
Clostridium difficileClostridium difficile

new new controversiescontroversies for an for an oldold problemproblem



ClostridiumClostridium difficiledifficile

•• HistoriqueHistorique

–– DDéécouverte chez lcouverte chez l ’’enfant : enfant : BacillusBacillus difficilisdifficilis
Hall et Hall et TooleToole 19351935

–– Lien avec colite et colite pseudomembraneuseLien avec colite et colite pseudomembraneuse
BartlettBartlett et alet al. 1977, 1978. 1977, 1978

•• CaractCaractééristiquesristiques
–– Bacille Bacille àà Gram + anaGram + anaéérobie strictrobie strict
–– Spore Spore subterminalesubterminale



Pouvoir pathogPouvoir pathogèène: CDADne: CDAD
•• Responsable de 30% des cas de diarrhResponsable de 30% des cas de diarrhéée post e post 

antibiotiquesantibiotiques

•• Responsable de 50 Responsable de 50 àà 80% des cas de colite associ80% des cas de colite associéée aux e aux 
antibiotiquesantibiotiques

•• Responsable de 95% des cas de CPMResponsable de 95% des cas de CPM

•• Cause la plus importante de diarrhCause la plus importante de diarrhéée nosocomiale e nosocomiale 
dd’’origine bactorigine bactéériennerienne

•• Manifestations cliniques trManifestations cliniques trèès varis variéées: portage es: portage 
asymptomatique, diarrhasymptomatique, diarrhéée mode modéérréée e àà CPM gravissime, CPM gravissime, 
rechutes frrechutes frééquentesquentes



Épidémiologie

•• Enfant de moins de 2 ansEnfant de moins de 2 ans
–– 25 25 àà 80 % porteurs sains80 % porteurs sains

•• AdulteAdulte
–– 2 2 àà 5% de porteurs sains chez l5% de porteurs sains chez l’’adulteadulte
–– 10 10 àà 20% 20% àà ll’’hôpitalhôpital
–– Taux augmentTaux augmentéé par les traitements antibiotiquespar les traitements antibiotiques



Physiopathologie de lPhysiopathologie de l’’infectioninfection

•• Perturbation de la flore intestinale de barriPerturbation de la flore intestinale de barrièère re 
–– AntibiotiquesAntibiotiques
–– AntinAntinééoplasiquesoplasiques

•• ProlifProliféération de ration de C. difficileC. difficile
–– Origine endogOrigine endogèènene
–– Origine exogOrigine exogèènene

•• Colonisation par Colonisation par C. difficileC. difficile

•• Production des toxines A et BProduction des toxines A et B



Facteurs de virulence chez Facteurs de virulence chez 
Clostridium difficileClostridium difficile

•• Facteurs de virulence majeursFacteurs de virulence majeurs
–– Toxines A (308 kDa) et B (269 kDa)Toxines A (308 kDa) et B (269 kDa)

GlucosylationGlucosylation des petites  protdes petites  protééines ines RhoRho

–– Toxine binaire: toxine CDTToxine binaire: toxine CDT
ADPADP--ribosylationribosylation de lde l’’actineactine

•• Facteurs de virulence potentiels Facteurs de virulence potentiels 
–– AdhAdhéésinessines
–– FlagellesFlagelles
–– Enzymes hydrolytiques : Enzymes hydrolytiques : hyaluronidasehyaluronidase, prot, protééasesases
–– Spore...Spore...



MMéécanisme dcanisme d’’action des toxinesaction des toxines

•• Synergie dSynergie d’’action : toxine A (entaction : toxine A (entéérotoxine) et toxine B rotoxine) et toxine B 
((cytotoxinecytotoxine))

•• Rôle prRôle préépondpondéérant de la toxine Arant de la toxine A
–– Destruction partielle du cytosqueletteDestruction partielle du cytosquelette
–– Destruction des jonctions Destruction des jonctions interentinterentéérocytairesrocytaires
–– LibLibéération de mration de méédiateurs de ldiateurs de l’’inflammation dans la lamina inflammation dans la lamina 

propriapropria

•• Toxine BToxine B
–– Destruction totale du cytosqueletteDestruction totale du cytosquelette

•• Toxine binaire CDT ? Toxine binaire CDT ? 





Diagnostic biologique: isolement Diagnostic biologique: isolement 
de de C. difficileC. difficile

•• Milieux sMilieux séélectifslectifs
–– CCFA (Georges)CCFA (Georges)

CyclosCycloséérine (500mg/l), cefoxitine (16 mg/l), fructose, rine (500mg/l), cefoxitine (16 mg/l), fructose, 
rouge neutre, jaune drouge neutre, jaune d ’œ’œufuf

––Milieux dMilieux déérivrivéés du CCFAs du CCFA
CyclosCycloséérine (250mg/l), cefoxitine (8 mg/l), 5% sang rine (250mg/l), cefoxitine (8 mg/l), 5% sang 

mouton, ...mouton, ...
Commercialisation: bioMCommercialisation: bioMéérieux, AES, Biorad, Oxoidrieux, AES, Biorad, Oxoid

•• Milieux dMilieux d ’’enrichissementenrichissement
––Milieux liquides + cyclosMilieux liquides + cycloséérine + cefoxitinerine + cefoxitine



Diagnostic biologique: identification Diagnostic biologique: identification 
de de C. difficileC. difficile

•• Aspect macroscopiqueAspect macroscopique
–– GGéélose CCFA + sang : colonies plates, grisâtres, lose CCFA + sang : colonies plates, grisâtres, 

aspect aspect éétoiltoiléée, pas de, pas d ’’hhéémolyse molyse 
––Fluorescence jaune chartreuse sous UV (360 nm)Fluorescence jaune chartreuse sous UV (360 nm)

•• Aspect microscopiqueAspect microscopique
––Bacille Bacille àà Gram positif, spores subterminales non Gram positif, spores subterminales non 

ddééformantesformantes

•• Identification prIdentification préésomptive: aspect, odeur somptive: aspect, odeur 



Sang



CCFA



UV 360 nm





Diagnostic biologiqueDiagnostic biologique: : ddéétection tection 
des toxines A et Bdes toxines A et B

•• DDéétection sur  culturetection sur  culture
––Milieu liquide (BHI) ou solide (culture toxigMilieu liquide (BHI) ou solide (culture toxigéénique)nique)

•• DDéétection dans les sellestection dans les selles

•• CaractCaractééristiques des souches ristiques des souches 
––Souches Tox ASouches Tox A--, Tox B, Tox B--: s: séérogroupes B, D, I, Xrogroupes B, D, I, X
––Souches Tox A+, Tox B+: sSouches Tox A+, Tox B+: séérogroupes A, C, G, H, rogroupes A, C, G, H, 

K isolK isoléées de  CPMes de  CPM
––Souches Tox ASouches Tox A--, Tox B+: s, Tox B+: séérogroupe F ...rogroupe F ...

•• IntIntéérêt rêt àà rechercher les 2 toxinesrechercher les 2 toxines



DDéétection de la toxine B: test de tection de la toxine B: test de 
cytotoxicitcytotoxicitéé

•• Cellules en cultureCellules en culture
––Cellules fibroblastiques: W138, MRC5, L929Cellules fibroblastiques: W138, MRC5, L929
––Cellules rCellules réénales: Veronales: Vero
––Cellules CHO, Hela, MacCoy, Hep2Cellules CHO, Hela, MacCoy, Hep2

•• Effet cytopathogEffet cytopathogèène dne d’’une dilution de selle  une dilution de selle  
(1/10) ultraflitr(1/10) ultraflitréée en 24he en 24h
––Arrondissement et aspect actinomorphiqueArrondissement et aspect actinomorphique
––Neutralisation par antiNeutralisation par anti--sséérum anti rum anti C. difficileC. difficile

ou anti ou anti C. sordellii (toxine LT)C. sordellii (toxine LT)



Témoin négatif Réaction positive

Cytotoxicité sur cellules L929



DDéétection des toxines A et B: tection des toxines A et B: 
tests immunoenzymatiquestests immunoenzymatiques

•• MMééthode type sandwichthode type sandwich
––Anticorps polyclonaux ou monoclonaux : Anticorps polyclonaux ou monoclonaux : 

antigantigèène partie Cne partie C--ter des toxinester des toxines
––MMééthodologiethodologie

Plaque Plaque àà 96 puits96 puits
Tests unitaires (Toxine A, Toxines A + B)Tests unitaires (Toxine A, Toxines A + B)

•• MMééthodes unitaires dthodes unitaires d’’immunoimmuno--
chromatographiechromatographie



Meridian/Gull

Oxoid



Biosite 
Diagnostics 
/BMD



Valeur du test Triage (F. Barbut)

Sensibilité 97%       Spécificité 85,6%

VPP 99,6% VPN   96%

Si on teste une seule toxine on rate 4,1% des souches



Il faut cultiver    C. difficile (M. Delmée)
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Diagnostic biologique: mDiagnostic biologique: mééthodes thodes 
complcompléémentairesmentaires

•• MMééthodes molthodes molééculaires de recherche des toxinesculaires de recherche des toxines
–– PCR PCR tcd Atcd A, , tcd Btcd B

Surnageants culture et extraits de sellesSurnageants culture et extraits de selles

–– DDéétection des variants de toxinetection des variants de toxine : PCR: PCR--RFLPRFLP
–– DDéétection de la toxine binairetection de la toxine binaire

•• Typage Typage éépidpidéémiologiquemiologique
–– SSéérogroupage selon M. Delmrogroupage selon M. Delméée: 10 se: 10 séérogroupesrogroupes

A (A1A (A1-- A12), B, C, D, F, G, H, I, K, XA12), B, C, D, F, G, H, I, K, X

–– MMééthodes molthodes molééculairesculaires
RibotypageRibotypage
Champs pulsChamps pulséé
APAP--PCRPCR
PCRPCR--ribotypageribotypage





AP-PCR - amorce AP3 (Bidet et al. J Clin Microb 2000)



Electrophorèse en Champ pulsé (Bidet et al. 2000)

Lignes 1 à 13:
souches
sporadiques
Lignes 4, 5, 8, 
12: souches G



PCR - Ribotypage (Bidet et al. 2000)

Lignes 1, 
4, 7, 8, 9 :
Souches 
Épidémiques 
Sérogroupe C



C. difficile C. difficile ………….des souches !.des souches !

24 toxinotypes

(polymophisme des gènes des deux toxines et de leurs 
régulateurs)

150 ribotypes (PCR espace intergénique 16S- 23S)

100 groupes REA (restriction endonuclease analysis







TheThe C. difficile O27 sagaC. difficile O27 saga

It has recently been determined that two-thirds of the
nosocomial cases in the Sherbrooke region (and a similar
proportion in other hospitals within Quebec) were the result
of infection with one strain, a ribotype 27, North American
pulso-type 1 (NAP1), toxinotype III organism that makes
roughly15–20 times the amount of toxin as "normal" 
strains.

The organism has an altered repressor gene with an 18 
base-pair nucleotide deletion.



C. difficile O27 C. difficile O27 thethe storystory

PFGE NAP1, REA groupe B1, Toxinotype III, ribotype027

Mars 2003

Expérience québécoise    82%  Fluoroquinolone -R

84% toxine binaire et délétion TcdC

Royal Devon and Exeter hospital apparue avec introduction 
de la moxifloxacine pour les CAP

Juillet 2005 Leiden Jansdal à Harderwijk. , Bruxelles 2004,

Ypres septembre 2005

Valenciennes Mars 2006



C. difficile O27 C. difficile O27 thethe storystory

Thomas J. Louie Calgary
Death within 30 days was more than 3 times as likely if CDAD 
complicated the hospital stay:

23% (37/161) of patients with CDAD died, versus 7% (46/656) 
of controls.

At 12 months, the cumulative attributable mortality was 16.7% 
(mean age 77 years) .

Fulminant disease poorly responsive to front-line metronidazole
therapy



C. difficile O27 C. difficile O27 thethe storystory

What factors account for the emergence of this strain ? 

An elderly hospital population, crowded wards, suboptimal
toilet-bed ratios and poor infection control performance 

present long before the Quebec outbreak
Imipenem 3.3 Ceftazidime 2.45 Clindamycine 2 Moxiflo 1.7

Dial and colleagues also raised the issue of proton-pump
inhibitors as a co-factor associated with a higher risk of CDAD.

Antibiotic restriction leading to deselection of this lethal strain. 
The acquisition of quinolone resistance by this strain could
account for the outbreaks.
Cephalosporins, being the most common inducers of CDAD, 





ActivityActivity of of fluoroquinolonesfluoroquinolones againstagainst
C. difficileC. difficile
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C. difficile C. difficile andand fluroquinolonesfluroquinolones

Antecedent use of fluoroquinolone is associated with resistance to 
moxifloxacin in C. difficile

Ackermann Clin Microbiol Inf 2003

56% of C. difficile Moxifloxacin -R

Not a single clone

Relationship between fluoroquinolone treatment and resistance p  = 
0.009



MetronidazoleMetronidazole resistanceresistance

C. difficile MIC =16 mg/L in Hong Kong, Madrid and Cardiff
Wong et al.Diagn Microbiol Infect Dis 1999 ;34:1-6

Pelaez AAC 2002,46:1647-1650 Brazier et al. JAC 2001;48:471-472 

Equine isolates in Sacramento MIC = 32 mg/l
Jang et al. Clin Infect Dis 1997, S2�66 -267



C. difficile 027 C. difficile 027 

Popoff MR, Rubin EJ, Gill DM, Boquet P. Actin-specific ADP-
ribosyltransferase produced by a Clostridium difficile strain. 
Infect Immun 1988;56:2299-306

Souche ribotype 027 (FQ-S)

Délétion de 18bp dans le gène régulateur  (sans augmentation 
de la quantité de toxine 

+ mutation 117 codon stop sur le régulateur

+toxine binaire

REA 24 sous-types dans le ribotype 0 27

Bref on ne sait pas !



Clostridium difficileClostridium difficile

thethe namename of of thethe gamegame isis isolation isolation andand cleaningcleaning


