

reconnues résistantes à cet antibiotique (tableau 9). La dilution de l’ADN bactérien a ainsi 

permis de supprimer le bruit de fond observé dans l’essai n°2. L’absence d’amplification de 

l’ICD est néanmoins toujours observée (figure 7). 

Figure 7 : Représentation graphique de l’amplification d’H.pylori, de sa résistance à la 

clarithromycine (ClariR) et du contrôle interne d’ADN (ICD) de l’essai n°3 par PCR en temps 

réel.  
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Tableau 9 : Valeurs de cycle de seuil (Cq) pour chacune des 5 souches et leurs 3 répétitions 

de l’essai n°3/ 

 

Afin de confirmer l’hypothèse que la quantité importante d’ADN bactérien réalise une 

compétition dans l’amplification des contrôles internes, une dilution en cascade est réalisée à 

partir de l’éluat de la souche 4. 

Les représentations graphiques d’amplification, présentes en annexe 7, montrent un décalage 

progressif des courbes au fur et à mesure des dilutions. 

Une amplification de l’ICD est observée à partir d’une dilution 10-3 de l’éluat, démontrant ainsi 

que la détection de l’ICD dépend d’une proportion inverse de la concentration d’ADN de la 

bactérie, qui provoque une compétition et consomme les dNTPs en priorité (figure 8 et 

tableau 10). 

De plus, une limite de détection d’H. pylori et de la cible ClariR est constatée à partir d’une 

dilution 10-5 de l’éluat (tableau 10), bien que cette information manque de pertinence du fait 

que la concentration d’ADN bactérien est inconnue. 

 

 



30 
 

 Figure 8 : Représentation graphique de l’amplification du contrôle interne d’ADN (ICD) de 

l’essai n°4 des dilutions par PCR en temps réel.  

Tableau 10 : Valeurs de cycle de seuil (Cq) pour chacune des dilutions de l’essai n°4. 

 

Afin de garantir la détection de l’ICD lorsque des échantillons négatifs sont présents, 

des fragments de biopsies gastriques négatives à Helicobacter pylori ont subi une extraction 

suivie d’une amplification dans les mêmes conditions que l’essai n°3. 

Pour s’assurer du bon déroulement de l’extraction, le contrôle interne a été préalablement 

ajouté pendant cette étape. Les résultats permettent de confirmer l’absence d’Helicobacter 

pylori dans chacun des échantillons de biopsies gastriques, conformément au diagnostic établi 

préalablement par une mise en culture (figure 9). Plus important, une valeur Cq associée à 

l’ICD est exprimée pour chaque échantillon négatif, permettant ainsi d’affirmer l’amplification 

de ce contrôle interne lorsque des échantillons sont négatifs, et d’écarter la possibilité des 
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« faux négatifs » dus à une inhibition de la PCR (annexe 8). Néanmoins, l’absence 

d’amplification de l’ICD au niveau du contrôle positif persiste malgré tout.  

Figure 9 : Représentation graphique de l’amplification d’H.pylori, de sa résistance à la 

clarithromycine (ClariR) et du contrôle interne d’ADN (ICD) de l’essai n°5 réalisé à partir des 

biopsies gastriques négatives, par PCR en temps réel. 

II.2 Essai du design des amorces et des sondes de Thermofisher 

 Les amorces et sondes ont été expérimentées sur les 5 souches d’Helicobacter pylori 

en appliquant le protocole concernant le master mix et le programme de la PCR recommandés 

par le fournisseur. 
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En ce qui concerne les amorces ciblant les mutations A2143G et A2142G, une détection 

anormale d’amplification pour les souches 1 et 2, sensibles à la clarithromycine, est observée 

(figure 10 et tableau 11). Plus important, la détection d’une double mutation pour l’ensemble 

des souches testées laisse fortement suggérer à un mésappariement des amorces sur les 

séquences spécifiques ciblées du gène codant l’ARNr 23S, possiblement induit par une 

mauvaise conception de ces paires d’amorces. En effet, les mutations ciblées qui confèrent 

une résistance à la clarithromycine sont peu communes, la mutation A2143G est majoritaire.  

Figure 10 : Représentation graphique de l’amplification d’H.pylori, et de ses mutations 

A2142G et A2143G conférant des résistances à la clarithromycine (ClariR) de l’essai réalisé à 

partir du design de Thermo Fisher, par PCR en temps réel. 
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Tableau 11 : Valeurs de cycle de seuil (Cq) pour chacune des 5 souches et leurs 3 répétitions 

de l’essai du design conçu par Thermo Fisher. 

III Détection de la résistance à la lévofloxacine 

La phase d’expérimentation concernant la détection de mutations conférant la 

résistance à la lévofloxacine chez Helicobacter pylori n’a pas pu être traitée durant ce stage : 

le manque d’échantillons positifs à une résistance à cet antibiotique en est la cause. Cette 

résistance, bien qu’elle soit émergente, n’est pas encore répandue. Il a donc été complexe de 

se procurer des souches résistantes à la lévofloxacine durant la période de stage. 

Cependant, une étude de prospection sera menée sur le long terme afin de récolter des 

échantillons qui permettront d’effectuer cette procédure de tests. 

Des amorces et des sondes ont été conçues par Thermo Fisher à la suite de la démarche que 

j’ai entreprise avec ces fournisseurs. La procédure de tests est donc prête à être effectuée 

lorsqu’un nombre suffisant de souches résistantes à la lévofloxacine sera disponible. 

 

IV Détection d’Helicobacter pylori à partir d’échantillons de selles 

La phase d’essai de détection d’Helicobacter sur des échantillons de selles a été 

abandonnée : l’étude bibliographique menée sur ce sujet a permis de conclure que cette 

matrice n’est pas pertinente à appliquer pour une méthode de détection par PCR. En effet, 

l’activité digestive a tendance à dégrader Helicobacter pylori. De plus, les essais qui ont pu 
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être réalisés dans la littérature démontrent une sensibilité de détection peu satisfaisante pour 

assurer une bonne précision des résultats, ce qui peut engendrer un risque de « faux 

négatifs ». La matrice selles comporte également de nombreux inhibiteurs naturels de PCR 

tels que les sels biliaires, les sucres complexes. 

De plus, il existe à ce jour un développement important de techniques de recherche 

d’antigènes d’Helicobacter pylori par des anticorps monoclonaux à partir d’échantillons de 

selles. Cette méthode s’est avérée particulièrement efficace pour le diagnostic et le suivi 

d’éradication d’H.pylori. Il est prévu que cette technique, inscrite désormais dans la 

nomenclature des techniques de diagnostic recommandées, soit prochainement remboursée 

par l’assurance maladie auprès des patients nécessitant son usage.  
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 Discussion 

 

La réaction de polymérisation en chaine en temps réel (qPCR) est une technique 

particulièrement efficace dans le cadre de la détection de micro-organismes dans un contexte 

d’analyse clinique. Cette méthode offre une sensibilité relativement excellente, en fonction 

du type d’échantillon exploité pour une analyse. 

L’ensemble des travaux expérimentaux réalisés durant cette période de stage a permis de 

mettre en évidence la possibilité de détecter l’ADN d’Helicobacter pylori à partir d’une 

technique PCR en temps réel. 

La mise en place d’une méthode de détection d’Helicobacter pylori par PCR en temps réel 

permettra de remplacer la méthode actuellement employée de la mise en culture à partir de 

biopsies gastriques. L’avantage majeur de cette substitution réside dans le gain de temps de 

restitution des résultats. En effet, la mise en culture exige au minimum 5 à 6 jours pour pouvoir 

observer une croissance de H.pylori, et 12 jours afin de confirmer l’absence de croissance. De 

plus, la PCR présente une meilleure sensibilité dans les résultats obtenus, ainsi qu’une 

spécificité plus importante puisque le risque d’une mauvaise observation phénotypique est 

écarté. 

Cette technique permettra également de déterminer la présence de résistances à des 

antibiotiques et ainsi de proposer un traitement personnalisé, limitant le développement de 

l’antibiorésistance. 

La technique par PCR en temps réel permet également de réaliser plusieurs analyses 

d’échantillons en même temps, et d’effectuer la détection de plusieurs cibles pour un même 

échantillon. 

Il est important de savoir que les méthodes de biologie moléculaire, notamment au travers de 

la technique PCR, commencent à obtenir une importance dans le domaine de la bactériologie 

appliquée à la biologie médicale, jusqu’à maintenant établie principalement sur la mise en 

culture. A l’instar de la virologie, l’intérêt de la PCR commence à émerger dans le cadre de la 

détection de la bactériologie, puisqu’elle s’inscrit au fur et à mesure du temps dans la 

nomenclature des actes médicaux et acquiert une notoriété auprès des institutions médicales 

telles que la Haute Autorité de Santé (HAS), ce qui est le cas pour Helicobacter pylori. L’ajout 
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dans la nomenclature de la détection de d’Helicobacter pylori par PCR en temps réel est en 

cours et pourra bénéficier par la suite d’un remboursement de cet acte de diagnostic par 

l’assurance maladie. 

Le défaut majeur des essais qui ont été réalisés est le manque d’échantillons de biopsies 

positives à la bactérie étudiée. En effet, bien que des essais ont permis de démontrer 

l’amplification des séquences spécifiques à Helicobacter pylori à partir de souches issues de 

biopsies gastriques de patients, il aurait été particulièrement intéressant de pouvoir mener 

des essais à partir de cette matrice directement et de réaliser une comparaison des différents 

rendus de résultats avec l’amplification à partir de souches. Néanmoins, l’utilisation des 

biopsies gastriques négatives mises à disposition, avec ajout d’un contrôle interne, a permis 

de constater l’efficacité du kit d’extraction de Qiagen à lyser les tissus et à purifier l’ADN 

bactérien. La présence d’une amplification du contrôle interne indique que la technique PCR 

n’a pas été affectée par une inhibition.  

Bien que les biopsies gastriques soient négatives à Helicobacter pylori, ces tissus sont le foyer 

d’autres bactéries, permettant d’attester d’une spécificité relative des amorces et des sondes 

du kit RIDAGENE testé dans cette étude. 

La dilution en cascade réalisée dans l’essai n°4 présente rapidement des limites : en effet, 

cette dilution a été réalisée à partir d’un éluat dont la concentration d’ADN bactérien est 

inconnue, et aucun moyen n’a pu être mis en place pour pouvoir la déterminer. Cependant, il 

aurait été judicieux de réaliser une extraction à partir d’une UFC et d’extrapoler la quantité 

d’ADN bactérien à partir de la valeur Cq exprimée après amplification. 

Nous pouvons néanmoins constater qu’en vue des faibles valeurs de Cq obtenues durant les 

essais, la concentration d’ADN d’H. pylori est sensiblement importante. Comme il a pu être 

constaté lors de l’essai n°2, cette surcharge peut potentiellement entrainer la génération d’un 

bruit de fond et ainsi engendrer des résultats faussement positifs dans le cas d’une PCR 

multiplex. Ce problème a nécessité de diluer l’éluat, mais il est peu envisageable de réaliser 

une seconde PCR avec une dilution adaptée en fonction des résultats obtenues avec une PCR 

initiale. Malgré tout, on peut aisément affirmer que la quantité d’Helicobacter pylori présente 

dans une biopsie gastrique est bien moins importante qu’à partir d’UFCs cultivées. L’intérêt 

de déterminer la concentration en ADN des bactéries extraites permettrait de la comparer 

avec la concentration d’ADN d’H. pylori présente dans une biopsie gastrique. 
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Une procédure de validation de méthode est maintenant à entreprendre afin de garantir une 

reproductibilité plus conséquente de la technique. Une étude de prospection ayant pour 

objectif de recueillir des échantillons de biopsies positives et négatives doit être menée pour 

mettre en place cette validation de méthode. La procédure de validation de méthode, résulte 

notamment des tests de sensibilité, de spécificité, de répétabilité et de reproductibilité sur un 

effectif d’au moins trente échantillons. 

Concernant les essais réalisés à partir du design d’amorces et de sondes de Thermo Fisher, les 

résultats peuvent laisser prétendre qu’un problème de conception des deux paires d’amorces 

ciblant les mutations A2142G et A2143G subsiste : une présence de mutations est détectée 

pour les souches 1 et 2 qui sont confirmées comme sensible à la clarithromycine. Cette 

anomalie peut potentiellement provenir du fait que les deux mutations ciblées s’avoisinent au 

niveau des acides nucléiques de la séquence du gène codant l’ARNr 23S, provoquant un 

mésappariement des amorces à leur séquence cible. Cette hypothèse semble d’autant plus 

renforcée par la présence des deux mutations simultanées pour chaque souche testée, la 

double mutation est peu commune, la mutation A2143G est majoritaire chez H. pylori. 

Des pistes d’amélioration concernant la conception de ces amorces et de ces sondes peuvent 

être envisagées avec la collaboration des fournisseurs. Dans un premier temps, il serait 

judicieux de réaliser une seule paire d’amorce destinée à la détection de la résistance à la 

clarithromycine. En effet, il parait peu impactant, dans un cadre de diagnostic clinique, d’être 

en mesure d’identifier et de distinguer les deux mutations. De cette manière, il est plus 

facilement imaginable de réaliser un multiplexage de la PCR en assignant un fluorochrome 

différent pour chaque sonde, réduisant ainsi le nombre de réactions à effectuer pour un même 

échantillon. 

Il est aussi possible de réaliser cette détection à partir d’une paire d’amorce qui permet de 

cibler la même séquence type sauvage dite Wild-type (WT), incluant la position des mutations 

A2142G et A2143G. cette alternative nécessite d’adopter une logique inversée : la détection 

d’une amplification à partir de cette paire d’amorce permettrait de déduire l’absence de 

mutation, et ainsi, la présence de mutations conférant la résistance à la clarithromycine serait 

déduite par l’absence d’amplification. 

La mise en place d’une procédure de détection de la résistance à la lévofloxacine n’a 

pas pu être réalisée durant le stage, il est particulièrement complexe de récolter des 
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échantillons d’Helicobacter pylori présentant des résistances à la lévofloxacine, sous l’état de 

souches ou bien de biopsies gastriques. Une étude prospective sera donc réalisée par la suite 

afin de mener une expérimentation à partir des amorces et des sondes du fournisseur 

Thermofisher. 

La démarche expérimentale concernant la détection d’H.pylori à partir d’échantillons 

de selles a été abandonnée. L’intérêt de cette thématique était de proposer une méthode non 

invasive, n’impliquant pas un acte endoscopique au préalable. Néanmoins, le recueil 

d’échantillons de selles est particulièrement complexe et délicat, puisque cela implique une 

prestation de conseil auprès des patients ayant déjà été détectés positifs à Helicobacter pylori, 

impliquant donc un rappel des patients pour leur demander un prélèvement d’échantillons de 

selles.  

Des publications de la littérature scientifique ont pu mettre en place des procédures de tests 

visant à détecter H.pylori à partir de cette matrice. Les résultats de ces articles ne présentent 

pas une bonne sensibilité et une variabilité de résultats entre les répliquats d’un même 

échantillon. Les selles contiennent également des composés reconnus comme étant des 

inhibiteurs naturels de la PCR tels que les sels biliaires. De plus, il s’avère que le système 

digestif est potentiellement capable de dégrader et d’éliminer totalement Helicobacter pylori, 

induisant un risque de « faux-négatifs ».  

Une autre raison nous a contraint à ne pas procéder à ces expérimentations : la technique 

immuno-chromatographique basée sur la détection d’antigènes d’Helicobacter pylori par 

anticorps monoclonaux a été recommandée en guise de méthode non invasive par la Haute 

Autorité de Santé (HAS). Cette méthode va ainsi être inscrite dans la nomenclature des actes 

à but diagnostic, bénéficiant prochainement d’un remboursement par l’assurance maladie. 
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 Annexes 

Annexe 1 : Composition du milieu Columbia utilisé pour la mise en culture d’Helicobacter 

pylori avant repiquage sur milieu Pylori de BioMérieux. 

Composants Quantité en gramme/litre 

Digestion pancréatique de caséine 12,0g/L 

Extrait de levure 3,0g/L 

Fécule de maïs 1,0g/L 

Gélose 13,5g/L 

Digestion peptique de tissu animal 5,0g/L 

Extrait de bœuf 5,0g/L 

Chlorure de sodium 5,0g/L 

+ 10% de sang de mouton 

pH final : 7,3 +/- 0,2 
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Annexe 2 : Souches d’Helicobacter pylori en culture sur un milieu spécifique Pylori de 

BioMérieux. 
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Annexe 3 : Design d’amorces et de sondes conçues par Tib-Molbiol, basé sur une coloration 

SYBR-GREEN I dans le cadre de la détection d’H. pylori et des mutations conférant des 

résistances à la lévofloxacine. 
 

H pylori lévofloxacine   CP000241 Tm 

GyrHPfor AATTAggCCTTACTTCCAAAgTCgCTTACA S 719921-950 64,5°C 

CP000241 AATTAggCCTTACTTCCAAAgTCgCTTATA S 719921-950   

GyrHPrev TCTTCACTCgCCTTAgTCATTCTggC A 720158-133 63,5°C 

gyrA_F gTATTTTgTATgCgATgCATgAA S 719900-922 54,7°C 

gyrA_S CgTgggTgATgTgATTggTAA S 719967-987 57,0°C 

gyrA_A gCCATCAATAgAgCCAAAgTT A 720102-082 54,7°C 

gyrA_R ggCACAAAATCAATggTgTCT A 720200-180 55,9°C 

anc probe 87* AAAAATCTTgCgCCATTCTCACTAgCgC--FL A 720049-022 68,4°C 

mut probe 87*    LC-ATAAACggCgTTATCgCCA--p A 720018-000 55,8°C 

probe 87 [A]    LC-ATAAACggCATTATCgCCA-p A 720018-000 54,5°C 

probe 87 [C]    LC-ATAAACggCTTTATCgCCA--p A 720018-000 56,4°C 

anc probe 91* AAAAATCTTgCgCCATTCTCACTAgCg--FL A 720049-023 66,1°C 

mut probe 91* LC-ACCATAAACggCATTATCgCCA--p A 720021-000 59,8°C 

probe 91 [T] LC-ATCATAAACggCATTATCgCCA--p A 720021-000 58,6°C 
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Annexe 4 : Protocole d’extraction du kit QIAamp DNA Mini kit de Qiagen. 
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Annexe 5 : Protocole d’amplification du TaqPath™ BactoPure™ Microbial Detection Master 

Mix. 
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Annexe 6 : Valeurs de cycle de seuil (Cq) pour chacune des 5 souches et leurs 3 répétitions 

de l’essai n°1. 
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Annexe 7 : Représentation graphique de l’amplification du contrôle interne d’ADN (ICD) de 

l’essai n°4 des dilutions par PCR en temps réel. 
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Annexe 8 : Valeurs de cycle de seuil (Cq) pour chacune des 5 souches et leurs 3 répétitions 

de l’essai n°5 des biopsies gastriques négatives. 
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 Résumé 

 

Helicobacter pylori est une bactérie spiralée à gram-négatif, micro-aérophile, présente 

principalement dans le mucus gastrique de l’estomac chez l’homme. Elle est la cause de 

nombreuses pathologies, de l’ulcère gastrique jusqu’au développement du cancer de 

l’estomac. La bactérie présente de nombreuses résistances aux antibiotiques, dont la 

clarithromycine et la lévofloxacine. Ces résistances induisent une diminution de la réussite des 

traitements thérapeutiques pour l’éradication d’Helicobacter pylori. 

Le but de ce stage a été de réaliser des essais de mise en place d’une méthode de détection 

d’Helicobacter et de sa résistance à la clarithromycine, par PCR en temps réel. 

Des essais expérimentaux sur des souches ont permis de présenter des résultats favorables 

de détection avec l’utilisation du kit RIDAGENE H.pylori + ClariR. D’autres essais sont à 

poursuivre afin de proposer une détection à d’autres antibiotiques tels que la lévofloxacine et 

la métronidazole. 

 

Mots-clés : Helicobacter pylori, pathogène de l’estomac, PCR en temps réel, résistance à la 

clarithromycine 
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 Abstract 

 

Helicobacter pylori is a gram-negative, micro-aerophilic, spiral-shaped bacterium found 

mainly in the gastric mucus of the human stomach. It is the cause of many pathologies, from 

gastric ulcers to the development of stomach cancer. The bacterium is resistant to many 

antibiotics, including clarithromycin and levofloxacin. These resistances lead to a decrease in 

the success of therapeutic treatments for the eradication of Helicobacter pylori. 

The aim of this internship was to carry out tests to set up a method of detection of 

Helicobacter and its resistance to clarithromycin by PCR in real time. 

Experimental trials on strains have shown favorable detection results with the use of the 

RIDAGENE H.pylori + ClariR kit. Other trials are to be continued in order to suggest detection 

with other antibiotics such as levofloxacin and metronidazole. 

 

Keywords : Helicobacter pylori, stomach pathogen, real-time PCR, clarithromycin resistance 
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