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Clostridium difficile

Bacille a Gram positif, anaérobie strict, sporulé, produit des toxines :
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Clostridium difficile

* Portage asymptomatique

* Diarrhées agueuses post antibiotiques

e Colites pseudomembraneuses post antibio
e Atteinte colon rectum

* Lésions aphtoides de la muqueuse
Les pseudomembranes sont

* Fausses membranes fibrineuses adhérentes constituées de fibrine, mucus,
débris cellulaires et PNN

Figure 3 : aspect endoscopique d’une colite
pseudomembraneuse

muqueuse colique recouverte de plaques surélevées jaunatres

(pseudomembranes)

Clichés fournis aimablement par le Pr. X. Dray



Clostridium difficile

* Mégacblon toxique, perforation, choc
septique (< 10%)
* Récidives : =25 %

* Réapparition de l'infection a Clostridium
difficile dans les 8 semaines suivant un
précédent épisode résolutif sous
traitement

* (Cas sporadiques
* Petites épidémies

* = 25% des cas (sans doute sous estimées)
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FIG. 2. Frequency of recurrent Clostridium difficile infection (CDI)

following an initial episode and first and second recurrence
[4,12,13,28,29].

Kelly et al., Clin Mircrobiol Infect 2012



Poids des ICD en Europe et aux USA

e Etats-Unis

iy
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2003-2010 : Epidemiologie des ICD

* Incidence en hausse, épidémies plus fréquentes, atteinte de population précédemment a
faible risque, augmentation de la sévérité des ICD
* Point de départ Canada/ USA - diffusion en Europe
* Souche hypervirulente :
* Hyperproducteur de toxine A et B

* Résistance fluoroquinolone et erythromycine

== Lineage FQR1
=% Lineage FQR2
O Fluoroquinolone-resistant 027/BI/NAP1 reported
@ Fluoroquinolone-sensitive 027/BI/NAP1 reported

F 18¢ JNI, Saint-Malo, du 21 au 23 He, M. et al., Nature Genetics 2013, 45, 109

uin 2017




Evolution de lI'incidence des ICD

1-4,6-7.

* Meilleure sensibilisation au diagnostic
* Amélioration des techniques diagnostiques (PCR)
e Diffusion du clone 027
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| 2. Sees etal. Euro Surveill 2009;14:pii19176; 6-Bauer et al. Lancet 2011,377:63-73.
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Evolution de l'incidence des ICD en France

base nationale de PMSI (Programme de Médicalisation des
Systemes d’information)

e 2010 et 2015, le nombre de séjours pour ICD a doublé : 3300/ an vs 6800/ an
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Données du PMSI des établissements de santé ayant une activité d’hospitalisation en

médecine, chirurgie, obstétrique



Mode de transmission

Asymptomatically
colonized

Non-toxigenic C. difficile

Asymptomatically
colonized

Toxigenic C, difficile:

C. difficile IgG response 1o ToxA

negative >
Symptomatic
DI

Toxigenic C difficile
no I1gG response to
ToxA

Figure 1 | Model for the acquisition of Clostridium difficile infection (CDI). Patients are exposed to C. difficile spores
through contact with the hospital environment or health care workers. After taking an antibiotic, they develop CDI if they
acquire a toxigenic C, difficile strain and fail to mount an anamnestic serum immunoglobulin G (IgC) antibody response to
toxin A (ToxA; also known as TcdA)™; if they can mount an antibody response they become asymptomatically colonized
with C. difficile. If they acquire a non-toxigenic C. difficile strain, they also become asymptomatically colonized. Colonized
patients have been shown to be protected from CDI**",

Rupnik M, Nature Reviews, 2009




Mode de transmission

A SNVs between Each Case and the Genetically Closest Previous Case
2504

45% : >10 SNV =
200 génétiquement
distincts =>
ﬂ 0-2 SNVs expected between transmitted achiSitiOH en dehors
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S 100
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=>transmission 50
entre patients
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Eyre D, NEJM, 2013

Acquisition possible en communautaire



Mode de transmission
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De la transmission a |'infection

a b < d :
No antibiotic Antibiotic No antibiotic No antibiotic
Normal flora Normal flora
/4 4
CDI
risk
Flora disrupted Flora disrupted
No CDI risk C. difficile that is C. difficile that is No CDI risk
resistant to the resistant to the
antibiotic has a antibiotic has
selective advantage no advantage

Figure 2 | The effect of antibiotics on the normal gut flora and the risk of
Clostridium difficile infection (CDI). Patients are resistant to CDI if their normal gut
flora is not disrupted by antibiotics (a). Once antibiotic treatment starts, infection with

a C. difficile strain that is resistant to the antibiotic is more likely while the antibiotic is
being administered owing to the presence of the antibiotic in the gut (b). When the
antibiotic treatment stops, the levels of the antibiotic in the gut diminish rapidly, but the
microflora remains disturbed for a variable period of time (indicated by the break in the
graph), depending on the antibiotic given (c). During this time, patients can be infected
with either resistant or susceptible C. difficile. Finally, after the microflora recovers,
colonization resistance to C. difficile is restored (d).

Rupnik M, Nature Reviews, 2009



Importance des spores de C. difficile

Estomac
Elimination des
formes végeétatives
0000
®. 95
_ H
* Forme responsable de la transmission —= V
* Grande résistance : dessication, O,, Cotacs O @ animau
, A L, . e, Germination l
températures extrémes, désinfectants, acidité 7 Gty
gastrique....) Colon ——
. . . . , Colonisation
* Peuvent persister plusieurs mois voire années Eudlcaige dons
dans environnement Spomlaﬁ;n l
.y . @@
* Conditions environnementales favorables : O
00 == Forme végétative

germination et croissance sous forme végétative @ Forme sporulée




Le modele de pathogenese des ICD

Ingestion Germination Proliferation/Toxin Production Sporulation?

Stomach

Spores

Vedentam, Gut Microbes, 2012



Le modele de pathogenese des ICD
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Dysbiose et infection a C. difficile ?




Composition du microbiote colique sain

ubacterium
Ecyllndroldes . ._.-l Clostridium leptum | a8 . I
T ™ e
[ Ensipeotrichales | Vi | Firmicutes Composut.lon. v_arlab e
| Enterococcus Iv\ :.‘ \ P 60 a 80 % entre les individus
| Lactobacillales \ j %, g5y
Lactobacillus |&~ ‘—-' S |"a°m mmc | * Noyau phylogénétique
- commun (= 60 espéces)
S ( [ || it \ e * Fonctionnalité conservée
. ".‘ ‘l /r Bifidobacterium »
'..‘. ‘-:' il \ Atopobium
Bacteroides- * - \
Prevotella | ™ Bacteroidetes NEEGE_G. R Proteobacteria \/
20240%
e ] /

I Enterobacteria I

Effet barriére vis-a-
vis des pathogéenes

- Toute altération de la composition du microbiote peut entrainer une
diminution de l'effet barriere

. Eckburg et al., Science, 2005 ; Tap et al., Env Microbiol 2009 8.



Facteurs de risques des ICD

: facteurs de dysbiose
* Antibiotiques
* |PP, anti-acides, anticancéreux

* Alimentation parentérale, régime sans fibre

* Age>65ans
* Immunodépression

e Co-morbidités

ATB a haut risque

Clindamycine Tetracyclines Aminosides

Céphalosporines Eythromycine Metronidazole

Amoxicilline/acide

. Trimethoprime Vancomycine
clavulanique

Fluoroquinolones | Fluoroquinolones Rifampicine




Dysbiose et ICD

* Résultats consensuels sur la

* K de ladiversité microbienne

K des Bacteroides, Bifidobacterium et bactéries(Ruminococcaceae, Lachnospiraceae) productrices

de butyrate (principale source d’énergie pour la régénération des entérocytes)
1 des Proteobacteria et des Enterocoques

CDI HC

g ) = Enterococcus
E p=8.1x10 e \—; Lactobacillus
= p=3.9x10" Ti @ <16 u Staphylococcus
= 5 < °3

o c® = Streptococcus
E 4] h:H - s gg * Turicibacter
= I pa i oo Other Lactate
c 3 5 - a o

M[==]== 3

= 2 k' - o g'

© KIS !

o = 3 -
@ "CbN cbl He

CDI : Clostridium difficile infection ; CDN : C. difficile-negative nosocomial diarrhea; HC: Healthy control

Antharam et al., JCM 2013

Ozaki et al., IMM, 2004 ; Chang et al., iD, 2008 ; Antharam et al., JCM, 2013 ; Schubert et al., mBio, 2014 ;
Schubert et al., mBio, 2015 ; Thériot & Young, Ann Rev Microb, 2015




Quels sont les facteurs de dysbiose
associés a I'lCD?




Les antibiotiques
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La susceptibilité a
I'infection est fonction de
la nature de la dysbiose

- Cuostridacess Buffie et al., Nature, 2015 .



Les IPP

* |PP: £ Bactéroidetes, A1 Firmicutes.
e |ICD: altération du ratio Firmicutes/Bacteroidetes, 2 Firmicutes et ¥ Bacteroidetes

Table 2 | Relative abundance of specific taxa; adjusted in quantile analysis for age, gender, dietary factors and use of
other medications

Relative abundance

PPl users PPl non-users Adjusted P-value

Phylum

Bacteroidetes 378 499 0.0068

Firmicutes 56.9 443 0.0077
Family

Firmicutes; Lachnospiraceae 284 18.4 0.00M
Genus

Firmicutes; Erysipelotrichaceae; Holdemania 0.0151 0.0066 0.0002

Firmicutes; Streptococcaceae; Streptococcus 1.49 0.089 0.0359

Firmicutes; Lachnospiraceae; Blautia 592 2.53 0.0773
Species

Firmicutes; Erysipelotrichaceae; Holdemania 11 x 1074 67 x 1077 0.0047

Firmicutes; Clostridium; Pseudoflavonifractor capillosus 41 x 10—° 57 x 10—° 0.0158
Clostridium clusters

XIVa (ON[) 0n 0.0987

Clooney et al., Aliment Pharmacol Ther 2016



Les MICI

 MICI: 2 du portage de C. difficile toxinogene par rapport au patient sains (8,2 vs 1 %)

Table 1. Comparative frequency of C. difficile detection in irritable bowel disease (IBD) patients vs. healthy adults

Study group No. of participants Male/female No. (%) of C. difficile No. (%) of toxin positive
positive *Fisher’s exact test
Asymptomatic healthy adult 99 38/61 2(2.0) 1(1.0)
IBD patients 122 48/74 13(10.7) 10 (8.2)*P=0.02
With ulcerative colitis 64 23/41 7 (10.9) 6(9.4) P=0.015
With Crohn’s disease 58 25/33 6 (10.3) 4 (6.9) P=0.06




Modulation du métabolisme du
microbiote intestinal et
développement d’ICD?



Microbiote et métabolisme des acides
biliaires

CA : cholate
CDCA chenodoxycholate

| cA B coca

Conjugaison
(taurine, glycine)

Acides biliaires |

Sels biliaires
primaires conjugueés

hydrolases l

Acides biliaires |

étabolisation par les bactéries

du microbioteiléal et coliqu
7a-dehydroxylases l baiCD

Acides biliaires
secondaires

Acides biliaires Il
UDCA




Microbiote, métabolisme des acides
biliaires et C. difficile

Normal ’ © B Antibiotic treated

(R) #CA and COCA levels VA col (R) #CA and CDCA levels

+Germination +Germination
+CDCA:CA ratio +CDCA:CA ratio

4 Germination 4 Germination
© CA transformed DCA | ) © CA transformed DCA

4+ Germination ‘CA

+Survival +DCA

4 Germination and growth

CA : cholate et conjugués; CDCA :
chenodeoxychotae; DCA : deoxycholate

Acides biliaires Effet sur la
germination

|  Cholate et conjugués CA Germinant

Lithocholate LCA Inhibiteur
Britton et al., Gastroenterology, 2014



Microbiote, métabolisme des acides
biliaires et C. difficile

Britton & Young, Gastroenterology, 2014 ; Thériot et al.,
mSphere, 2016 ; Parades-Sabja et al., Trends Microbiol,
2014 ; Solbach et al. PlosOne, 2018

Sans T T‘l‘
antibiotique CA CDCA CA - DCA LTA

Profil inhibiteur de Profil stimulateur
la germination de lagermination  Inhibition de la germination
et de la croissance

Transformation des AB |
par le microbiote

CA : cholate et conjugués; CDCA :
chenodeoxychotae; DCA : deoxycholate



Dysbiose, métabolisme des acides
biliaires et C. difficile

Britton & Young, Gastroenterology, 2014 ; Thériot et al.,
mSphere, 2016 ; Parades-Sabja et al., Trends Microbiol,
2014 ; Solbach et al. PlosOne, 2018

Pas de transformation
des AB | par le microbiote

Avec T ft
antibiotique CA CDCA CA - CA

Profil inhibiteur de Profil stimulateur
la germination de la germination Stimulationdelag

Dysbiose favorise la germination des
CA : cholate et conjugués; CDCA : spores de C. difficile
chenodeoxychotae; DCA : deoxycholate



1. Germination des spores



Acides biliaires et germination de C.
difficile
e CspC:récepteur spécifique a la Germination en

. . N e, cellules végétatives
germination, possede une activité
sérine protéase

N , : Des mutati tuell
» Germination activé par les acides AR b ey
peuvent affecter la liaison

biliaires primaire de Csp avec le TCA

Interaction de CspC
. . . g avec CspB qui active
e Activation in fine d’une cortex hydrolase Phydrolase SleC
(SleC) = hydrolyse du cortex
. »
AL Interaction avecles
AJ/\)\/ Q.,sco acides biliaires |,
w&‘\)m« b inducteursde la
Taurocholate germination
G——pro%lec
Importance des acides e .

biliaires pour la

Coeur

i H CspC
germination des spores de T::i;t:: — ¥
C. diffiCiIe Exosporium ——————

_ Francis et al., Plos Path, 2013 ; Abt et al., Nat Rev Microbiol, 2016



Ingestion of C. difficile spores
0 ©
®@ © ©

Bile salts induce

Germination germination

Colonization
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Importance des acides
biliaires pour la
germination des spores de
C. difficile
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Shenn Journal of Innate Immunity, 2012



2. Adhérence



Protéines d’adhérence de C. difficile

Table 1. Non-toxin virulence factors of C difficile and their putative or experimentally-determined functions. —

Function Gene ldentifiers Description
Motility and Secretion
Putative Type IV pilus CD3505-3513 Putative type IV pilus biosynthesis and function
Capsule CD3253, CDO775, CD2769 Poly-gamma-glutamate biosynthesis
Flagella CD0226-0271 Flagellar bicsynthesis operon and flagellin glycosylation
Adhesion and Immune Evasion
Collagen-binding proteins CD2a31, CD3392, CDO336 Putative recognition of extracellular matrix collagen
Fibronectin-binding proteins Fbph, CD2797 Putative recognition of extracellular matrix fibronectin
Thrombospondin-domain containing protein CD3145 Putative recognition of extracellular matrix fibrinogen
von-Willebrand Factor binding proteins CD3038 CD2248 CDO0323 Putative von-Willebrand Factor binding
Sortase CD2718 Class B sortase
Major surface layer protein slpA Cleaveg_::;irh;?zt:;i Is:l:;DJZfi:I;:EWEighT
Cysteine protease Cwipdd cleaveseﬂr::;eﬁﬁ slzirbrl:a:fifr;?::;?:sd host
Adhesin CwpB6 Putative adherence to host cells
Hemagglutinin/Adhesin CDo514 Putative hemagglutinin
Phase-variable cell wall protein owpl! Bacterial aggregation, putative immune evasion

Other Proteins
Cell Lysis CD1546 Putative hemaolysin-like protein
Collagen-specific protease CD1228 Putative degredation of collagen

Vedentam, Gut Microbes, 2012




Fibronectin binding protéine Fbp68 ou
FbpA

* Protéine de surface : liaison a la fibronectine

* Fibronectine : surface de nombreuses cellules eucaryotes
(immobilisée) et sous forme soluble dans les fluide

* C. difficile se lie a la fibronectine soluble ou immobilisé

* Liaison possible a d’autres protéines de la matrice extracellulaire
(fibrinogene, vitronectine...)

GST-Fbp68C GST

. . Haut : bactéries pré incubées avec de la
fibronectine soluble , ajout d’anti sérum
> fluorescent - C. difficile peut se lier a la
fibronectine soluble.
. : Bas : controle négatif
C.difficile g

fusuon
protein

Lin, J Biological Chemistry, 2011 Hennequin, Microbiology, 2003



Protéines de la couche « S »

Clostridium difficile  Bacillus anthracis

CwpV
* Surface de C. difficile : couche cristalline en 2 dimensions L 5”’%
, y-layer and cell = R8N/ MA/
appelée « couche S » vall proteins M&S &3(3” > &m
N ;. HMW SLP

* Recouvre entierement la surface bactérienne oo
* Roéle dans I'adhésion cellulaire et dans la protection b

contre les macrophages “ytoplasmic R SRATTIN '

nembrane HEIING W OB
SecYEG SecAZ P SecY2EG

* 2 couches protéiques superposées : )

* Couche externe : protéine LMW-SLP

« Couche interne : protéine HMW-SLP PS"’C SP__ LMW SLP " HMW SLP I
* LMW-SLP et HMW-SLP : dérive d’un précurseur R

A =y

commun SIpA Sap [ RSESSEN

EAL L\\.k\\l | NN

LMW-SLP (Low Molecular Weight Suface Layer Protein),
HMW-SLP (High Molecular Weight Suface Layer Protein)

Fagan R, Nature Reviews, 2014




Protéines de la couche « S »

* 1:le précurseur est exporté par le systeme de sécrétion SecA. Lors de la translocation, le
peptide signal de SIpA est clivé par une peptidase encore inconnue
* 2 :apres translocation, la protéine SlpA est clivé par la cystéine protéase Cwp84
« HMW et LMW :issues de ce clivage et forment la couche S
* Cwp1l3:clivage et maturation de Cwp84

Maturation de Cwp84

&
“ \”‘2752""

. 23282 SR8
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Protéines de la couche « S »

A : sans traitement
chimique

B : traitement chimique
(perte des protéines de la
couche « S » : diminution
de I'adhésion de la
bactéries aux cellules

Fig. 6. Adherence of C. difficile GAIO714 viable cells (A) and GA-fixed cells
Hela B) to HeLa cells.

Takumi K et al., J. Gen. Appli. Microbiol 1991



Flagelles

* Appendice filamenteux ancré dans la membrane
bactériennes autour de la bactérie
* Disposition péritriche

[ Flagellar assembly

Fllament cap

* Rodles: TS -
*  Mobilité des bactéries au sein du mucus , premiere
barriere rencontrée lors de la colonisation | S [FEle--------
* Roéle dans I'adhésion
* Laformation du biofilm Sy
e Deuxgénes: | Dem . S——
* fliC: code pour la flagelline : composant principal du e ARG

Cring

filament flagellaire

FIiN
e fliD : code pour la coiffe du flagelle
* Protéines:
e FliCet FliD : liaison au mucus caecal murin BN o O S a pd s
*  FlicD : r6le dans I'adhésion au mucus ‘ BRI © —> Lave gane produncs
02040 6/23/10
(c) Kanehisa laboratories
TRENDS in Microbiology

Organisation structurelle représentative d'un flagelle chez une bactérie Gram-
négative, Les génes flagellaires (surlignés en vert) indiquent ceux qui ont été
identifiés et/ou caractérisés chez Clostridium difficile

Vedentam et al., Gut Microbes, 2012; Stevenson et al., Trends in Mircobiology, 2015




Flagelles

* 4 souches:
«  ATCC 43593 (ToxA-B-Fla+)
* EX560 (ToxA-B-Fla-)
«  ATCC 43598 (ToxA-B+Fla+)
* 6058 (ToxA-B+Fla-)

* Souches flagellées adhérent 10 fois
moins au tissus caecal murin que
les souches flagellées

8 =
7.5
ATCC43593 -
7 (flat)
1

EX560 (fla) | 6058 (fla-)
-
ATCC43598
=i (fla+)

Log!10 number of CFU/g caecum

{5

iRl

|
MMM ]M I MMM

‘I’“[
25'1|
_.JSKJ é

Serogroup B Serogroup F

Fig. 2. Adherence of flagellated and nonflagellated C. difficile strains to axenic mouse cecum. The adherence
of flagellated and nonflagellated strains belonging to the same serogroup is expressed as logq, number of
bacteria per gram of cecum from five mice. Strains belonging to serogroup B are toxin A negative, whereas
strains belonging to serogroup F are toxin A and B negative.

Tasteyre A et al., Infect. Immun. 2001



Ingestion of C. difficile spores

O O
Transmission of spores
Bl|€ salts induce '® O
Germination germination o
L ®
. Pseudomembrane
Sporulation
Adherence Colonization :
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\. l.‘»-/_lnflammatory

. | cytokines

Blood vessel

Importance des adhésines
et flagelle pour la
colonisation

Shenn Journal of Innate Immunity, 2012



3. Les toxines



Toxines VY
TIAR

* Facteurs de virulence = souche non toxinogene n’est pas pathogene
: entérotoxine, responsable d’une inflammation de I'épithélium intestinal
: cytotoxine a action toxique sur les cellules de I'épithélium et augmentation de la
perméabilité de la muqueuse intestinale
TcdA + TcdB :

» destruction des jonctions serrées des entérocytes

» réaction inflammatoire intense avec un recrutement des PNN =) Iésions intestinales aboutissant a la
nécrose des entérocytes

: produite par les souches hypervirulentes. Perturbe le cytosquelette. Pourrait
potentialiser les effets cytotoxiques des toxines A et B. Plus souvent associée a des formes
séveres d’infections.



N

Toxines A et B (TcdA et TedB) 1%

—

* Polypeptides de grande taille
e Structure primaire similaire - 4 domaines :
* Domaine N-terminal : activité enzymatique toxique (A)
 Domaine C-terminal : liaison cellules cibles (B)
* Domaine a activité cystéine protéase (C)
* Domaine hydrophobe, responsable de la formation d’un pore (D)

Pore-forming

region
TedB 1DXD 543 HC 797 1,500 1,851 2,366
Nterminus QD)) NRD < s
830 990 o
A C D B
TcdA
Nermins QR ) TR < -
1 DXD 542 HC799 1,874 2,710

Shenn Journal of Innate Immunity, 2012



Toxines A et B (TcdA et TcdB)

Pore:fovminé
region

TedB 1DXD 543 HC797 1,500 1,851 2,366
Nierminw: QRS ) ) — Y
830 990 T
A C D 8

-
Clathrin- ?) GTP
7. /"\
Rho GTPases : protéines mediated U
Y endocytosis / ﬂ @ g Q
Membrane GDP

de signalisation ayant un Effectors

- , cycling
A . ranslocation
role fondamental : " Sliconsiation of
croissance cellulaire, Rho GTPases
formation cytosquelette, l
jonction intercellulaire .'

\] \ - Cell rounding

Cell death

Domaine N-terminal : activité enzymatique toxique (A)
Inflammation

Domaine C-terminal : liaison cellules cibles (B)
Domaine a activité cystéine protéase (C)
b Domaine hydrophobe, responsable de la formation d’un pore (D)

Désorganisation du cytosquelette,
arrondissement des cellules et
mort cellulaire

Shenn Journal of Innate Immunity, 2012
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Toxines A et B (TcdA et TcdB) \'L'm _,

—

. . Rho, Rac, Cdc42
Production de cytokines pro inactivation

inflammatoires, afflux de PNN - TcdA, TcdB

nécrose cellules coliques

glucosylation-

MAPK independent
pathway

Formation de pseudomembranes

transriptional
upregulation

NLRP3 NLRP3
pro-IL-1p pyrin
pro-IL-18 H

TL.8. IL-23 inflammaso

IL-1p

pores

pyroptosis
release of inflammatory cytokines
H 4 IL-1B, IL-6, IL-8, IL-18, II-23, TNFa,
Inflammation, nécrose cellules TR T R

coliques




Toxines A et B (TcdA et TcdB) §lf"\~'\

\

7T 2
< ‘
=l \

* Locus de pathogénicité PalLoc de 19,6 kb
* Gene tcdA : code pour TcdA
e Géne tcdB : code pour TcdB i _ o
* @Gene tcdC : code pour un répresseur de la “ “’ *f 'A

transcription TedR TedB TedE TedA TedC

Positive regulator  Toxin B Extracellular release of Toxin A Negative regulator ?

* @Gene tcdE : favorise I'excrétion des toxines

* Gene tcdR : régulation transcriptionnelle
positive

* Influence de I'environnement sur la

transcription (température, glucose,

sources de carbone)

V)
\

v

N

o factor toxins

(Mani & Dupuy,
PNAS, 2001)

(Govind & Dupuy, 2012)

(Matamuros et al.,
Mol Microbiol, 2012)

N\



Toxines binaire CDT V>

*  6-10% des souches : toxine binaire CDT
* Pourrait potentialiser les effets cytotoxiques des toxines A et B et serait plus souvent
associée a des formes séveres d’infections liées a C. difficile

Eckert, Med Sci 2010
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Toxines binaire CDT NS

Signal peptide
cleavage site (48)

e 2sous unités: id -
. . N_ ADP-ribosyltransferase
« CDTa (partie enzymatique) T
peptide Proteolytic
i i : rA cleavage activati
* CDTb (partie ligand: role de . i
récepteur de CDTa et translocation ) - ! a2
CDTb N C Binding domain
o 3 génes : a Activation domain
* cdtA, cdtB et cdtR
* cdtR code pour une protéine ° bkl i ,
, : . i = M 5 -
régulatrice de la famille LytTR aey 2y
Catalytic domain Tra t and binding domain
4 . N . . '—lﬁ r Il N )
nécessaire a I'expression optimale ) — e
de CDT

Rupnik M, Nature Reviews, 2009; Shen A, Journal of Innate Immunity, 2012



Toxines binaire CDT SR

Activité ADP ribosyl transférase olijsiaioh Rl fooi i
CDTa’
destruction du cytosquelette, ‘./ y — ) ¢ | P>
L . » DT,

ballonisation, mort cellulaire Receptor- w Cytosol

enmde:c';:zgis Fluid loss @

Cell rounding ( (
Potentialisation des effets it denth @
cytotoxiques des toxines A et B \Ht «
Actin

et serait plus souvent associée a
des formes séveres d’infections
liées a C. difficile

depolymerization

Translocation \. > @ :%—s* ((((((

ADP-ribosylation Actin polymerization
G-actin inhibited

Shenn Journal of Innate Immunity, 2012




Toxines M

: Modele hamster (modele de virulence) administration intragastrique de
toxines purifiés
* TcdA : symptomes de I'ICD mais légers
* TcdB : pas de toxicité sans administration de TcdA
* TcdA + TcdB : symptomatologie plus sévere
Les deux toxines agissent de maniere synergique la toxine A est responsable des lésions

initiales qui vont permettre |'effet de la toxine B (cytotoxicité)



. | BN NS
Toxines N

Genetic Hamster model

background

tcdA tcdB Protocol Virulence

+ + Antibiotic: ++
L:;I I\hlllyh;ll B _'-J
Lyras et al., o
+ - -
Nature, 2009 JIR8094 Recombination
Challenge: 10°
} + spores ++
* + ++
Antihintic:
- i | n
Kuehne et al., + clindamycin D-5 +
Nature, 2019 030Aerm  Clostron
’ - + Challenge: 10? ++
spores

Genetic Virulence in hamster
background tcdA tcdB cdtA model
+ + + ++
- + - ++
Kuehne et al., R20291
JID, 2014 + - - +
+ - + ++




Toxines

Modeéle hamster : clindamycine 5 jrs avant infection 10% spores

1x10°

1x108,

1x107;

1x10°

C. difficile (c.fu per gram of faeces)

1x10%;

UBASE THRASE VEASS Y EAON D xADN

days post challenge

100 1 I ]
£ | L]
©
2 50 :
2 1
5 .
w .
]
o > T T 1
0 5 10 15
Days post challenge
—&— CDI13-073 ABCDT n=7 --= CDI13-125
-------- CD15-159 ABCDT n=7 —e— CDI10-165
—- RA09-070 A'BCDT n=8

CD13-073 (A'B'CDT*)
CD15-159 (A'BCDT)
CD10-165 (A'B*CDT*)
CD13-125 (A*B*CDT*)
RA09-070 (A*B'CDT)

A'B*CDT n=7
SECOTES Analyse histologique des caeca de hamsters infectés par

les différentes souches (coloration hématoxyline/éosine)

Marvaud et al., NMNI, 2019




Ingestion of C. difficile spores

2 ©
o © o Transmission of spores
5 Bile salts induce OOO
Germination germination >
-
- o
e ‘ Sporulation Pseudomembrane
Adherence Colon;zation e T ' | Neutrophil
‘ COT¢ o € » @ € \J / \) ‘accumulation
w % Iﬁ@ﬁlucosylatmg{; —— * *.:
[ | toxin {IUON Ul i ‘._."‘ U 'l_. ]
,\ ‘ production | € =) e | , -
l« v"'u ‘u @12 uO;\Vluv’
\ /\ ) / ‘A / J \——/ - 2
CDT- mduced - , .
microtubule Inflammatory @ <
protrusions cytokines
\’ I — Inflammatory Neutrophil
@ cytokines influx

Blood vessel

Importance des toxines
dans le processus
inflammatoires et dans la
mort cellulaire

Shenn Journal of Innate Immunity, 2012



4. Diagnostic microbiologique



Au CHU de Nantes

Dispositif &8 membrane

1. Test Rapide Immunochromatographique o AQ©TOX
* Echantillon de selle

C.DIFF COMPLETE
* GDH + Toxine AetB

Micropuits d’échantillon

AG/TOX (Test combiné)

GDH DIF.SELLES 4/RECH.TOXLIBRE
Rendre les 2 résultats sur Dx_ab

i Vi V] Vi v v / N
[ NEGPOS || POS/POS || NONNT/POS | [ NEGINEG || POSINEG | [ NEG/NONINT | | POS/NONINT | | NONINT/NEG | | NONINT/NONINT |
Vi
GenExpert
RECH.GENES.TOXPCR
V/ W N
[ rs ]
\/

CULTURES (gelose C.Diff) CULTURES




Au CHU de Nantes

2. Test Xpert si GDH POS et Toxine : NEG

* Détection du gene tcdB de la toxine B et de la toxine binaire de C. difficile

* Permet la détection de C. difficile toxinogeénes (toxine B) ainsi que le diagnostic
présomptif de C. difficile de ribotype 027




5. Traitement



ﬁESCMln Tablet. iR Batiang for theTl of Clostridium difficile Infection in Adults

Strength of Recommendation/

Clinical Definition Supportive Clinical Data Recommended Treatment” Quality of Evidence
7 ‘ Initial episode, Leukocytosis with a white * VAN 125 mg given 4 times daily for 10 days, OR Strong/High
non-severe blood cell count of <15000 o FDX 200 mg given twice daily for 10 days Strong/High

chlS/lmL I‘m? Z Se'Ud"L‘ Creal , Afterate if above agents are unavailable: metronidazole, 500 mg 3 times  Weak/High
nine level <1.5 mg/ per day by mouth for 10 days

n P .
Arret d e I’ATBt h e ra p I e Initial episode, Leukocytosis with a white * VAN, 125 mg 4 times per day by mouth for 10 days, OR Strong/High
severe” blood cell count of 215000« FDX 200 mg given twice daily for 10 days Strong/High
cells/mL or a serum creati-
nine level >1.5 mg/dL
Initial episode, Hypotension or shock, ileus,  * VAN, 500 mg 4 times per day by mouth or by nasogastric tube. If ileus, Strong/Moderate (oral VAN);
fulminant megacolon consider adding rectal instillation of VAN. Intravenously administered met- Weak/Low (rectal VAN);
ronidazole (500 mg every 8 hours) should be administered together with Strong/Moderate (intrave-

. 3 . oral or rectal VAN, particularly if ileus is present. nous metronidazole)
Tra |tement recomma nde N iveau de preuve First recurrence VAN 125 mg given 4 times daily for 10 days if metronidazole was used for Weak/Low

the initial episode, OR

Métmnidazole 500 mg/sh Po pendant 10 jours A—I * Use a prolonged tapered and pulsed VAN regimen if a standard reg- Weak/Low
imen was used for the initial episode (eg, 125 mg 4 times per day for
10-14 days, 2 times per day for a week, once per day for a week, and

Vancomycine 125 mg/6h PO pendant 10 jours B-1 then every 2 or 3 days for 2-3 weeks), OR

FDX 200 mg given twice daily for 10 days if VAN was used for the initial ~ Weak/Moderate

Fidaxomicine 200 mg/12h PO pendant 10 jours B-I Shlzoda

Second or * VAN in a tapered and pulsed regimen, OR Weak/Low
- . subsequent * VAN, 125 mg 4 times per day by mouth for 10 days followed by rifaximin ~ Weak/Low
Vancomycine 500 mg/6h PO pendant 10 jours C-l recurrence 400 mg 3 times daily for 20 days, OR
. . . . = FDX 200 mg given twice daily for 10 days, OR Weak/Low
Arret des antl blothues et Survelllance * Fecal microbiota transplantation® Strong/Moderate

avec ré-évaluation a 48h

Si voie orale impossible : métronidazole IV 500 mg Adll
/ 8h pendant 10 jours IDSA 2018

IDSA 2018 : mise en retrait du métronidazole . Uniquement si pas d’acces a la
Vancomycine ou a la Fidaxomicine.




Arrét de ’ATBthérapie

BESCMID Aloorithme de prise en charge &

1=répisode 1" récurrence >2 récurrence
[ 1% choix Fidaxomicine PCS + Bezlo? | . [ T™F ]
PCs! )
\ 28me choix J ancomycine Fidaxomicine - PCS! + Bezlo? ]
standard ou pulsée

p - . L
1% choix Fidaxomicine

Haut risque de récurrence
\_ 28me choix J PCS? + Bezlo?

il

Traitement standard non disponible J [ Vanco « pulsée » J [Vanco « pulsée » J

L. -
=
M-
o
<]
=
Ce
&
2
m

L.

Forme grave

Vancomycine ou fidaxomicine. Voie orale impossible:
administration locale +/- métronidazole IV ou tigécycline

i,

Forme grave et compliquée et/ou [ Vancomycine ou fidaxomicine. Approche multidisciplinaire

avis chiEJ_rEical. Evaluation TMF? et tigécycli

ESCMID 2022




e Traitement : Vancomycine vs Métronidazole

* Prospective randomized,

double b||nd, p|aceb0- B Vancomycin [] Metronidazole
controlled study on 150 100+ 98% 97%
patients (1994-2002) 90%
90—
+ Follow up for 21 days g
» Cure : resolution of symptoms D6 s 30
and negative test for toxin A at D6 and &
D10 & 707
« Definition of severity: >2 points Si 60
+  Age=60 ans 1pt [
+ T>38°3: 1pt 50
+ Alb. <2.5 mg/di 1pt )
« WBC > 15000/mm®  1pt 0
« PMC: 2pts Mild Infection Severe I nfection
« ICU 2pts

Moins d’efficacité du métronidazole par rapport a la Vancomycine

Zar et al., CID 2007



* Traitement : Fidaxomicine vs Vancomycine
M Fidaxomicine W Vancomycine

90 - 88,2

Fidaxomicine aussi efficace que la Vancomycine .

40-

Patients (%)

304
20+

10+

ling PP

Signes cliniques

Zar et al., CID 2007



* Traitement : Fidaxomicine vs Vancomycine

[ Fidaxomicin  [J Vancomycin

100 021 (200 mg/12h) (125 mg/é h)
=898 _ —
904 88.2 oo o P=0.006 P=0.006
80+ 629' patients | ;46 777
70 inclus
641 £7.1
® 60
“
.5 50
g a0 P=0.005 P=0.004
307 253 | 24.0
20 15.4 133
10
0
mITT PP mITT PP mITT PP
Clinical Cure Recurrence Global Cure
Fin de fraitement A 128 post traitement
(2 jours aprés)

2 fois moins de récidive avec la fidaxomicine



* Traitement : Fidaxomicine vs Vancomycine

Microbial composition of Heathy human VANCOMYCIN 125 mg QID, 10 FIDAXOMICIN 200 mg BID, 10
colon (n=8) days days
100% 100%
80% 80%
60% 40% |
40% 40% -
20% 20%
W Clostridia grp XIVa W Clostridia grp IV
m Bacteroides spp. W Atopohium 0% I T T 0% . : ! :
m Bifidobacterium ™ Enterobacteria Day 0 Day 10 Day 14 Day 21 Day 28 Day 0 Day 10 Day 14 Day 21 Day 28

m others

Moins d’impact de la fidaxomicine sur le microbiote fécal vs vancomycine

Louie et al., CID 2012




Traitement
Clostridium difficile

EE=

C. dffictle traremission
. and ic or ti
C. difficile, often for prolonged perlods

« Transmission is faecat-oral and probably occurs via the hands
of health-care workers, patients and their friends or family

+Spores inthe rfaces, infocd,
soil and water for several months

' C.diffctie
7 spores®

> 8 * Conjonction entre : germe /dysbiose/ hote

o spores are
ingested by the host

Host susceptibility to CDI

— P * Maétronidazole : anti anaérobie (suppression B. fragilis)

diminished by reduction in the diversity of the host

M.mu SRt —> rble sur le microbiote
* Vancomycine - risque ERV

disease severity and recurrence.

Excretion of
s G-mh-dend
germination 9"'"""""“"‘ Germination
. s Interact with smal lar lm-ur\um
ith small molecular g

as blle acids, triggs

Vegetative bacterla that meltiply snd adhere to host epithelium
C.diffictle spr regulates sporulation within the hast and might
cells be important in regulating the expression of toxin genes

and colorizaticn

ng . ST s * Antibiothérapie pour répondre a une antibiothérapie ...

— Ry I L T produscion and afiscts o ccloric splelhan
athogenic stran + Non-toxigenic C. diffictie strakna do not possess the Paloc and do not

‘Faloc’ is absent produce toxin or disease, but have the potentlal to be converted
I Into texin producers vis horizontal gene transfer of the Paloc
+ Toxigenic C. diffictle strains carry the Paloc and produce toxin Bwith
orwithout taxin A
. o T d and changesto
Pooperie stieln sernina Fel.os the colonic epithelium in patients with CDI. Histoleglcal section of &
colonic - pat
colitis (left] shows aneas of facal epithelial necrosis assoclated with
an eruption of inflammatory exudate compased of neutrophils, fibrin,
mueus and necrotic epithelal cells Endoscopic photograph (right)
shawes superficial
pasudomembranes in & patient with CDI

Toxin Aftoxin B

Symptomatic infection
« Clinical ’umru of CDI ncluﬂ- dnﬂMon. -bdomlnd painand fever
f the bowel and Beus, risking

bowel perforation

distal colts with pecximl dilated loops of Large

and th r devold of normal

s'lead pipe’ slan{urmon the dlatlsranaversa colon damenatratas mucorsl
printing’ {arrows).

Diapo Dr BENEZIT




| AN NFS
Take homme messages sy

Roéle primordial du microbiote dans la lutte contre les ICD

Etape de colonisation impliguant des adhésives bactériennes spécifiques

Des lésions liées au toxines

Une capacité de virulence supérieure pour certaines lignées (dont la 027) toujours

mal comprise...




Résumeé

Spores = { Contamination

B Disruption of thé |

. X i ") 4= Antibiotics
microbiota barrier effect ’

Spore germination

r Gut ~, Production of virulence factors:
Y colonization _~ - Resistance factors to host defenses
Asymptomatic B - Adhesins
carriage , Toxin ' - Proteolytic enzymes
\ production .~ -Toxins

J

g Clinical manifestations

Janoir, Anaerobe, 2015




