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ABREGE

La présente demande concerne des sequences nucléotidiques

regulant la biosynthése des proteines des flagelles d'Helicobacter pylori.

les protéines codées par ces sequences ainsi que des souches
bacteriennes aflageliées. L'invention vise aussi 'utilisation de ces moyens

pour la detection d’une infection par H. pylori ou pour la protection contre
une telle infection.
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CLONAGE ET CARACTERISATION DU GENE fibA DE H.PYLORI.
.
PRODUCTION DE SOUCHES AFLAGELLEES

Helicobacter pyiori (designé également par I'expression
est une

H. pylori)

bactérie a gram négatif retrouvee exclusivement & ce jour a la

surface de la muqueuse de 'estomac chez 'homme.

Comme la plupart des bactéries, H. pylorj est sensible & un miliey
de pH acide mais cependant peut tolérer

lacidité en présence de taux
physiologiques d'uré

10 En hydrolysant I'urée sous forme de dioxyde de carbone et d'ammoniac qui

sont relargués dans le microenvironnement de |a bactérie, I'uréase de H.
pylori permet la ] i ‘envi ]

l'estomac. Récemment des etudes menées syr des modeéles animaux ont

fourni des éléments suggerant que l'uréase est un facteur important dans

la colonisation de |a Muqueuse gastrique ( Eéton et al (1991) Infect. Immun.

29 2470-2475). L'uréase est egalement suspectée de causer des

dommages soit directement, soit indirectement, 3 |3 Mmuqueuse gastrique.

Helicobacter pylori (H._pylori) est & I'heure actuelle reconnu comme

'agent étiologique des gastrites antrales, et
20 cofacteurs requis pour

dpparait comme un des
le développement des ulceres. Par ailleurs il sembile

le développement de carcinomes gastriques puisse étre associé 3 ia
présence de H. pviori.

Afin de mettre ay point des moyens nouve

aux sensibles et
specifiques pour

la détection in vitro d’infections par des bactéries de

'espece Helicobacter pvlori, fes inventeurs se sont intéressés au systéme
de régulation de la mobiiité de ces bactéries.

Dans ce but, ils se SOMNt intéressés

a différentes modifications des
souches de H, pylori. modifications qui

n'affectaient pas 1a reconnaissance

30 permettaient de ne pas obtenir de
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particulier avec des bactéries de la famille de Campylobacter et par
exemple, Campylobacter jejuni.

Les inventeurs ont en outre constaté que les bactéries modifiées
obtenues pouvaient étre, le cas écheant, utilisées dans le cadre de la
fabrication de compositions immunogenes ou vaccinantes. A cet égard,
'invention propose notamment des souches bactériennes vivantes

atténuees.
Dans une premiere étape, les inventeurs ont identifié et isolé le

gene flbA ayant une implication dans la régulation de la biosynthése des
flagelles de H. pylori et par conséquent, dans la régulation de la mobilité
de la bactérie. La biosynthese des flagelles comprend la synthése des

flagellines A et B, et de la gaine. Le gene fIbA régule a la fois la synthése
des flagellines A et B, et |la synthese de la gaine contenant ces flagellines.

Les inventeurs ont établi que le gene flbA etait egalement interessant en
ce qu'il régulait la biosynthese de la protéine d'ancrage de la bactérie,

encore appelee “crochet”.

SOMMAIRE DE L'INVENTION

La présente invention a trait a l'utilisation pour la détection in vitro
d'une infection par H.pylori dans un échantillon de fluide biologique préleve chez un
patient, d'une souche bactérienne recombinante d'Helicobacter pylori ayant un
phénotype aflagellé résuitant de la mutation par substitution, addition et/ou délétion
de bases ou d'un fragment nucléotidique dans la séquence nucleotidique du gene
flIbA participant a la régulation de la biocsynthese des proteines des flagelles de H.
pylori, ladite -séquence nucléotidique du gene flbA hybridant de facon spécifique

avec une sonde correspondant a un fragment de nucléotides de H. pylori amplifie a
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'aide des deux oligonucléotides dégénérés repondant aux séquences suivantes:
OLFlba-1. ATGCCTCGAGGTCGAAAAGCAAGATG et OLFlba-2:
GAAATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC, ou s'hybridant de fagon specitique avec

ces oligonucléotides lorsque I'hybridation est realisée a 42°C en présence de 50%

Formamide dans un tampon 2XSCC contenant 0,1% SDS et les lavages réalises
avec 2XSSC plus 0,1% SDS a 68°C, et ladite mutation étant telle que, soit le gene
flbA n’'est plus exprimé dans ladite souche bactérienne recombinante, soit le gene
fiIbA ne permet pas la synthése des flagelles de H. pylori.

La présente invention a également trait a une souche bactérienne
recombinante, caractérisée en ce qu’elle est obtenue par mutation, par substitution,
addition et/ou délétion de bases ou d'un fragment nucléotidique dans la sequence
nucléotidique du geéne fiIbA participant a la regulation de la biosynthese des
protéines des flagelles de H. pylori, ladite séquence hybridant de fagon spécifique
avec une sonde correspondant a un fragment de nucléotides de H. Q- ylori amplifie a
I'aide des deux oligonucléotides dégenéreés suivants:

OLFlba-1: ATGCCTCGAGGTCGAAAAGCAAGATG et OLFlba-2:
GAAATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC, ou s'hybridant de fagon specifique avec

ces oligonucléotides lorsque I'hybridation est réalisee a 42°C en présence de 50%

Formamide dans un tampon 2XSCC contenant 0,1% SDS et les lavages realises
avec 2XSSC plus 0,1% SDS a 68°C, et ladite mutation etant telle que, soit le gene
fIbA n'est plus exprimé dans ladite souche bactérienne recombinante, soit le gene
fIbA ne permet pas la synthése des flagelles de H. pylori, ladite mutation etant

effectuée dans la souche N6 déposée a la NCIMB le 26 juin 1992 sous le numero

NCIMB 40512,
La présente invention a également trait a I'utilisation pour la détection in vitro

d'une infection par H.pylori dans un échantillon de fluide biologique préeleve chez un
patient, d'un extrait bactérien caractérisé en ce qu'il s’agit d'un extrait de souches

bactériennes définies dans l'invention.
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La présente invention a egalement trait a un procéde de deétection In vitro

d'une infection par H. pylori dans un échantillon de fluide biologique prélevé chez
un patient, notamment dans un échantillon de sérum, comprenant les étapes de:

- mise en contact de |'échantillon testé avec une souche bactérienne telle
que définie plus haut, ou avec un extrait bactérien tel que deéfini plus
haut,

- détection d'une reaction immunologique entre ladite souche bacterienne
et des anticorps diriges contre H. pylori, presents dans I'échantillon
teste.

10 La présente Invention porte sur un serum polyclonal dirigé contre une
protéine ayant une séquence d'acides aminés telle que définie précédemment.

La présente invention porte sur un serum polyclonal dirige contre une

souche de H. pylori telle que définie précedemment.

|La présente invention a également trait a F'utilisation pour la détection in vitro

d'une infection par H. pylori dans un échantillon biologique, d'une composition
comprenant a titre de principe actif un sérum polyclonal obtenu contre une souche

de H. pylori de phénotype aflagellé définie dans l'invention et un excipient.

La présente invention a également trait a un coffret de diagnostic pour
détecter la présence d'anticorps chez des patients infectes par H. pylori
20 comprenant une souche bactérienne telle que définie plus haut ou un extrait
bactérien tel que défini plus haut, et des réactifs necessaires pour mettre en

évidence une réaction de type antigene/anticorps.

ESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION

L'invention a donc pour objet l'utilisation pour la détection in vitro d'une
infection par H.pylori dans un échantillon de fluide biologique préleve chez un

patient, d'une souche bactérienne recombinante d'Helicobacter pylori ayant un

phénotype aflagellé résultant de la mutation par substitution, addition et/ou delétion

de bases ou d’un fragment nucléotidique dans la séquence nucleotidique du gene



10

CA 02180473 2011-03-08

2C

fIbA participant a la régulation de la biosynthese des protéines des flagelles de H.
pylori, ladite sequence nucléotidique du gene flbA hybridant de fagon spécifique
avec une sonde correspondant a un fragment de nucléotides de H. pylori amplifié a
I'aide des deux oligonucléotides dégénérés réepondant aux séquences suivantes:
OLFlba-1: ATGCCTCGAGGTCGAAAAGCAAGATG et OLFiba-2:
GAAATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC, ou s'hybridant de facon spécifique avec

ces oligonucléotides lorsque 'hybridation est realisée a 42°C en présence de 50%

Formamide dans un tampon 2XSCC contenant 0,1% SDS et les lavages réalisés
avec 2XSSC plus 0,1% SDS a 68°C, et ladite mutation étant telle que, soit le géne
fIbDA n'est plus exprimé dans ladite souche bacterienne recombinante, soit le gene
floA ne permet pas la synthese des flagelles de H. pylori.
Une telle séquence peut étre obtenue par les etapes de:

- criblage d'une banque génomique contenant 'ADN chrcjmosomique d'une

souche H. pylori avec une sonde correspondant a

e i, A L A ————————————— e
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un tragment de nucléotides de H. pylori amplifie a l'aide de deux

oligonuciéotides repondant aux sequences suj

: _QA_AAIQWCATAQTQGCAQQTCC&QTC, Ou capable
d’hybrider dans des conditions

de forte stringence avec cas
oligonucléotides.

- recupération des sequences d'ADN hybridant avec ladite sonde,

- Sous-clonage des séquences d’ADN obtenues dans un vecteur

approprie de type plasmide ef selection de

ceux des vecteurs modifiés
10 hybridant

dans des conditions de forte stringence avec la sonde

correspondant au fragment d’ADN de H. pviori amplifié a8 I'aide des
oligonuciéotides OLFIbA-1 et OLFIbA-2,

plasmidiques hybridant avec ia susdite sonde et determination de |a phase
Ouverte de lecture contenue dans ces fragments.

Avantageusement,
reconstituer Ia sé

chromosomique de H. pylori

peut étre obtenue 3 partir de toute souche de H. pylori. On peut auss;

preparer une banque cosmidique a partir de 'ADN
pylori.

20

chromosomique de H.

Une souche utilisable pour la réalisation de cett
¥

exemple la souche N8& deposée a la NCIMB ie
n° NCIMB40512.

e banque est par
26 Juin 1992, sous e
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Les deux oligonucleotides amorces OLFIbA-1 et OLFIbA-2 ont

permis d’'amplifier un fragment, utilisable comme sonde, de 130 paires de

bases réepondant a la sequence suivante :
ATG CCA GGA AAG CAA ATG GCG ATT GAT GCG GAT TTA AAT TCA
GGG CTT ATT GAT GAT AAG GAA GCT AAA AAA CGG CGC GCC GCT

CTA AGC CAA GAA GCG GAT TTT TAT GGT GCG ATG GAT GGC GCG

TCT AAATTT
l.es conditions de forte stringence dont il est question ci-dessus sont

les suivantes . l'hybridation est realisée a 42°C en présence de 50%
Formamide dans un tampon 2XSSC contenant 0,1% SDS (1XSSC
correspond a 0,15 M NaCl plus 15 mM de citrate de sodium - pH 7,0). Les
lavages sont réaliseés avec 2XSSC plus 0,1% SDS a 68°C par exemple
deux fois pendant une heure.

Une sequence nucléotidique particuliérement intéressante selon
I'invention est la sequence du géne flbA correspondant a I'enchainement
de nucleotides représenté a la figure 2, ou & un enchainement
nucleotidique hybridant dans des conditions de forte stringence avec le

~ susdit enchainement.

Selon un autre mode de réalisation de linvention, la séquence

nucléotidique, objet de la présente demande, est caractérisée en ce qu'elle

code pour une protéine répondant a la séquence d'acides aminés
representee a la figure 2 ou pour une séquence d'acides aminés ayant les
memes proprietés régulatrices vis a vis de la biosynthése des protéines
des flagelies de H. pylori, que la susdite séquence.

L'invention a egalement pour objet une séquence nucléotidique
repondant aux définitions précédentes, modifiée par délétion, substitution
ou insertion de bases ou d'un fragment d'une séquence de nucléotides, de

facon telle que :
- soit le gene fIbA n’est plus exprimé dans un hote cellulaire,
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- soit I'expression du géne flbA dans un héte cellulaire ne permet pas la
biosynthése des flagellines A et B ni de Ia gaine les contenant et le cas
echéant ne permet pas la synthése de |a proteine d'ancrage de H. pviori
ou le crochet.

La modification subie par la sequence nucléotidique de l'invention
doit étre telle quelle est irréversible et notamment qu'elie reste
Irreversible, lors de la recombinaison de cette sequence avec le géne fIbA
présent dans une bactérie que Fon transformerait avec une séguence
nucleotidique ainsi modifiée. Cette recombinaison est par exemple de type
« double crossing over ». De preference, la modification de Ia sequence
nucleotidique ne doit pas entrainer de modification substantielle - aprés
remplacement par catte séquence modifiée dy fragment correspondant du
gene flbA normal dans une souche déterminsge de H. pylori - des fonctions
des genes voisins.

Entrent également dans le cadre de linvention, des séguences
nucléotidiques constituant un fragment du géne fIbA répondant aux critéres
precédents. A titre d'exemples, des fragments objet de Vinvention
comportent au moins 6 nucléotides, de preférence au moins 50, voire au
moins 100 nucléotides. |

De tels fragments sont par exemple choisis soit pour leur caractére
specifique du géne flbA soit pour leur appartenance a des régions
conservees de plusieurs génes codant pour des protéines de la famille
L.crD/FIbF.

Selon un autre mode de realisation, I'invention vige egalement les

fragments du géne flbA limités par les sites de restriction présents sur le
gene. Certains de ces sites sont définis a titre d'exemple a la figure 1B.

Un autre fragment selon I'invention est un fragment d’'au moins
1000 pb issu d'une quelconque région du géne fibA et comprenant de
preférence un site de restriction ou susceptible d’accueillir un site de
restriction.
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D'autres sequences nucléotidiques de I'invention sont par exemple
des acides nucléiques recombinants comprenant une sequence
nucleotidique telle que celles qui ont été décrites ci-dessus, elle-méme
modifiee par insertion d'une cassette contenant un marqueur, par exemple
un gene de résistance a un antibiotique ou un géne de résistance & un
metal lourd tel que décrit dans la demande FR 94068202 deposée le
20/05/94.

Une insertion peut ainsi étre effectuée avec une cassette de
resistance & la kanamycine. A cet égard, différentes techniques peuvent

10 éfre mises en oeuvre et on se réferrera notamment a ia publication de
Labigne A. et al (J. of Bacteriology, vol. 170, 1988, p. 1704-1708) et & la
publication de Labigne A. et al (Res. Microbiol 1992, 143, 15-26).

L'invention a également pour objet des oligonucléotides specifiques
d'une sequence nucléotidique déterminée précédemment et caractérisés
en ce qu'ils repondent a I'une des séquences suivantes

OLFiIbA-1: ATGCCICGAGGICGAAAAGCAAGATG

OLFIbA-2 : GAAATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC

OLFIbA-7 . CGGGATCCGTGGTTACTAATGGTTCTAC

OLFIbA-8: CGGGATCCTCATGGCCTCTTCAGAGACT

20 Selon une autre variante de réalisation, I'invention concerne une

sequence d'acides aminés de la protéine FIbA de H. pylori caractérisée en

ce qu'elle est codée par une séquence nucléotidique telle que. déterminée
précedemment.

Une séquence d'acides aminés particuliere de la protéine FIbA de
H. pylori est présentée a la figure 2.

Ainsi, dans le cadre de linvention, le gene flbA et la protéine
exprimee par ce geéne peuvent présenter un interét, en particulier pour
I'utilisation dans des compositions Immunogénes ou vaccinantes.

L'invention vise également des souches bactériennes d'Helicobacter
30 pylori ayant un phénotype aflagellé résultant de Ila mutation par
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substitution, addition et/ou de la délétion de bases ou d'un fragment
nucleotidique de la séquence nucléotidique définie ci-dessus du gene flbA
participant a la régulation de la biosynthése des protéines des flagelles de

H. pylori.

Cette modification du gene flbA permet I'obtention d’'une souche de
type aflagelle c'est a dire n'exprimant plus les protéines FiaA et FiaB et de
préference n'exprimant plus les protéines de la gaine.

Selon une variante de réalisation de cette souche bactérienne, la
souche obtenue sera en outre dépourvue de la protéine du crochet de H.
pylori.

De fagon préférée, une souche bactérienne repondant aux critéres
précédents est caractérisée en ce qu’elle est obtenue 2 partir de la souche
N6 deposee a la NCIMB le 26 Juin 1992 sous le numéro NCIMB 40512,

A titre d’exemple, linvention a pour objet une souche afiagellée
recombinante de H. pylori, désignée par N6flbA- et deposée a la NCIMB le
30 Juin 1995 sous le n° NCIMB 40747.

De telles souches aflageliées de H. pvlori sont particulierement

interessantes pour des utilisations en sérologie et par consequent pour la

detection jn_vitro d'une infection par H. pylori. Avantageusement, ces
souches sont de type recombinantes.
Ces souches présentent notamment Favantage de permettre une

detection in_vitro spécifique et sensible de I'infection par H. pylori. En

d'autres termes, [invention permet avantageusement de détecter
specifiguement une infection par H. pylori en evitant en particulier les
resultats « faux positifs » par exemple avec des souches de bactéries

telles que Salmonella ou Campylobacter..
Etant donne que les souches de H. pylori de type aflagelié ainsi

definies peuvent avoir également d’autres applications, et par exemple étre

mises en oeuvre dans le cadre de la préparation de compositions de

vaccins, on pourra avoir intérét & préparer des souches bactériennes
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recombinantes aflagellées ayant une seconde modification ou mutation et
par exemple on pourra avoir recours a une souche bactérienne aflagellée
caracterisée en ce qu'elle est en outre mutée de fagon a produire une
urease attenuée, voire a ne plus produire d'uréase. la mutation consistant
par exemple en une mutation de la séquence nucleotidique d'un ou

plusieurs genes choisis parmi les génes ureA, ureB, ureC, ureD, ureE,

urel, ureG, ureH ou urel. Les génes de structure de l'uréase déesignés par

ureA, ureB, ureC et ureD de l'uréase ont été décrits dans !a publication
(Labigne et al (1991) J. Bacteriol. 173; 1920-1931). Les autres génes ont
10  ete décrits dans la demande de brevet EP 0610322

Les souches bactériennes de I'invention peuvent étre utilisées telles

quelles ou sous la forme d'extrait et en particulier l'invention a pour objet
un extrait bactérien total de souche obtenu 3 partir des souches
precédemment décrites.

Un tel extrait bactérien peut éire préparé par extraction au N-
OctylGlucoside. En ce cas, la technique de preparation utilisée est celle
decrite par LELWALA-GURUGE J. (Scand. J. Infect. Dis. 1992, 24: 457-
465).

Un autre extrait bactérien peut étre obtenu par extraction au PBS ou

20 la glycine selon les techniques respectivement décrites par BAZILLOU M.
et al (Clin. Diagn. Lab. Immuno., 1994, 1: 310-317) et AGUIRRE P.M. (Eur.

J. Chin. Microbiol. Infect. Dis., 1992, 11: 634-639).
Dans le cadre de ces applications, Iinvention concerne une

composition pour la détection in vitro d’'une infection par H. pylori dans un

echantilion de fluide biologique chez un patient, notamment dans un
echantillon de sérum, comprenant a titre de principe actif, une souche
bacterienne de linvention ou un extrait bactérien selon la description

donneée ci-dessus.
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Les échantilions biologiques utilisés peuvent étre de tous types et
en particulier, il peut s'agir de tous fluides bioclogiques comme par exemple
le sérum, |a salive ou l'urine.

De méme, les techniques mises en oeuvre pour la detection sont
toutes les techniques faisant intervenir des reéactions de type
immunologique et en particulier de type antigene-anticorps. On utilise par
exemple les techniques de type Western Blot, ELISA...

L'invention concerne donc egalement un procédé de détection in

vitro d'une infection par H. pylori dans un échantillon de fiuide biologique

chez un patient, notamment dans un échantillon de sérum, comprenant les
etapes de

- mise en contact de I'échantillon testé avec une souche bactérienne
selon l'invention ou un extrait bactérien défini plus haut,

- détection d'une reaction immunologique entre ladite souche

bactérienne et des anticorps dirigés contre H. pylori, présents dans

I'échantillon testé.

A titre d'exemple, une détection in vitro sur un échantillon biologique

pour rechercher une infection par H. pylori peut étre réalisée en mettant en
oeuvre |les étapes suivantes :

- des plaques sont recouvertes de [|'antigéne utilisé pour la
detection, qu'il s'agisse d'une protéine pure ou recombinante ou encore
d'une souche aflageliee ou d'un extrait bactérien en particulier d’extrait
NOG (N-Octyl Glucoside) de la souche NEflbA- (a titre d'exemple, la
guantité d'extrait pourrait étre de 3 pg/ml ou la quantité d'antigéne pourrait

étre de 2 pg/mi),

- une gamme de témoins négatifs et positifs (le témoin positif étant
mis en oeuvre avec des dilutions différentes) est utilisée et en paralléle, on
teste des serums de patients dilués au 1/100éme (volume déposé 100 ub),

- une etape d'incubation est ensuite réalisée par exemple pendant

une heure a 37°C, étape suivie de plusieurs lavages successifs et d'une
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incubation ultérieure, par exemple pendant 1 heure a 37°C, avec un
conjugué monocional (de type IgG humaine marquée a la peroxydase)
utilise a différentes dilutions (par exemple a une dilution de 1/32000 pour
un antigéne et a une dilution de 1/64000 pour un extrait bactérien), le
volume déposé est de 100 yl,

- apres l'incubation avec le conjugué monoclonal, différents lavages
sont pratiques (par exemple 4) et la révélation de la réaction enzymatique
par « OPD + substrat » est faite pendant 30 minutes a 'obscurité. La
reaction enzymatique est ensuite arrétée par addition de H,S0; puis
lecture des densités optiques DO a 482 nm/620 nm.

L'invention vise par ailleurs une composition immunogéne pour
'obtention d'anticorps contre H. pylori, caractérisée en ce gu'elle
comprend a titre de principe actif, une souche bactérienne selon l'invention
ou un extrait de cette souche bactérienne.

Selon un mode de realisation particulier de [linvention, une
composition immunogene pour 'obtention d’anticorps contre H. pylori est
caracterisee en ce qu'elle comprend une séquence d'acides aminés de la
proteine FIbA.

Entre également dans le cadre de la présente invention, une
composition vaccinante pour 'obtention d'anticorps protecteurs contre une

infection par H. pylori, caracterisée en ce qu'elle comprend & titre de

principe actif, une souche bactérienne selon l'invention ou un extrait
bacterien selon les définitions précédentes.

Une autre composition vaccinante pour ['obtention d’anticorps
contre une infection par H. pylori, est caractérisée en ce qu'elle comprend
a titre de principe actif, des antigénes de type uréase, en particulier des
antigenes codeés par les génes ureA, ureB, ureC ou ureD et une protéine
répondant a une séquence d'acides aminés définie plus haut.

L'invention vise aussi des anticorps monoclonaux ou des sérums

polyclonaux dirigés contre une séquence d'acides aminés précédemment
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en particulier par immunisation d'un animal avec 'antigéne choisi, suivie
soit de la production et de |a recupération des anticorps produits et de |g

selection de ceux d'entre BUX qui reconnaissent specifiquement H. pyiori.

soit de la préparation d’hybridomes par fusion de cellules spléniques de
I'animal préalablement IMMuNisé avec des celiules de myelome, ces
hybridomes étant ensuite mis en culture pour obtenir des anticorps

10 D’autres anticorps  monoclonaux oy serums polyclonaux selon

décrite dans les pages précédentes.

L'invention concerne en outre une composition pour la détection in
vitlro d'une infection Par H. pvlori dans un echantillon biologique,
comprenant a titre de principe actif des anticorps monoclonaux ou un
serum polyclonal obtenus contre une souche de H. pvlori de phénotype

aflagellé selon I'invention.
L'invention concerne egalement a titre de principe actif d'un
medicament, les séquences nucleotidiques codant pour les séquences
20 d'acides aminés selon linvention capables d'induire une reponse
Immunogéne chez un animal ou chez un patient. Une technique pour
I'utilisation de sequences nucieotidiques comme medicaments a &té
decrite par DONNELY et al 1995, Nature Medic. 1(6), p. 583-587.
figure 1

30 présence d'un asterisque indique que le site de restriction g eté modifié ay
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cours du clonage et qu'il n'est pius reconnu par 'enzyme de restriction

correspondant,
figure 2 : Séquence nucleotidique du géne flbA de H. pylori et séquence en

acides aminés déduite, donnée en code a une |ettre.

figure 3 : Alignement multiple de Ia proteine FIbA de H. pylori avec cing

autres membres de la famille LcrD/FIbF. CiFIbA : Campylobacter jejuni

FIbA ; CcFIbF : Cauiobacter crescentus FibF ; YplLerD : Yersinia pestis
LerD ; StinvA : Salmonella typhimurium InvA @ SfMxiA Shigella flexneri
MxiA. Les astérisques Indiquent la position d’acides aminés conservés

10 dans tous les homologues de Ia famille LcrD/FIbF : les points indiquent la
position d'acides aminés conservés dans au moins 5 des 6 protéines
homologues ; les séquences en acides aminés conservés utilisées pour [a
synthese des oligonuciéotides degenérés (OLFIbA-1 et OLFIbA-2) sont
soulignées. On remarquera en particulier le degré de conservation du
domaine N-terminal de ces proteines homologues qui contraste avec le
degre de variabilité du domaine hydrophile de Ia région C-terminale.
figure 4 : Représentation schematique de I'arbre phylogénique de six

protéines appartenant & la famille LerD/FIbF. Les protéines impliquées
dans la régulation de 'expression de |a mobilité, FibA de H. pylori

20 (HpFIbA), et de Campylobacter jejuni (C] FIbA), et FIbF de Caulobacter

crescentus (Cc FIbF) forment une branche distincte de celle des protéines

Impliquées dans la sécrétion de protéines de virulence (InvA, MxiA et LerD

de Salmonella, Shigella et Yersinia, respectivement). Les nombres
indiqués représentent la distance evolutionnaire relative.

figure 5 : Représentation schematique de Ia stratégie suivie pour

construire {es mutants isogéniques de H. pviori souche N6, mutants dans

lesquels le géne codant pour la protéine FibA a été inactive par insertion

d'un géne codant pour Ia resistance a la kanamycine.

figure 6 : Analyse par immunobuvardage (Western blot) des protéines d'un
30 mutant N6-fIbA” & I'aide de I'antisérum AK179 (3) dirigé specifiqguement
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contre les flagelles purifiés de H. pvlori
mutant flaA/flaB : 3 : mutant faB (8) ;: 4 : mutant flaA (8) : 5 .

sauvage N86.

2180473
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T - mutant N6-flbA : 2 * double

souche

extractions ont été réalisées avec de |g glycine, du PBS, ou du NOG.

Figure 12 : Les courbes ont été réalisées & partir des données suivantes :

NET ABS CALC COEFFS:
STD# CONC  750.0 CONC DIFF P2=2.0324 P1=22753 pPO=-0
1 0.0000 0.0020 ~-0.008 0.0080
2 0.1660 0.0760 0.1721 -0.006
3 0.3300 0.1400 0.3459  -0.01s6
4 0.6650 0.2390 0.6474 0.0176
5 1.3300 0.4280 1.3336  -0.004

MOYENNE: -1.0356E-07
S.D.:0.0130

Figure 13 : Dosages protéiques en minométhode (BIOD RAD)

Glycine : dilution au 1/2 . glucoside : dilution au 1/10 , surnageant 1

dilution au 1/4 : surnageant 2 : non dilué.

Les courbes ont été réalisées a partir des données suivantes

NET ABS  CALC COEFFS:
STD# CONC 750.0 CONC DIFF P2=144.63 P1=314.31 FO=2.4815
1 0.0000 -0.003 1.5398  -1.540
2 25.000 0.0600 21.861 3.1392
3 50.000 0.1470 51.810  -1.810
4 100,00 0.2750 99.855 0.1454
S 200.00 0.5090 199.94 0.0638
EXEMPLES

| Identification du géne fIbA et préparation de souches aflagellées

Parmi

les protéines connues pour jouer un réle dans |a regulation de

l'expression de la mobilité chez les bactéries, les protéines appartenant 3

la famille LcrD/FIbF récemment identifiée, et qui inclut |a protéine LerD des

bactéries du genre Yersinia (6), la protéine InvA de Salmonella (2), MxiA
de Shigella (1), FIbF de Caulobacter crescentus (7) et FIbA de

Campylobacter jejuni (4) sont des protéines intéressantes. Les protéines

L.erD, InvA et Mxia sont impliquées dans ia regulation et/ou la sécrétion de

proteines associées a la virulence des bactéries qui les expriment, alors
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a) et

OLFibA-2

. » 10-268). Sa carte
de restriction est donnée 3 |a figure 1A. Ce

$ 200 clones ont é!ors eté
hybridés & |a sonde de 130 pb et

pSUS39 et PSUS207 ont donné y

restriction linéaire de ces deux plasmj
dans la figure 1B

les clones hébergeant |es plasmides
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dans son entiéreté. Le géne fibA de H Pylori ainsi désigné du fait de son
homologie avec le géne fIbA de Campylobacter leluni correspond & une

phase cuverte de lecture de 2196 hucleotides et code pour une proteine
de masse moléculaire calculée de 80,1 kilodaltons. La sequence
nucieotidique de flbA et Ia sequence en acide aminés de FIbA sont
données dans la figure 2. Il n'a pas eté détecté en amont et en aval de la
phase ouverte de lecture de sequences de consensus caracteristique de
sequences promoteurs ou terminateurs.

La protéine FibA présente des similitudes avec les protéines FIbA
de Campylobacter jejuni et FIbF de Caulobacter crescentus. toutes deux

impliquées dans la mobilité (51,7 % et 40,4 % d'identité, respectivement)
alors que ces pourcentages sont moins élevés avec les membres de |a
famille protéique LerD/FIbF qui ne sont pas impliqués dans |a mobilité :
32,8 % d'identité avec LcrD de Yersinia, 30,5 % avec MxiA de Shigella et

29,3 % avec InvA de Salmonella. Un alignement multiple de la sequence

en acides aminés de ces proteines avec celle de FIbA de H. pylori est

donné dans la figure 3. Les regions les plus conservées des homologues
de la famille LcrD/FIbF se trouvent dans la partie N-terminale des
protéines.

L'evolution phylogénétique des protéines impliquées dans g
mobilite (FIbA et FIbF) et celle des proteines impliquées dans |a regulation
de F'expression et/ou la sécrétion de proteines associées 3 la virulence est
representée schématiquement par un arbre phylogénique (figure 4). Deux
branches distinctes sont visibles , FIbA de H. pylori appartenant sans

ambiguité & la branche correspondant aux protéines de regulation

Impliquées dans la biosynthése des flagelies.

Construction et Caracterisation _de mutants isogéniques de H. pvlori

deficients dans la synthése de la protéine FIbA,
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Un fragment de 1600 paires de bases a été amplifie a partir du
plasmide pSUS39 a l'aide des oligonuciéotides OLFIbA-7 et OLFIbA-8
(Tableau 1), contenant chacun & leur extrémité 5 des sites de restriction
BamHI. Ce fragment amplifié contient dans sa region centrale un site

unique de restriction par I'endonuciéase Hindiil et a ete cloné dans e

vecteur pSUS33, un dérivé du plasmide pUC18 dans lequel le site situé
dans le site de polyclonage Hindlll a été délété Pour obtenir pSUS33 le

plasmide pUC18 a été restreint par Hindll| . les extrémités collantes

resultant de cette restriction ont été traitées avec I'enzyme de Klenow et
'ADN T4 polymérase de facon a produire des extrémités franches . fe
fragment résultant a été religaturé avec 'ADN T4 ligase et introduit dans E,
coli DHSx pour produire pSUS33. Le plasmide recombinant résultant de
l'integration du fragment de 1600 paires de base dans pSUS33 a été
designé pSUS42 : il a été linéarisé par Hindill, ses extrémités ont été

transformeées en extrémité & bouts francs et Ia Cassette smal - kanamycine
provenant du plasmide plLL600 (Labigne A. et al, 1988 J. Bact., 170,
1704-1708) a été clonée dans ce site unique donnant naissance ay
plasmide pSUS42. Le plasmide pSUS42 a ensuite été introduit par

electroporation dans la souche "N&" de 1._pylori. L'électroporation a été

realisée en suivant ia technique décrite par Ferrero R.L. et a (Journal of
Bacteriology, July 1992, p. 4212-4217, vol. 174 ne 13). Les transformants
obtenus aprés sélection sur un milieu sélectif contenant de la kanamycine
(25 pg/ml) ont  ensuite été Caracterises  génotypiquement et
phenotypiquement. La figure 5 montre un schéma de Ia procédure suivie
pour realiser la construction de mutants. La caracterisation génotypique de
ces mutants par amplification genique et hybridation de type Southern g
montre que le génome des transformants résistants a |a kanamycine
contenait le gene de résistance inséré au milieu du géne flbA. et donc qu'ii
y avait eu rempiacement allelique par double crossing-over de |a copie

sauvage du géne flbA par Ia Copie inactivée flbA-Km avec perte des

2180473
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sequences nucléotidiques du vecteur pSUS33. La caractérisation
phenotypique des mutants flbA de H. _byiori a montré qu'ils étaient non

mobiles | par ailleurs, leur analyse par microscopie électronique révélait
quil y avait absence totale des éléments du flagelle, et absence de |a
gaine du flagelle. Les expériences dimmunobuvardages (Western blots)

realisées avec des anticorps dirigés contre les protéines des flagelles

totales de H. pvlori (Figure 6) montraient 'absence des deux bandes

peptidiques correspondant aux sous-unités flagellaires FiaA et FiaB. ainsi

qu'une bande correspondant a un polypeptide d'une masse apparente de

10 90 kilodaltons, protéine récemment identifiée comme la protéine du crochet
(ou proteine d’'ancrage) du flagelle par O'Toole et collaborateurs (5).

L'ensemble de ces résuitats suggere que la protéine FIbA de H.

pvlori est essentielle pour la biosynthése de toutes les structures

flagellaires, et que l'activation du gene codant pour cette protéine, résulte
en larrét complet de la synthése de toute structure entrant dans ia
constitution du flagelle et non pas dans l'interruption de V'exportation des

constituants de ces structures.

Tableau 1 : Oligonucléotides utilisés dans cette étude

20 Oligo- Position Brin  Séquence nucléotidique
nuciéotides
OLFIbA-1 AS 151-156(LcrD) + ATGCCICGAGGTCGAAAAGCAAGATG
OLFIbA-2 AS 189-185 (LcrD) - GAAATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC
OLFIbA-7 515-534 + CGGGATCCGTGGTTACTAATGGTTCTAC
OLFIbA-8 2092-2111 - CCGGATCCTCATGGCCTCTTCAGAGACS

Il Sérologie H. pylori
- modeles étudiés

1) HspAmalE  protéine recombinante de 47,5 kD (HspA=13 kD)
30 Sur la population dite population 1 de sérums

documentés, une sensibilité de 41% et une

specificité de 96% avaient été obtenues.
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2) N6fIbA- souche aflageliée d’'Helicobacter pylor]
3 extractions ont ete réalisées : -N-Octyl Glucoside

-PBS

-Glycine
| 'extraction au N-Octyl Gluccside (NOG) semble
pour l'instant fa meilleure.

3) -N& souche sauvage correspondante

Une extraction au N-Octyl Glucoside a ete
realisee.

Une deuxiéme popuiation de sérums a été mise en oeuvre
(population ). Il s'agit d’'une centaine de serums bien documentés du point
de vue clinigue, endoscopique, histologique, baotériologique et
anatomopathologique., C'est grace a cette population I que les
performances des différents modéles étudiés ont éte appréciées. Cing
populations différentes ont été testees.

- 5 populations de sérums testées :

- 300 sérums tout venant (FNTS)

- 18 sérums positifs par la sérologie WHITTAKER (CBMS)

- 92 sérums bien documenteés dits sérums de la population |l

- 87 sérums documentés du point de vue bactériologique et
anatomopathologique dits serums de la population 1.

- 23 serums pouvant présenter des reactions croisées :
- 10 serums anti-Legionella positifs
- 10 sérums anti-Chlamydia positifs
- 3 serums anti-Campylobacter positifs
En paraliele, deux kits concurrents ont été testés, qui d'aprés les

etudes bibliographiques sont performants.

- 2 kits commerciaux testes :
- Cobas Core® (ROCHE)

- Pylori Stat® (WHITTAKER)
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- Résultats

L es sérums tout venant (FNTS) (Figures 8 a 11, tableau 2)

- 300 sérums ont été passés dans les modeles suivants :
- Hsp A malE
- N6 fIBA-
- N6
Les études épidemiologiques donnent des séroprevalences, en
France, entre 20 et 25%. La répartition de 300 sérums de donneurs de
sang a été étudiée et on a calculé la prévalence de positivité pour
différentes valeurs seuil, afin de valider la valeur seuil préalablement
définie sur la sérotheque du CBMS (sérologie WHITTAKER).
Cette étude permet de comparer les differents tests avec une méme
seroprevalence.
- Les 43 premiers sérums ont également été passés dans les modeéles

suivants :
- Cobas Core® (ROCHE)

- Pylori Stat® (WHITTAKER)

-serologie dite JLF (test ELISA, basé sur un extrait

aqueux de plusieurs souches bactériennes)

Les résultats sont exprimes en unité arbitraire, et pour différentes
valeurs seuil, un résultat positif est noté 1, un résuitat négatif est noté 0.

En comparant ces 43 sérums vis a vis des différents tests, on peut
constater que :

- la souche aflagellée N6flbA- et le test Cobas Core® (Roche) ont des

séroprévalences comparables de I'ordre de 20%.

- HspA a une séroprévalence tres faible (7%) ce qui laisse supposer
un manque de sensibilité, compte tenu des resultats ultérieurs.

- la sérologie JLF parait tres specifique puisque la séroprévalence
n'est que de 14%, en tenant compte des resultats ultérieurs.

- le test Pylori Stat® (Whittaker) donne une seroprevalence élevée (29%)

qui montrerait un manque de spécificité, ou une valeur seuil trop basse
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Les serums positifs en sérologie WHITTAKER (CBMS) (tableau 3)

Trois sérums se sont révélés positifs uniquement avec le test Pylori Stat®
(Whittaker). lls n'ont été confirmés par aucun autre test.

On peut supposer qu'il s'agit la d'un manque de spécificité de ce test.

Si I'on prend comme référence le test Cobas Core® (Roche) qui est 'un des

mellleurs actuellement sur le marché, nous pouvons comparer nos différents
modéles par rapport & Cobas Core®.

- La souche aflagellée N6fIbA- est parfaitement corrélée a Cobas Core®.

- Les 3 sérums négatifs Cobas Core® le sont egalement avec N6flbA-.

10 - Les 15 sérums positifs Cobas Core® le sont aussi avec N6flbA-.

- La souche sauvage N6 montre les mémes performances que la souche
aflagellée.

- HspA manque aussi de sensibilité car 9 sérums positifs Cobas Core® sont
négatifs avec HspA.

Les 3 sérums négatifs Cobas Core® le sont aussi avec HspA.
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Tableau 3
19 serums du CBMS positifs par Ja serologie WHITTAKER (Pylori Stat)
N6fBA- Ne |
C.Core NOG i 60 || GLY | NOG 100
33 289 || 1 494§ 830 | 1
>80 3257 || 1 |l6587f 928 | 1
30 11838 >928 | 1
42 825§ 556 | 4
44 317 § 276 1
>80 10548 >928 | 1
4 03] 1 5
>80 66008 >028 | 1
>80 6582) >928
18
-
15
8
18
>80
38 1
52 1 1 167 § >o28 | 1
>80 943 | >928 | 1
51 1 112000 >g28 | ¢
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Les sérums de |a populafion I

bactériologiques et anatomopathologi

Cette population bien documentée a permis
Sensibilité et de Specificité.

92 sérums ont été sélectionnés et se répartissent en 3 groupes -

~34 . patients dyspeptiques

diagnostic d'ulcére (duodénal ou gastrigue) a 'endos
a I'histologie
presence d’Helicobacter pylori par culture et/oy anapath : un

test rapide a l'urée 3 egalement été réaliseé.
Ce groupe sera noté Hp+/U+

- 27 . patients dyspeptiques

présence d’'Helicobacter pylori

par culture et/oy anapath : un
test

rapide a I'urée a également eté réalisé.
Ce groupe sera noté Hp+/U-

- 31 . patients dyspeptiques ou non

gastro-ducdénum normal a endoscopie et 3 'histologie

absence d’Helicobacter pylori par culture et
rapide a I'urée a également eté réalise.

Ce groupe sera noté Hp-

anapath : un test

ques sont indiquées.

de définir des Critéres de

- HpA : On note toujours un manque de sensibilité iImportant
Comme constaté avec ig Population t
La sensibilité est de 99% pour une specificité de 100,

- N&fIbA-

. On vérifie une sensibilité de 100 pour l'extrait ay

N-
Octyl Glucoside avec une specificité de 90%
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La souche Sduvage est tout 3 fait Comparable 3§ |g

souche aflagellée sur ia population {i.

Aucun des 31 sérums negatifs n'est positif avec la
Souche sauvage
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Tableau 6

. Rerums de population |

Par rapport 3 la presence de Hp '(culturg et/ou anapath)

‘{

.t — -,

30

—

VS=50 | 52.9% (18/34)
B4.7% (22/34)
94.1% (32/34 )

et Ulcére
l; Is HSpA malE
VS=20
Par rapport | S
;:é Hp+ et 1” NOG
YOG ! NEflIbA-
| SOIt: ! o
/ 34Hp+/U+ :’ PBS

(15/34

)

[— — - —_ -

93.6% (29/31) |
| 90.3% (28/31) |
93.6% (2073 1) |
93.6% (29/31)
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Tableau 7 . Sérums de population |
Par rappori & |a presence de Hp (culture

et/ou anapath)

‘vs=1oo 45.9% (28/61) | 1009 (31731) |
| HspAmalE | vS=50 | 599 (36/61) | 100% (31/31) |
l VS=20 | 80.7% (45/61) | 73 5o (25/31)
Par rapport r‘-__-"-_’“‘“ VS=100 || 95 1 % (58/67) | 96.6% (3073 1)
& Hp+ - NOG | vs=8p 95.1% (58/61) | 93 6% (29/31) |
|-34 UD/UG|  NsfibA- VS=60 | 100% (61/61) | 90.3% (28/31) |
27GNU | P_—-‘“ﬂw_ 85.3% (52/61) | 93.6% (20/37) |
fsoit. PBS | vs=80 | 93.4% (57/61) | 93.6% (29/31)
| 61 Hp+ | VS=60 | 96.7% (59/61) | 83 9% (26/31) |
’1’ 31 Hp- |
Pylori Stat 93.4% (57/61) | 90.3% (28/31)
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Tableau 8 Serums de populiation |

Par rapport 3 |a presence de Hp (culture et/oy anapath) et labsence

d Ulcére
| VS=100 | 48.2% (13/27) | 100% (31/31) |
HspAmalE | vS=50 |66.7% (18/27) [ 1009 (31/31) |
| * VS=20 | 85.2% (23/27) | 73 5o (25/31)
Par rapport | (30/31) |
a Hp+ et NOG | vs=80 | 936 (26/27) | 93.6% (29/31)
| GNU soit - NBFIbA- VS=60 | 100% (27/27) || 90 3% (28/31)
27 Hp+/U- ’_"_""""11 VS=100 | 88.9% (24127 [ 93 6% (29/31) }
” PBS VS=80 | 92.6% (25/27) [ 93 69 (29/31)
| | t VS=60 | 96.3% (26/27) | 83.9% (26/31) |
| Séro JLF | VS=0.30
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La place de Ia sérologie
La sérologie est placée a 2 niveayx :

- Sérologie frés sensible : afin de dépister le portage de la bactérie
chez les sujets Jeunes se plaigna

Nt de douleurs epigastriques.

douieurs serg recherchée.
- Sérologie specifigue de risque :
risque de

Il s’agit 1a de mettre en evidence e

Helicobacter pylori c'est & dire un
lymphome gastrigue (lymphome du MALT).

faire une infection grave g

ulcere. un cancer ou un
10

Cette sérologie specifique peut &tre utilisée pour
de la population générale, et ainsi de dépister
lymphomes, liés & Helicobacter pylori
fautes de Symptomes. (Seuls |es suje
consulter un gastro-entérologue}.

faire un screening
les cancers et les
qui ne serajent pas deépistés par

s se plaignant de douleurs vont

La réponse 3 Ia question de sensibilité est bonne.



Tableay 9

34

Moyenne et é cart fype des U A, _dans les 3 aroupes de patients.

{ients
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Correlation entre |'intensité de la Qastrite et le taux en anticorps

La gastrite se définit par 3 paramétres -
- L'atrophie (représentée par le 1er chiffre apres G) ; son intensité est
notée de 1 a 4.
- - Linflammation globale correspond a linfiltration de Polynucléaires
neutrophiles et de Monocytes - (representée par le 2éme chiffre apres le
G). Son intensité est notée de 1 a 3.
- L'activité correspond au nombre de Polynucléaires neutrophiles
(représentée par e 3éme chiffre apres le G) ; son intensité est notée de 0
10 a3. Certaines formes folliculaires sont notées F.
Normalement, on peut observer la corrélation suivante :
L’activité est trés bien corrélée 3 Helicobacter pvlori.
L'inflammation est bien corrélée & Helicobacter pylori.
On a donc calculé en fonction de ces 3 parametres et de leur intensité, |a

moyenne des titres observés dans chaque groupe.

interprétation des résuyltais -

L'utilisation d'un test t permettra de mettre en évidence une différence

significative ou non entre 2 moyennes observées avec un risque de 5%.

20 L'hypothése sur laquelle est fondée e test t est I'égalité des variances,
mise en évidence par un test F (test de Fisher).
Certaines variances n'étant pas egales, on ne pourra donc pas comparer
toutes les moyennes entre elles.
Les comparaisons des moyennes, lorsque cela est possible, ont pu mettre
en evidence des différences significatives ou non dans les differents
groupes,
- Différence significative
Dans le groupe « Inflammation », entre les moyennes des « 2 » et « 3 » de
HspA et de NOG.

30 - Différence non significative :
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Oet?2
10

NOG de i3 Souche aflagelige.

- 8u hiveay de l’inﬂammangn,

les moyennes doublent lorsque I'on
Passe du niveau 1 3 2
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Les sérums pouvant présenter des reactions Croisées
2 types de sérums ont eté utilisés.

20 sérums (10 anti-Legionella + et 10 anti-Chlamydia ) pouvant présenter

avec HspA car ces 3 bactéries possedent des
tres voisines les unes deg autres.

3_serums anti-gamgylobacggr pasitifs, afin de mettre en évidence des

reactions croisées avec la souche flagellge N6, qui disparaitraient avec ia
Souche aflageilée NBfIbA-. Il est trag difficile de se procurer des sérums

des réactions Croisées

10
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Tableau 12 : Sa&r 2 DOUVant présenter de reactions croi 2es

641

B P2 P3
u . P2 P3

P1=512 /P6=1024
-8 |Pi=513
H P4 P5 =84

| + P2=128 /P3=64 {
————— 200 /P3=128 || 1




10

20

30

4]

CONCLUSION
HspA malE

Cette molécule ne peut toujours pas étre utilisée seule car elle manque
aussi de sensibilité, mais elje pourrait étre intéressante si on l'associe a
d'autres molécules.

Elle présente toutefois un risque de réactions Croisées, du fait de |a
conservation importante de ces « Heat shock proteins » entre les
différentes espéces bactériennes

NEfIbA-

Ce variant aflagellé parait trés intéressant |g sensibilité et la spécificits

obtenues avec |a population Il de sérums montre une performance tres
interesssante.
N6

87 sérums, documentés du point de wvue bactériologique et

Un sérum est positif si la culture est positive, ou si 'anapath. et Je test
rapide a I'urée sont positifs.

Un sérum est negatif si les 3 tests (culture, anapath, et test rapide 3 'urée)
sont négatifs,
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On trouve une Sensibilité de 90.3% (28/31) pour une Spécificité de 71 4%
(40/56).

Sur 16 sérums faux positifs avec un premier test, 9 sont positifs soit avec
la sérologie JLF soit avec Je Western Blot JLF . soit avec les deux.

Sur les 3 sérums faux négatifs avec un premier test, les 3 sont negatifs,
soit avec ia serologie JLF, soit avec e Western Biot JLF, et un sérum est
negatif avec les deux systemes.



Tableay 13 -

87 sérums de |a Populatio

de la sguche gflageliée

43

n | testés avec I

extrait ay N-Qctyi Q!ugosidg _
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Tableau 14 87 gér s de la population | lestes avec l'extrait 8y N-Octvl Glucoside

de ia oLtch flagellé

638 |l g 8

841 | 0 | o
0

[ 2

i

0 - - 0

645 8 | 0 Ip_ | - -A’O
647 [ 0
10
0

0 o |
R

N°sérum séroJLF| VS 35 ]| WB JLF M WB Bioptim|| Hp
822 1 1 _ | " + '
1p
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2 pg/mi en Antigéne Hsp A

3 pg/mi en extrait NOG de NfibA et N6
S points de gamme témoin negatif

temoin positif utiliseé & 4
dilutions

Sérums de patients: dilution au 1/100

volume déposé 100!

10 - Incubation - 1 heure a 37°C
- 3 lavages

Conjugué monoclonal (IgG toxo) utilisé ay 1 132000 pour HspA

1764000 pour N6&flbA-

1756000 pour N6
volume déposé 100 pi

- Incubation du conjugué 1 heure 3 37°C
- 4 lavages

20 - Revélation de la réaction enzymatique par

OPD + substrat

30 minutes a 'obscurité
- Arrét de la réaction enzymatique par H,S0,

- Lecture des D.O_ & 492 nm / 620 nm

Conversion desD.O en Unités Arbitraires (UA).
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Population documentée de la population |

55 sérums Hp-
42 sérums Hp+
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PROTOCOLES D'EXTRACTION A PARTIR DE LA SOUCHE
AFFLAGELLEE N6flbA-.

Quantité fournie 800 mg de bactéries recusillies avec du PBS.

centrifugées

3 extractions testées

EXTRACTIONS DE LA SQUCHE AFLAGELLEE

Extraction Glycine

Extraction N-Octy] Extraction PBS

Glucoside
“Récupération | PBS 0.01 M PBSpH 7.4
I Tavage 2 fois dans duPBS | 2 fois dans du PBS | |
” 8.000 rprp! 12 min 7 8.000 rom / 12 min
i Extraction | Tampon Glycine Acide FBS contenant Vortexer pendant 1
C.2M pH 2.2 1% N-Octyl Glucoside min.
“ 15 min. Tp ambiante pH 7.2
agitation douce (Sigma Chemical Co.)
" 100 mg (poids humide) J{ 20 min. Tp ambiante
i pour 2.5 ml ﬁ |
Centrifugation 11.000 g 23500 g 5.000 g
| [ 15 min, 20 min, 10 min.
Neutraiisation ! NaOH 1M | |
” Dialyse PBS pH 7.2 PBS pH 7.2 PBS pH 7.2
24 Ha+4°C 24 H a +4°C ' 24 H a +4°C
P i cut-off 10,000 cut-off 10.000 | cut-off 10.000
Conservation determination de Ia elimination des détermination dé la
| concentration particules insolubles |  concentration
Conservation & -20°C conservation & -20°C | Conservation 3 -
20°C




SDS PAGE DES DIFFERENTS EXTRAITS DE LA SOUCHE

AFLAGELLEE N6 FLBA-

N° Ty‘;.)gc d'échantilion | Concentration Volﬁfﬁé échantillon / | Volume dép;sé
puits | ug/mi Volume 2 Tampon

I _ Etalon PM 5457190 I 10

2 Extrait Glycine 202.9 60/ 60 60

4__| _Extrait N-Octyl Glucoside 874 21/39 | 60

5 :

6 Extrait PBS 1 339.2 60 /20 60

7 _ |

8 Extrait PBS 2 77.9 60/ 20 60

9 .. l

10 Etalon PM 2+ 57190 10

Il Culot Extrait Glycine 2778.7 20/ 20 Jr 20

12 . : .

13 | Culot Extrait Glucoside 972.9 40/ 40 60

14

15| Extrait Glycine sédiment 3093 60720 | &0

16 | .

17 HspA Mal E i 3000 20/ 20 20

8 4

19

20 . _Kaléidoscope . r 20
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REVENDICATIONS

Utilisation pour la détection in vitro d'une infection par H.pylori dans un
échantillon de fluide biologique prélevé chez un patient, d'une souche
bacterienne recombinante d'Helicobacter pylori ayant un phéenotype aflagelle
résultant de la mutation par substitution, addition et/ou délétion de bases ou
d’'un fragment nucléotidique dans la séquence nucléotidique du gene flbA

participant a la régulation de la biosynthése des protéines des flagelles de H.

' pylori, ladite séquence nucléotidique du géne flbA hybridant de fagon

spécifique avec une sonde correspondant & un fragment de nucléotides de
H. pylori amplifié & l'aide des deux oligonucléotides deégénérés répondant
aux séquences suivantes: OLFlba-1:

ATGCCTCGAGGTCGAAAAGCAAGATG et OLFlba-2:
GAAATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC, ou shybridant de fagon
spéCifique avec ces oligonucléotides lorsque I'hybridation est realisée a 42°C
en présence de 50% Formamide dans un tampon 2XSCC contenant 0,1%
SDS et les lavages réalisés avec 2XSSC plus 0,1% SDS a 68°C, et ladite
mutation étant telle que, soit le géne flbA n'est plus exprimé dans ladite

souche bactérienne recombinante, soit le géne flboA ne permet pas la

synthése des flagelles de H. pylori.

Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle la souche bactérienne
recombinante est caractérisée en ce que le phénotype aflagellé résuite de ia
mutation dans la séquence nucléotidique du géne fibA dont la sequence non

mutée répond a I'enchainement nucléotidique ou code pour la proteine

répondant & la séquence aminée représentée a la Figure 2.

Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, dans laquelle la
souche bactérienne recombinante est caractérisée en ce qu'elle est en outre

dépourvue de la protéine du crochet de H. pylori.
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4. Souche bactérienne recombinante, caractérisée en ce qu'elle est obtenue
par mutation, par substitution, addition et/ou délétion de bases ou d'un

fragment nucléotidique dans la séquence nucléotidique du gene {lbA

participant a la régulation de la biosynthése des protéines des flagelles de H.

pylori, ladite séquence hybridant de fagon spécifique avec une sonde

correspondant a un fragment de nucléotides de H. pylori amplifieé a l'aide des

deux oligonucléotides dégeneres suivants: OLFlba-1:

ATGCCTCGAGGTCGAAAAGCAAGATG et OLFlba-2:

GAAATCTTCATACTGGCAGCTCCAGTC, ou s'hybridant de fagon
10 spécifique avec ces oligonucléotides lorsque I'hybridation est réalisee a 42°C

en présence de 50% Formamide dans un tampon 2XSCC contenant 0,1%
SDS et les lavages réalisés avec 2XSSC plus 0,1% SDS a 68°C, et ladite
mutation étant telle que, soit le géne fIbA n'est plus exprime dans ladite
souche bactérienne recombinante, soit le géne flbA ne permet pas la
synthése des flagelles de H. pylori, ladite mutation étant effectuee dans la
souche N6 déposée a la NCIMB le 26 juin 1992 sous le numéero NCIMB

40512.
5. Souche bactérienne recombinante selon la revendication 4, caractérisee en
ce qu'il s'agit de la souche NGfIbA -, déposée a la NCIMB le 30 juin 1995
20 sous le numéro NCIMB 40747 .
0. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 3, dans laquelle la souche

bactérienne est caractérisée en ce qu'elle est en outre mutée de fagon a

produire une uréase atténuée, voire a ne plus produire d'urease.

/. Utilisation selon la revendication 6, caractérisée en ce que la mutation
conduisant a une uréase atténuée, voire a ne plus produire d'urease

consiste en une mutation de la séquence nucléotidique d'un ou plusieurs
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génes choisis parmi les génes ureA, ureB, ureC, ureD, ureE, urefF, ureG,

Ay |  GeEESeccsssssssss ' aressMEsssversaumn T eessemmmmSeetSesmny T cssssvevepmmmmtiemverem T ettty T Cmmmm—————8

ureH et urel.

Souche bactérienne recombinante selon la revendication 4 ou 95,
caractérisée en ce qu'elle est en outre mutée de fagon a produire une urease

atténuée, voire a ne plus produire d'urease.

Souche bactérienne selon la revendication 8, caractérisée en ce que la
mutation conduisant a une uréase atténuée, voire a ne plus produire
d’'uréase, consiste en une mutation de la sequence nucleotidique d'un ou
plusieurs génes choisis parmi les génes ureA, ureB, ureC, ureD, urek, uref,

averSihalssssrerwres ¥ GNPt ¥ gepeelessssssssgesssitly ¥ 00 oesssliSeewesssstSdlh f 0 SeeaeESEpT——————eaa——y ¢ eleey——————

ure(, ureH et urel.

Utilisation pour la détection in vitro d'une infection par H.pylorli dans un
échantillon de fluide biologique prélevé chez un patient, d'un extrait

bactérien caractérisé en ce qu’il s’agit d’'un extrait de souches bactéeriennes

~ définies dans 'une quelconque des revendications 1 a 3 et 6 a 7 ou telles

que définies dans l'une quelconque des revendications 4, 5, 8 et 9.

Utilisation selon la revendication 10 d'un extrait bactérien, ledit extrait étantl

caractérisé en ce qu'il est obtenu aprés une extraction au N-OctylGlucoside.

Utilisation selon la revendication 10 d'un extrait bactérien, ledit extrait étant

caractérisé en ce qu'il est obtenu aprés une extraction au PBS ou a la

glycine.

Extrait bactérien caractérisé en ce qu'il s'agit d'un extrait de souches

bactériennes selon la revendication 4 ou 5.

Extrait bactérien selon la revendication 13, caractérisé en ce qu'il est obtenu

aprés une extraction au N-OctylGlucoside.
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Extrait bactérien selon la revendication 13, caractérisé en ce qu'il est obtenu

apres une extraction au PBS ou a la glycine.

Procédé de detection in vitro d'une infection par H. pylori dans un échantilion

de fluide biologique préleve chez un patient, comprenant les etapes de:

- mise en contact de l'échantillon testé avec une souche bacterienne
définie dans l'une quelconque des revendications 1 a 9, ou avec un
extrait bactérien défini dans 'une quelconque des revendications 10 a
19,

. détection d’'une réaction immunologique entre ladite souche bactérienne
ou ledit extrait bactérien et des anticorps dirigés contre H. pylori,

présents dans I'échantilion teste.

Procédé selon la revendication 16, caractérisé en ce que l'échantillon de

fluide biologique est un échantillon de serum.

Utilisation pour l'obtention d’anticorps contre H. pylori, d'une souche
bactérienne définie dans I'une quelconque des revendications 1 a 9, ou d'un

extrait bactérien défini dans f'une quelconque des revendications 10 a 19.

Utilisation selon la revendication 18 pour la préparation d'une composition

vaccinante pour |'obtention d'anticorps protecteurs contre une infection par

H. pylori.

Sérum polyclonal dirigé contre une souche de H. pylori selon Ia

revendication 4 ou 5.

Utilisation pour la détection in_vitro d’'une infection par H. pylori dans un
échantillon biologique, d'une composition comprenant a titre de principe actif

un sérum polyclonal obtenu contre une souche de H. pylori de phenotype
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aflagellé définie dans l'une quelconque des revendications 1 a 7 et un

excipient.

Coffret de diagnostic pour détecter la présence d’anticorps chez des patients
infectés par H. pylori comprenant une souche bactérienne définie dans l'une
des revendications 1 a 7 ou un extrait bactérien defint dans I'une quelconque
des revendications 10 a 12, et des réactifs necessaires pour mettre en

évidence une réaction de type antigene/anticorps.
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