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Résumé

Contexte : Helicobacter pylori (H. pylori) est selon ’OMS un agent pathogéne a priorité élevée pour la
recherche et le développement de nouveaux antibiotiques. Plusieurs facteurs de virulences présumés tels
que vacA, cagA et babA ont été identifiés comme contribuant au risque et a la gravité des maladies liées a
H. pylori. L’objectif de notre étude était de déterminer les liens entre les signes cliniques associés a une
infection & H. pylori, les traitements utilisés et les génes vacAl (sous types), vacA2, babA2 et cagA.

Meéthodologie : 250 prélevements de selles ont été collectés dans deux laboratoires de la ville de
Ouagadougou, Burkina Faso, de Novembre 2020 a Janvier 2021. Les ADN bactériens ont été extraits et les
facteurs de virulences de H. pylori ont été caractérisés par PCR.

Résultats : Le géne VacAil semblerait étre 1ié a la présence des signes cliniques de ’infection a H. pylori
avec p=0,05. Les sous-types des facteurs de virulences vacAs1, babA2 et cagA sembleraient liés a un échec
des traitements d’éradications avec respectivement p=0,034 ; 0,027 et 0,025.

Conclusion : Les résultats suggérent une association entre la présence du facteur de virulence vacAil et
I’apparition des signes cliniques de ’infection par H. pylori.
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Molecular Characterization of Helicobacter pylori Virulence Factors: Clinical Signs
and Treatments Associated with Helicobacter pylori infection

Abstract

Background: According to the WHO, Helicobacter pylori (H. pylori) is a high-priority pathogen for
research and development of new antibiotics. Several putative virulence factors, such as vacA, cagA, and
babA, have been identified as contributing to the risk and severity of H. pylori-related diseases. The aim of
our study was to determine possible relationships between clinical signs associated with H. pylori infection,
treatments used, and the vacAl (subtypes), vacA2, babA2, and cagA genes.

Methodology: Two hundred and fifty (250) stool samples were collected at the two HOSCO-and-CERBA
laboratory sites in Ouagadougou, Burkina Faso, from November 2020 to January 2021. A questionnaire
form was completed for each sample. Bacterial DNA was extracted, and H. pylori virulence factors were
characterized by PCR.

Results: The vacAil gene appeared to be linked to the presence of clinical signs of H. pylori infection, with
p=0.05. The vacAsl, babA2, and cagA virulence factor subtypes appeared to be linked to the failure of
eradication treatments with p=0.034; 0.027, and 0.025 respectively.

Conclusion: This study is one of the first of its kind in sub-Saharan Africa, particularly in Burkina Faso.
The results suggest an association between the presence of the vacAil virulence factor and the onset of
clinical signs of infection by H. pylori. This could lead to further studies to better understand this
association.
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Introduction

Helicobacter pylori (H. pylori) a un réle bien établi dans différentes affections
gastroduodénales : gastrite, maladie ulcéreuse gastroduodénale, adénocarcinome
gastrique, lymphome MALT « Mucosal Associated Lymphoide Tissue »(1). L’infection
a également été liée a d’autres maladies telles que [I’anémie ferriprive, la
thrombocytopénie immunitaire, les maladies cardiovasculaires, les maladies
hépatobiliaires, le diabéte sucré, les allergies et I’asthme (2). La symptomatologie varie
d’une pathologie a une autre. La présentation clinique diversifiée de I’infection par H.
pylori est le résultat de I’interaction entre la virulence bactérienne, la génétique de I’hote
et les facteurs sociodémographiques et environnementaux (3). Dans une étude précédente,
nous avons trouvés une forte association entre les facteurs de virulence de H. pylori et les
comportements hygieno-dietetiques (4).

Les genes cagA (cytotoxin associated genes A), vacA (Vacuolating cytotoxin A) et
I’adhésine de liaison a 1’antigéne du groupe sanguin (babA2) ont été associés a la
pathogénicité de la bactérie et a la gravité de I’infection par H. pylori (5). Le géne VacA
est composé de trois (3) régions principales : la région «signal » (S1 et S2), la région
« intermédiaire » (11 et 12) et la région « médiane »(m1 et m2) (5).
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L’infection a H. pylori est trés souvent asymptomatique. Elle se fait généralement des
I’enfance et s’accompagne dans la grande majorité des cas de gastrite chronique qui peut
évoluer sans autres complications. Différents symptomes sont possibles : douleurs
épigastriques, crampes ou brilures, vomissements, diarrhées, ballonnements, éructations,
constipations, fiévres, nausées, remontés gastriques, un syndrome ulcéreux avec les
manifestations liées aux complications telles qu’une anorexie, une anémie ou une
hémorragie digestive.

L’¢éradication de la bactérie constitue la base du traitement antiulcéreux. Elle favorise la
cicatrisation, prévient la récidive et les complications. H. pylori possede une capacité a
acquérir des résistances essentiellement par mutation. La transmission de la résistance est
verticale et les taux de résistance augmentent progressivement du fait de la pression de
sélection. Tous les antibiotiques sont concernés (6-8). L’amélioration de I’antibiothérapie
et des conditions socioéconomiques dans le monde a permis d’avoir une réduction du
nombre de personnes infectées par H. pylori. La lutte contre I’infection a H. pylori, se fait
avec les thérapies a base des combinaisons d’anti-sécrétoires comme les inhibiteurs de la
pompe a protons (IPP) et d’au moins deux antibiotiques. Les antibiotiques couramment
utilisés en 1% intention sont : amoxicilline, métronidazole et clarithromycine. En cas
d’échec du traitement de premiére intention, il faut recourir a des traitements de deuxieme
intention, puis de troisieme (9). En effet, le succes des protocoles de traitement diminue
en raison de I’augmentation de la résistance aux antibiotiques. Malgré plusieurs études
sur I’infection @ H. pylori, aucun traitement efficace n’a encore été développé pour faire
face a la résistance aux antibiotiques (7, 10, 11).

Compte tenu de ces constats, nous nous sommes fixés pour objectif de déterminer les
relations possibles entre les signes cliniques associés a une infection a H. pylori, les
traitements d’éradications et les genes vacAsl, vacAs2, vacAm1, vacAml, vacl, vacAz2,
Babal et cagA. Ceci pour discuter de la responsabilité de ces génes dans la virulence de
cette bactérie.

Methodologie

Echantillonnage

La population d’étude était constituée de patients recus aux laboratoires de 1’Hopital Saint
Camille (HOSCO) et du Centre de Recherche Biomoléculaire (CERBA) de la ville de
Ouagadougou au Burkina Faso. L’échantillonnage faite de facon systématique, a
concerné tous les patients consentants qui se présentaient avec des examens de selles,
quel gue soit la nature de I’examen. Au total 250 prélévements de selles ont été collectés
sur les deux sites, de Novembre 2020 a Janvier 2021. Pour chaque patient une fiche de
collecte a été renseignée. Dans cette fiche figurait les renseignements sur la survenue de
symptdmes et la prise de traitements d’éradications. Nous n’avons pas tenu compte des
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protocoles appliqués mais il s’agissait tous des traitements de 1°¢ ligne. Les signes
cliniques étudiés etaient ceux de reflux gastro-cesophagiens (RGO), de dyspepsies,
d’anémie ferriprive, de maladie ulcéreuse gastro-duodénale, de gastro-duodénopathies
et/ou de cancer gastrique.

Les selles ont été stocké a -80 °C avant analyses.
Extraction de ’ADN

Le kit QlAamp ® DNA Stool a été utilisé pour I’extraction de I’ADN bactérien dans les
selles, extraction réalisée en suivant les instructions du fabricant (Qiagen, Allemagne).

L’amplification des génes a été effectuée par PCR classique multiplexe.

Apreés reconstitution des amorces de I’ARN16s, vacAs1, vacAs2, vacAml, , vacl, vacAz2,
Babal et cagA, celles-ci ont été diluées au 1/10 dans un volume final de 200uL. Le Master
Mix 5X FIREPol® Solis Biodyne (contenant de I’ADN polymérase, du tampon de
réaction, 12,5mM de MgCl. puis 1mM de dNTP) a également été dilué pour avoir une
concentration de 1,5X dans un volume final de 1000p.L.

L’amplification a été réalisée dans un thermocycleur classique (GeneAmp* PCR System
9700) sur une plaque de 96 puits avec dans chaque puit 25uL de mélange réactionnel. Ce
mélange comprenait 12puL du Master Mix (1,5X), 2uL d’amorces 100uM (0,5uL des
amorces sens et anti-sens de chaque couple d’amorces associées en multiplexe (Tableau
1)), 6pL de H20 stérile et SuL d’ADN bactérien (82,01 ng/mL). Les conditions PCR
appliquées ont été décrite dans une publication précédente (4)

Collecte et Analyses des données

Les données ont été recueillies sur un formulaire papier et saisies sur Excel version 2016
et analysées a 1’aide du logiciel SPSS version 21. Un tableau statistique 2X2 et un test
de chi carre ont été effectués afin de déterminer les liens entre les facteurs de virulence et
les signes cliniques et traitements. La différence était statistiquement significative si la
valeur de p<0,05 (p-value).

Considérations éthiques

Cette étude a obtenu I’approbation du Comité d’Ethique pour la Recherche en Santé du
Burkina Faso (Délibération n°® 2020-12-274). Tous les participants ou tuteurs de
participants mineurs ont donné leur consentement (et assentiment) libre et éclairé. La
confidentialité¢ et ’anonymat des informations ont été respectés. Les résultats ont été
transmis au médecin traitant.
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Résultats

Le gene de virulence cagA était présent chez 20,19 % des individus, babA2 et vacA ont
été détectés respectivement chez 9,65 % et 67,54 % de la population positive pour H.
pylori. Parmi les sous-types de vacA, vacAsl était le plus fréquent, avec 39,04 %, suivi
de vacAil (19,74 %), vacAi2 (17,54 %) et vacAs2 avec 10,96 %. Les genes vacAm1l et
vacAm2 sont moins fréquents (6,14 % chacun).

Lien entre les facteurs de virulence et les signes cliniques de I’infection a H. pylori

Le tableau I ci-dessous représente la corrélation entre les signes cliniques d’une infection
a H. pylori et les différents genes de virulences. Le gene VacAil semblait lie a I’apparition
des signes cliniques de I’infection a H. pylori avec une valeur de p proche de 0.05.

T ableau I: Liens entre signes cliniques et facteurs de virulences de H. pylori

Signes cliniques

Geénes de virulence

Asymptomatiques Symptomatiques  Total
N (%) N (%) N (%) p-value

Absent 47 (18,8) 114 (45,6) 161 (64,4)

vacAsl Présence 19 (7,6) 70 (28) 89 (35,6)
Total 66 (26,4) 184 (73,6) 250 (100) 0,178
Absence 59 (23,6) 166 (66,4) 225 (90)

vacAs2  Présence 7(2,8) 18 (7,2) 25 (10)
Total 66 (26,4) 184 (73,6) 250 (100) 0,848
Absence 62 (24,8) 174 (69,6) 236 (94,4)

vacAm1l Présence 4(1,6) 10 (4) 14 (5,6)
Total 66 (26,4) 184 (73,6) 250 (100) 0,850
Absence 61 (24,4) 175 (70) 236 (94,4)

vacAm2 Présence 5(2) 9 (3,6) 14 (5,6)
Total 66 (26,4) 184 (73,6) 250 (100) 0,416
Absence 49 (19,6) 156 (62,4) 205 (82)

vacAil  Présence 17 (6,8) 28 (11,2) 45 (18)
Total 66 (26,4) 184 (73,6) 250 (100) 0,056
Absence 54 (21,6) 156 (62,4) 210 (84)

vacAi2  Présence 12 (4,8) 28 (11,2) 40 (16)
Total 66 (26,4) 184 (73,6) 250 (100) 0,573
Absence 60 (24) 168 (67,2) 228 (91,2)

babA2  Présence 6 (2,4) 16 (6,4) 22 (8,8)
Total 66 (26,4) 184 (73,6) 250 (100) 0,923
Absence 57 (22,8) 147 (58,8) 204 (81,6)

cagA Présence 9 (3,6) 37 (14,8) 46 (18,4)
Total 66 (26,4) 184 (73,6) 250 (100) 0,244
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Correélation entre la présence des genes de virulence de Helicobacter pylori et la mise
sous traitement d’éradication

La corrélation entre les génes de virulences de Helicobacter pylori et la mise sous
traitement de premiéere ligne est présentée dans le tableau Il. La présence des sous-types
vacAsl, babA2 et cagA sont liés au traitement avec respectivemen p=0,034 ; 0,027 et
0,025.

Tableau Il : Corrélation entre traitement et génes de virulences de H. pylori

Traitement
Geénes de virulence -
Non Oui Total p-value
N (%) N (%) N (%)
Absence 137 (54,8) 24 (9,6) 161 (64,4)
Présence 66 (26,4) 23 (9,2) 89 (35,6)
vacAsl 0,034
Total 203 (81,2) 47 (18,8) 250 (100)
Absence 185 (74) 40 (16) 225 (90)
Présence 18 (7,2) 7(2,8) 25 (10)
vacAs2 0,215
Total 203 (81,2) 47 (18,8) 250 (100)
Absence 191 (76,4) 45 (18) 236 (94,4)
Présence 12 (4,8) 2(0,8) 14 (5,6)
vacAml 0,656
Total 203 (81,2) 47 (18,8) 250 (100)
Absence 192 (76,8) 44 (17,6) 236 (94,4)
Présence 11 (4,4) 3(1,2) 14 (5,6)
vacAm2 0,796
Total 203 (81,2) 47 (18,8) 250 (100)
Absence 165 (66) 40 (16) 205 (82)
Présence 38 (15,2 7(2,8 45 (18
vacAil (152) (2.8) (18) 0,538
Total 203 (81,2) 47 (18,8) 250 (100)
Absence 169 (67,6) 41 (16,4) 210 (84)
. Présence 34 (13,6) 6 (2,4) 40 (16)
vacAi2 0,502
Total 203 (81,2) 47 (18,8) 250 (100)
Absence 189 (75,6) 39 (15,6) 228 (91,2)
Présence 14 (5,6) 8(3,2) 22 (8,8)
babA2 0,027
Total 203 (81,2) 47 (18,8) 250 (100)
Absence 171 (68,4) 33(13,2) 204 (81,6)
A Présence 32 (12,8) 14 (5,6) 46 (18,4) 0,025
cag
Total 203 (81,2) 47 (18,8) 250 (100)
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Discussion

Cette étude fait partit des premieres en a la matiere en Afrique sub-Saharienne et
particulierement au Burkina Faso. Dans notre étude nous avions trouve qu’il semble avoir
une association entre la présence du facteur de virulence vacAil et I’apparition des signes
cliniques de I’infection par H. pylori. Ceci pourrait susciter d’autres études pour mieux
comprendre cette association.

Nos résultats nous ont permis également de savoir que les sous-types vacAsl, cagA et
babA2 sont significativement liés aux traitements utilisés au moment de 1’étude. Ces
résultats montrent que ces trois (03) facteurs sont les plus fréquemment trouvé dans les
cas d’échecs de traitement de H. pylori dans notre population d’étude. Les différents
protocoles de traitement n’ont pas été pris en compte dans cette étude mais il s’agissait
bien des traitements de 1 ligne. Aussi il a été rapporté que les patients ne reviennent pas
systématiquement pour le contréle dans les 3 mois aprés le traitement pour s’assurer de
I’élimination efficace du germe. Ces genes seraient-ils liés a des résistances aux
antibiotiques utilisés en 1°°¢ intention? Ceci rappelle encore la nécessité de
I’antibiogramme et des PCR multiplexes pour étudier la résistance bactérienne dans notre
contexte (12) et d’un suivi efficace du traitement.

Conclusion

Cette étude est I’'une des premiéres au Burkina Faso a mettre en lumiére le lien entre des
facteurs de virulences et les signes cliniques de I’infection ainsi que les traitements
d’éradication de Helicobacter pylori.
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