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Clostridium difficile : quelques rappels

- Bactérie connue depuis 1935,
+ Pouvoir pathogéne attribué : fin années 70
= Colite pseudo-membraneuse (CPM)

* Responsable de :
> 95% des CPM
20-25% diarrhées simples post-antibiotiques
10 % diarrhées nosocomiales
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CPM (7-9% des infections)

1 a 50% (formes compliquées) décés

Infections extra-intestinales exceptionnelles

(arthrite, ostéomyélite, abces abdominal, bactériémie)

Importance des infections a C. difficile (ICD)

o Etats-Unis 25

— €.

= 172 000 ICD/an
= Mortalité : 9%

453 000 ICD/an!

= 29 500 déces : ’
= [°r agent responsable d’IAS " 8 (;agegl t responsable d’IAS
(12.5%)2 (5.4.%)

= Menace urgente (CDC)

Lessa , NEJM 2015, 372, 825; 2 Magill SS, NEJM 2014; 370, 1198-208:

http://www .ecdc .europa.eu/en/publications/publications/healthcare-associated-infe robial -pps.pdf

Diapo F. BARBUT
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Forme végétative
Bacille a Gram positif \ / é s
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- =~ &_| * Récidives :

. forme de — 7 20% apres un premier épisode

F Aot t # < p p p ..
resistance 40-50% apres une premiére récidive

50% des récidives sont des réinfections

i

* Facteurs de virulence : Production de toxines :

A Entérotoxine ﬁg:;?gue +/- toxine
B Cytotoxine  sur la mlqueuse binaire

\Souches non toxinogénes non pathogénes \

- Souches toxinogenes le plus souvent pathogénes

Portage asymptomatique :

5-70 % nourissons < 2ans
2 ans - Adulte : < 3 %

31/01/18



Physiopathologie Antibiothérapie

!

Effet de barriere rompu
1 Exogéne

Contamination par C. difficile ,/”€ontamination
oro-fécale €
1 environnement

. . ou manuportée
Production toxines

Absence réponse immunitaire

!

Altération de la muqueuse

SN

CPM + formes compliquées  Diarrhée

Importance de la réponse immunitaire

Serum IgM anti
toxin A (ELISA units)

Nontoxin
Toxin A Toxin B antigens
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Days after onset of C difficile diarrhoea
Ig G anti-toxine A sérique plus élevées IgM et IgG anti-toxine A plus importantes
chez asymptomatiques vs diarrhéiques chez chez patients avec un seul épisode

D’apres F. Barbut. Kyne L. et al., NEJM 2000, 342, 390-7. Kyne L. et al., Lancet 2001, 357, 189-93
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Facteurs de risque d'ICD

* Facteurs individuels :

Fréquemment

associés

Ampicilline
Amoxicilline
Céphalosporines
Clindamycine
Fluoroquinolones

Age > 65 ans
Co-morbidités maladies rénales, cancer, immunodépression
Récente hospitalisation exposition a des spores
Prescription antibiotique (durée +++)

Occasionellement
associés

Sulfonamides
Macrolides
Triméthoprime

Peu inducteurs

Aminosides
Métronidazole
Vancomycine
Tétracycline
Chloramphénicol

Facteurs de risque d'ICD (2)

+ En milieu hospitalier : pathogene nosocomial important

forme sporulées = forme de résistance
Promiscuité des patients

Fréquence des soins

de la dissémination

Tres forte contamination de |'environnement

Persistance dans |'environnement

Pression de sélection antibiotique

Retard a la mise en place de mesures de prévention
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Actualités diagnostiques
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Ag Tox

Quand ?
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Commemnt ?

Recommandations actuelles

* Quand conduire le diagnostic bactériologique d'une ICD

Systématiquement devant :

- diarrhée nosocomiale (> 72h) méme sans prescription
- diarrhée post-ATB

- toute diarrhée sans autre étiologie

+ Comment conduire le diagnostic bactériologique d'1 ICD :

Echantillons %’ _
- Uniquement selles diarrhéiques '
= prenant la forme du pot

- Eviter écouvillons rectaux et

biopsies (- sensible pour les toxines)
- Conservation a 4°C

Crobach MJT et al. Clin Microbiol Infect 2009; 15: 1053-66
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Diagnostic bactériologique : les moyens actuels

Figure 3. Les différentes méthodes de diagnostic,

leurs ages et leurs i t VPN : valeur Antigine
prédictive négative. dépisté Avantages

Long (2 48 h)

Isolement Trés sensible Déok S
Culture toxigénigue et détermination (méthode de référence) pistage possible
du pouvoir toxinogéne Antibiogramme typage de porteurs *k

de lasouche asymptomatiques

Recherche
de C. difficile

GDH ; N 03
Trés sensible Long (> 24 "')
Toxine B Méthode Nonstandardisée [N
de référence Infrastructure adaptée
Mise en évidence Tests : Rapides Sensibilité ~ 80 % *
des toxines immunoenzymatiques : ot Simples Coliteux
Dépist: ibl
Biologie moléculaire Rapide épd!:go:t;;zsr:l 2
(PCR en temps réel) Sensible asymptomatiques

Coliteux

* Méthodes de référence * Méthodes utilisées jusqu’alors au CHRU

Eckert C & Barbut F. Infections a Clostridium difficile. Médecine/Sciences 2010 ; 26 : 153-8.

Recherche de C. difficile

Culture toxigénique

C. difficile

Détection de la GDH

6DH = glutamate déshydrogénase N

enzyme spécifique de C. difficile
> mise en évidence de la bactérie
dans les selles -~

14
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MEE des toxines libres dans selles

Trousses recherchant toxines A + B

A+ B> A seule (ne sont plus recommandées)

Souches A- / B+ pathogenes (1 a 10% selon les pays) s

Tests de détection des toxines A/B et de la GDH

C

Ag Tox

C. DIFF COMPLETE |
C. difficil ; X : Ab
* l.fﬁCI e Ag |: Tox Ag IEI Tox Ag : Tox senc-e .
non toxinogene oo | o || o de C. difficile
C. difficile

toxinogene

< 30 minutes
Ex : TechLab® C.diff Quik Chek Complete™
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MEE des genes codant les toxines

Tests de biologie moléculaire
- Amplification génique / PCR en temps réel :

Trousses commercialisées:

Mix PCR pour PCR-TR (fournisseurs multiples)
Xpert® C. difficile (Cepheid)

VIDAS® CDAB (bioMérieux)

PCR GeneOhm Cdiff A&B (BD)

- Amplification isothermique :

LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification)
Test illumigene™ (Meridian) (zone conservée 5' géne

tcdA codant toxine A présente chez souches A-/B+)
17

Possibilité de Biologie délocalisée




Aucune méthode isolément ne répond a toutes les attentes
sensibilité, spécificité, VPN, VPP, rapidité, colt

Stratégies de détection non équivalentes

e optimales : avec détection toxines libres dans les selles (EIA)
significativement associée a évolution défavorable

Planche et al. Lancet Infect Dis. 2013. Polage et al., JAMA Inter Med 2015
e suboptimales / incompletes

Test de dépistage Test de confirmation
St/rate‘gle optlm:ale ) Méthode moléculaire Détection des toxines (IEA)
Détection des toxines libres ET d’une souche ——
toxinogéne ou des génes codant les toxines X X . .
(stratégie sensible et spécifique) GDH et détection des toxines (IEA) Méthode moléculaire ou culture toxigénique
Stratégie suboptimale GDH Méthode moléculaire ou culture toxigénique

Détection d'une souche toxinogéne ou des génes

codant les toxines (stratégie sensible mais moins ) o

spécifique qu‘une stratégie optimale) Méthode moléculaire Aucun
Stratégie incompléte Autres algorithmes

IEA : test immunoenzymatique.

Recommandations ESCMID : 2009 - actualisées en 2016

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases:
update of the diagnostic guidance document for Clostridium
difficile infection

M.J.T. Crobach ', T. Planche “, C. Eckert °, F. Barbut °, E.M. Terveer ', 0.M. Dekkers %,
M.H. Wilcox , E.J. Kuijper "~

Qinical Microbiology and Infection 22 (2016) S63-581

Algorithme - plusieurs étapes

> 1 meéthode sensible de dépistage
> 1 méthode de confirmation plus spécifique

20
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Test de dépistage sensible GDH-toxine A/B
NAAT (ou GDH EIA)

Refaire c c c
le test Ag I Tox Ag || Tox Ag & | Tox
Test Absence
spécifique d’'IcD
Toxines A/B
NAAT ICD Absence
o 0 d'ICD
ICD
Evaluation clinique Absence
Une ICD ou un portage de d’'ICD
souche tox. est possible
Evaluation clinique

Une ICD ou un

portage de souche == NAAT ou TC

tox. est possible (si le test de dépistage est la GDH)

Crobach M., etal., CMI 2016.
d’apreés diapo F. Barbut

> actuellement au CHU de Nimes

GDH - toxinesA/B libres | mmmmp| Résultat négatif

VPN élevée
+ l 1

Biologie moléculaire = Résultat définitif
(génes codant toxines) JO

22
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Quelques exemples de résultats ]

< H U
###xidsss RECHERCHES SPECIFIQUES ###s#ssws
]
Recherche de Clostridium difficile et des toxines A/B dans les selles -
Ag a Tox
Recherche de C.difficile (protéine GDH): POSITIVE
Recherche des toxines A et/ou B: Négative
Conclusion}w
Votre conclusion : ? .
2 |
Quelques exemples de résultats
< H U
###xissss RECHERCHES SPECIFIQUES ###s#ssws
]
Recherche de Clostridium difficile et des toxines A/B dans les selles -
Ag + | Tox
Recherche de C.difficile (protéine GDH): POSITIVE
Recherche des toxines A et/ou B: Négative
COnclusion}‘P - Présence d'antigéne de Clostridium difficile.

Rechexche négative pour les toxines A/B.

un test de biologie moléculaire.

okt BIOLOGIE MOLECULAIRE o
Recherche de souche toxinogéne de Clostridium difficile par PCR

Recherche :
producteur de toxine B.

Vérification de la présence ou non de toxine par

Positive, Présence de Clostridium difficile

24
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Recherche de Clostridium difficile et des toxines A/B dans les selles

Recherche de C.difficile (protéine GDH): Négative ol - Yrox
Recherche des toxines A et/ou B: Négative "

I graphie sur

Conclusion: Recherche Négative. Absence de Clostridium

difficile.

Recherche de Clostridium difficile et des toxines A/B dans les selles

Cc

Recherche de C.difficile {protéine GDH): POSITIVE Ag || Tox
Recherche des toxines A et/ou B: POSITIVE -

b

ie sur

COnclusu)n

aph

toxinogéne de C. difficile.

Recherche Positive. Présence d;une souche

25
A ne pas faire par la suite +++ :
- répéter les coprocultures
- contrdle microbiologique de I'efficacité du traitement
Persistance du portage de toxine et de souche
au cours et au décours du traitement
. 100
o
28 @
"Q' o 60
a0
6% . I I
2G 20
3 o H - |
Prior to Day 3 of Resolution Endof 1-2weeks 3-4 weeks 5 6 weeks
treament treatment of diarrheoa treatment after after after
treatment treatment treatment
26

(Sethi et al. ICHE 2010)
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®c.mm,,k Prévalence des infections a Clostridium <
difficile chez les patients hospitalisés avec
une diarrhée : résultats d'une étude
francaise prospective multicentrique™
Frédéric Barbut "%, Laetitia Ramé ', Amandine Petit >, Laina Suzon??, Alix de Chevigny ',
Catherine Eckert > pour le réseau francais EUCLID®
Regu le 1% avril 2014 1. Assistance Publique-Hopitaux de Paris, hopital Saint-Antoine, unité dhygiéne et
2 septembre 2014 de lutte contre les infections nosocomiales, 75012 Paris, France
e sur internet le 2. Laboratoire dostridium difficile assocé au CNR des bactéries anaérobies et du
f 2015 botulisme, 75012 Paris, France
3. Groupe de recherche dinique n® 2 EPIDIFF, université Pierre-et-Marie-Curie, site
Sant-Antoine, 75012 Paris, Fance
Objectifs :
« déterminer l'incidence et la prévalence des ICD
- évaluer |'ampleur du sous-diagnostic en France 27
Prévalence des infections a Clostridium
difficile chez les patients hospitalisés avec
une diarrhée : résultats d'une étude
francaise prospective multicentrique™
Presse Med. 2015; 44: e75-e83
70 ES
Envoi CNR :
TOUTES selles
diarrhéiques
Indépendamment de
la prescription
de la recherche de CD

2 journées (2012-13)

{ 28

31/01/18
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Incidence positivement corrélée a la densité de prescription
(nb de tests réalisés pour 10 000 patients-jours)

R7=0.6313

Incidence moyenne
’ =3,6£2,9
pour 10 000 patients-jours

Incidence des ICD pour 10 000 patient-jours
(==
ol

0 T T T ‘
0 20 40 60 80 100 120 140

Densité de prescription pour 10 000 patient

= Incidence en & / 2009 : 2,3 cas pour 10 000 JH
< aux autres pays Européens

29

Résultats principaux de |'étude

* Prévalence :

1 patient diarrhéique hospitalisé sur 10 environ a une
ICD (prévalence de souches toxinogénes : 9,7 %)

* Sous-estimation majeure : 55,6% ICD non diagnostiquées

2540%
44,40% _ ¥ Non diagnostic par manque de
sensibilité méthodologique

¥ Non diagnostic par défaut de
suspicion clinique
ICD diagnostiquée

30

31/01/18
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Underdiagnosis of Clostridium difficile across Europe: the
European, multicentre, prospective, biannual, point-
prevalence study of Clostridium difficile infection in
hospitalised patients with diarrhoea (EUCLID)

Davies et al. Lancet Infect Dis. 2014. 14:1208-19

« Méme étude: 20 pays, 482 hdpitaux

- Utilisation de méthodes non optimales : 3/5 des ES
68% en 2011-12 N 52% en 2012-13

* Sous-estimation majeure :
74 ICD non diagnostiquées par les ES /

«Absence of clinical suspicion and suboptimum laboratory diagnostic
methods mean that an estimated 40 000 inpatients with CDI are
potentially undiagnosed every year in 482 European hospitals ».

31

Epidémiologie

Evolution des infections a C. difficile

Reports of Clostridium difficile isolated from faecal specimens
under the voluntary reporting scheme:
England, Wales, and Northern Ireland 1990-2004

50000 4
45000
40000
35000
30000
25000
20000

15000

10000

5000-4|—|—H——
(I — i 1 .

1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004
Year

Number of reports

T T T T T 11

X 6 en 10 ans

32
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Taux d'infections a C. difficile selon I'age

Age-specific rates of Clostridium difficile reports from faecal
specimens received under the voluntary reporting scheme:
England, Wales, and Northern Ireland, 2004

800 - >80°/°

700 A —

600 Omale ofemale

500 A
400 A
300 A
200 A

100 HH
| e ]

<1y 1-4y 58y 1014y 1544y 4564y |B574y 75+y
Age group

Rate per 100,000 population

T

33
Evolution de |'épidémiologie des ICD
450
400 - 15-45 years
-t 46-64 years

350 —==>64 years
5
‘é 300
§. 250
g
g 200
£ 10
g

100

50 — i I 5

0 —— = - - ———a

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
Figure USA
x 5 en 10 ans Québec, ...
? constante incidence 34

McDonald et al., EID, 2006

31/01/18
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P sévérité formes cliniques
18,2 % formes compliquées

P létalité

13% (30)) - 16,7% (1 an) Québec, > 65 ans +++

Moins bonne réponse au traitement par métronidazole

g

Emergence et dissémination rapide d'un nouveau
clone virulent : 2 souches / 3 Québec, 51% USA

35

Emergence et diffusion d'un nouveau
clone épidémique

M 1 2 3027 M

Souche particuliere

PCR-ribotype dit 027

Productrice de la toxine binaire

Délétion de 18 pb dans tcdC

Hyperproductrice toxine A (x 16) et B (x 23)
Résistante aux macrolides (Erythromycine) et
aux fluoroquinolones (Moxi-, gati-, levofloxacine)

36
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PalLoc

tedD tcdB tcdE tcdA tedC

A+B+ :_:::',‘ ‘:::.‘:—‘ :J>l—:> <:—\

Délétion de 18 pb

—— NAP1/027 (toxinotype ) =
= Control strains (toxinotype 0) - |

1 !
£ 1004
@
25 3 50
=
T -
o o e
0 W T 1
* T 1
0 24 48 72
Time (h) Time (h)
< >< > < »>< >
< < > < > >
Log phase Stationary phase v Log phase Stationary phase

Hyperproduction toxines A et B

37

- 2005 : Europe (6B, Belgique, Pays-bas)
* France : Cas sporadiques puis ...

Epidémie 2006-2007 (22 mois)
[ e—

. Hospital with 5 and <30 COI 027

et $
“.’ L
J Nord-Pas-de-Calais 38 ES
\ . ey 22 mois
rkah\\ 602 cas

31% déces

\\.)
A Picardie

Birgand G, Blanckaert K, Carbonne A, Coignard B, Barbut F, Eckert C, Grandbastien B, Kadi Z, Astagneau

P. Investigation of a large outbreak of Clostridium difficile PCR-ribotype 027 infections in northern France,
2006-2007 and associated clusters in 2008-2009. Euro Surveill. 2010 Jun 24;15(25) pii: 19597

19



——) Création par 'InVS d'l1 réseau de laboratoires
experts C. difficile

Paris (Saint-Antoine),
laboratoire associé CD

- Identification du clone
épidémique 027

- Veille épidémiologique : o e

émergence de nouveaux

clones e N S
ICD communautaires N

L4
I Toulouse | I Montpellier |

Reconnaissance rapide de clones émergents
- maitrise accrue de leur diffusion

39

T CN den Baciien masbctien
? otd) betsiarre

SUPPORT D ENREGISTRENENT VERSION

2 Labcraore Clostichum Sicde FICHE D'ACCOMPAGNEMENT DE SOUCHE
vk ms CNR

DE CLOSTRIDIUM DIFFICILE

Envoi et caractérisation
de toute souche de C. difficile

Souche isclée de forme sévére etlou épidémique

L5 4 partir du 1% Aveil 2017 ot gusile gus solt vore réion les souches sont & adreaser 8 :

isolée en cas B bt -1 029001 o it smint

d’ICD sévéres et/ou épidémique

Laboratolre de Bactédclogle

Patient :
Nom (3 premidres lees)
Prénce (3 premidres lemes)

2017 - 1 laboratoire C. difficile

Infection communautaie & CO motvart
Misptaisason

Transtert en réanimation pour infection & CO
Décds ié & Mnfecton & CO dans les 30 jours
Hypereucocytose >20 000mm”
Tratamant chinungical de Mnfection & CO

Infection communautaire a CD motivant

Epictmie ou cas goupds dinfectors ACD

Fensoignomeonts clniques (A com e LG enen)

Sod omen

Sed amn

Dod Dnen

Sod amn

Dod Dron

Sad omen

I'hospitalisation

Transfert en réanimation pour infection a CD

Type fsalles, bogeies. [ Sgestt)

Déces lie a I'infection & CD dans les 30 jours

Hyperleucocytose >20 000/mm?®

Cachet &u laboratcire axpanet

Traitement chirurgical de l'infection a CD Eal

Ta: Fax:

Epidémie ou cas groupés d'infections & CD

NS : Lo laboranoive aseoci i1 effectus pas b diagnostic courent des danmbes & Clastiium difcle
s, voir e e A CNR des Bacténies Anadroties et

- Pour pius de renseignement Sansme
T Mwww pastnur A1 N ts- pubiigaCHRtes <ov bacter e aner cbies bolbsmaactvites

1 e Syt 33357

Puge x|

31/01/18
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Depuis ...

France :
- Grande diversité de PCR-ribotypes sans clone dominant
- PCR-ribotype 027 : 2,8% des souches (Eckert et al. RICAI 2015)

Cassir N, et al. A regional outbreak of Clostridium difficile PCR-
ribotype 027 infections in Southeastern France from a
single long-term care facility.

Infect Control Hosp Epidemiol. 2016;37:1337-41

Janvier 2013 - Décembre 2015 / Provence-Alpes-Cote-d'Azur
19 ES
144 ICD

Mortalité 30 j. : 31%

41

Epidémies dues a de nouveaux PCR-ribotypes
Crobach et al. Clin Microbiol Infect. 2017

Dynamique / émergence de PCR-ribotypes connus

Emergence of Clostridium difficile Infection Due
to a New Hypervirulent Strain, Polymerase Chain
Reaction Ribotype 078

CID 200847

Abraham Goorhuis,’ Dennis Bakker,' Jeroen Corver,’ Sylvia B. Debest’ Celine Harmanus,' Dagn W. Notermans,”
Aldert A. Bergwerff, Fride W. Dekker,' and Ed J. Kuijper'
Deszartrn

- Etudes européennes : 2005 : 3% souches toxigéniques; 2008 : 8%
- Pays-Bas : 3% en 2005 = 13% fin 2007
- France

3,25% (2006) = 11,1% (2007) = 15,1 % des souches
toxinogenes regues CNR + réseau (juillet 2009-juin 2010)

Rupnik M et al. J Clin Microbiol. 2008;46:2146. Freeman J et al. Clin Microbiol Rev. 2010;23:529-4

31/01/18
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Souches de PCR-ribotype 078

Caractéristiques

- responsable de formes séveéres
- chez population plus jeune /027

- + souvent associé a des formes

communautaires B

- présence des génes codant pour la toxine binaire
- délétion (39 pb) dans le gene régulateur tcdC
- Rou S N ala tétracycline

- signalé dans nombreux pays dont plusieurs d'Europe
43

ICD d'origine communautaire

- Incidence en augmentation

France : 28% des ICD en court séjour (ICD-RAISIN 2009)
Europe : 16% CA-ICD ou origine inconnue (van Dorp et al. 2016)
USA : 35% (160 000 ICD communautaires/an) (Lessa et al.,, NETM 2015)

- Populations plus jeunes
- Avec mais aussi sans facteurs de risque d'acquisition de
C. difficile :
pas d'antécédents d’'hospitalisation
pas de prise d'antibiotique préalable

- Réservoir ? Facteurs de risque d'acquisition ?
44

31/01/18
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Etude COMMUNODIFF

- 3 mois
- 15 laboratoires

- Patients avec diarrhée de cause infectieuse probable

- Questionnaire clinique

- Recherche :
6DH + toxines A/B
résultats + > confirmation méthode de référence :
test de cytotoxicité des selles et culture toxigénique

45

COMMUNODIFF : résultats préliminaires

Prévalence pathogénes entériques

3,39%

3,09% 1738 patients
age moyen = 41 ans
(868 hommes, 870 femmes)
1,3% 1,3% 1,29
,2%
28 05
0,4% 0,3%
N= 1617
38 | N=1617  N=1617 N=1825 N=1525 | N 5 Nl N=|
& R <R R N e @ RS >
&(\\c é}'é 4 ¢§>\’b Q\\'b ‘o'bc S & +°'z> \,béo ,&o\é\
< ¥ N 3 & . X @ Q
& N % » & & S L X
5 & & N o B & &
o < & &
& e

N. Day, ECCMID 2016
46
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C. difficile parmi pathogénes les plus fréquents

ICD :

- fréquentes dans la population générale

- sous-diagnostiquées par les MG :
60,6 % des ICD non détectées

- peuvent survenir chez des patients :

Jeunes

sans antécédents d'antibiothérapie

47

Les animaux, |'environnement et |'alimentation :

sources de C. difficile ?

C. difficile ubiquitaire dans environnement
Présent chez de nombreux animaux dont domestiques

Hote : ex 078 prédominant chez bovins, porcins

Agent pathogene de I'animal reconnu

Souches humaines et animales génétiquement reliées

(notamment démontré pour 027 et 078)
Bauer MP, Kuijper EJ. Infect Dis Clin North Am. 2015

Am du N :

Europe :

Alimentation : Données variables

4,6 a 50% de produits contaminés
0-3%

Role dans la transmission a 'homme ?
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Conclusions

- Diagnostic :

- Meilleure sensibilisation

Réduire I'écart
entre pratiques et

Ll et . recommandations
- Amélioration des techniques pour le diagnostic

des ICD +++

- Epidémiologie : Signalement, investigation, surveillance

- Investigation systématique des cas de

diarrhée

nosocomiale ou communautaire sévére sans autre pathogéne

- Signalement de toute forme sévére ou épidémique

- Expertise microbiologique souches isolées
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