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RESUME ANALYTIQUE

Le CNR bactéries anaérobies et botulisme et lerddbive associ€lostridium difficile
assurent la surveillance du botulisme, des affestrmsocomiales @. difficile, ainsi que
I'identification de souches de bactéries anaérobies

En 2013, Le CNR a procédé au diagnostic biologduéotulisme humain a partir de 130
échantillons de sérum, 55 selles, 59 échantilléinseataires dont 11 en lien avec un foyer de
botulisme et 2 d'environnement. Un total de 10 pln foyer suspect) foyers de botulisme
regroupant 18 (plus un cas suspect) cas ont ét#tifids. L'ensemble des patients a été
hospitalisé dont la plupart en service de réanwnatie botulisme alimentaire était la forme la
plus fréquente (6 foyers sur 1@)cas de botulisme infantilg2 de type A et 2 de type Bf) ont
éete identifiésll faut noter que, bien que rare, le botulisme infatile est plus réguliérement
signalé au cours de ces dernieres annéédn fait nouveau est qu'une des souches d&
botulinum A isolée d'un nourrisson était résistante aux betéactamines et
céphalosporines Le botulisme de type B a été le plus fréquemnumitifié (6 foyers, 9 cas),
alors que le type A représentait 4 foyers (6 dasyigine du botulisme a été retrouvée dans 3
foyers: aliment du commerce (charcuteries d’origheetugaise) dans un foyer, jambon et/ou
saucisson de préparation familiale dans 2 foyees. @nserves maison (haricots verts pour un
foyer et asperge pour un autre foyer) ont été rfioet® suspectées mais non confirmées par le
CNR faute d’aliments restants disponibles.

Le CNR a également pratiqué la recherche d'amigareutralisants chez 16 patients
traités a la toxine botulique. Des anticorps ndisaats ont été détectés chez 1 d’entre eux.

Le botulisme animal fait I'objet d’identificatiomu de typage en complément de
premieres analyses réalisées par les laboratoiéedrivaires. En 2013, 177 échantillons
d’origine vétérinaire et 176 d’origine alimentawat été analysés. Le botulisme de type C, D,
ou mosaique C/D ou D/C sévit notamment dans legag@és de volailles et dans certains
élevages de bovind e botulisme reste une situation préoccupante eglevage bovin et
volaille avec de nombreux foyers chaque année et uisque de santé publique.

La surveillance des infectionsG difficile a continué au cours de I'année 2013 grace a
I'appui du Laboratoire associé et de son résed&uatlgres laboratoires hospitaliers experts ainsi
que du CNR.Clostridium difficile représente le principal entéropathogene respansadl
diarrhées associées aux soins. Le laboratoire idss@tostridium difficile» a pour principales
missions les expertises et le développement ddmitpes d'identification, de typage et
d'évaluation de la sensibilité aux anti-infecti@les souches dglostridium difficile ainsi que
la contribution a la surveillance et a l'alerte d&®ctions nosocomiales et des cas groupés
d’infections aC. difficile (ICD). Il travaille en collaboration avec un régeaational de 5
laboratoires experts (laboratoires experts de Rduee, Toulouse, Montpellier et Nancy) pour
la caractérisation des souches. Il faut toutefigisader que le laboratoire expert de Nice a cessé
son activité d’expertise s@lostridium difficilele 20 octobre 2013. L’activité a été récupérée
dans son intégralité par le laboratoire associé.

Au cours de I'année 2013, 592 prélévements ontegids par les différents laboratoires
experts. Parmi ces 592 prélevements, 530 corregmmda des souches d& difficile
toxinogénes ; 126 souches (23,8%) ont été idestdtdnme appartenant au PCR ribotype 027.
Les 3 principaux PCR-ribotypes identifiés étaien027 (23,8%), le 014/020/077 (17,3%) et le
078/126 (8,7%).

L’année 2013 a été marquée par I'émergence deuleheo027 épidémique en région
Provence-Alpes-Cote-d’Azur, a l'origine d’'une épidé qui a touché les établissements de
santé de la ville de Marseille et de ses environs.

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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Plusieurs projets concourant a la surveillanceéétachevés ou sont en cours (projet
ECDIS-net, étude EUCLID, étude ClosER). L'étude BWT (Prix RICAI 2013) a notamment
permis de mettre en évidence un sous diagnostiinéeEgions aC. difficile (ICD) en France:
55,6% des ICD ne sont pas diagnostiquées pardbfisstements de santé.

En 2013, 238 souches de bactéries anaérobieséonhgdgistrées par le CNR [dont les
origines sont: humaine (185 souches), alimentdit8), vétérinaire (24), et autres
(collections... : 16). Les 156 souches d'origine himaadentifiées se répartissaient en 33
genres différents, 49 especes nommeées (135 sousth2t)especes non nommées représentant
de nouvelles espéces potentielles (21 souches)sdgiencage du gene ARNrl6S (77
séquences effectuées en 2013 soit 70% des sowshessrhor€lostridium difficild a permis
d’identifier plusieurs espéces rares (appartenamt especes Anaerotruncus colihominis,
Brachyspira pilosicoli, "Catabacter hongkongensi€lpstridium celerecrescens, Clostridium
lituseburense, Clostridium spiroforme, Eubacteriumylindroides, Filifactor alocis,
Peptococcus niger, Pyramidobacter piscolens, Setemas artemidis...).Le genre
Clostridiumest de loin les plus représenté (81/156 souche$E0%) parmi lesquels les 47
souches deC. difficile envoyées pour étude (identification, recherche gisses de toxines,
PCR-ribotypage). Puis par ordre décroissant cesh&suse répartissent dans les différents
genresBacteroides / Butyricimonas/ Alistipes / Dialistét8 souches)Fusobacterium(5
souches), bacilles Gram + non sporulésctinobaculum Actinomyces, Bifidobacteriom,
Propionibacterium, Eubacterium..(25 souches), et divers. Quatre déces consécutifssa
infections sévéres @lostridium,souvent a point de départ intestinal, ont été éstrég (dont 3
survenus quelgues heures apres admission aux eggenda suite d'une hémolyse intra-
vasculaire massive pa€lostridium perfringenset une colite gravissime &lostridium
septicun). Bien que les bactéries anaérobies restent en ¢és@maibles aux traitements
antibiotiques, le suivi de I'évolution de la réaiste effectué par le CNR confirme que certaines
especes (particulierement I&acteroidesdu groupe fragilis) deviennent de plus en plus
résistantes notamment aux béta-lactamines inclaamarbapénemes.

Des travaux d'expertises ont porté sur le développgent de nouvelles méthodes
d'identification et de titrage des toxines botuliqes, et caractérisation des souches @&
difficile portant une délétion dans le géoeC.

Les travaux de recherche de I'Unité associée au @NRorté sur les toxines botuliques
(passage a travers la barriere intestinale), lacté@rsation génétigue de souches Gle
botulinumet apparentées, les toxines @estridium formant des pores (toxine epsilon Ge
perfringens et les toxines de grande taille @esordellii et C. difficile.

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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1- MISSIONS ET ORGANISATION DU CNR

1-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

La description détaillée est présentéeapnexe 1

1-2 Laboratoire associé Clostridium difficile

La description détaillée est présenté@aenexe 1

Il est a noter que le laboratoire expert de Niceeasé son activité d'expertise sur
Clostridium difficilele 20 octobre 2013. L’activité a été récupéréesdson intégralité par le
laboratoire associé a Saint Antoine, Paris.

2- ACTIVITES D’EXPERTISE

Les descriptions des techniques et marqueurs didpenainsi que la liste des
techniques recommandées pour les laboratoires tex@lestridium difficilesont présentées en
annexe 2

Une page web est disponible sur le site du CNR pdarmer les centres de santé
(hbpitaux, laboratoires...) des modalités de famstement de ce réseau et des procédures a
suivre lors d’une infection @. difficile (paragraphe collaborations et réseaux)
(http://www.pasteur.fr/ip/easysite/pasteur/fr/sacegatres-nationaux-de-reference-et-centres-
collaborateurs-de-lI-oms/cnr-et-ccoms/cnr-des-bagenaerobies-et-du-botulisme/activites-
de-service

2—1 Evolution des techniques au cours de 'année 20 13

2-1-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

2-1-1-1 Techniques en développement

Des techniques alternatives au test biologique sauris pour la détection et
I'identification des toxines botuliques sont en reod'évaluation et de développement (voir
section: Expertises).

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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2-1-2 Laboratoire associé Clostridium difficile

2-1-2-1 Techniques en développement

La technique de PCR-ribotypage actuellement uéliaé laboratoire est une méthode
longue et délicate qui nécessite une interprétatisnelle des profils obtenus apres migration
sur gel résophor. L'identification des PCR-ribotygeut parfois s’avérer complexe et nécessite
de déposer les souches a identifier a coté de ssudd référence sur un méme gel. Pour
standardiser cette technique, I'évaluation et Isengin place d’'une techniquetkctrophorese
capillaire (EXPERION V3.1, BioRad) permettant la séparati@s é&mplicons obtenus par
PCR-ribotypage est en cours d’évaluation pour ar@lia terme l'identification des PCR-
ribotypes. Cette méthode permettra également dfeasiahir du BET.

2-1-2-2 Travaux d’évaluation des techniques, ifsaet trousses

En 2013, plusieurs trousses diagnostiques ontvéléaées :

- Le test moléculairdmpliVue (QUIDEL Molecular) , test permettant la détection du
géne de la toxine A dans les selles avec une d@taotmunochromatographique.

-L’algorithme en 2 temps basé sur la détectionadeDH (QuikChek, Alére) suivi en
cas de résultat positif du tetimi géne (Méridian).

- Les testsGDH QuikChek Assay (Techlab) GDH (Certest) et GDH ELISA
(Savyon)

- Le test moléculaire développé proche Molecular(en cours d’évaluation).

- Le laboratoire associé a contribué a évalueg8riahmes diagnostiques en 2 temps: i)
par technique immuno-enzymatique GDH et toxine®i@), ii) par chimioluminescence GDH
et toxines (Diasorin) et iii) par techniqgue immuemzymatique GDH puis amplification
isotherme du gene de la toxine A (Meridian) ontétalués.

1. Diagnostic des infections &lostridium difficile: évaluation du test AmpliVue et
de I'algorithme GDH-illumigene par rapport ala culture toxigénique

C. Eckert, A. Petit, E. Holscher, V. Lalande eBarbut.
(RICAI 2013, poster 539)

Objectifs: Les méthodes de référenpeur le diagnostic des infectionsGlostridium
difficile (ICD) sont le test de cytotoxicité des selles (T@&)a culture toxigénique (CT). Ces
méthodes sont longues et les résultats ne sondigpsnibles avant 24 a 96 heures. Les
objectifs de cette étude étaient d'évaluer lesaperénces du test AmpliviieC. difficile
(Quidel), une méthode moléculaire basée sur 'amplificati@licase-dépendante avec une
lecture type bandelette et celles de I'algorithrasébsur la détection de la GDH (Quik Chek
Alere) suivie du test moléculaiilumigen€ (Meridian) sur les selles positives a la GDH,
comparativement au TCA et ala CT.

Méthodes L’étude a porté sur 308 selles diarrhéiques carsées, prélevées entre
novembre 2012 et avril 2013 chez des patients stspRICD hospitalisés dans 4 hodpitaux
parisiens. Le TCA était réalisé sur des cellulesQviR La culture était réalisée sur le milieu
sélectif TCCA (Taurocholate, Cycloserine, Cefoxifngar). La déterminationn vitro de la
toxigénicité des isolats d€. difficile était réalisée en inoculant de 2 a 5 colonies dsns

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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bouillon BHI incubé 5 jours en atmosphere anaérdleesurnageant de cette culture était filtré
et inoculé sur cellules MRC-5 (CT). Les tests Aidpk, GDH etillumigene étaient réalisés
selon les recommandations des fabricants. Lorsgsigdsultats étaient discordants entre les
différentes méthodes, les échantillons de sellasawés a -80°C étaient retestés par les
différents tests et/ou par culture enrichie.

Résultats Les prévalences de TCA, culture et CT positifsiedtt respectivement de
7,5%, 15,6% et 11,7%. Quatre résultats (1,3%) eitanvalides avec le test AmpliVue en
raison de I'absence de bande au niveau des ligmeste et test. Aprés avoir refait le test, seul
un résultat (0.3%) restait invalide. Comparé a [g, s sensibilité, spécificité, valeurs
prédictives positive et négative étaient de 91,Z%9b% 76,4-97,8], 100% [Cl 95% 98,3-100],
100% [Cl 95% 87-100] et 98,9% [Cl 95% 96,6-99,7Lpte test AmpliVue et I'algorithme
GDH-illumigene.

Conclusion: Le testAmpliVue C. difficile et I'algorithme GDHHumigene sont des
méthodes sensibles pour détecter une ICD. Lesta¢ssbnt directement visualisés sous forme
de bandelette pour le test AmpliVue. Il s’agit cdunouvelle méthode moléculaire simple et
rapide qui ne nécessite pas d’équipement spécifique

2. Evaluation de 3 tests détectant la GDH par rapp® a la culture de Clostridium
difficile sur milieu sélectif.

C. Eckert, A. Petit, M. Sardaby, A. De Chevigny,\dlande et F. Barbut.
(RICAI 2013, poster 538)

Objectif: La glutamate desydrogenase (GDH) est une enzyréeifisppe de Clostridium
difficile. Son utilisation comme test de screening pouridgribstic d’infection &C. difficile
(ICD) est maintenant largement recommandée. L'¢ibjde cette étude était d’évaluer les tests
immunochromatographiques CERTESostridium difficileantigen GDH (Certe$} et C. diff
Quik Chek Assay (Techl&b ainsi que le test ELISA CoproELISA C. difficile GDH
(Savyorf) comparativement & la culture de. difficile sur le milieu sélectif TCCA
(taurocholate, cyclosérine, céfoxitine agar).

Méthodes: 301 selles diarrhéiques consécutives de patienspests d’'ICD et
hospitalisés dans 4 hopitaux parisiens ont été/aées entre le 3 avril et 1€ juillet 2013. Les
3 tests GDH étaient réalisés en aveugle sur tdaeteselles selon les recommandations des
fabricants. Les selles étaient également ensemerstgde milieu TCCA. La présence @Ge
difficile était recherchée aprés 48 heures d’incubation na@rabiose. En cas de résultats
discordants entre la culture et un des tests GBIigdt GDH était refait ou une culture enrichie
était réalisée a partir d'un aliquot de selle consé -80°C.

Résultats La prévalence de cultures positives était de 1dent 63,6% de souches
toxinogenes). Deux résultats (0,7%) étaient ineslihbsence de bande contrble) avec le test
Certest. Aprés réanalyse les 2 résultats se s@énéawegatifs. Aucun invalide n’a été observée
avec les tests ELISA Savyon et Techlab. Apres uéisol des résultats discordants et
comparativement a la culture, les sensibilitéscifpéés et les valeurs prédictives positives
(VPP) et négatives (VPN) étaient respectivemen8&€%, 94%, 66% et 98,4% pour le test
GDH Certest, de 94,3%, 90,6%, 56,9% et 99,2% potedt ELISA Savyon et de 97%, 100%,
100% et 99,6% pour le test C. diff Quik Chek.

Conclusion: Les 3 tests GDH présentent une excellente VPN, gigamt d’écarter le
diagnostic d’'ICD en <cas de résultat négatif. Ligsition d'un test unitaire

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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immunochromatographique (Certest, Techlab) ou dest ELISA (Savyon) dépendra des
contraintes de chaque laboratoire.

3. Diagnostic bactériologique des infections @lostridium difficile : comparaison de
3 techniques en 2 temps.

Goret J., Blanchi JEckert C., Petit A., Barbut F., Bébéar C. and Mégraud F.
En collaboration avec le CHU de Bordeaux
Résumé accepté sous format poster pour le con@€S/HD 2014

Introduction . Un diagnostic en deux temps comprenant le dégmstie Clostridium
difficile (CD) basé sur la détection de la glutamate désiggmrase (GDH), une enzyme
spécifiqgue de CD, suivi en cas de positivité, deeleherche des toxines A/B pour confirmer
I'infection est actuellement recommandé

Objectifs L'objectif était de comparer les performances deistralgorithmes
diagnostiques : 1) par technique immuno-enzymati@ld), GDH et toxines (Alere), 2) par
chimioluminescence GDH et toxines (Diasorin) et @r GDH-EIA puis amplification
isotherme du gene de la toxine A (Meridian).

Méthodes Toutes les selles diarrhéiques de patients suspBlE® recueillies au
laboratoire entre Juin et Septembre 2013 ont &ilysées avec les différentes techniques selon
les recommandations des fabricants. Les échardiltbscordants ont été résolus grace a la
culture toxigénique.

Résultats 468 selles ont été analysées La comparaison deshBiques montre une
concordance globale de 94,6% (443/468) avec 3,6P6468) des selles positives et 91%
(426/468) des selles négatives. Apres résolutian2feéchantillons discordants, I'algorithme
Alere présente une sensibilité faible (45,2%) cam@@a ceux de Diasorin (89,7%) et Meridian
(93,1%) alors que les spécificités sont comparab®93%, 99,1% et 98,9%, respectivement.
Le pourcentage d’infection a CD était de 6,8% (88}4 La difféerence observée entre les
pourcentages de concordance positive (3,6%) efedlion & CD (6,8%), s’explique par la
faible sensibilité du test EIA toxines (Alére).

Conclusion Les tests immuno-enzymatiques pour la recherchéoxiees A/B sont
moins sensibles que les techniques de biologieaulaliée ou de nouvelles techniques comme
la chimioluminescence qui présentent de meillepegormances.
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2—2 Activités d'expertise

2-2-1 Activités d’expertise en bactériologie anaéro

Nature et nombre des souches analysées

La répartition des souches recues en 2013 étsiitivante :

10

bie (CNR)

ORIGINES NOMBRE
humaine 185
vétérinaire 24
Alimentaire 13
Autres (industrielle, collections...) 10
EIL 6
TOTAL 238

2-2-1-1 Souche d’origine humaine

La répartition des souches d'origine humaine skboigine est présentée au Tableau 1
(paragraphe 8). Quarante-deux départements métapslont envoyé 164 souches au CNR :
24 souches (14,6%) par les laboratoires d’lle-da€e et 140 (85,4%) par les laboratoires des
autres régions. Les départements ultra-marins entoiégalement des souches tres
régulierement pour identification (18 souches eiesy par les DOM et 3 souches en
provenance de Polynésie francaise et de NouvellédGaie).

Le CNR a recu 47 souches @éostridium difficilesoit au titre de laboratoire expert C.
difficile soit pour identification et éventuellentexinotypage.

Les données démographiques des patients souffliafeéations Clostridium difficile
(ICD) et d’infections non ICD sont détaillées ddes tableaux ci-dessous.

NOTE : . Ces chiffres sont donnés uniquement a titdicatif. (aucune analyse
statistique n’a été faite).

Nombre de patients et leur origine

Nombre de patients

Infections non ICD
(nombre de départements)

ICD
(nombre de

départements)
France métropolitaine 89 (32) 40 (14)
DOM 9(3) 7(3)
TOM 2(2) 0

TOTAL

100

47

(*) dont 15 souches retransmises au laboratoire associé pour PCR ribotypage
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Répartition par sexe selon le type d'infection

Nombre de patients
infections
SEXE non ICD ICD
masculin 61 18
féminin 38 29
inconnu 1
TOTAL 100 47

Répartition des patients par age et par sexe

Infections non ICD ICD
Hommes Femmes | Hommes | Femmes
61
N (age inconnu 38 18 29
pour 4)
Age | moyenne 45,1 55,6 65,5 81,1
médiane 44 58 71 87
Intervalle 1-93 1-92 1-91 41-111

La distribution selon les sites d'infections desickes de bactéries anaérobies (hors
Clostridium difficil® est présentée au Tableau 2 (paragraphe 8).

Depuis 2010, les laboratoires correspondants du CNR remplissent trés régulierement les feuilles
de renseignements devant accompagner les souches. Les informations administratives et
épidémiologiques sont disponibles pour la grande majorité des souches. En 2013, seules 4
souches sur les 157 recues (2,5%) ne disposaient pas de cette donnée vs 1,3% en 2012, 2,5% en
2011, 10% en 2010 et 68% en 2009.

La majorité des souches (hors infections a CD) pesguelles nous avons des
renseignements cliniques provenait principalemémérdocultures (35%), et de coprocultures
(18,2%). Le reste des souches provenait de diffésedocalisations : infections intra-
abdominales, infections hépatiques/pancréatiquappusations cutanées, musculaires ou
osseuses, urologie....

Les 156 souches de bactéries anaérobies d’origimaime identifiées se répartissaient
en 33 genres différents et 49 especes nomméessiBHhes) et 21 especes non nommees
représentant de nouvelles espéces potentielleso{&hes) (Tableau 3).

Le pourcentage de souches n'ayant pu étre étudstesgalement en diminution nette
avec7% des isolats en 2013 vs 10% en 2012, 12,3% en Z2Ph,en 2009 et 19% en 2010.
Ces chiffres en amélioration nette refletent bién Ies efforts effectués par les laboratoires
mais également par le CNR qui met tout en oeuvee pssayer de purifier la souche d’intérét a
partir du prélevement contaminé. Malgré tout, kitude souches anaérobies présente toujours
pour bon nombre de laboratoires une difficulté aiag (contaminations, probleme de viabilité
au cours du transport etc...).

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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Le genreClostridiumest de loin le plus représenté (81/156 soucheb&®@%) parmi
lesquels les 47 souches @edifficile envoyées pour étude (identification, recherchegde®es
de toxines, PCR-ribotypage). Puis par ordre désaoisces souches se répartissent dans les
différents genres Bacteroides / Butyricimonas/ Alistipes / Dialistefl8 souches),
Fusobacterium(5 souches), bacilles Gram + non sporuléstiobaculum Actinomyces,
Bifidobacteriom, Propionibacterium, Eubacterium(2% souches), et divers.

L'identification selon les especes bactériennegrah#&s est rapportée dans le Tableau
4. Parmi lesClostridium la plupart étaient des souches envoyées poumdtydage,
caractérisation de la pathogénicité et/ou ideratifon.

Quatre décés consécutifs a des infections séaéEésstridium,souvent a point

de départ intestinal, ont été enregistrés (donir@emus quelques heures apres admission aux
urgences a la suite d'une hémolyse intra-vascula@rgsive paClostridium perfringen®t une
colite gravissime &lostridium septicum

Les souches responsables d’hémolyse intra-vaseutassive caractérisees au CNR ont
toujours le méme toxinotype (génes des toximest 6 détectés par PCR). Une stagiaire en
Mastere 2 (CNAM, mastere spécialisé santé publiquedtudié la diversité génétique et
phénotypique de 7 souches d#ostridium perfringensresponsables d’hémolyse intra-
vasculaire par Multilocus Sequence Typing (MLSTHesage de la toxine (perfringolysine).
Les résultats trouvés montrent que ces souchesmigpas clonales (mise en évidence d’'une
diversité génétique par MLST) et qu’elles produidenvitro en général mais de maniére non
absolue, plus de toxine

Bien que les bactéries anaérobies restent en d¢ésérsibles aux traitements
antibiotiques, le suivi de I'évolution de la réaiste effectué par le CNR confirme que certaines
especes (particulierement I&acteroidesdu groupe fragilis) deviennent de plus en plus
résistantes notamment aux béta-lactamines inclaamarbapénemes.

Le CNR participe également aux cotés de son ladioeaassociéClostridium
difficile et de son réseau de laboratoires experts a latéasation des souches Géostridium
difficile isolées de cas séveres ou groupés (47 souclusest

Apport du séquencage du géne codant ’ARN ribosomdl6S (ARNr 16S).

L’augmentation exponentielle du nombre d’especesté@nnes décrites depuis
qguelques années impose de plus en plus souvestdars a I'identification par séquencage de
'ADNr 16S. C’est plus particulierement le cas dae groupe des bactéries anaérobies
facultatives Actinomyceset Bifidobacterium et également chez des bactéries d’origine
environnementale retrouvées dans les plaies e@ostfidium...)

Ce séquencage du gene ADNr 16S (77 séquencesuefiscen 2013 soit 70% des
souches recues ho®dostridium difficile® a permis de confirmer sans ambiguité 'identifma
de plusieurs bactéries rares trouvées responsdimésctions chez 'lhomme (appartenant aux
especes Anaerotruncus colihominis, Brachyspira pilosicoliCatabacter hongkongensis”,
Clostridium celerecrescens, Clostridium litusebwenClostridium spiroforme, Eubacterium
cylindroides, Filifactor alocis, Peptococcus nigdPyramidobacter piscolens, Selenomonas
artemidis...).
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Le graphique suivant montre I'évolution du nombre@el de séquences ARNr 16S
effectuées au CNR.

Evolution du séquengage ARNr 16S au CNR (2001-2013)
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Années

‘ B Souches d'origine humaine —e— Pourcentages de souches séquencées ‘

Grace aux informations apportées par le séquengd®fdr 16S plusieurs travaux
portant sur des souches rares ou appartenantr@gounelle espece ont été publiés en 2013.

- Une étude réalisée en collaboration avec le MaayHayeshua Medical Center, Bnei-Brak et
I'Université de Tel-Aviv en Israél a permis la degtion d’'une nouvelle espeégsenbergiella
tayi dans la famille des Lachnospiraceae. Les 2 soudbesette étude avaient été isolées
d’hémoculture chez I'homme.

Amir, 1., P. Bouvet, C. Legeay, U. Gophna, and A. Winberger. 2013. Eisenbergiella tayigen.
nov., sp. nov., isolated from human blood. Int §t&wol Microbiol. Published November 26, 2013 as
0i:10.1099/ijs.0.057331-0

- L'identification d’'une souche isolée d'une infiect intra-abdominale a une espece rare
Clostridium disporicurra été rendue possible par le séquencage ARNr@éS$as clinique a
été publié dans la revue Anaerobe

Plassart, C., F. Mauvais, J. Heurte, J. Sautereali;. Legeay, and P. Bouvet2013. First case of
intra-abdominal infection with Clostridium dispauim. Anaerobd 9:77-8.

- Une souche non toxinogéne isolée d’'un cas faiak aine personne agée a été identifiée
comme Clostridium botulinumdu groupe Il sur la base des caracteres phémpigpiet du
séquencage ARNr 16S et apparentde. dotulinummosaique D/C par analyse multilocus a
'aide de 5 genes de ménage. Ce travail realiséollaboration avec le Centre Hospitalier
Universitaire de Nice (Pr. Raymond Ruimy) et lat@lforme de séquencage de I'Institut
Pasteur a été publié dans the Journal of ClinigatdWiology.

Bouvet, P., R. Ruimy, C. Bouchier, N. Faucher, C. llzuet, and M. R. Popoff.2014. An atypical

Clostridium strain related to th€lostridium botulinumgroup Il strain isolated from a human blood
culture. J Clin Microbiob2:339-43
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2-2-1-2 Souches d’origine vétérinaire

Les souches anaérobies strictes d'origine vétéeimpii nous ont été adressées sont des
Clostridiumdont 72 % sont de€lostridium perfringengTableau 5, paragraphe 8). Dans la
plupart des cas, ces souches nous sont envoyéesigteuminer le typage toxinique. Celui-Ci
est realisé par le test sur souris et amplificagiénique.

Les types toxiniques d€. perfringensresponsables d'affections chez les animaux sont
généralement difféerents de ceux rencontrés chemiie. Mais les animaux peuvent étre
porteurs de types d€. perfringens potentiellement pathogenes pour 'hnomme, comme les
souches entérotoxinogenes a l'origine des toxeiities alimentaires. La surveillance de telles
souches dans les élevages est un moyen de préasnsques.

Le typage des souches toxinogenesCthestridium en particulier deC. perfringensest
réalisé par PCR a partir des séquences des gernesides connus. Les nouveaux genes de
toxines comme les genes des toxines Beta2 et geitant été identifiés et caractérisés dans
notre laboratoire, ainsi que les génes des toXiedB et Tpel plus récemment identifiés, sont
inclus dans le toxinotypage de routine.

2-2-1-3 Souches d’origine « industrielle »

Un total de 23 souches, classées “industriellegst & dire non médicales et non
vétérinaires, nous ont été adressées par diversalalires, tels que laboratoires de collections,
laboratoires du secteur agroalimentaire, laboraoir pharmaceutiques, laboratoires
départementaux,... (Tableau 6). Ces demandes y&matoncernaient des confirmations
d’identification, toxinotypie, identification de wgohes toxinogenes au cours d’enquétes
épidémiologiques pour préciser l'origine d'intoxicams alimentaires botuliques ou dues a des
C. perfringens identification de contaminants dans des préparati pharmaceutiques,
caractérisation de souches a usage vaccinal owtimelu Egalement, des souches nous sont
adressées par des industriels de I'agro-alimenpaive évaluer leur éventuelle pathogénicité.
Ce sont des souches isolées d'aliments traitétaparaleur, le plus souvent d€sostridium
thermophiles ou apparenté€abotulinumqui peuvent présenter un risque de santé publique.

2-2-2 Activité d’expertise sur la toxine botulique et C. botulinum

Evaluation de la détection de la toxine botuliqué\ par un test endoprotéase dans
le sérum de patients naturellement atteints de botisme (Biosens Bioelectron 2014,
57C:207-212).

Nous avons au préalable développé un test de métetd la toxine botulique de type A
(BONT/A) basé sur son activité endoprotéasiqueavids de son substrat SNAP25. Une fois
clivé par BoNT/A (libération des 9 acides aminéte@ninaux), SNAP25 dévoile des épitopes
spécifiques. Ainsi, SNAP25 clivé par BONT/A peuteéteconnu par des anticorps spécifiques.
L'équipe de C. Lévéque (INSERM, Marseille) a genéranticorps monoclonal spécifique de
la forme clivée de SNAP25 par BoNT/A. Ainsi, unttds I'activité enzymatique de BoNT/A a
éte développé a l'aide de SNAP25 recombinant eetlanticorps monoclonal avec révélation
en ELISA ou par "surface plasmon resonance" (SRBUs avons également développé une
technique de détection de SNAP25 clivé par BoNT/Ride de la spectrométrie de masse (J.
Clin. Microbiol. 2012, 50/ 4091-4094).
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En collaboration avec .@.évéque nous avons évalué la méthode endoprot&asiec
révélation par SPR pour l'identification de BoNTdans le sérum de malades naturellement
contaminés (Biosens Bioelectron 2014, 57C:207-2M2)ze patients avaient fait I'objet d'un
diagnostic de botulisme par identification de laine botulique dans le sérum par le test sur
souris et caractérisation génétique de la souch®; detulinumisolée des selles. Parmi ces 11
patients, 7 avaient un botulisme de type Al, 3yge A2 et un de type indéterminé. La toxine
botulique a été détectée par le test endoprotéasitans les 11 échantillons de sérum.
L'avantage de cette méthode est qu'un petit vollersetrum (0.5 ml) était suffisant. Une étape
d'immunoprécipitation a été realisée avec les A.8'@hantillon de sérum a l'aide d'anticorps
polyclonaux dirigés contre le domaine Hc de BoN&Ammunopurifiés. De plus, les résultats
étaient obtenus en une demi-journée. La sensibidéitéette méthode a été estimée a 0.1 DL/ml.
L'inconvénient est que cette méthode ne détectéagiosine de type A.

Les échantillons de sérum contréle de 21 persosaiees et de 22 personnes atteintes
d'un syndrome de myasthénie de Lambert-Eaton aist donné une réponse négative dans le
test endoprotéase BoNT/A. Dans certains cas deopaetltie autoimmune, le sérum présente
une toxicité dans le test souris qui peut génetelprétation de la recherche de toxine
botulique. Le test endoprotéase se montre spéeifigulBONT/A.

Développement d'un test de détection de la toxineotulique A par un test
endoprotéase avec révélation par ELISA (collaboratin avec C Leveque, CNRS Marseille)

Afin de disposer d'un test plus facilement réalsatians les conditions de notre
laboratoire, un test de détection de la toxine limpia A avec révélation par ELISA est en cours
de développement. Il est basé sur le clivage de F2%Apar la toxine botulique A avec une
révélation par ELISA a l'aide d'un anticorps quiamnait spécifiguement la forme clivée de
SNAP25 par la toxine A et pas la molécule entigzecekte protéine. Un anticorps monoclonal
reconnaissant spécifiguement cette protéine clhaes a été fourni par.@évéque. L'ADN
codant pour SNAP25 a été cloné dans un vecteur ET2a protéine recombinante avec un
tag 6Hix a été obtenue ché&z coli et purifiée sur colonne cobalt. La protéine recmaibte
SNAP25 a été fixée sur des plaques 96-puits, puisbiée avec des dilutions en série de
préparations de toxine botulique ou des contréd¢da révélation a été réalisée a l'aide de
I'anticorps monoclonal anti-forme clivée et d'umjogué marqué a la peroxidase. Cette
technique fournit des réponses 4 a 8 fois plusilsiessque le test de Iétalité chez la souris
lorsqu’elle est réalisée avec des toxines purifedéesn tampon aqueux, mais la sensibilité est
nettement plus basse lorsque des échantillonsrdenséontenant de la toxine botulique sont
utilisés. Ce test a été validé pour les toxinesalss type Al, A2, A3, A4 et A5.

Développement d'un test de détection de la toxineohulique B par un test
endoprotéase avec révélation par ELISA

Nous avons au préalable montré en collaboration Béguipe de C Lévéque qu'un test
endoprotéase pour la détection de la toxine batalde type B (BONT/B) avec révélation par
SPR était suffisamment sensible pour I'appliquéx détection de la toxine botulique dans le
sérum des patients (Anal Biochem 2011, 410: 281-288

Cette méthode est en cours de développement dansonditions de laboratoire avec
une révélation par ELISA. Pour cela le substraciéip@ile de BoNT/B, a savoir la protéine
VAMP2, est produite sous forme de protéine recomamitie. Un peptide correspondant a la
partie C-terminale de VAMP2 clivé par BoNT/B a &gnthétisé et a été utilisé pour
immuniser des lapins. Les anticorps spécifiquesttipurifiés par affinité sur le peptide qui a
servi d'antigene et sont utilisés pour la détectlerla forme de VAMP2 clivée par BoNT/B.
Les premiers essais montrent une bonne sensibtligpécificité de ce test. Ce travail est en
cours pour adapter ce test a des fins de diagnostic
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Développement d'un test de détection des toxinesthbtiques E et F par un test
endoprotéase avec révélation par ELISA

Des tests endoprotéase pour la détection des wXiotiliques E et F sur le méme
principe que ceux pour les toxines botuliques Aetont en cours de développement. Des
peptides correspondant a la partie C-terminale NAPR5 clivé par BONT/E et de VAMP2
clivé par BONT/F ont été synthétisés et ont étlkses pour immuniser des lapins. Les sérums
obtenus reconnaissent spécifiquement les subsithi®s par BoONT/E et BoNT/F,
respectivement. Cependant, le taux en anticorpsfepées de ces sérums est trop faible pour
une détection suffisamment sensible de toxine. &esis sont en cours pour améliorer la
production de ces anticorps.

Analyse d'anticorps monoclonaux neutralisants de latoxine botuligue E
(collaboration avec le CEA Saclay)

Dans le cadre du programme NRBC et en collaborai@t le Laboratoire d'Etudes et
de Recherches en Immunoanalyse, CEA, Saclay, de®mms monoclonaux dirigés contre le
domaine Hc de la toxine botulique de type E ontdlitenus. Ces anticorps reconnaissent
BONT/E en ELISA, mais ils ne neutralisent pas oulesment a un faible niveau BoNT/E dans
le test de létalité chez la souris. Cependant,asseciation de 3 de ces anticorps monoclonaux
a une activité neutralisante tres élevée. Ce trdeataractérisation de I'activité neutralisante de
cette association d'anticorps est en cours.

Production d'anticorps neutralisants des toxines biliques A, B et E par
vaccination ADN (Human Vaccine Immunother 2013, 9:2147-2156) (Maliation avec
I'équipe de D Sherman et P. Bigey, Faculté de PaaanParis 5)

La préparation d'ADN recombinant représente unknigce plus aisée, notamment en
matiere d'assurance qualité, et moins couteusecgqlie des protéines recombinantes. La
technique de D Sherman d'administration d'ADN pectéoporation chez le lapin a été utilisée
pour évaluer la possibilité d'obtenir des anticorpstralisants des toxines botuliques A, B, et E
pour un usage thérapeutique. L'ADN codant pouolaalne Hc des toxines botuliques A, B et
E a été cloné dans un vecteur d'expression pouwleetucaryote et a été injecté par
électroporation intramusculairement a des lapinssiAdes anticorps ayant un titre neutralisant
élevé ont été obtenus vis a vis des toxines baiedicA et E, mais pas vis a vis de la toxine de
type B.

Caractérisation des souches dé. botulinumpar génotypage, séquencage du gene
de la neurotoxine botulique et étude MLST.

Les souches d€. botulinumsont divisées en 7 types (A a G) selon les prtgsié
antigénigues des toxines botuliques produites etoes-types selon les variations de séquence
du gene de la neurotoxine. D'autre part, les saude€. botulinum se caractérisent par les
génes des protéines non toxiques qui composemicies Ibotulique. Le génotypage du locus
botulique réalisé par PCR a l'aide de couples d'eesospécifiques de chaque gene des locus
botuliques, ainsi que le séquencage du gene deutoxine botulique permet d'obtenir une
caractérisation précise du type et sous type dgquehaouche. Les souches @e botulinum
isolées au CNR sont systématiquement analyséagpatypage portant sur les génes du locus
botulique, séquencage complet du gene de la nedmetdotulique et analyse de 7 genes de
ménage par MLST.

En collaboration avec la plateforme de séquencagédnstitut Pasteur, nous avons mis
en place le séquencage de génome complet de sodeh€dostridium et leur analyse
bioinformatique. La méthode actuelle de pyroséqagagermet d'obtenir une séquence quasi-
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complete de génome en 100 a 200 contigs. Ceci peuset d'accéder en une seule opération
aux informations de la séquence du gene de la treume et ainsi de préciser le type et sous
type deC. botulinum d'avoir les séquences des genes des protéineséess aux complexes
botuliques ainsi que des genes de maison permetistablir le profil MLST de la souche et
d'analyser sa variabilité génétique. Une cinquastale souches d€. botulinumont été
actuellement séquencées de cette facon et sordues @'analyse ce qui permettra d'apprécier
la diversité et la variabilité génétique des sosate. botulinumisolées en France.

Caractérisation des souches d€. botulinum au moyen d'une puce ADN

lllumina (PlosOne 2013, 8(6): e67510)
Dans le cadre d'un programme en collaboration &/&tH, une puce comportant des

ADN d'intérét pour de nombreux agents de la mebamegique a été développée. Cette puce
comporte les ADN des principaux genes de neurogsximotuliques ainsi que les genes des
protéines non toxiques du locus botulique. Ell¢éa@stée avec des souches représentatives des
principaux types d€. botulinum ainsi qu'avec des échantillons et souches isalésfadyer de
botulisme. Cette méthode a permis de détecterper tn une seule opération des souches de
référence ainsi que des souches @e botulinum dans des échantillons naturellement
contaminés en accord avec la méthode de référeneceégé mise en place en paralléle.

Détection deC. botulinumA, B, E, F, C, C/D, D/C et D en PCR temps réel
Les couples de primers correspondant aux genesedestoxines A, B, E, C et D ont
été synthétisés et validés par la méthode de Sgmngen PCR temps réel avec des gammes
d'ADN purifiés. Cette méthode est utilisée en maitiepuis plus de 3 ans au CNR pour la
détection des souches @ebotulinumdans les échantillons et la caractérisation deshss.
Cette méthodologie a été complétée avec des pripmmsettant de détecter et de
différentier les souches de C. botulinum F, aing tgs souches mosaiques C/D et D/C. Des
souches de C. botulinum Af et Bf ont été identifié@ns des cas récents de botulisme humain.

De méme, la méthode a été étendue aux souch€s betulinumprotéolytiques et
non protéolytiques de type B. Des primers baséslassigenes spécifiqgues de chaque sous type
ont été développés et validés pour différentiersoes types de souches par PCR temps réel.

Développement d'une méthode précise de dosage denurotoxine botulique A par
PSAQ (Protein standard for absolute quantification)(Travail de thése de V. Morineau-
Hilaire)

Afin de déterminer avec précision la quantité dero®xine botulique A dans des
préparations de toxine libre ou de complexes efsiaite pouvoir définir les doses
biologiquement actives de chaque sous type de toxime A, une méthode de dosage par
spectrométrie de masse a l'aide d'une protéindatadriPSAQ) est en cours de développement.
La méthode consiste a faire un dosage des pegjdés digestion trypsique par rapport a une
protéine standard marquéé®&. La chaine Iégeére de la toxine botulique A achigisie comme
protéine standard. Elle est produite en tant qu&épre recombinante et est marquée
isotopiquement et purifiée. Une analyse des peptidajoritaires des différents sous types de
toxine botulique A a été réalisée de facon a déli@si peptides qui serviront pour le dosage.

2-2-3 Activité d’expertise sur  Clostridium difficile  (Laboratoire
associé)
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Au cours de I'année 2013, 592 prélévements ontegids par les différents laboratoires
experts, contre 464 en 2012 (+27,6%) (Tableau &tteCaugmentation s’explique par (i)
I'épidémie qui a touché Marseille et ses enviraon@ikgla resensibilisation des laboratoires du
Sud Est auappel des critéres de signalement et d’envaies souches de. difficile au CNR
au cours de 'année 2013.

Parmi ces prélévements40 ont été confirmés comme étant des souches. difficile
et analysés ; 10 souches (1,9%) étaient des soueh€s difficile non toxinogenes et530
(98,1%) correspondaient effectivement a des soucx@sogenes.

Parmi les souches toxinogenes (Tableau I1),

- La recherche des fragments A3 et Bl a été effectpour 529 et 528
souches respectivement ; le toxinotype a été r@odu 2 souches (souches de toxinotype XI,
toxinotypage effectué par le laboratoire associé).

- La recherche de la toxine binaire a été effecipder 390 souches. Parmi les 231
souches qui ne possédent pas la forme entiére tixitee binaire, la recherche de la forme
tronquée a été effectuée pour 203 souches.

- La recherche d’'une délétion dans le g&xke a été réalisée pour 401 souches.

- Un antibiogramme a été rendu dans 526 cas (seuckmogenes).

- La PCR-ribotypage a été effectuée sur toutesdashes toxinogenes.

Tableau |: Evolution du nombre de préléevements regus pawmaatérisation et nombre de
souches d€. difficile depuis 2007.

2013 2012 2011 2010 2009 2008 2007
Nb de préléevements recus 592 464 596 551 561 617 78(
Nb de souches de. difficile 540 435 550 520 499 578 744
Nb de souches toxinogenes 530 420 543 503 486 561 731

Tableau II: Activité d’expertise surC. difficile et analyses effectuées sur les souches
toxinogenes (en %)

2013
Nb de prélevements regus 592
Nb de souches deClostridium 540
difficile
Nb de souches toxinogénes 530
Recherche du fragment A3 (%) 99,8
Recherche du fragment B1 (%) 99,6
Recherche de la toxine binaire (%) 73,6
Délétion danscdC (%) 75,7
Antibiogramme (%) 99,2
PCR-ribotypage (%) 100
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3- ACTIVITES DE SURVEILLANCE

3-1 Surveillance de I'évolution et des caractéristi  ques des
infections

3-1-1 Surveillance du botulisme (CNR)

Le volume global d'activité concernant la surveitia du botulisme en 2013 est le
suivant:

Botulisme humain
- sérums (recherche de toxine botulique) 130
- selles (recherche de toxine botulique et de C. botulinum) 55
- sérums (recherche d'anticorps neutralisants de toxine 16
botulique
Echantillons agro-
alimentaires
- en relation avec une suspicion de botulisme humain 30
- autres 32
Botulisme animal
- échantillons 131
Echantillons d'aliment
pour animaux et
échantillons
environnementaux
- échantillons 169
TOTAL

3-1-1-1 Botulisme humain

Réseau de partenaires

Les échantillons, en majorité sérums humains et pkcasionnellement selles, nous
sont adressés par l'intermédiaire des laborattiospitaliers ou laboratoires d’analyses privés
sur demande du clinicien ou praticien traitant dengadre d'une suspicion de botulisme
clinique ou pour étayer un diagnostic différenti&in syndrome neurologique de paralysie
flasque descendante.

La répartition des partenaires s’étend sur touterdamce. Certaines demandes d’analyse
de botulisme proviennent de I'étranger.

Lors d'alerte botulisme, le bureau "alerte” de @®et la DGAL coordonnent des
conférences téléphoniques entre les principawepaires (hospitaliers, InVS, ARS, Services
vétérinaires, ANSES, ANSM, ..) y compris le CNR qarticipe activement a la gestion de la
situation. Il faut souligner la coordination enttaVS et le CNR sur la gestion des foyers de
botulisme et les enquétes pour en déterminer ifaig

Analyse des cas de botulisme humain

Un total de 130 sérums et de 55 selles de pat&rsigects de botulisme ont fait ["objet
d'identification de botulisme en 2013 (Tableau B8-1
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La présence de toxine botulique est recherchée #arserum ainsi que dans les
échantillons d’aliment par le test de |étalité souris et de sero-protection a I'aide d’anticorps
neutralisants spécifiques. Des tastwitro alternatifs au test de létalité chez la sourig gon
cours de développement et d'évaluation. Notamnments adaptons les tests d'endopeptidase
avec détection par ELISA a la mise en évidencidenttification des toxines botuliques A, B et
E. Des essais ont été réalisés en collaboration B&guipe de M Seagar a Marseille pour la
détection dans des sérums artificiellement et ed&ument contaminés avec de la toxine
botulique A et B en utilisant le test d'endopreg&avec détection par SPR (Biacore), et en
collaboration avec N. Becher au CEA Saclay pouwléi@ction dans des serums artificiellement
et naturellement contaminés avec de la toxine loptell A par un test d'endoprotéase et
détection par spectrométrie de masse. Ces essfiseeen paralléle du test de référence, c'est
a dire le test souris, sont prometteurs. Pour desems de commodité dans notre laboratoire
nous avons adapté ces tests a une détection p&AEDIans la mesure ou les échantillons de
sérum sont en volume suffisant, nous mettons ete f@s deux types de testis, vivo et in
vitro, pour évaluer ces nouvelles méthodologies dansoleditions d'analyses de routine.

C. botulinumest recherché dans les selles et les alimenteaisspar culture
d’enrichissement et amplification génique, ainse quar caractérisation des toxines produites
selon un protocole développé au laboratoire. Ladiién deC. botulinumdirectement dans
I'échantillon par extraction d'ADN et PCR en temgal a été développée. Etant donné que la
sensibilité de cette approche n'est pas toujoudfisante elle est dans tous les cas accompagnée
de la recherche d@. botulinumapres culture d'enrichissement. L'isolement deshses deC.
botulinumest entrepris pour chaque échantillon positif algoi a obtenir une caractérisation
détaillée des souches et du type de botulisme asecaNotamment nous développons le
séquencgage du génome complet des souches isoléagotea caractériser les types et sous-
types deC. botulinumpar analyse des séquences des genes des toxinkguas, ainsi que des
génes des protéines non toxiques associées auxleasmpbotuliques, et a évaluer la
variabilités des souches par analyse des genesidenr(MLST).

Au cours de I'année 2013, 19 cas de botulisme pluis suspect (10 foyers plus un
suspect) ont été identifié¢Tableau ci-dessous ). Ces données sont sensititiéteatiques a
celles des années précédentes:

Année Foyers (cas) déclarés
2013 11 (19)

2012 8(10)

2011 9(17)

2010 8 (26)

2009 25 (10)

2008 6(9)

2007 6 (11)

2006 7 (8)

Selon le type de toxine botulique, les foyers et da botulisme se répartissent en 6
foyers (11 cas) de botulisme de type B, 4 foyersa® de botulisme de type A et un foyer (2
cas) de suspicion de botulisme non confirmé au CDN#. nombres de foyers et cas sont
comparables a ceux des années antérieures. Cemteait a 2012 et 2011 et conformément aux
annees antérieures, les formes de botulisme deBt@taient prédominantes en 2013.
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En 2013, le botulisme humain est survenu sous fateneas sporadiques ou de petits
foyers familiaux (maximum 3 cas par foyer). Aucogdr étendu n'a été signalé.

Il faut noter l'importance du botulisme infantile eours de 2013 (4 foyers, 4 cas) soit le
tiers des foyers de botulisme humain. Les autrgerfoétaient liés a un botulisme d'origine
alimentaire.

L'origine alimentaire a été identifiée dans 3 fey@armi les 7 foyers de botulisme
alimentaire et la source de contamination des eabatulisme infantile n'a pas été précisee.
Dans deux foyers, l'aliment en cause était un jand® préparation familiale et dans un autre
foyer il s'agissait de salaisons (saucisson, chpimportées (Portugal).

Botulisme infantile en 2013

Les cas de botulisme infantile étaient des forméger®es qui ont nécessité une
hospitalisation en service de réanimation avecilatioh assistée.

Le premier cas était un nourrisson (fille) de unisnda toxine botulique B a été
identifiee dans les selles (4 DL/g), mais pas darserum, et une souche @ebotulinumtype
Bf a été isolée des selles. Quatre échantillonsd@e et un échantillon de lait infantile que
I'enfant avait consommeés n'ont pas révelé la poesde toxine botulique ni d&. botulinum
En revanche un échantillon de miel additionné diatea que la mére a consommé, mais pas
I'enfant, contenait une souche @ebotulinumtype A2. Cette souche était donc difféerente de
celle retrouvée chez le nourrisson.

Un autre ces de botulisme infantile de type B astenu chez un enfant de 6 mois. Les
selles contenaient de la toxine botulique B (24dd)lket une souche d&. botulinumtype Bf,
et le sérum ne contenait pas de toxine détect@l@eenfant était allaité et recevait aussi des
purées de légumes frais et de fruits, ainsi qui@ tisane, et de la confiture d'abricots, mais pas
de miel. Aucun échantillon d'aliment n'a été réicewie pour analyse.

Les deux autres cas de botulisme infantile étalentype A (nourrissons (F) de 3 mois
et (M) de 6 mois respectivement) et d'une forme $é&vere également. La toxine botulique A a
été détectée dans les selles a un titre tres degle premier cas (300 000 DL/g) et plus faible
(10 400 DL/g) dans le 2éme cas. Une souch€.dmtulinumde type A2 a été isolée dans les

,,,,,,

L'origine de ces deux cas n'a pas été déterminaecein aliment a risque n'a été signalé. Une
contamination a partir de l'environnement, notamrregrosols et poussieres émis par une
installation industrielle a proximité du logement & cas, a été suspectée mais n'a pas pu étre
vérifiée.

Le premier cas de type A s'est caractérisé paouage deC. botulinumA dans le tube
digestif sur une longue période. En effétbotulinumA a été détecté dans les selles jusqu'a 4
mois apres le début des symptdmes. Le taux enddatuliqgue a progressivement diminué au
cours de cette période.

Une autre particularité de ce cas est que la sodel@ botulinumA2 était résistante
aux beta-lactamines et caphalosporines. C'estdmipre souche d€. botulinumidentifiee
comme présentant un profil d'antibiorésistanceiqditr. Une étude génétique détaillée de
cette souche est en cours.

Foyers de botulisme alimentaire de type A en 2013

Les deux foyers de botulisme alimentaire de typenAregroupé deux cas dans chaque
foyer qui ont développé des symptdémes de paratsitinsuffisance respiratoire trés séveres.
Ces personnes ont été hospitalisées en servicéam@nration avec ventilation assistée. La
toxine botulique A a été retrouvée dans le séruncteke quatre personnes (1 a 4 DL/ml).
Cependant cette toxine, n'a été détectée que dausglles d'un seul patient a un taux trés faible
(10 DL/g). Une souche d€. botulinumde type A(B) a été isolée dans les selles des deux
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patients du 1° foyer, et une souche de type A2 tmselles d'un des patients du 2° foyer.
L'origine alimentaire de ces deux foyers n'a pasdentifiée. Les personnes de ces deux foyers
avaient I'hnabitude de consommer des conserves @manation familiale. L'analyse de deux
conserves de haricots verts dans le premier fogerestée négative, et aucun échantillon
alimentaire du 2° foyer n'a été réceptionné poatyse.

Foyers de botulisme de type B en 2013

Quatre foyers de botulisme de type B ont été sémal'évolution clinique de ces cas a
été plus modérée que ceux atteint d'un botulisngpeA.

Le premier foyer a concerné deux personnes paruii ®nt pris en commun un repas
comprenant un jambon et saucisson de préparatioiide. La toxine botulique de type B a
été retrouvée dans le sérum des deux personne3 [L&ml) et dans les selles d'une des deux
personnes (20 DL/g). Le jambon contenait 20 000gDdé toxine botulique B. Les souches
isolées du jambon et de la selle étaient de typerBprotéolytique.

Le 2eme foyer a regroupé 3 personnes dont une elaipé des signes séveres et a été
hospitalisée en réanimation. L'analyse du sérumdees personnes a révélé la présence de
toxine botulique de type B a un taux de 8 DL/nmgzla personne la plus atteinte et 2-4 DL/ml
chez l'autre personne. Les selles n'ont pas faifjel de prélevement pour analyse. Ces
personnes avaient consommeé des produits de chaecuterigine portugaise. La toxine
botulique B a été identifiée dans des prélevemeatshorizo et saucisson a un faible taux (16
DL/g) et aucune souche d& botulinumn'a pu étre isolée. Il faut noter que les salasen
charcuteries sont souvent contaminées @arbotulinum de type non-protéolytique dont
I'isolement est particulierement laborieux et dalic

Dans le 3eme foyer, une personne parmi 3 ayantooomg une conserve familiale a
base de poulet et de légumes a contracté un bowilgévere. La toxine botulique B a été
détectée dans le sérum de ce patient (1 DL/mlagichez les deux autres personnes. De méme,
la toxine botulique B a été retrouvée dans lesese{BO0O0 DL/g) de cette personr@.
botulinum B a été identifié dans les selles mais n'a paftpal isolé. L'analyse de deux
conserves de la méme préparation, mais différetgalles qui ont été consommeées est restée
négative. Il faut souligner que la conserve supp@see a I'origine de la contamination avait été
stockée a température ambiante.

Dans le 4eme foyer, trois personnes ont eu dessignodérés de botulisme aprés avoir
consommeé un jambon de préparation familiale. Laeszhe de toxine botulique dans le sérum
de deux de ces personnes a été négative et ilpag au de prélevement de selles pour analyse.
Le jambon contenait 20 000 DL/g de toxine botuligeetype B et une souche @ebotulinum
B non-protéolytique a été isolée.

Dans un autre foyer, deux personnes ont dévelom® sipnes ophtalmologiques
modeérés et évocateurs de botulisme. Mais, l'analyseérum et des selles de ces patients est
restée négative. Ces personnes avaient consomno@mEerves de préparation familiale a base
de porc et de gibier, mais aucun échantillon ntd'ddjet d'analyse. Le diagnostic de botulisme
a été retenu sur la base du signalement cliniquide personnes en méme temps.

Un cas particulier de suspicion de botulisme

Un cas s'est révelé particulierement problématidiree personne (37 ans) ayant des
antécédents de thalassémie a manifesté une paralywisuffisance respiratoire aigué, et a été
hospitalisée en réanimation. Les cliniciens onpsat soit un botulisme, soit une myasthénie.
L'analyse d'un préléevement de sérum au momentigiesssclinigues a montré une suspicion de
toxine botulique de type B. Cependant, le volumsuifisant d'échantillon de sérum n'a pas
permis de réaliser une recherche compléte de tdxmalique et n'a pas permis de conclure
définitivement a un diagnostic de botulisme. Lahe¥che d'anticorps anti-récepteur de
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I'acétylcholine a été négative. L'analyse d'un éthan de selles prélevé tardivement aprés
I'apparition des signes cliniques est restée négagt aucune consommation d'aliment a risque
par cette personne dans les jours précédant |l mhagjue n'a été identifiee. Un traitement a
base d'inhibiteur d'acétylcholinestérase s'estrapagné d'une amélioration rapide. Ce cas tres
suspect, non retenu comme botulisme, est restéasoiu.

Diagnostic différentiel des affections avec un tabhu de paralysie flasque et/ou de
trouble dysautonomique

Le botulisme est de plus en plus pris en comptes dandiagnostic différentiel des
paralysies flasques incluant les neuropathies mumoines comme le syndrome de Guillain
Barré ou de Miller-Fisher, la myasthénie, ou desdmnts vasculaires (AVC). L'élimination
d'un éventuel botulisme lors dun tableau cliniqge paralysie flasque ou de troubles
dysautonomiques tels que défaut d'accommodatioseoheresse de la bouche est la premiere
motivation de demande d'analyse de botulisme.

En 2013, 8 demandes d'analyse de botulisme ongétientées vers un diagnostic de
neuropathies auto-immunes (Guillain-Barré, Milleistfer), d'accident vasculaire cérébral
(Tableau 8-2). A la suite de nos résultats négatifglentification de botulisme et évoquant une
autre origine des paralysies et diminution desétiés (origine autoimmune ou autre), les
analyses complémentaires meneées par les labosatigreandeurs ont permis de confirmer le
2° diagnostic.

Recherche et titrage d’anticorps anti-toxine botulgue A

La toxine botulique, essentiellement le type A,lasjement utilisée dans le traitement
de certaines affections neurologiques comme letodies. Certains sujets deviennent non-
répondeurs a la toxine botulique par développemanticorps neutralisants (Tableau 10).

Un total de 13 échantillons de sérum a été analgséla présence d'anticorps
neutralisants a été détectée dans un seul d'antreiga-vis de la toxine botulique A et aucun
vis-a-vis de la toxine botulique B.

3-1-1-2 Botulisme agro-alimentaire et environnerakent

Des échantillons d'aliments nous sont adressés lamadre de foyers avérés ou
suspects de botulisme humain. Ces échantillons sonisenvoyés par les agents chargés des
enquétes d'’hygiéne alimentaire et appartenant gendes régionales de santé et Directions
départementales de la protection des populationsSéevices Vétérinaires et Directions des
Affaires Sociales) ou parfois sur réquisition dePlg&fecture de Police ou du Tribunal lors
d'enquéte judiciaire. Occasionnellement, nous m@tevdes échantillons alimentaires ou
environnementaux de la part d'industriels pouratedroles de fabrication ou d'enquétes sur le
botulisme animal. Les résultats sont présentésabledu 9-1.

3-1-1-3 Botulisme animal

Le botulisme animal est de plus en plus réalisé |par laboratoires vétérinaires
départementaux ou régionaux, auxquels nous avansféré la méthodologie. Les demandes
d'analyse de botulisme animal que nous recevongigmuent de laboratoires vétérinaires
départementaux ou privés et concernent essentiflliedes confirmations d'examens réalisés
en premiere intention et de typage de botulismdesuanalyses de foyers et cas litigieux. Notre
rble consiste principalement en une activité detregfce basée sur des confirmations ou
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infirmations de premieres analyses et de typagdéatalisme. Les analyses concernant le
botulisme animal sont résumées au Tableau 11.

Botulisme bovin. Le botulisme bovin est endémique dans I'Ouestaderdnce depuis
les années 1980. En 2013, un total de 65 échargjll@présentant 22 foyers et 40 cas, ont été
analysés, principalement des échantillons de canietestinal, du fait que la recherche de
toxine botulique dans le sérum des bovins n'esfipbke. Le botulisme a été confirmé dans 7
foyers (16 cas). Il s'agit principalement de beiule de type mosaique D/C (6 foyers sur 7) et
un foyer de type C a été suspecté. Comme l'anrésgente le type mosaique D/C semble
prédominant chez les bovins en France.

Botulisme des oiseaux sauvage&n France et dans toute I'Europe occidentale, les
oiseaux sauvages, en particulier les canards etsaoiseaux aquatiques, paient un lourd tribut
au botulisme chaque année, essentiellement emselismde et séche. En 2013, un total de 35
échantillons représentant 22 foyers et 27 castérargalysés. Le botulisme a été confirmé dans
18 foyers (22 cas). Le fait marquant est que d&afmealyse génétique des souches isolées ou
de I'ADN préparé des cultures d'enrichissement,stasches deC. botulinumdes oiseaux
sauvages correspondaient principalement au typaioues C/D (12 foyers sur 18), c'est a dire
possédant un gene de neurotoxine hybride enttgypges C et D. Les souches @ebotulinum
mosaique C/D sont distinctes de celles de typerBti©uvées notamment chez le bovins. Une
contamination croisée entre les deux especes owsaunree environnementale commune aux
deux especes semble peu probable.

Botulisme des oiseaux d'élevagée botulisme est relativement fréquent ces deesier
années dans les élevages industriels de volaplesldts, dindes, canards...). Outre les pertes
économiques, parfois trés importantes en élevageotulisme aviaire représente un risque de
santé humaine. En 2013, 19 échantillons proveraddlevages (24 cas) ont été analysés. Le
botulisme a été confirmé dans 10 élevages. Lelmtef types de botulisme chez les oiseaux
d'élevage (2 foyers de type C/D, un de type D, &de C ou D, et 2 de type D ou C./D), était
plus varié que chez les oiseaux sauvages. On [iggr®ger sur une transmission possible du
botulisme entre oiseaux sauvages et oiseaux dgde\dais, I'apparition du botulisme des
oiseaux sauvages est tres saisonniére, majoritaiieran période chaude, été et début
d'automne, alors que le botulisme survient de fggaa continue au cours de I'année dans les
élevages de volailles.

3-1-2 Surveillance des infections a  C. difficile ( Laboratoire
associe)

3-1-2-1 Réseau de partenaires

Le CNR des bactéries Anaérobies et du botulismsti{in Pasteur, Paris), son
laboratoire associé &ostridium difficile» (Université Pierre et Marie Curie, site Saint-
Antoine, microbiologie, Paris VIgt un réseau de 5 laboratoires experts (Rouen, N@ecy,
Montpellier, Toulouse) couvrant chacun une régmssurent une veille épidémiologique des
infections aC. difficile. Il faut toutefois signaler que le laboratoire expbs Nice a cessé son
activité d’expertise suClostridium difficilele 20 octobre 2013. L’activité a été récupéréesdan
son intégralité par le laboratoire associé a Sanbine.
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3-1-2-2 Définition de I'’échantillon de souches éd

Le laboratoire associé et les laboratoires ex@assirent le typage des souche<de
difficile isolées des cas d’infections qui ont fait 'ob@un signalement aux autorités
sanitaires. Les cas signalés correspondent sat dadmes séveres d’infectiores (Iéfinitions
de la sévérité dans le guide « Conduite a teniragrbstic, investigation, surveillance et
principes de prévention et de maitrise des infast@Clostridium difficile» InVS 2006) soit a
des cas groupés (épidemies). Cependant il estenéquue les souches recues n’'aient pas fait
I'objet d’'un signalement aux autorités sanitaires. motif d’envoi des souches qui doit étre
précisé sur la feuille d’accompagnement (infectommunautaire motivant I’hospitalisation,
transfert en réanimation pour infectio€adifficile, déces lié a I'infection €. difficile dans les
30 jours, hyperleucocytose >20 000/mm3, traitenddmturgical de l'infection &C. difficile
épidémie ou cas groupés d'infectionsCa difficile) n’est pas toujours noté. Le tableau llI
montre pour tous les prélevements recus les migfs/oi (ces critéres ne sont pas exclusifs).

Tableau Il : Motifs d’envoi des souches @ difficile
2013
(592 prélévements)
Motifs d’envoi (non exclusif) oui | non NR
Infec_:tlo_n cc_)mmunautalre motivant 70 243 279
nospitalisatiot
.Trans.fert\en re_ammaﬂon pour 14 303 275
infection aC. difficile
Déces lié a l'infection &. difficile 10 88 294

dans les 30 jours
Hyperleucocytose >20 000/mm3 53 23b 34
Traitement chirurgical de
I'infection aC. difficile
Epidémie ou cas groupés
d’infections aC. difficile
NR : non renseignés

9 288 295

229 164 199

Le nombre de prélevements recus par chaque lalrerast détaillé dans le tableau IV
et I'évolution est représentée sur la figure 2.

Tableau IV : Répartition par laboratoire et par an des peeants recus depuis 2007

Nombre de préléevements regus en

Laboratoire 2013 |2012 2011 | 2010 | 2009 | 2008 2007
CNR (Institut Pasteur) 9 22 10 4 6 4 25
Laboratoire associé Paris 350* |260 345 298 291 348 475
Laboratoire expert Nancy 36 22 61 23 10 21 35
Laboratoire expert Montpellie 31 29 30 38 27 28 35
Laboratoire expert Toulouse 32 36 46 61 63 59 18
Laboratoire expert Rouen 44 31 47 47 96 77 75
Laboratoire expert Nice 90* 64 57 80 68 80 117
Total 592 |464 596 551 | 561 617 780
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*Le laboratoire expert de Nice a cessé son actieit?0 octobre 2013, I'activité a été reprise a
cette date par le laboratoire associé a Paris.
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Figure 2: Répartition par laboratoire des prélevements rdepsiis 2007

La répartition des prélevements envoyés selongiioei géographique est représentée
sur la figure 3.

Le plus grand nombre de demandes observé danieatigpartements est en relation
avec le nombre et I'importance de Centres Hospitallans ces régions et aussi avec l'intérét
particulier porté par certains microbiologistes daxtéries anaérobies.
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: -~ Fort
- de-
o France

Basse-Terre

Saint-Denis
“”D <

Ajacciot

o 200 km

Figure 3: Répartition des prélevements (n=592) envoyésigpartement, en 2013
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A noter : les départements en gris n’ont pas endeyprélevement, 2 prélevements provenaient
de Monaco.

3-1-2-3 Analyse de la distribution des souche€ddifficile en fonction des
criteres pertinents et analyse des tendances

En 2013, les souches @ difficile toxinogenes provenaient de selles (513 souches) a
I'exception de 4 souches qui provenaient d'une fgtore (n=2), d’'une biopsie (n=1) et d’'un
prélevement de sacrum (n=1). Dans 13 cas l'origmeréelévement de la souche toxinogene
n’était pas renseignée.

Deux cent quatre-vingt-dix-sept souches (57,4%)Cddlifficile toxinogenes ont été
isolées chez des femmes, 220 (42,6%) chez des henmesexe n’était pas renseigné dans 13
cas.

L’'age des patients, renseigné dans 518 cas, chezegusouches toxinogéenes ont été
isolées est représenté sur la figuréd.total, en 2013, 77% des patients ont plus de &ms
(versus 73,8% en 2012).
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Figure 4 : Répartition du nombre de patients chez qui wuelse deC. difficile toxinogéne a
été isolée en fonction de I'age et en fonction'aenée (2007 a 2013)

Les 10 PCR-ribotypes recherchés par les laboratogprésentent 63,6% des souches
toxinogénes. Les souches 027, 014/020/077 et 08&dat les plus frequemment retrouvées et
représentent 49,8 % des souches toxinogenes (TaMeéigure 5). Pour 37 souches (7%)
I'identification du PCR-ribotype n’a pas éte faite.
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Tableau V: Répartition des souches en fonction des PCRyjifest caractérisés en France en

28

2013
. Nombre de soucheg Nombr heq Nombr heq Nombr heg
PCR-ribotype* o (o] b(;cc)ilezsouc e 0 bt;cc)iflsouc ed No bt;cc)ifOsouc e
027 126 (23,8%) 91 (21,7%) 139 (25,6%) 96 (19,1%)
014/020/077 92 (17,3%) 55 (13,1%) 84 (15,5%) 77 (15,3%)
078/126 46 (8,7%) 54 (12,9%) 76 (14%) 72 (14,3%)
002 22 (4,1%) 16 (3,8%) 36 (6,6%) 30 (6%)
001 11 (2,1%) 10 (2,4%) 12 (2,2%) 14 (2,8%)
005 10 (1,9%) 9 (2,1%) 11 (2%) ND
015 10 (1,9%) 3 (<1%) 10 (1,8%) ND
017 8 (1,5%) 5 (1,2%) 3 (<1%) 0 (<1%)
106 10 (1,9%) 2 (<1%) 3 (<1%) 5 (1%)
053 2 (0,4%) 0 (<1%) 0 (<1%) 1 (<1%)
autres 156 (29,4%) 93 (22,1%) 112 (20,6%) 179 (35,6%)
ND (non 027) 37 (7%) 82 (19,5%) 57 (10,5%) 29 (5,8%)
Total 530 420 543 503

*PCR-ribotype de la souche ou trés proche de lui-

ND : non déterminé (PCR-ribotype non 027, maisfifieation non faite)

Parmi les PCR-ribotypes autres, les PCR-ribotypE&/02#8 (11 souches), 087 (10 souches), 070 (7

souches) et 050 (6 souches) sont les plus fréquatmeteouvés en 2013 mais ne sont pas caractgrisésus les
laboratoires.

Répartition des PCR-ribotypes
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Figure 5 : répartition des PCR-ribotypes en 2013

Parmi les 530 souches d& difficile toxinogenes, 126 (23,8%) ont été identifiées
comme appartenant &CR ribotype 027

Parmi ces souches 027, 9 souches sont de PCRp# 6087 dit « historique » c’est-a-
dire sensibles a I'érythromycine et a la moxiflaxac(souches isolées dans les départements de
I'lsere (n=2), du Morbihan (n=1), du Nord (n=1), Bdne (n=1), de la Somme (n=2), du Var
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(n=1) et de la Haute Vienne (n=1)).

Les 117 souches épidémiques 027 ont été isolées ldanAlpes-Martime (n=1), les
Bouches du Rhéne (n=37), en lle-et-Vilaine (n=2))redre et Loire (n=2), en Isere (n=3), dans
le Morbihan (n=10), dans le Nord (n=29), dans |&{s=1), dans le Pas-de-Calais (n=15), dans
le Bas-Rhin (n=1), dans le Haut Rhin (n=2), danfRki®ne (n=2), a Paris (n=6), dans les
Yvelines (n=1), dans les Hauts de Seine (n=3), @neSSaint Denis (n=1) et dans le Val de
Marne (n=1) (figure 5).

La souche 027 épidémique a été isolée pour la premfois en 2013 dans les
départements des Alpes Maritimes, des Bouches daelde I'Indre et Loire, du Morbihan, de
I'Oise, du Haut-Rhin, des Yvelines et de la SeiaeSDenis, suggérant une diffusion de cette
souche a tout le territoire. Par rapport aux anmpéésédentes, les souches 027 ne sont plus
majoritairement localisées dans la partie Nordaderlnce (Figure 6).
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Figure 6: Répartition des souches PCR-ribotype 027 épigéesi en fonction des
départements, en 2013. Les départements ayant @mas/ souches toxinogénes sont représentés en
couleur.
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Le PCR-ribotype le plus fréequemment retrouvé ennéga apres le 027 est le
014/020/077, retrouveé sur tout le territoire (figuf). Les souches de PCR-ribotype 078/126
arrivent en 3™ position (figure 8), bien que le pourcentage désment de ces souches semble
diminuer.
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Figure 7 : Répartition des souches PCR-ribotype 014/020/07 proches du PCR-ribotype
014/020/077 en fonction des départements en 20&8. départements ayant envoyé des souches
toxinogenes sont représentés en couleur.
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Figure 8 : Répartition des souches PCR-ribotype 078/126 oahas du PCR-ribotype 078/126
en fonction des départements en 2013. Les départeragant envoyé des souches toxinogénes sont
représentés en couleur.

Le toxinotypage a été réalisé sur 2 souches dadtypes Xla et XIb. Ces toxinotypes
rares ont pour particularité de ne produire quxéne binaire. Les toxines A et B ne sont pas
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produites. Ces souches ne peuvent étre détectéegagues tests ciblant la toxine binaire en
plus des toxines A et B. Le test de diagnostic p&R, XpertC. difficile (Cepheid), est un des
rares tests commercialisés capables de détectgpeele souche a I'heure actuelle. Ce type de
souche est a surveiller.

Au cours de I'année 2013 une diminution de la propo de souches possédant les
genescdtA et cdtB codant pour la toxine binaire a été observée, tmtignée de ce qui est
observé depuis 2011 (Tableau VI).

Tableau VI: Evolution de la proportion de souches productrice toxine binaire,
2007-2013

2013| 2012 | 2011| 2010 | 2009 | 2008 | 2007

Nb decdtAetcdtB 390 | 343 453 | 444 421 461 656
Nb cdtA et cdtB positifs 159 | 150 223 | 207 188 193 264
cdtAetcdtB positives (%) 40,8 | 43,7 | 49,2 | 46,6 | 44,7 | 41,9 | 40,2

Nb souches 027cdtA et cdtB| 100
positifs
CdtA et cdtB positifs hors souche
027 (%)

87 127 95 116 85 145

20,3| 246 | 294 | 32,1 | 23,6 | 28,7 | 23,3

3-2 Surveillance de la résistance des bactéries ana  érobies
aux anti-infectieux

3-2-1 Surveillance de la résistances des bactéries anaérobies
aux anti-infectieux (CNR)

Les laboratoires ne nous demandent que trés raterteenréalisation d'un
antibiogramme. En effet, les bactéries anaéroleegrésentent généralement pas de résistance
aux anti-infectieux, le métronidazole étant unedpéutique de choix contre les affections a
bactéries anaérobies.

Certaines espeéeces, principalement dans les gdBaeseroideset Fusobacterium
produisent des béta-lactamases ou des céphaloapesiret sont de ce fait naturellement
résistantes a ce groupe d’antibiotiques. D’autees/pnt acquérir des genes de résistancédaux
nitroimidazolés (genesim).

En 2013, parallelement aux tests phénotypiques avoss effectué si#6 souchesun
antibiogramme standard selon les recommandationCalmité de l'antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM). Lesuitats sont repris dans le tableau 7-1.
Les données d’antibiorésistance des 47 souch€sodéridium difficilesont données tableau 7-
2 et discutées plus bas.

Métronidazole

Le métronidazole demeure l'antibiotique donné esmpeére intention pour lutter contre
les infections a bactéries anaérobies. Il est doportant de suivre I'évolution des résistances.
Les souches testées restent tres sensibles aunidéiole. LesActinobacteriaceaggenres
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Actinobaculum, Actinomyces, Propionibacterium, dgibiacteriumetc...) présentent une
résistance naturelle plus ou moins importante wgade cet antibiotique. Une souche de
Clostridium botulinumprésentait une résistance hétérogene au métrahedapi n’était
objectivée qu’aprés une incubation longue (>48rguea présence de l'antibiotique ou avec
I'utilisation d’'un disque de métronidazole chargé @u 5ug (la charge normalement utilisée est
de 16pg). Une souche Mkeillonella sp. présentait un diametre de 20mm proche du diame
critique (21mm). Tous le€lostridium difficiletestés (n=47) étaient trés sensibles (diametre
28mm).

Souches anaérobies non CD (n=96)

Métronidazole
(diameétre critique : 21mm)
25
20 + I )
(O]
U -~
s T
>
10 ___
L
5 \
- lon |
PN 1 TSN S SR ATRY I Y I /SNSRI I I 5 5 U I (PR VY I I 5 Y 5 I &
ODdHHHH

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 ou
plus...

Actinobaculum,

Actinomyces, diametres d'inhibition (mm)

Propionibacterium,

Amoxicilline, association amoxicilline/ac. clavulaique et imipénéme

Parmi les souches trés résistantes a I'amoxicilfigarent tous lesBacteroides(B.
fragilis, B. thetaiotaomicron, B. uniformisune souche deinegoldia magnaet une souche de
Clostridium botulinum(outre la résistance hétérogene au métronidaitde plus haut, cette
souche présente également une résistance au cavict'amoxicilline, la ticarcilline, la
céfalotine mais conserve malgré tout une certaitigi® avec I'association amoxicilline-acide
clavulanique, C2G (céfoxitine), C3G (céfotaxime)a(detres de 25mm, 40mm et 25mm,
respectivement). Elle est trés sensible a la mmsditine (30mm).

En général I'activité de 'amoxicilline a été rastée en présence d’acide clavulanique
sauf chez 2 souches dgacteroides fragilis une souche ddBacteroides uniformjsun
Clostridiumsp., une souche dbesulfovibriosp.

Parmi les 12 souches @&acteroidesdix (8 Bacteroides fragilis1 B. thetaiotaomicron
et 1B. uniformid produisaient ung-lactamase (test a la nitrocéfine). Les génotypeshérche
par PCR des genexpA, cfxAet cfiA) de ces différentes souches sont donnés tabldau 7-
Seules 2 souches dBacteroides fragilis possédaient le genefiA (codant pour une
carbapénémase) qui se traduisait phénotypiquenaerdgs diametres diminués a I'imipéneme
(16mm et 20mm) (diameétres critiques : 17mm et 21mm)

Moxifloxacine

Par rapport a 2012, on peut noter une augmentdtiorombre de souches résistantes au
contact a la moxifloxacine: en 2012 une seule se@eggerthella lentq, en 2013 7 souches
(Finegoldia magna, Bacteroides uniformis, Alistipeslerdonkii, Actinomyces neuii et
Clostridium septicui En pourcentage les souches résistantes + intigairess semblent en
augmentation (17.7% en 2013 vs 12% en 2012 - difiée non significative).
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Souches anaérobies non CD (n=66)

2012 Moxifloxacine

(diametres critiques : 18mm et 21mm)

Souches anaérobies non CD (n=86) I

Moxifloxacine f | H H | N

(diametres critiques : 18mm et 21mm)
A A R I I I I R A I S
diamétres d'inhibition (mm)

20
15 +
10 +

iiﬂ; — ;D;D;D;H;D;D; A, HDHHD ;H; A,

Fréquence

m | | m

6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17wy8 19 20! 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

diametres d'inhibition (mm)

Clindamycine

Parmi les bactéries a Gram+ (n=69) des résistaidaslindamycine ont été trouvées
pour 5 souches (horClostridium difficil® : Finegoldia magna (6mm), Actinomyces
odontolyticus(6mm), Clostridium sporogenemm), Eggerthellasp. (12mm) eClostridium
celererescengl4mm).

Vancomycine (bactéries a Gram+)

Les bactéries a Gram+ (ho®ostridium difficile restent bien sensiblas vitro a la
vancomycine Quatre souches ont été trouvées résistantes :ilebar Gram+ Actinomyces
oris (1 souche),Clostridium perfringens(2) et un coque a Gram+ appartenant a I'espece
Finegoldia magnd1 souche)].

Bactérie anaérobies a Gram+ (n=69)
Vancomycine 30ug

(diamétre critique 17mm)

Fréquence
=
ol
|
T

diamétres d'unhibition (mm)

Sensibilité aux antibiotiques cheZLlostridium difficile
Chez les souches ddostridium difficileétudiées au CNR, les proportions des souches
intermédiaires + résistantes sont données daablieaiu 7-2 (paragraphe 8).
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Le métronidazole reste trés actiin vitro avec des diamétres supérieurs ou égaux a
28mm (diamétre critique : 21mm).

Clostridium difficile (n=47)
Métronidazole
(diamétre critique : 21mm)

20

15 +
10 +

0 “““““‘““1111111|]11|:|11|:|1D1|:|1|:|1|:|11|:|11

Fréquence

6 7 8 910111213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Diamétres d'inhibtion (mm)

Pour lamoxifloxacine les souches I+R sont rencontrées dans les PCB/péx027 (6
souches), 078/126 (6) et les autres PCR ribotyJ#@sduches) (Tableau 7-2)

Clostridium difficile (n=47)
Moxifloxacine
(diamétres critiques : 18mm et 21mm)

15

10 +
5 .

0 f, H""""‘ :"‘:H: A, HHH"‘” e —————

6 7 8 91011121314 151617 181920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Fréquence

Diameétres d'inhibition (mm)

Pour lI'imipénéme, 15 souches sur 47 étaient intermédiaires ou afged a cet
antibiotique : PCR ribotype 027 (2 souches |) ;/@28 [1 souche R (diametre 12mm) et 1
socuhe 1] ; 8 souches trouvées | (TcdA+, TcdB+, §DEAC non délété) et une souche non
toxinogéne avec une susceptibilité intermédiaehléau 7-2).

Clostridium difficile (n=47)
Imipénéme
(diametres critiques : 17mm et 24mm)

20

15 +

10 +

S | [

6 78 910111213 14151617 1819 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Fréguence

diametres d'inhibition (mm)
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La vancomycinereste trés active sulostridium difficile puisque toutes les souches
testées (47) étaient sensibles avec des diaméimbagdion supérieurs ou égaux a 17mm.

Clostridium difficile  (n=47)
Vancomycine
(diamétre critique : 17mm)

20
15 +

gnnnﬂnnﬂm

6 7 8 910111213 14 1516 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Fréquence
[3=Y
o
|
T

Diametres d'inhibition (mm)

Les 3 souches trouvées intermédiaires ou résistantgétracycline appartenaient au
PCR ribotype 078/126.

Clostridium difficile (n=47)
Tétracycline
(diamétres critiques : 177mm et 19mm)

N
(=3
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o
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diameétres d'inhibition (mm)

3-2-2 Surveillance de la résistance de C. difficile aux anti-
infectieux (Laboratoire associé)

hY

La sensibilité des souches toxinogenes @e difficile a I'érythromycine, a la
clindamycine, a la moxifloxacine, au métronidazaela tétracycline et a la vancomycine
(méthode des disques) a été testée pour 526, B3B54592, 526 et 500 souches @edifficile
toxinogénes respectivement, en 2013. Une déterimmde la CMI du métronidazole et de la
vancomycine par la méthode des E-tests a étéé&éalisur 44 et 25 souches respectivement.

Les taux de résistance (R+l) étaient pour I'érytinyoine (diametre<22mm) de 43,2%,
pour la clindamycine (diametre<15mm) de 83,2%, paunoxifloxacine (diamétre<21mm) de
38,2%, pour la tétracycline (diametre<19) de 4,4%b(eau VII). Ces taux de résistance sont
relativement stables ces dernieres années.

Toutes les souches toxinogénes étaient sensibdes@ancomycine (diametrel7mm,
ou CMI <2 mg/l selon 'Eucast).
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La majorité des souches toxinogeénes étaient sessipi métronidazole (diameétre
>21mm, ou CMK2 mg/l selon I'Eucast) ; 2 souches avaient une @Ml (souche épidémique
027) et 4 (souche de PCR-ribotype autre) mg/l paméthode du E-test et 19 souches ont
montré un diameétre entre 27 et 35 mm avec l'utitisad’un disque de métronidazole chargé a
16pg (sensible >35mm).

Il n’est cependant pas rare de voir des colonies tiadiametre du métronidazole ; les
CMI de ces souches restet mg/l. Ce phénomene est a surveiller.

Tableau VII: Pourcentage de résistance (R+l) des souches g®des deC. difficile a
I'érythromycine, a la clindamycine, a la moxifloxae et a la tétracycline depuis 2007.

Erythromycine | Clindamycine Moxifloxacine Tétracycline
% de souches
avec un diameétre  <22mm <15mm <21mm <19mm
2007 41,1 81,2 41,7 ND
2008 41,3 81,9 38,9 ND
2009 43,8 79,5 43,1 2,5*%
2010 40,5 91,3 41,3 5,3
2011 51,3 90,4 53,3 2
2012 44,5 87,8 42,3 5,3
2013 43,2 83,2 38,2 4.4

ND : non déterminé
*: la détermination de la sensibilité a la tétreloye a été mise en place au cours de I'année 2009
(résultats partiels)

3-3 Participation aux réseaux de surveillance

3-3-1 Botulisme

La situation épidémiologique du botulisme fait jetld'une mise au point réguliére avec
I'InVS (principal interlocuteur L. King). Des éclgas sont établis a propos de chaque foyer
avec I'InVS, les cliniciens concernés, I'ARS, etrduellement avec les Services Vétérinaires et
la Direction Générale de la Santé.

Contribution aux réseaux de surveillance européens

Un essai interlaboratoire a été réalisé avec otatoire de Référence du Botulisme,
Direction Opérationnelle Maladies Transmissibleslrdectieuses, Bruxelles (Dr Y Fikri)
concernant des échantillons contaminés par dexiagdotulique, ouC. botulinum ou C.
perfringens entérotoxinogene, afin d'évaluer la capacité etnlathodologie des deux
laboratoires dans le diagnostic du botulisme et ddfections a C. perfringens
entérotoxinogene.

Participation (C. Mazuet, M. Popoff) au projet eagen EQUATOX organisé par B.

Dorner, Robert Koch Institut, Berlin, qui regrouges laboratoires européens spécialisés dans
la détection de toxines biologiques et inclut dgseets de la sécurité, de la santé et du contréle
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alimentaire. Des essais interlaboratoires vont ptachainement organisés a propos de la
toxine botulique.

3-3-2 Contribution a la surveillance nationale en i nterface avec
'InVS

Les résultats de typage bactérien sont enregstirésn site web sécurisé

(https://epidemio.pasteur.fr/anaerobies/enquete893RB6 38/scripts/authentify.php?test
cookie=1&voo_665809112=cc4dfdb7b5995439bf9ebh8¥tida). Ce site permet a chaque
laboratoire expert ou associé d’enregistrer leaataristiqgues des souches qui lui sont adressées
et d’éditer un compte rendu des résultats. Depaist 2009, l'identification de 10 PCR-
ribotypes régulierement retrouvés en France a éé en place. Les souches de référence
correspondant aux PCR-ribotypes 001, 002, 014/GZ0/17, 027, 053, 078/126 et 106 ont été
envoyées aux différents laboratoires experts sttgeur de résultat de I'Institut Pasteur a été
modifié afin d’intégrer dans les résultats l'iddéication de ces différents PCR-ribotypes. En
2011, les PCR-ribotypes 005 et 015 ont été ajoetéadressés aux laboratoires experts.
L’émergence du clone épidémique 027 @e difficile dans une nouvelle région est
immeédiatement signalée a I'InVS.

Ce site est consultable dans sa totalité par itlistle Veille Sanitaire, le CNR des
Anaérobies et son laboratoire associé. Les CCLdbl ARS et les laboratoires experts ont un
acces restreint aux données de leur région. Cediteégulierement mis a jour.

De plus, F. Barbut et C. Eckert sont régulieremamtcontact avec B. Coignard, K.
Chamli, et S. Vaux (InVS) pour l'interprétation siéuations €pidémiologiques.

Comme I'année précédente, le CNR et son laboraassecié ont réuni [81 mai 2013
a Paris les représentants des laboratoires exgiatts!’InVS.

3-3-3 Contribution aux réseaux de surveillance inte rnationaux
en particulier européens

- F. Barbut est membre du comité exeécutif llEeSGCD (European Study Group @h difficile)
et occupe les fonctions de trésorier depuis 2009.

- F. Barbut etC. Eckert participent activement aux études réalisées ségsié de IECDC sur
la surveillance des infectiongGa difficile (Baueret al. Lancet 2011).

- F. Barbut et C. Eckert participent au projeECDIS-net (supporting capacity building of.
difficile infections at European level) et collaborent au AV@iagnostic) et au WP2
(épidémiologie).

- F. Barbut et C. Eckert participent & I'étud&UCLID (EUropean, multi-centre, prospective bi-
annual point prevalence study Gfostridium difficileInfection in hospitalised patients with
Diarrhoea)

- F. Barbut et C. Eckert participent au proje€losER (Pan-European Longitudinal Surveillance
of Antibiotic Resistance among Preval€ibstridium difficileRibotypes)
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3 - 4 Enquétes ou études ponctuelles concourantal a
surveillance

1. Projet ECDIS-net(supporting capacity building @. difficile infections at European
level).

Ce projet est coordonné par Dr. Ed J. Kuijper, M&tkWilcox, Daan W. Notermans,
Val Hall, Petra Gastmeier, Carl Suetens et Klausstyeet a obtenu un financement de
I'European Centre for Disease Prevention and Cb(EGDC), Stockholm, Sweden

L'objectif de ce réseau européen est d’amélioreralpacité des laboratoires des Etats
Membres européens, de la Norvége, de I'lslandes étiechtenstein a détecter et surveiller les
infections aClostridium difficile de construire et maintenir une base de données yote
nomenclature de référence des PCR-ribotypes etdelapper et améliorer les protocoles de
surveillance des infectiorsC. difficile

F. Barbut et C. Eckert collaborent au WP4 (diagnostic) et au WP2 (épidégie).

Diagnostic testing and measurement ofClostridium difficile infections across
Europe

van Dorp S., M.P.M. Hensgens, A. Virolainen, E. Mdg. Mastrantonio, K. lvanova, F.
Fitzpatrick, F. Barbut, V. Hall, T. Eckmanns, C. Suetens, K.A. DaviesHMWilcox, D.
Notermans, E.J. Kuijpesn behalf of the ECDIS-Net participants

(239 ECCMID 2013, Poster P1869)

2. Etude EUCLID (EUropean, multi-centre, prospective bi-annual pgirevalence
study ofCLostridium difficileInfection in hospitalised patients with Diarrhoea).

Cette étude est coordonnée par M. Wilcox, Leedsfirg Hospitals NHS Trust, UK
avec le support de coordinateurs nationaux (F.agvbur la France) et le soutien financier des
laboratoires Astellas.

Il s’agit d’'une étude non interventionnelle dons lebjectifs sont de mieux définir le
poids de l'infection &. difficile en Europe et la nature des souches qui circulerlaboratoire
Clostridium difficile associé au Centre National de Référence des dmesra été chargé de
mettre en place et de coordonner cette étude ercd&rél s'agit d’'une enquéte bi-annuelle de
prévalence des infections@ difficile. Le premier volet s’est déroulé en décembre 2042,
deuxieme en juillet 2013. Soixante-douze laboratofrancais sont impliqués dans cette étude
de surveillance et ont envoyé un jour donné poarnuahk volet, toutes les selles diarrhéiques au
CNR quelle que soit la demande du clinicien. Laeeche deC. difficile et de ses toxines a été
recherchée par le CNR sur I'ensemble des sellessec

Prévalence des infections &lostridium difficile (CD) chez les patients hospitalisés
avec une diarrhée: résultats d’'une étude bi-annuedl prospective multicentrique.

Rame L., A. Petit, L. Suzon, A. De Chavigny, C. Eakt, F. Barbut, Réseau francais
Euclid.

(RICAI 2013, Communication orale 102- recompensée paiXdiCAl)

First report from EUropean, multi-centre, prospective bi-annual point prevalence
study of CLostridium difficile Infection in hospitalised patients with Diarrhoea(EUCLID)
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Davies K.A., C.M. Longshaw, G.L. Davis, S. Ashe, Ashwin, F. Lee, M.H. Wilcox
(Leeds, Chertsey, GB)
(239 ECCMID 2013, LB 2968)

3. Etude ClosER (Pan-European Longitudinal Surveillance of AnttlmoResistance
among Prevaler€lostridium difficileRibotypes).

Cette étude est coordonnée par M. Wilcox, Leeds,et)E. Kuijper, Leiden, Pays Bas
sous I'égide de 'TESGCD (European Study GrougCtostridium difficile.

Il s’agit d’une étude européenne multi centrigugvpe sur 3 ans dont I'objectif est de
surveiller la résistance aux antibiotiques desedifiits PCR-ribotypes. Cette enquéte fait suite
au lancement de la fidaxomicine et est financédgsalaboratoires Astellas. Le laboratoire de
I'hdpital Saint Antoine a envoyé 25 souches @edifficile & Leeds afin de déterminer la
sensibilité des souches @edifficile vis-a-vis d’'un panel d’antibiotiques dont la fidemicine.

4. Infection a Clostridium difficile : une étude multicentrique sur l'incidence et le
surco(t des récidives.

Le Monnier A., A. Duburcqg, J.R. Zahar, S. Corvec, Quillard, V. Cattoir, P.L.
Woerther, V. FihmanyV. Lalande, H. Jacquier, A. Mizrahi, E. Farfour, P. Morand, G
Marcadé, F. Fagnari, Barbut, Groupe de Microbiologie Clinique.

(RICAI 2013, Communication orale 103)

Soutien financier : laboratoires Astellas

Introduction : Les infections &C. difficile (ICD) et leurs récidives ont un impact
économique important. Cependant, peu d'étudesvahtié€ leur(s) surcolt(s) en France.

Objectif : Estimer le taux et les surcodts des récidives I@® sur I'ensemble des
épisodes identifiés microbiologiqguement en distargues récidives survenues au cours d’un
méme séjour et celles survenant lors de séjouressits.

Méthode : Cette étude multicentriqgue rétrospective a ééaligée dans 12
établissements hospitaliers (9 CHU, 2 CH et 1 CLA@€}¥ données microbiologiques ont éte
mises en relation avec celles du PMSI (MCO) deabssement en 2011. Les récidives ont
été identifiées en cas de prélevement positilO jours et < 2 mois apres un premier
prélevement positif. Les surcolts ont été estin@sappariement des séjours sur I'age, le
sexe et le GHM lorsque les récidives d’'ICD survieminau cours du méme séjour ou par le
colt du séjour lorsqu’elles constituent le motithaBpitalisation (A047 en diagnostic
principal).

Résultats : Un total de1280 prélevements bactériologiquesiti® a été rapporté en
2011 chez 1034 patients différents. Parmi ces yeéients, 17,0% ont été identifiés comme
étant des réecidives. En moyenne 14,4 jours (+/1dn8 été observés entre la date de fin de
I'épisode initial et celle de la 1ere récidive. fAates 1034 patients concernés, 159 (15,4%)
patients ont connu 1 ou plusieurs récidives. 1837306) prélévements positifs correspondent
a des séjours MCO (979 séjours différents) seldAMSI de I'établissement. 51,7% des cas
de récidive surviennent au cours du méme séjour’gpsode index. La durée moyenne de
séjour observée est alors multipliée par un fac80r (63,8 jours versus 20,1 jours). Le
surcodt moyen par séjour avec récidive pour |'asste maladie est estimé a 9403 €.
L’extrapolation au niveau de la France entiere wheclt annuel pour les seules récidives est
de 28,55 Millions € soit 12,5% du surco(t totaldigx ICD estimé a 227,3 Millions €.
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Conclusion: Le surcolt des récidives en hospitalisationaietcséjour est important.
Le colt réel total doit également intégrer celles décidives d'ICD survenant en SSR, en
long séjour et les épisodes non hospitalisés.

5. Caractérisation d’isolats cliniques de Clostridium difficile, isolés a Saint
Philibert

Collaboration avec Bertille Mullie, dans la cadre da thése d’exercice pour
I'obtention du dipldme de Docteur en Pharmacie

L'objectif de I'étude est de caractériser toutes $euches d€. difficile isolées au
cours de I'année 2013 a I'hopital Saint Philibées données cliniques des patients seront
analysées et confrontées aux résultats de typaadisés au laboratoire associé.

6. Les infections aClostridium difficile chez des patients hospitalisés dans un
centre hospitalo-universitaire (Hépital Edouard Hemiot/HEH, Lyon) - These
d’université de N. Khanafer.

Etude réalisée en partenariat avec les HCL (201BR0

L’objectif principal de cette thése est de déclir@ronostic des patients infectés par
C. difficile (rémission, complications, déces) grace a :

- une revue extensive de la littérature en utilisas criteres ORION Qutbreak
Reports and Intervention Studies of Nosocomiaktids)

- la description de I'histoire naturelle d’ICD chees patients hospitalisés a HEH

- la modélisation la transmission de I'lCD

Le réle du laboratoire associé est d’assurer laatérisation moléculaire des souches
deC. difficile isolées.

Clostridium difficile infection in a French university hospital : moleclar
characteristics of isolates and factors associatedth severity

Khanafer N.F. Barbut, M. PerraudC. Eckert, P. Vanhems

(Résumé accepté sous format poster a 'TECCMID 2014)
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4- ALERTE

4-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

Les bactéries anaérobies ne sont généralement pHsrigine de phénomeénes
épidémiques. Hormis le botulisme (maladie a détitaraobligatoire) et les infections sévéres
ou épidémiques &. difficile, il n’y a donc pas de procédure d’alerte pourdéections a
bactéries anaérobies.

Botulisme : Chaque cas de botulisme confirmé biologiguemantl¢p CNR fait I'objet d’'une
déclaration par fax a I'InVS. En outre, des corgdétéphoniques ou par courrier électronique
ont lieu régulierement entre I'InVS et le CNR pdaire le point sur les foyers de botulisme en
cours et sur des suspicions de botulisme. L'atste&éclenchée lorsqu'il y a un risque de santé
publique, notamment avec un produit alimentairealmmerce.

4-2 Laboratoire associé Clostridium difficile

La surveillance des infections @ difficile en France repose sur le signalement aux
autorités sanitaires (ARS et CCLIN) des épidémiedes cas sévéres d’infections guide
Raisin, _http://www.invs.sante.fr/publications/20@&e_raisiny. Il s’agit d’'une surveillance
ciblée. Les établissements réalisant un signalemenent envoyer au laboratoire expert de
leur région les souches isolées de I'épisode sbgaiah d’assurer la surveillance de I'éventuelle
dissémination du clone épidémique 027 sur le teretfrancais ainsi que celle d’autres clones
émergents. Les données de typage sont accessibleEsngs réel au responsable de I'Unité
Infections Nosocomiales de I'InVS. De plus, chagasponsable des CCLIN a accés aux
informations concernant sa région. L’émergenceldnec027 ou de tout autre clone dans une
région sera rapidement remarquée.

L’année 2013 a été marquée par une épidémie dtinfecaC. difficile, due a la souche
epidémique 027, qui a touché Marseille et sa redieite épidémie a donné lieu a plusieurs
réunions téléphoniques avec notamment I'InVS, & IBICSud-Est, et 'ARLIN PACA. Toute
nouvelle souche 027 détectée en région PACA a inatexdent fait I'objet d’'un mail au
CCLIN Sud-Est, a 'ARLIN et a I'InVS.

Par ailleurs, I'épidémie d’infections @. difficile de PCR ribotype 027 dans la région
Nord Pas-de-Calais se poursuit et la souche 02iEgpgue a été isolée pour la premiere fois
dans 8 nouveaux départements en 2013. Les souehBE€H|-ribotype 078/126 ainsi que les
PCR-ribotypes fréquents en France font égalemehbjet d’'un suivi.

Deux souches tres particulieres ont été détectaedeptest Cepheid GeneXpett
difficile (géne codant pour la toxine binaire positif mase codant pour la toxine B négatif).
Elles ont été isolées chez des patients atteinisfedtion a C. difficile hospitalisés
respectivement a Marseille et a Bordeaux. Ces sm,chres, ont la particularité de ne produire
que la toxine binaire, mais pas les toxines A eElRes ont été identifiees comme appartenant
aux toxinotypes Xla et Xlb. Deux souches de ce gyment déja été identifiées en 2012. Ces
souches sont a surveiller mais n’ont pour l'instze fait I'objet d’'une alerte.
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5- ACTIVITES D'INFORMATION, DE FORMATION ET DE
CONSEIL

5 - 1 Enseignements réalisés en 2013

5-1-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

« Cours de Bactériologie Médicale, semaine Anaérolmasitut Pasteur, Paris. (P. Bouvet, M.
Popoff, co-organisateurs de la semaine anaéroBi¢ {Imai 2013))
0 Exposeés: Introduction a la bactériologie anaéroBagtéries anaérobies
d’'intérét médical a Gram positif et a Gram négdlifpstridium toxinogenes,
Travaux pratiques.

e Cours Master M2 (MP) "Interactions toxiques darssdeosystemes et biotechnologies liées
aux toxines" du Muséum d'Histoire Naturelle de &b septembre 2013)
- Interactions toxines bactériennes-cellules intasts
- Clostridiums neurotoxinogénes et leurs toxinesppébés, activités et méthodes
de détection.

« Cours (MP) "Neurotoxines botuliques et tétaniqu&)' @ Microbiologie Cellulaire organisé
par M Simonet et P Lafont, Institut Pasteur de€l.il mars 2013

e Cours (MP) "Mécanismes moléculaires de l'action elastoxines bactériennes” Master M2
"Ecologie microbienne, Pathologie des microorgaesnet Anti-infectieux” Faculté de
Pharmacie Paris XI, Chatenay Malabry, (1 octobrE320

e Cours (MP) "Botulisme" dans le cadre du DU MastdPrd "Risques sanitaires NRBC",
organisé par le Prof. JD Cavallo/B. Catell, HopitalVal de Grace, Paris 16 octobre 2013.

Direction et soutenance de these
e Chloé Connan 2010-2013 (Université Paris Sud, Mhiciogie, Innovation thérapeutique)
Soutenance Institut Pasteur 18 octobre 2013 "Nexirtdgénése et passage des
neurotoxines botuliques a travers la barriére imake"
Jury de these: Anne COLLIGNON, Daniel GILLET (rapwr), Alain
VANDEWALLE (rapporteur), Didier HILAIRE, Jorfdi MOIGO, Michel R. POPOFF.

5-1-2 Laboratoire associé Clostridium difficile

F. Barbut

Master 2, semestres P5, P6, P7, Spécialité Microbiologagi$P/1)
DIU de pathologie infectieuse (Paris V, VI)
DIU « hygiéne hospitaliere et prévention des infestionsocomiales » (Paris V, VI, VII)
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DU «Hygiene Hospitaliere, Prévention et Lutte contes Infections Nosocomiales »
(Université de Picardie Jules Verne)

DU « Techniques de biologie moléculaire applicablediagnostic médical » (Paris VI)

Cours assurés dFTAB

DU Réanimation en Pathologie Infectieuse (DURPBichat Claude Bernard

Cours de Bactériologie médicale de I'InstitufPasteur: « Infections &. difficile »

C. Eckert

Master 2 IMVI , Spécialité Microbiologie, Module épidémiolodiaris V, VI, VII)
DES, UE relation h6te-microorganismes au sein de |'éstésye intestinal(Faculté de
Pharmacie, Paris V)

5-2 Formations aux professionnels de santé

5-2-1 Laboratoire associé Clostridium difficile

Staff de service sur les infections a C. difficile

Eckert C. Infections &Clostridium difficile,Hépital Saint Maurice 23 avril 2013

Barbut F. Infections aClostridium difficile Clinique de rééducation du Pré Saint Gervais, 10
avril 2013

Barbut F. Infections aClostridium difficile Hopital Cochin, service de Maladies Infectieuses
et Tropicales, 15 avril 2013

Barbut F. Infections aClostridium difficile Hopital Saint Antoine, techniciens d’Etudes
Cliniques, 28 mai 2013

Barbut F. Infections aClostridium difficile Hopital Saint Antoine, service de réanimation
médicale, 13 juin 2013

Barbut F. Infections &Clostridium difficile Hopital Robert Debré, 12 décembre 2013

5-3 Stagiaires accueillis

5-3-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

* Varela-Chavez Carolina, 06/04/2010 au 05/08/20ddst-doc "Caractérisation de la toxine
de Clostridium sordellit

e Connan Chloé, 02/11/2010 au 31/10/2013 : these« Slaractérisation de la voie d'entrée
intestinale des toxines botuliques" Stage postdakid11/2013 au 1/11/2014.

* Refes Yacine 1/10/2012 au 07/2013 : étudiant M2 avieine d'action des toxines formant
des pores: toxine epsilon @e perfringenset toxine alpha de C. septicum.

* Morineaux Valérie (CEB) : thése en cours.

* Selma Brahami, 01/08/2013 a 12/2013 : étudianteDW2rsité génétique et phénotypique
de 7 souches d€lostridium perfringensresponsables d’hémolyse intra-vasculaire par
Multilocus Sequence Typing (MLST) et dosage dejane a.
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5-3-2 Laboratoire associé Clostridium difficile

« Aké GraceSika, BTS bioanalyse et contréle, ESTBA

- LaétitiaRamé Master QUESS (Qualité Environnement Sécurité Saa)td JPMC

« Ophélie Valentin, Master 2 Sciences de la vie et de la santé, téadd Pharmacie,
Université Paris Descartes

« Bertille Mullie, interne en biologie, Saint Philibert

e MarineSardaby, Master 1, Faculté de Pharmacie, Université Rxescartes

« EléonoreHolscher, externe en pharmacie, Hopital Saint Antoine

« Alix De Chevigny externe en pharmacie, Hopital Saint Antoine

« Arek Sulukdjian, externe en pharmacie, Hopital Saint Antoine

5-4 Liste des guides élaborés

Laboratoire associéClostridium difficile

Otter J. A., Yezli, S., Perl T. MBarbut F., French G. L. A guide to no-touch
automated room disinfection (NTD) systems. In “D&eonination in hospitals and healthcare
J. T. Walker eds—Woodhead Publishing Limited, 2@3¥apitre de livre)

5- 5 Diffusion aux professionnels de santé

Laboratoire associéClostridium difficile

Les demandes de renseignements ou de conseilatsdirfectement par téléphone ou e-
mail aupres des responsables du CNR.

* Sijte web du CNR http://www.pasteur.fr/ip/easysite/pasteur/fr/sacgatres-nationaux-
de-reference-et-centres-collaborateurs-de-l-omsftocoms/cnr-des-bacteries-
anaerobies-et-du-botulisme/activites-de-service

» Site web spécifique a la surveillance @e difficile : site réservé aux laboratoires du
réseau, a I'InVS et aux CCLIN. Ce site permet agokalaboratoire expert ou associé
d’enregistrer les caractéristiques des soucheslujusont adressées et d'éditer un
compte rendu des résultats qui est envoyé auxdisdéss qui ont envoyé des souches.

* Sijte web RAISIN et de I'InVShttp://www.invs.sante.fr/surveillance/icd/index.htm

» Collaboration a la plaquette d’information destia@epatient
(http://www.cclinparisnord.org/Usagers/Plaquette PANT . pdf) [2006]

« Participation a la rédaction du guide raisin « Qoteda tenir : diagnostic, investigation,
surveillance, et principes de prévention et demsaites infections @. difficile »
(http://www.invs.sante.fr/publications/2006/quiddasna/) [2009

» Un courrier rappelant les missions du CNR et l@sres de signalement et d’envoi des
souches deC. diffcile pour expertise, ainsi qu'un rappel concernant les
recommandations pour le diagnostic et I'expertise douches, les coordonnées des
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différents laboratoires expert et la fiche qui aopagnent les souches ont été diffusés
auprés de I'InVS pour diffusion aux CCLIN et labmiees. Par ailleurs ces mémes
documents ont été envoyes fin octobre 2013 de feifxde a prés de 200 biologistes de
la région PACA, permettant une resensibilisatior adections &C. difficile, suite aux
épidémies récentes liées a la souche 027.

5 - 6 Activités d'information, de formation et de ¢ onsell

Le laboratoire <. difficile» associé au CNR des Bactéries anaérobies a mis a
disposition des numéros de téléphone (01 40 0181308 40 01 14 63) et des adresses email
(frederic.barbut@sat.aphp.fratherine.eckert@sat.aphp.&fin de répondre aux demandes de
conseils (thérapeutiques, diagnostiques, hygiéBen que le nombre d’appels ne soit pas
formellement enregistré, on peut estimer leur fefge a un minimum de 1 appel par jour
ouvrable.

5 - 7 Activités d’expertises

5-7-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

Réunions
Participation a la réunion sur le programme NRBEAGSaclay 18 décembre 2012.

Expertises

Des activités d'expertise sont menées en collabaravec le Service de Pharmacologie
et d'Immunoanalyse, iBiTecs, CEA Saclay, sur laaci#risation d'anticorps monoclonaux
neutralisants de la neurotoxine botulique.

5-7-2 Laboratoire associé Clostridium difficile

F. Barbut ou C. Eckert ont été régulierement enamravec B. Coignard, K. Chamli, et
S. Vaux (InVS) pour linterprétation de situatiofgidémiologiques.

F. Barbut participe a des panels d’experts (Ceplaitbllas, Sanofi Pasteur, Merck)

F. Barbut participe aux groupes de travail surréngplantation fécale pilotés par
’ANSM d’une part et 'Académie de Pharmacie d’auprart.
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6- ACTIVITES DE RECHERCHE

6-1 Activités de recherche du CNR Bactéries anaérob ies et
botulisme

Passage de la toxine botulique B a travers la bagte intestinale(Travail de these de
C. Connan, financement DGA et programme Européen HKPWs Pathogens 2012, 8:
€1002583)

Le passage de la barriére intestinale constitpedmiére étape de l'intoxication botulique
par voie alimentaire, qui est encore peu connuelsNwons, dans un premier temps, étudié le
trafic de la neurotoxine botulique A dans un modaktemonocouche de cellules intestinales et
nous avons montré que le transport de la toxinaligoe A consistait en un mécanisme de
transcytose dépendante de récepteurs spécifiqaegligsides GT1lb, GD1b et la protéine
SV2) qui sont les récepteurs de cette toxine ssirckdlules neuronales. Il semble que les
récepteurs pour la toxine botulique A soient lesn@® sur les cellules neuronales et sur les
cellules intestinales.

Le passage de la toxine botulique B a travers fadra intestinale a été suivi en utilisant
le domaine Hc de la toxine, qui correspond au doede liaison au récepteur, marqué avec
une molécule fluorescente (Hc-Cy3) et le modeélas#antestinale de souris seimivivo. He-
Cy3 a été injecté dans la lumiére d'anses intdetinet a différents temps d'incubation, les
anses ont été préparées pour l'observation en sompe confocale. Contrairement a la toxine
botulique A, le Hc-Cy3 de BoNT/B ne reconnait pastipulierement les cellules des cryptes
intestinales au niveau de la muqueuse intestihalétagment Hc de BONT/B passe rapidement
la barriére intestinale (en 10 — 20 min) et margusuite les extensions neuronales des plexus
muqueux et myentérique. Ce passage du fragmentsHto&lement bloqué en administrant
dans l'anse intestinale du Dynasore, un inhibitdlendocytose, en méme temps que le
fragment Hc fluorescent. Ceci confirme que le fraginHc passe la barriere épithéliale
intestinale par un processus d'endocytose etis@tas la voie paracellulaire. Le type de
neurones reconnus par le fragment Hc de BoNT/Béaaétlysé par comarquage avec des
anticorps spécifigues de chaque type neuronal. EICBANT/B reconnait dans la paroi
intestinale préférentiellement les neurones chaligees, et dans une moindre mesure des
neurones a serotonine, glutamate ou VIP. Cecireateord avec le fait que la toxine botulique
A bloque la sécrétion d'acétylcholine au niveau degoneurones. Les effets de la toxine
botulique sur ce type de neurones ne sont pas spialpourraient étre utilisés par la toxine
pour son transport vers les motoneurones cibles ldameste de I'organisme.

Les essais sur cultures cellulaires montrent diééreinces dans les voies d'entrée et le
trafic intracellulaire entre cellules neuronales cetlules épithéliales intestinales. BoONT/B
utilise les gangliosides GD1b et GD1b et la pra@&gnaptotagmine comme récepteurs sur les
cellules neuronales, mais reconnait un autre réaeprotéique sur les cellules intestinales. La
voie d'entrée de BoNT/B dans les cellules intelmast dépendante de Cdc42, alors que
I'internalisation dans les cellules neuronalesrekipendante des Rho-GTPases.

Caractérisation de l'activité enzymatique de TpelL,une toxine de la famille des
grandes toxines clostridiennes glucosylantesl ¢xicon 2013, 75:136-143).
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La famille des toxines clostridiennes glucosylantles grande taille (250-300 kDa)
regroupe les toxines de. difficile (Toxines A et B), les toxines d& sordellii (LT et HT), la
toxine alpha de&€. novyj ainsi que la toxine TpeL de. perfringensqui est la derniére toxine
récemment identifiée.

Les toxines de cette famille se caractérisent gar ¢apacité a pénétrer dans la cellule
cible et d'inhiber des protéines G des familles Bhparfois Ras. Ainsi ces toxines modifient
de facon drastique le cytosquelette d'actine gplestions intercellulaires et alterent I'intégrité
des barrieres épithéliales, telle que I'épithélintastinal, ainsi que les barrieres endothéliales.
Chaque toxine de cette famille interagit avec uafibdistinct de substrats qui sont des
protéines des familles Rho et Ras, et ainsi indiest effets cytotoxiques particuliers.

Nous avons caractérisé l'activité enzymatique delLTpt déterminé son profil de
substrats. TpelL utilise préférentiellement I'UNRacetylglucosamine comme cosubstrat et
modifie essentiellement les protéines Ras (cH-RaRas, et N-Ras) et dans une moindre
mesure Rpa, R-Ras3, et Rac. En utilisant des essdiochimie et la spectrométrie de masse,
nous avons déterminé que TpeL inactive Ras en gjleat le résidu Thr35, comme la toxine
de LT deC. sordellii.

TpelL représente un inhibiteur trés spécifique dedémes Ras, et pourrait ainsi étre
utilisé a des fins thérapeutiques dans certainsetariépendants d'une suractivation de Ras.

Interaction des toxines clostridiennes de grande tiée avec la membrane cellulaire
(financement NRBC/CEA et PTR Institut Pasteur, aiaen cours de C. Varela-Chavez, post
doc)

La toxine LT deC. sordellii appartient comme les toxines A et B @edifficile au
groupes des toxines clostridiennes de grande tailleinactivent les GTPases de la famille
Rho/Ras par glucosylation et qui ont un réle majgans les pathologies générées par ces
bactéries. Nous avons montré au préalable que XaetoLT reconnait spécifiquement la
phosphatidylserine (PS) et que son activité enzigmatétait supérieure d'un facteur environ
100 quand son substrat, Rac ou Ras, était anceeddgsnmembranes lipidiques enrichies en PS
par rapport au substrat en solution (J. Biol. Ch2d04, 279: 49876-49882). Le site de liaison a
la PS est localisé dans le domaine enzymatique tixine (acides aminés N-terminaux 1-543)
et les 10 premiers acides aminés sont importants pette liaison. En effet le domaine
enzymatique recombinant délété des 11 premierges@dinés montre une affinité tres basse
pour la PS. L'objectif de ce travail est de camisxé le site de liaison a la PS sur les toxines
clostridiennes de grande taille et d'analyser le d& cette liaison a la PS dans l'activité des
toxines. Des mutants ont été obtenus dans la paftezminale du domaine enzymatique de
LT. Ces domaines ainsi que le domaine enzymatique/agle sont obtenus en tant que
protéines recombinantes et purifiées. Leur affidiédliaison a la PS est mesurée par ELISA et
par "surface plasmon resonance” (Biacore). Aindi qmu étre déterminées les constantes
d'affinité de ces domaines, sauvages et mutés,lad®. Certains de ces mutants ont perdu en
grande partie leur capacité de liaison a la PSteshd'électroporation de protéines a été mis au
point pour internaliser ces domaines dans desleslMero et analyser leurs effets biologiques.
Les mutants qui perdent leur liaison a la PS pérdgalement leur capacité a altérer le
cytosquelette d'actine indiquant que la liaisormePE est une condition indispensable pour
I'activité intracellulaire de cette toxine. L'ans#yde nouveaux mutants ainsi que des autres
toxines de la famille des toxines clostridiennegdade taille a permis de mieux définir le site
de liaison a la PS.

Une meilleure compréhension de l'activité intradalte de ces toxines, notamment du
trafic et de la localisation subcellulaire du dongacatalytique devrait permettre de développer
de nouveaux inhibiteurs efficaces de ces toxines dae perspective thérapeutique.
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Régulation de la toxinogénese cheLlostridium tetani (financement SANOFI-
PASTEUR, D. Chapeton post-doc)

L'objectif est de comprendre le systeme de régulade la synthése de toxine tétanique
chez C. tetani de fagon a améliorer la production de toxine i@ (TeNT) au niveau
industriel pour la préparation de vaccin. Le gereT@NT est précédée d'un gene régulateur
(TetR) que nous avons précédemment caractérisé.deas genes sont localisés sur un
plasmide de grande taille ch€z tetani La premiére partie de ce travail a consisté aunees
I'expression des gendent et tetR par RT-PCR au cours de la cinétique de croissalece
souches deC. tetani hautement et faiblement toxinogenes et dans diitér milieux. Le
génome deC. tetani contient une vingtaine de genes régulateurs pgetent.'analyse de ces
genes régulateurs sur la synthese de TeNT estugs par construction de souches mutantes de
C. tetani chez lesquelles un plasmide recombinant portansystéme d'expression d'ARN
antisens pour chacun des genes d'intérét a ébéluritr

Ainsi nous avons défini que trois systemes a deumposants ont un réle d'activation
de I'expression du genentet de la production de TeNT, et un systeme a deaxosants a un
réle négatif. De méme, nous avons montré que laardration en phosphate inorganique du
milieu de culture et le taux de G@ans la phase gazeuse influencaient I'expresssgénes
tentettetRet ainsi la production de TeNT.

Toxine epsilon deC. perfringens(Toxicon 2013, 23: 90-101; Toxins 2013, 5: 2138-
2160) (Travail en cours de S Pauillac, financentent

La toxine epsilon d€. perfringengdETX) est une toxine trés active qui agit en fontna
des pores dans les membranes de cellules cibleése&Tune des toxines qui a la plus puissante
activité létale aprés les neurotoxines botuligiesce fait, elle est considérée comme une arme
biologique redoutable, et elle est l'agent d'emb&@mie foudroyante chez les animaux,
principalement chez les ovins. Nous avons monteeElX agit en formant des pores dans les
membranes des cellules cibles induisant leur pdriiggtion aux anions et cations
monovalents suivie d'une entrée retardée de cal€iuBiol Chem 2001, 276: 15736-15740).
Pour mieux comprendre le mode d'action de cettépxiotamment si la formation du pore a
la membrane plasmique est responsable de I'enselebleffets cytotoxiques, des mutants dans
le domaine du pore ont été construits et sont emscd'exploration (cytotoxicité sur cellules
sensibles telles que MDCK, activité de formation pleres sur les bicouches lipidiques
artificielles, liaison aux cellules par immunomaage et observation microscopique, analyse
des flux dions K, Na, Ca" aprés administration & des cellules sensibles. tdaileure
connaissance de la fonction du pore induit par ETHe son implication dans le mécanisme de
cytotoxicité permettra de développer des inhibgespécifiques et efficaces. Des premiers
essais avec des inhibiteurs de formation de pareédédes cyclodextrines sont encourageants.

Caractérisation d'une souche atypique d€. botulinum isolée d'une hémoculture.
(J. Clin. Microbiol. 2014, 52:339-343)

Une souche de&lostridium a été isolée d'un cas de choc septique fatal cinez
personne agée. Cette souche a été identifiee cappatenant au groupe Il @ botulinum
sur la base des caractéres phénotypiques et darsgage du gene ARN 16s.

Une étude plus approfondie incluant le séquendaggenome total a montré que cette
souche est apparentée dixbotulinumde type D/C, qui sont retrouvés principalementsdan
botulisme des oiseaux. Elle possede les genes at#sufs de virulence: botulinolysine,
phospholipase et enzyme C3, mais n'a pas les gdaeseurotoxine, toxine C2, ni
clostridiolysine. Cette souche a peut étre perdahkge qui che€. botulinumgroupe Il etC.
novyiporte les genes des neurotoxines ou toxine afpBpectivement. Son pouvoir pathogene
est discute.
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6-2 Activités de recherche du laboratoire associé

Le laboratoire a été labelligéroupe de Recherche Clinique-UPMCen janvier 2012
pour son projetEpidiff (Infections aClostridium difficile(ICD): diagnostic, épidémiologie
clinique et réponse de I'héte).

F. Barbut a été nommé en janvier 201directeur de l'unité « Infections a
Clostridium difficile (ICD) : diagnostic, épidémiologie clinique et répose de I'hbte » unité
inscrite dans la liste desructures de recherche de TUPMC

1. Participation au comité de pilotage de SERODIFF

Investigateur principal : M. Greder, Versaillesspensable scientifique A. Le Monnier,
Paris

F. Barbut fait partie du comité de pilotage.

(Soutien financier : Sanofi Pasteur)

Ce projet cherche a comprendre la réponse immemitkes patients dans les infections
aC. difficile et le poids de cette immunité comme facteur agiasd’infection. Ce projet multi-
centrique (15 centres dont I'hdpital Saint Antoiaejémarré en 2013 et est financé par Sanofi
Pasteur. Il prévoit d’'inclure 300 patients et 6@tnoins. Le CNR sera chargé de typer les
souches d€. difficile. L’hdpital Saint Antoine participe a ce projetest également en charge
de constituer une coprotheque.

2. Etude de l'activité in vitro du CB-183,315 (surotonycin) vis-a-vis d’isolats
cliniques deClostridium difficile

Valentin O., C. Eckert, F. Barbut
(Soutien financier : laboratoires Cubist)

L’objectif principal est I'évaluation de la sendité de souches deC. difficile
représentatives des clones qui circulent en Frantasurotomycine (CB183.315), au CB-2, et
a 5 antibiotiques commercialisés (vancomycine, omédiazole, clindamycine, rifampicine et
fidaxomicine). L'objectif secondaire est de compdaesensibilité aux différentes molécules en
fonction des PCR-ribotypes.

Résumé accepté sous format poster a 'TECCMID 2014
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3. Etude INFLADIFF: signification clinique de la présence d'une souche
toxinogene deC. difficile dans les selles sans la présence de toxines libres

Laboratoire associeC. difficile
(Soutien financier : laboratoire Astellas)

L’objectif principal de cette étude est de compéagrrésentation clinique et I'évolution
(sévérité, mortalité, récidives) de l'infection G difficile (ICD) diagnostiquée chez des
patients qui présentaient ou non des toxines litaes les selles.

L’objectif secondaire est d’évaluer les taux fécalexlactoferrine et de calprotectine,
marqueurs de l'inflammation intestinale, chez laignts atteints d’ICD avec ou sans toxines
libres dans les selles. L'hypothése de travailge®t le dosage de ces 2 marqueurs chez les
patients sans toxines libres mais avec une sowcimogene pourrait étre utile pour différentier
les patients infectés des patients colonisés.

4. Les caractéristiques des patients infectés paClostridium difficile avec des
toxines libres dans les selles sont-elles différestde celles des patients infectés sans toxine
libre ?

Rame L., N. KhanaferC. Eckert, V. Lalande, F. Barbut
(RICAI 2013 Poster P542, Résumé accepté sous fopmster a 'ECCMID 2014)

Objectif : Comparer la présentation clinique et I'évolut{omortalité) des patients ayant
une infection &lostridium difficile (ICD) en fonction de la présence ou non de toxlimes
dans les selles au moment du diagnostic.

Méthodes Une étude prospective des patients adultes ayantCD a été réalisée du 4
décembre 2010 au 19 avril 2013. Les patients @ntléssés en deux groupes: ceux qui avaient
des toxines libres dans les selles (test de cyimtéxpositif) et ceux dont le diagnostic ne
reposait que sur la présence d’'une souche toximofjest de cytotoxicité négatif mais culture
toxigénique ou PCR positive). Un questionnaire daadisé a été élaboré pour le recueil des
variables suivantes: données démographiques, eénri(sévérité, déces a J+30) et biologiques
(leucocytes, CRP). Un modele multivarié de régoeskigistique a été utilisé pour identifier les
facteurs associés a la présence de toxines libesaeséveérité de I'lCD. Les facteurs associés
au déeces ont été déterminés par un modeéle de Cox.

Résultat 312 patients atteints d’'ICD ont été inclus : Hhient des toxines libres dans
les selles et 121 avaient une souche toxinogeng teeime deétectable dans les selles. Les
facteurs significativement associés a la présemctoxine libre étaient le taux de leucocytes
(OR=1.48, 1C95% 1.02-2.15, p=0.04.), l'adminiswati d’antibiotiques dans les 2 mois
précédents (OR=1.94, IC95% 1.06-3.57, p=0.03) a@lidgnostic de maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin (OR=0.50, IC95% 0.28-0.§#0.013). Les facteurs indépendants
associés a une forme sévere d’'ICD étaient une OBWe (OR=1.08, IC95% 1.02-1.14,
p=0.006) et des leucocytes>10000/mm3 (OR=6.34, 32325 — 32.28, p=0.03). La mortalité
a J+30 était significativement plus élevée chezpksents agés (> 65 ans)(HR=3.76, IC95%
1.5-9.40) ayant une ICD sévere (HR=5.19, IC95% -1.382), une hyperleucytose (HR=4.52,
IC95% 1.56-22.50) ou une leucopénie (HR=6.05, 1C95%9-15.86) et sans traitement
spécifiqgue (HR=0.3, IC 95% 0.12-0.73).

Discussion La présence de toxine libre au moment du diagnogtst pas associée a
une forme sévere d’ICD ou a une mortalité plusé&e\En revanche, elle est significativement
associée a des marqueurs biologiques ou des faateuisque d’infection.
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5. Pouvoir pathogéne et prévalence des souches@estridium difficile produisant
uniquement la toxine binaire.

Eckert C., L. Cathala, A. Le Monnier, A. Emirian, H. De Matus, J. Goret, P. Berger,
A. Petit, A. De Chevigny H. Jean-Pierre, M. Sardaby, V. Lalande, H. Marchandin, F.
Barbut

(RICAI 2013, Communication orale 101, Résumé accepté $mumsat poster a
'TECCMID 2014)

Objectifs: Depuis 2011, le CNRClostridium difficile a caractérisé 5 souches non
épidémiologiqguement reliées d& difficile appartenant au toxinotype Xl. Ce toxinotype est
caractérisé par la production de toxine binaires ganduction associée de toxines A et B (gene
tcdB absent, délétion en 5’ du géetoelA). Le role pathogene et la fréquence de ces sowscimds
mal connus. Les objectifs de cette étude étaigmtgnalyser les caractéristiques cliniques des
5 patients chez qui ces souches ont été isoléasdiévaluer la prévalence de ces souches.

Méthodes Les données cliniques des 5 patients porteursodehe de toxinotype Xl
ont été analysées a partir des comptes-renduspitalisation. Pour estimer la prévalence des
C. difficile de toxinotype Xl, 234 souches isolées depuis 281Raris et a Montpellier, et
caractérisées comme non toxinogenes (NT) par lesatés habituelles de diagnostic, ont été
analysées. Aprés extraction d’ADN, des PCR ciblastgénes de la toxine binaired{A et
cdtB), des toxines At€dA) et B tcdB) et du fragment spécifique de 115pb qui remplase |
genedcdAettcdBdans les souches NT, ont été réalisées.

Résultats Le diagnostic clinique d'infection &. difficile (ICD) a été établi par le
médecin traitant chez 4 des 5 patients et uneiatitdrapie par métronidazole initiée chez ces
4 patients. Parmi les 234 souches analysées, 318%9 ont été confirmées NT et négatives en
toxine binaire par PCR, 12 (5,1%) étaient des sesi¢tbxinogénest¢dA et tcdB présents), 1
(0,4%) souche pourrait étre de toxinotype XHB absentcdtA et cdtB présents, toxinotypage
en cours). Enfin, aucune amplification n'a pu étvbtenue pour 2 souches dont la
caractérisation se poursuit actuellement.

Conclusion: Les souches de toxinotype Xl, ne produisant quexee binaire, peuvent
étre pathogénes chez I'homme, suggérant un roleette toxine dans la virulence. Leur
fréequence semble tres faible mais leur dépistag®etimne est difficile du fait de I'absence de
toxines A et B.

6. Evaluation comparée de I'activité de 'Oxy’Floor etde I'hypochlorite de sodium
vis-a-vis des spores d€lostridium difficile.

Suzon L., Barbut F.

(Résumé accepté sous format poster a TECCMID 20é4umé soumis a la SFHH
2014)

(Soutien financier : laboratoires Anios)

Introduction : La contamination environnementale joue un rdle orajdans la
transmission croisée dé. difficile. Les recommandations actuelles préconisent Batilon
d’eau de Javel 0,5% (EJ). Ce désinfectant est nrecqour ses propriétés sporicides mais
comporte un certain nombre d’'inconvénients : i) pagsage doit étre précédé d’'un nettoyage
i) son odeur peut étre irritante pour les patiezitée personnel et iii) I’hypochlorite peut étre
corrosif pour certains matériaux
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Objectif : Evaluer l'activité sporicide d’'un détergent-désoiéat (Oxy'Floor, Anios)
(OF) selon le protocole en trois étapes décritSaniet al (AJIC 2011, 37, 212-219).

Matériels et méthodes :Le protocole d’étude mesure: 1) la capacité d’'ungetkte
imbibée de produit & éradiquer les spores Gledifficile (~10' UFC/ml) d'une surface
expérimentalement contaminée dans des conditi@mslatdisées d’application 2) la capacité
des lingettes précédentes a transférer des sparemes surface propre 3) I'activité sporicide
d’'une lingette imprégnée sur laquelle a été direet® inoculée une suspension de spores.
Trois souches ont été utilisées (PCR ribotypes 028,et 014) sur trois types de porte-germes
(acier, laminé, PVC). Toutes les manipulations étd réalisées en triplicate. L’activité
sporicide a été mesurée par la diminution (expriedogg) de la contamination initiale et
comparee par le test t apparié (Prism4, GraphRadjeuil de significativité a été fixé a 0,05.

Résultats : La réduction de la contamination initiale obtenueec les lingettes
imprégnées d’EJ ou d’OF était respectivement d& 48,7 log, et 4,8 +0,57 log, (p=0,013).
L’activité sporicide de I'OF était significativememeilleure que celle de I'EJ sur le laminé
(quelle gue soit la souche) ou vis-a-vis de la Beu@78 (quel que soit le porte-germe). En
présence de substances interférentes (sérum albubumine 0.03%), I'activité sporicide
diminue légerement pour les deux produits (EJ5 4,0,52 logpet OF : 4,20 4,52 logy, p=
0,31). Le nombre de spores transférées par lesttewyétait significativement plus élevé avec
I'OF comparé a I'EJ (p=0.039). L’activité sporicideesurée par inoculation directe de spores
sur les lingettes était de 4,53;74 logopour I'EJet 4,69 +0,62 logopour I'OF (p=0.13).

Discussion : Dans des conditions expérimentales simulant lesditions réelles
d’utilisation, l'activité sporicide de I'OF est cgrarable a celle de I'EJ et pourrait représenter
une option plus simple pour la désinfection quetitie environnementale.

6-2-1 Publications et communications du CNR

6-2-1-1 Publications dans des revues nationales

- MazuetC., King L. A., Bouvet, P., Legeay.CSautereau JRopoff M. R. Le botulisme
humain en France 2010-20Rull. Epidemiol. Hebdo.2014, 6: 106-114.

6-2-1-2 Publicationslansdes revues internationales a comité de lecture

- Amir |, Bouvet P, Legeay C, Gophna U, WeinbergerEisenbergiella tayigen. nov., sp.
nov., isolated from human blood.. Int J Syst Evolcidbiol. 2013 Nov 26. doi:
10.1099/ijs.0.057331-0. [Epub ahead of print]

- Plassart C, Mauvais F, Heurté J, Sautereau Jedyed®, Bouvet P. First case of intra-
abdominal infection withClostridium disporicum_Anaerobe. 2013 Feb;19:77-8. doi:
10.1016/j.anaerobe.2012.12.002. Epub 2012 Dec 12.

— Harper CB, Popoff MR, McCluskey A, Robinson PJeudier FA. Targeting membrane
trafficking in infection prohylaxis: dynamin inhtioirs. Trends Cell Biol 2013, 23(2): 90-
101.

_ Wigelsworth DJ, Ruthel G, Schnell L, Herrlich Blonder J, Veenstra TD, Carman RJ,

Wilkins TD, Van Nhieu GT, Pauillac S, Gibert M, Samnet N, Stiles BG, Popoff MR,
Barth H. CD44 promotes intoxication by the closaidota-family toxins.PlosOne2012,
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7:e51356.

— Wioland L., Dupont JL, Bossu JL, Popoff MR, PaunlB. Attack of the nervous system by
Clostridium perfringengpsilon toxin: from disease to mode of action enronal cells.
Toxicon 2013, 75:122-135.

— Popoff MR, Bouvet P. Genetic characteristics @figenic Clostridia and toxin gene
evolution.Toxicon 2013, 75: 63-89.

— ConnarC., DeneveC., MazuetC., Popoff MR. Regulation of toxin synthesis fDlostridium
botulinumandClostridium tetani Toxicon 2013, 75:90-100.

— Autheman D, Wyder M, Popoff M, D'Herde K, Christ&, Posthaus HClostridium
perfringens beta-toxin induces necrostatin-inhibitable, calpd&pendent necrosis in
primary porcine endothelial cellBlosOne2013, 8 (5):e64644.

— Huyet J, Naylor CE, Savva CG, Gibert M, Popoff MBaisak AK. Structural insigths into
ClostridiumperfringensDelta toxin pore formatiorPlosOne2013, 8 (6): e66673.

— Vanhomwegen J, Berthet N, Mazuet C, Guigon Glaégk T, Stambolliyska R, Dubois P,
Kennedy GC, Cole ST, Caro V, Manuguerra JC, Polistf Application of high-density
DNA resequencing microarray for detection and otter&ation of botulinum
neurotoxin-producing clostridi&losOne2013, 8(6): e67510.

— Pauillac S, D'allayer J, Lenormand P, Rouss&lleBbuvet P, Popoff MR. Characterization
of the enzymatic activity a€lostridiumperfringensTpeL. Toxicon 2013, 75: 136-143.

- Burgain A, Rochard A, Trollet C, Mazuet C, Escari®y, Scherman D, Bigey P. DNA
electroporation in rabbits as a method for genanatif high-titer neutralizing antisera:
examples of thdotulinumtoxins types A, B, and Bdum Vaccin Imminother 2013,
9(10): 2147-2156.

— Stiles B., Barth G., Barth H., Popoff MRIostridiumperfringensepsilon toxin: a malevolent
molecule for animals and mahoxins (Basel)2013, 5: 2138-2160.

— Bouvet P, Ruimy R, Bouchier C, Faucher N, MazZtiePopoff MR. An atypicaClostridium
strain related to th€lostridiumbotulinumgroup 1l isolated from a human blood culture.
J Clin Microbiol 2014, 52: 339-343.

— Popoff MR.Botulinumneurotoxins: more and more diverse and fascindtrig proteins.J
Infect Dis 2014, 209: 168-169.

— Lévéque G Ferracci G., Maulet Y., Mazuét., Popoff M., Seagar M. El Far Direct
biosensor detection of botulinum neurotoxin enddipege activity in sera from patients
with type A botulismBiosensors Bioelectronic2014, 57: 207-212.

6-2-1-3 Chapitre de livre

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile



Rapport annuel d’activité 2013 54

- Popoff M., Mazuet C., Poulain B.: Botulism andtdreus. In: Rosenberg E. (Ed.) The
Prokaryotes  (4th  edition) - Human Microbiology: BpgerReference
(www.springerreference.com Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 2013. DOI:
10.1007/SpringerReference_365033 2013-03-12 1423871C

6-2-1-4 Congrés, workshops

- ETOX16 European Workshop on Bacterial Proteiniii@xrganisé par K Aktories,
Freiburg, Germany 22-26 juin 2013-09-09
- invited chairman of the session: Clostridialifmx
- Présentation d'un poster: Two component systemsnaolved in the regulation of
botulinumneurotoxin synthesis i@lostridiumbotulinumtype A.C. Connan, H. Brueggemann,
C. Mazuet, M. R. Popoff
et short talk byC. Connan

- CLOSPATH2013 8° International Conference on th@édular Biology and
Pathogenesis of the Clostridia, Palm Cove, Austra2-26 october 2013.
- invited lecture "Clostridial pore-forming toxingowerful virulence factors".

- 2° International Congress on Bacteriology an@dtibus Diseases, Omics Group,
Baltimore USA, 20-22 novembre 2013.
- lecture: Genetic variation @lostridiumbotulinum botulism types in France

- Co-organisateur et participation aux 21° Renamén Toxinologie, "Toxines marines
et aquatiques", Société Francaise d'Etudes en dgaiagie, Institut Pasteur, Paris, 9-10
décembre 2013.

- Participation a la rencontre NRBC (contremesdeess les risques biologiques)
organisée par le CEA, Saclay, 19 décembre 2013.

6-2-2 Publications et communications du Laboratoir e associé
Clostridium difficile

6-2-2-1 Publications dans des revues de languedisa

Barbut F., B. Gueryet C. Eckert. Comment traiter une infection digestiveClostridium
difficile en 2014 ? Revue réanimation. Sous presse.

Barbut F., V. Lalande, L. Beaugerie e€. Eckert. Infections digestives @lostridium difficile
Mini-revue Hépato Gastro, vol 20 n°2, février 2013.

6-2-2-2 Publications dans des revues internatisnale
Barbut F, Surgers LEckert C, Visseaux B, Cuingnet M, Mesquita C, Pradier Niri€a A,
Ait-Ammar N, Aifaoui A, Grandsire ElLalande V. Does a rapid diagnosis @flostridium
difficile infection impact on quality of patient managemeflith Microbiol Infect. 2014
Feb;20(2):136-44.
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Landelle C, Verachten M, Legrand P, Girou Earbut F, Buisson CB. Contamination of
Healthcare Workers' Hands wi@lostridium difficile Spores after Caring for Patients with C.
difficile Infection. Infect Control Hosp Epidemid2014 Jan;35(1):10-5.

Janoir C, Denéve C, Bouttier Barbut F, Hoys S, Caleechum L, Chapetén-Montes D, Pereira
FC, Henriques AO, Collignon A, Monot M, Dupuy B. &gative Strategies and Pathogenesis of
Clostridium difficile from In Vivo Transcriptomicdnfect Immun. 2014 Feb;82(2):914.

Janoir C, Denéve C, Bouttier Barbut F, Hoys S, Caleechum L, Chapetén-Montes D, Pereira
FC, Henriques AO, Collignon A, Monot M, Dupuy B. &gtive strategies and pathogenesis of
Clostridium difficilefrom in vivo transcriptomics. Infect Immun. 2018%31(10):3757-69.

Eckert C, Jones G Barbut F. Diagnosis ofClostridium difficile infection: the molecular
approach. Future Microbiol. 2013 Dec;8:1587-98.

Eckert C., B. Coignard, M. Hebert, C. Tarnau@, Tessiet A. Lemire, B. Burghoffer, D.

Noel, F. Barbut. On behalf of the ICD-Raisin Working Group. Cliaicand microbiological
features ofClostridium difficileinfections in France: The ICD-RAISIN 2009 natiosairvey.
Med Mal Infect. 2013 Feb;43(2):67-74.

Debast SB, Bauer MP, Sanders IM, Wilcox MH, Kuijiel; on behalf of the ECDIS Study
Group. Antimicrobial activity of LFF571 and three treant agents againstlostridium
difficile isolates collected for a pan-European survey i®820clinical and therapeutic
implications. J Antimicrob Chemother. 2013 Jun;§8(805-11.

Eckert C, Burghoffer B, Barbut F. Contamination of ready-to-eat raw vegetables with
Clostridium difficilein France. J Med Microbiol. 2013 Sep;62(Pt 9):1-835

Eckert C., B. Burghoffer, V. Lalande, et F.Barbut. Evaluation of the chromogenic agar
chromID(R) C. difficile. J Clin Microbiol. 2013 M&1(3):1002-4.

Otter JA, Yezli S, Perl TMBarbut F, French GL. A request for an alliance in the leattir
clean and safe hospital surfaces. J Hosp Infed 2g;84(4):341-2.

Barbut F, Yezli S, Otter JA. Hydrogen peroxide room disatien: there is no elephant in the
room but there's plenty of evidence in the trunkdodp Infect. 2013 Apr;83(4):355-6.

Otter JA, Yezli S, Perl TMBarbut F, French GL. The role of 'no-touch' automated room
disinfection systems in infection prevention andtcol. J Hosp Infect. 2013 Jan;83(1):1-13.

6-2-2-3 Autres publications

Otter J. A,, Yezli, S., Perl T. MBarbut F., French G. L. A guide to no-touch automated room
disinfection (NTD) systems. In “Decontaminationhiospitals and healthcare J. T. Walker
eds—Woodhead Publishing Limited, 2014 (chapitrévae)

Barbut F., Cornely O., Fitpatrick F., Kuijper E., Nagy E., ftuk M., Tvede M., Wilcox M.
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C. difficile in Europe. Astellas Pharma Europe Ltd. Avril 2@d8cument didactique pour les
membres de la commission européenne).

6-2-2-4 Communications nationales

Eckert C., A. Petit, M. Sardaby, A. De Chevigny, V. Laland, F. Barbut. Evaluation de 3
tests détectant la GDH par rapport a la cultureCtestridium difficile sur milieu sélectif.
Reéunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Amtfectieuse2013 Poster 538.

Eckert C., A. Petit, E. Holscher, V. Lalande, F. Bebut. Diagnostic ofClostridium difficile
infection: evaluation of the AmpliVue assay and t&®H-lllumigene algorithmversus
toxigenic culture.Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Amtfdctieuse2013 Poster
539.

Eckert C., N. Poccardi, G. Sika, A. Petit, F. Barbti GenoType CDiff is an accurate
molecular genetic assay for characterizationCof difficile. Réunion Interdisciplinaire de
Chimiothérapie Anti-infectieus2013 Poster 537.

Rame L., N. Kanafer,C. Eckert, V. Lalande, F. Barbut. Les caractéristiques des patients
infectés pacClostridium difficileavec des toxines libres dans les selles sont-diffigsentes de
celles des patients infectés sans toxine libieéRnion Interdisciplinaire de Chimiothérapie
Anti-infectieuse2013 Poster 542.

Le Monnier A., A. Duburcq, J.R. Zahar, S. CorvecGuillard, V. Cattoir, P.L. Woerther, V.
Fihman,V. Lalande, H. Jacquier, A. Mizrahi, E. Farfour, P. Morand, arcadé, F. Fagnani,
F. Barbut, Groupe de Microbiologie Clinique. Infection Glostridium difficile: une étude
multicentrique sur lincidence et le surcolt desidi&es. Réunion Interdisciplinaire de
Chimiothérapie Anti-infectieus2013 Communication orale 103.

Eckert C., L. Cathala, A. Le Monnier, A. Emirian, H. De Maotfds, J. Goret, P. BergeA.

Petit, A. De Chevigny H. Jean-Pierre M. Sardaby, V. Lalande, H. Marchandin, F.

Barbut Pouvoir pathogéne et prévalence des souche€lIdstridium difficile produisant
uniquement la toxine binaird&Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Amtfectieuse
2013 Communication orale 101.

Rame L., A. Petit, L. Suzon, A. De Chavigny, C. Eakt, F. Barbut, Réseau francais Euclid.
Prévalence des infections@ostridium difficile (CD) chez les patients hospitalisés avec une
diarrhée: résultats d'une étude bi-annuelle prdsgec multicentrique. Réunion
Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-infecte2013 Communication orale 102.

6-2-2-5 Communications internationales

Eckert C., O. Said C. Rambaud, N. Poccardi B. Burghoffer, V. Lalande, F. Barbut.
Comparison of the VIDAS® C. difficile GDH and theDB component of the C. diff Quik
Chek Complete for detection of Clostridium diffgiin stools. 28 European Congress of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases. BerR013. Poster P1871.

Eckert C., B. Burghoffer, C. Rambaud, V. Lalande, M Chioukh, F. Barbut. Evaluation of

DiaSorin LIAISON C. diff Toxins A&B test. 23 European Congress of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases. Berlin, 2013. Poster ;5187
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Banz A.,C. Eckert, O. Said N. Poccardi C. Rambaud B. Burghoffer, V. Lalande, F.
Barbut, A. Foussadier. Comparison of a 3-step algoritreseld on VIDAS ® C. difficile
(GDH and CDAB) and chromID C.difficile with the QuChek Complete for the diagnosis of
Clostridium.difficile infection. 2% European Congress of Clinical Microbiology anceltfous
Diseases. Berlin, 2013. Poster P 1870.

van Dorp S., M.P.M. Hensgens, A. Virolainen, E. Mag. Mastrantonio, K. lvanova, F.
Fitzpatrick, F. Barbut, V. Hall, T. Eckmanns, C. Suetens, K.A. DaviesHMWilcox, D.
Notermans, E.J. Kuijper on behalf of the ECDIS-NMeaitrticipants. Diagnostic testing and
measurement of Clostridium difficile infections @ss Europe. 23 European Congress of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases. BerP013. Poster P 1869

6-2-2-6 Conférences sur invitations

Eckert C. Clostridium difficile : apport des nouvelles techniques diagnostiques e aid
dérive?
3émeJournée Antibio-Résistance & Infections, 5 décen2}E3, Paris.

Eckert C. : Actualités sur le diagnostic des ICD
5°M¢ Journée régionale de formation et dinformatioév@ntion du risque infectieux en
EHPAD, 23 mai 2013, Lille.

Barbut F., Diagnostic et traitement des infectionGlastridium difficileen 2013
Journées de Microbiologie clinique 2013, 27 septen2013, Paris

Eckert C. : Infections nosocomiales@ostridium difficile
XVII Congreso Nacional VI Internacional. MedicinaeRentiva en nuestro tiempo, en torno a
la Economia y la Salud, 06 juin 2013, Carthagespagne

Barbut F. Alleviating the burden o€lostridium difficile: current and emerging treatment
options.

International Congress of Chimiotherapy, 6 juin 20fokohama, Japon.

Barbut F. Different technical approaches@ostridium difficilediagnosis.

20th IFCC EFLM European Congress of Clinical chérpiand Laboratory Medicine
(EuromedLab), 21 May 2013, Milan, Italie

6-2-2-7 Autre
Formation
Eckert C. Outils diagnostiques, stratégies diagnostiquesrdestions aClostridium difficile
Courchevel, bioMérieux, 23 janvier 2013
Barbut F. Enseignement sur les Anaérobies, bioMérieux, 18212013
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7- PROGRAMME D’ACTIVITE POUR 2014-2015

7-1 Programme du CNR Bactéries anaérobies et botuli  sme

7-1-1 Identification des souches de bactéries anaérobies

Le CNR continue a assurer les identifications béaées et les toxinotypages des
souches d'anaérobies qui lui sont adressées fiasta des connaissances actualisées dans ce
domaine.

7-1-2 Diagnostic du botulisme

Le CNR poursuit ses activités de diagnostic de llsohe a partir des échantillons
biologiques et alimentaires qui lui sont envoyés.fdlus, nous réalisons l'isolement des souches
de C. botulinuma partir des échantillons de selles et/ou d'alimeétectés positifs, ainsi que
leur caractérisation par génotypage et séquengagerte de la neurotoxine.

7-1-3 Activités de recherche en relation avecle CN R

Développement de tests alternatifs de dosage desitwes botuliques

La mise au point des tests de détection des toxiotsliques A, B et E basés sur
I'activité protéolytique des substrats spécifig{fSAP25 pour les toxines botuliques A et E, et
VAMP2 pour la toxine botuliqgue B) et révélation pdes anticorps spécifiques de la forme
clivée en format ELISA sera poursuivie. L'objeast de remplacer les tests de létalité chez la
souris par des tesis vitro pour la détection et l'identification des toxirmstuliques dans les
échantillons biologiques et alimentaires. La canteaest d'obtenir une sensibilité de détection
aussi élevée avec les testyitro par rapport au test souris, notamment dans leqélibas de
sérum humain.

Caractérisation génétique des souches @ botulinum isolées au CNR (suite)

Les souches récemment isolées de cas de botulismait sont en cours d'analyse pour
le génotypage du locus botulique, séquencage de genla neurotoxine botulique pour
déterminer le sous-type, et MLST pour évaluer ldabdlité génétique de ces souches.

Caractérisation des souches de bactéries anaérobaypiques adressées au CNR

Certaines souches adressées au CNR sont issues gatbologiques trés particuliers
comme des septicémies ou chocs toxiques foudrqyamtsbien présentent des caracteres
atypiques. En plus des tests habituellement r&afi@r I'identification de ces souches, des
analyses plus approfondies sont entreprises stairmes d'entre elles pour mieux appréhender
leur pouvoir pathogéne ou leur mode de transmissi®s analyses comprennent: mise en
évidence de toxine ou activité toxique particuljessgquencage partiel du génome, analyse de la
variabilité génétique par MLST quand cette souchteapparentée a un groupe particulier de
bactéries anaérobies, résistance aux antibiotiggiede détaillée des caracteres biochimiques
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Programme SERODIF (Réle pronostique de la réponserimunitaire de I'héte dans
les infections aC. difficile, leurs complications et les rechutes)

L'objectif est d’étudier la relation entre le piafie réponse immunitaire de I'héte vis-a-
vis d’'un panel d’antigenes d& difficile et la survenue d’'une infectionGa difficile, décrire les
caractéristiques de la réponse immunitaire, identifn profil de réponse immunitaire a valeur
pronostique (formes graves et rechutes) et évéduaoids de I'immunité parmi I'ensemble des
facteurs de risque d'une infectio® adifficile.

Le CNR est chargé de la production/purification desines A, B et CDT (toxine
binaire) pour leur utilisation comme antigéne d#es analyses de réponse anticorps des
patients qui seront effectuées par I'Unité de Mlu@amn Immunité antivirale, Biothérapie et
Vaccin.

Déclaration d'invention Institut Pasteur 2013: " Predictive Value o€lostridium
difficile-specific Immune Response for Recurrence and Des@ascome”
- principal inventeur Marie Lise Goujon (Unité d'Imnité¢ antivirale, Biothérapie et
Vaccin, Institut Pasteur).
- Alban Lemonnier (Université Paris Sud)
- Anne Collignon (Université Paris Sud)
- M. R. Popoff (preparation/purification des toxinegt B deC. difficile)

Poursuite des activités de recherche engagées débmité (voir partie travaux de
recherche).

7-2 Programme du Laboratoire associé Clostridium di fficile

Epidémiologie : Projet de réseau européen pour lausveillance des infections &C.
difficile (ECDIS-net) “Supporting capacity building for surveillance ofoSiridium difficile
infections at European level”

L’objectif de ce réseau européen est d’amélioreralpacité des laboratoires des Etats
Membres européens, de la Norvége, de I'lslandes éfiechtenstein a détecter et surveiller les
infections aClostridium difficile de construire et maintenir une base de données yote
nomenclature de référence des PCR-ribotypes etdelapper et améliorer les protocoles de
surveillance des infectiorgsC. difficile

Epidémiologie : Analyse par la technique du MLVA desouches 027 isolées dans
différentes régions frangaises et notamment en PACA

Suite a I'émergence du clone épidémique 027 dangétion PACA et plus
particulierement a Marseille et ses environs,gt@décidé de réaliser un typage par MLVA des
souches de PCR-ribotype 027 afin de pouvoir disengles clones au sein de ces souches.

Epidémiologie : European, multi-centre, prospectivequarterly point prevalence
study of community-acquired diarrhoea (EUCODI)
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Etude européenne coordonnée par F. Allerbergerjohetet financée par 'TESCMID
Food- and Water-borne Infections Study Group (EF®8J)IRt BioFire Diagnostics, Salt Lake
City, Utah

Il s’agit d’une étude de prévalence pour identifésr microorganismes responsables de
gastro-entérites communautaires en Europe et adttnseus diagnostic de ces infections.

Epidémiologie : Etude pilote européenne de survedhce des infections a
Clostridium difficile (étude LuCID)

Etude organisée sous I'égide de I'Université dedsg®r M. Wilcox)

Il s’agit d’'une étude non interventionnelle qui €&, d’avril 2014 a mars 2015. Ses
objectifs sont de connaitre l'incidence des infawi a C. difficile, les caractéristiques
sommaires des patients infectés (age, sexe, dekurenue de l'infection, premier épisode ou
récidive), la densité de prescription de coproceltpour recherche d€. difficile, et les
méthodes et stratégies diagnostiques utilisées.

Le laboratoireClostridium difficileassocié au CNR des anaérobies est chargé de mettre
en place et de coordonner cette étude en Frandée €mide sera réalisée aupres de 25
laboratoires d’établissements hospitaliers.

Epidémiologie : les infections aClostridium difficile chez des patients hospitalisés
dans un centre hospitalo-universitaire (Hopital Edoard Herriot, Lyon) - These
d’université de N. Khanafer.

Etude réalisée en partenariat avec les HCL (201BR0

L’objectif principal de cette thése est de déclirgronostic des patients infectés gar
difficile (rémission, complications, déces) grace a :

- une revue extensive de la littérature en utilidas criteres ORION{utbreak Reports
and Intervention Studies of Nosocomial Infection

- la description de I'histoire naturelle d’ICD chées patients hospitalisés a HEH

- la modélisation la transmission de I'lCD

Le role du laboratoire associé est d’assurer laatérisation moléculaire des souches de
C. difficile isolées.

Epidémiologie : Caractérisation d’isolats cliniquesde Clostridium difficile, isolés a
Saint Philibert

Collaboration avec Bertille Mullie, dans la cadeegh these d’exercice pour I'obtention
du dipléme de Docteur en Pharmacie

L’objectif de I'étude est de caractériser toutesdeuches d€. difficile isolées au cours

de I'année 2013 a I'hdpital Saint Philibert. Lesadées cliniques des patients seront analysées
et confrontées aux résultats de typage, réaliséabavatoire associé.

Diagnostic : Evaluation d’'un nouveau test diagnosti pour la mise en évidence de
genes de d€. difficile dans les selles : Apollo (bioMérieux)
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Le test Apollo est un test moléculaire qui permetditecter plusieurs génes @e
difficile directement dans les selles. L’objectif de cetibel@ est d’évaluer les performances (en
termes de sensibilité et de spécificité) de ce mauvest.

Physiopathologie: Etude INFLADIFF (signification clinique de la présence d'une
souche toxinogéne de C. difficile dans les sellems la présence de toxines libres)

L’objectif principal de cette étude est de compéagrrésentation clinique et I'évolution
(sévérité, mortalité, récidives) de l'infection G difficile (ICD) diagnostiquée chez des
patients qui présentaient ou non des toxines litaes les selles.

L'objectif secondaire est d’évaluer les taux fécalexlactoferrine et de calprotectine,
marqueurs de l'inflammation intestinale, chez laignts atteints d’ICD avec ou sans toxines
libres dans les selles. L'hypothése de travailge®t le dosage de ces 2 marqueurs chez les
patients sans toxines libres mais avec une sowcimogene pourrait étre utile pour différentier
les patients infectés des patients colonisés.

Physiopathologie: Etude SERODIFF (réle pronostiquede la réponse immunitaire
de I'h6te dans les infections &. difficile, leurs complications et les rechutes)

L'objectif est d’étudier la relation entre le piafie réponse immunitaire de I'héte vis-a-
vis d’'un panel d’antigenes de. difficile et la survenue d’'une ICD, décrire les caractéusts
de la réponse immunitaire, identifier un profil dgponse immunitaire & valeur pronostique
(formes graves et rechutes) et évaluer le poiddrdmunité parmi I'ensemble des facteurs de
risque d’ICD

Durée totale de I'étude 18 mois dont 15 mois d’inclusion dans les 17 centre
participants (5 a 10 inclusions/mois/centre).
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8- TABLEAUX (CNR BACTERIES ANAEROBIES ET

BOTULISME)

TABLEAU 1

Demandes d'identification de souches d’origine huma
Fréguences par département

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

DEPARTEMENTS

FREQUENCES

ine (CD compris)

2

Rk (k|R|u

=
(o]

Rlwlkrlw|(k|kw

DEPARTEMENTS FREQUENCES
92 1
93 8
94 6
95 1
 France. 164
métropolitaine
971 2
972 1
973 12
974 3
Polynésie francaise 1
Nouvelle-Calédonie 2
TOTAL 185

RRP|w(k|-

[EnN
o

R WD |R|INR[RP|FR|R|W

[ERN
(Vo]

PRk

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile



Rapport annuel d’activité 2013 63

Fréquence par département des patients enregistrés au CNR avec
infections a Clostridium difficile  (ICD) et infections non ICD

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

DEPARTEMENTS Nombre de patients

Infections
non ICD

1 1

ICD

(SR ET N S N SN S N

N
o
N R |k |k[N

w
0
RlRr [Nk~

(o2}
o
iy
[y

17()

(o]
o
AP |RP|IRP|IOIN(PW[WRL|W[N |

Sous-total

France métropolitaine
971
973
974

Polynésie frangaise

89 40

RlRrlw|un|r

Nouvelle-Calédonie
Sous-total DOM, COM et
Nouvelle-Calédonie
TOTAL 100 47

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile



Rapport annuel d’activité 2013 64

TABLEAU 2

Répartition des souches d’origine humaine par site d’infection (hors
Clostridium difficile )

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

LOCALISATIONS FREQUENCES
Coproculture 20
Gynécologie 4
Hémoculture 35
Infection ORL (amygdale, sinus, etc...) 4
Infections cutanées et musculaires (abceés, 8
suppurations, gangrénes)
infections hépatiques/pancréatiques 2
Infections intra-abdominales (pus, redon, etc...) 8
Infections osseuses 6
infections péri-rectales, périnéales 5
infections pleuro-pulmonaires 4
Non précisé 4
Urologie/néphrologie 10
110

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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TABLEAU 3

Répartition des souches d’origine humaine par genre

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

GENRES

NOMBRES

ACIDAMINOCOCCUS

ACTINOBACULUM

ACTINOMYCES

AKKERMANSIA

ALISTIPES

ANAEROCOCCUS

ANAEROTRUNCUS

RiR(R[RO|N|R

BACTEROIDES

[
N

BIFIDOBACTERIUM

N

BRACHYSPIRA

[N

BUTYRICIMONAS

N

"CATABACTER"

[N

CLOSTRIDIUM (incluant 47 souches de Clostridium
difficile)

0o
[

DESULFOVIBRIO

DIALISTER

EGGERTHELLA

EGGERTHIA

EIKENELLA

EUBACTERIUM

FILIFACTOR

FINEGOLDIA

FUSOBACTERIUM

GORDONIBACTER

LACTOBACILLUS

PARVIMONAS

PEPTOCOCCUS

PEPTONIPHILUS

PEPTOSTREPTOCOCCUS

PREVOTELLA

PROPIONIBACTERIUM

PYRAMIDOBACTER

SELENOMONAS

RIR|R|R|R|R|R|IN|IN|R|VR|R|R|R|R|O|W|N

VEILLONELLA

[uny
[y

SOUS-TOTAL

156

RECHERCHE DE BACTERIES SPECIFIQUES NEGATIVE

ABSENCE DE SUBCULTURE EN ANAEROBIOSE

ANALYSE NON EFFECTUEE

=N RN Ne)]

SOUCHES RE-TRANSMISES AU LABORATOIRE ASSOCIE CD

TOTAL

185

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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TABLEAU 4
Répartition des souches d’origine humaine par espec e

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

135 souches appartenant a 49 especes nommées
21 souches appartenant a des especes non nommees (n  ouvelles espéces
potentielles)

ESPECES NOMBRES
ACIDAMINOCOCCUS INTESTINI
ACTINOBACULUM SCHAALII
ACTINOBACULUM URINALE
ACTINOMYCES ISRAELII
ACTINOMYCES NEUII
ACTINOMYCES ODONTOLYTICUS
ACTINOMYCES ORIS
AKKERMANSIA MUCINIPHILA
ALISTIPES ONDERDONKII
ANAEROCOCCUS TETRADIUS
ANAEROTRUNCUS COLIHOMINIS
BACTEROIDES FRAGILIS
BACTEROIDES THETAIOTAOMICRON
BACTEROIDES UNIFORMIS
BIFIDOBACTERIUM BREVE
BIFIDOBACTERIUM SP.
BRACHYSPIRA PILOSICOLI
BUTYRICIMONAS SP.
"CATABACTER HONGKONGENSIS"
CLOSTRIDIUM BOTULINUM de type A
CLOSTRIDIUM CELERECRESCENS
CLOSTRIDIUM CLOSTRIDIOFORME
CLOSTRIDIUM DIFFICILE
CLOSTRIDIUM HATHEWAYI
CLOSTRIDIUM LITUSEBURENSE
CLOSTRIDIUM NOVYI A
CLOSTRIDIUM PERFRINGENS
CLOSTRIDIUM SEPTICUM
CLOSTRIDIUM SP.

CLOSTRIDIUM SPIROFORME
CLOSTRIDIUM SPOROGENES
CLOSTRIDIUM TETANOMORPHUM
DESULFOVIBRIO DESULFURICANS
DESULFOVIBRIO SP.

DIALISTER PNEUMOSINTES

RIR|IN|IR|IN|R[R|R|R|IN|O|R|R|R|R|IN|IN|R|R|R|R |~

S
~

B

=

=

N
o

WR[RR|N(R[RN
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EGGERTHELLA LENTA (ancien EUBACTERIUM
LENTUM)

EGGERTHELLA SP.

EGGERTHIA CATENAFORMIS (ancien
LACTOBACILLUS CATENAFORMIS)
EIKENELLA CORRODENS

EUBACTERIUM CYLINDROIDES

FILIFACTOR ALOCIS

FINEGOLDIA MAGNA (ancien Peptostreptococcus
magnus)

FUSOBACTERIUM GONIDIAFORMANS
FUSOBACTERIUM NUCLEATUM
FUSOBACTERIUM SP.

FUSOBACTERIUM VARIUM
GORDONIBACTER SP.

LACTOBACILLUS SP.

PARVIMONAS MICRA (ancien MICROMONAS
MICROS)

PEPTOCOCCUS NIGER

PEPTONIPHILUS HAREI
PEPTOSTREPTOCOCCUS ANAEROBIUS
PREVOTELLA LOESCHEII
PROPIONIBACTERIUM ACNES
PYRAMIDOBACTER PISCOLENS
SELENOMONAS ARTEMIDIS

VEILLONELLA SP.

RIRR(R(R[R[R| N [NR[R[R[IN[R| B, | R(R[R|] R, |RLR| U0

[uny
[y

SOUS-TOTAL 156

RECHERCHE DE BACTERIES SPECIFIQUES NEGATIVE 6
ABSENCE DE SUBCULTURE EN ANAEROBIOSE 5
ANALYSE NON EFFECTUEE 1
SOUCHES RE-TRANSMISES AU LABORATOIRE 17
ASSOCIE CD
TOTAL 185
TABLEAU 5

Souches d’origine vétérinaire : répartition par esp ece

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

ESPECES NOMBRES
CLOSTRIDIUM ARGENTINENSE 1
(VARIANT NON TOXIQUE)
CLOSTRIDIUM CHAUVOEI 2
CLOSTRIDIUM PERFRINGENS 13
CLOSTRIDIUM SPOROGENES +
BIFERMENTANS - ABSENCE DE 2
SORDELLII

TOTAL 18

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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TABLEAU 6

Souches d'autres origines: répartition par espéce

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

Origine industrielle, collections

ESPECES NOMBRES
CLOSTRIDIUM BUTYRICUM 9
CLOSTRIDIUM PERFRINGENS 5
CLOSTRIDIUM SP. (PROCHE C. PUNICEUM) 1
PORPHYROMONAS GINGIVALIS 1
CLOSTRIDIUM SPOROGENES 7
TOTAL 23
EIL EUROPEEN
ESPECES NOMBRES
CLOSTRIDIUM BEIJERINCKII 1

CLOSTRIDIUM BOTULINUM de type A

CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

CLOSTRIDIUM SPOROGENES
TOTAL

DN N

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile



Bactéries a Gram + hors Clostridium difficile

Tableau 7-1 : Résistance (R+l) aux antibiotiques de

Microbiologie (CA-SFM)

s souches isolées en 2013
Antibiogramme standard réalisé selon les recommandations du Comité de I'antibiogramme de la Société Frangaise de

(57 souches) — nombre de souches résistantes ou in

termédiaires

Métronidazole

Amox-

Imipénéme

Vancomycine

CATEGORIES ESPECES N Amoxicilline Clindamycine Moxifloxacine
l6ug ac. Clav. 30pg
ACTINOBACTERIACEAE ?;;’”Ob"c”'”m 2 2 (*) 0 0 0 0 0 1
Actinomyces spp. | 6 6 (*) 0 0 2{I: ZOmm) 1 1[R: 1§mm) 3
A. oris A. oris
Bifidobacterium ) 2 (%) 0 0 0 0 0 0
spp.
Gordonibacter sp. | 1 0 0 0 0 1 0 S
Propionibacterium 1 1(% 0 0 0 0 0 0
acnes
1 (R:20mm) 1(1) .
COQUES A GRAM+ 7 0 2 Finegoldia | Peptoniphilus 1 LR : 16mm) 2
. Finegoldia magna
magna harei
BACILLES A GRAM+ Anaerotruncus
NON CLOSTRIDIUM colihominis ! 0 0 0 0 0 0 1
Catabacter y 1 0 1 0 0 0 0 1
hongkongensis
Eggerthellalenta | 6 0 2 0 0 1 0 4
Eggerthia
catenaformis
(ancien 1 0 0 0 0 0 0 0
Lactobacillus
catenaformis)
Eubacterium 1 0 0 0 0 0 0 0
cylindroides
. k% .
CLOSTRIDIUM SPP. 2g| 1 (R:20mm) (*%) 3 1(R:12mm) 0 3 0 15 (4R (***) ; 111)

C. botulinum

Clostridium sp.
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(*) Especes naturellement résistantes
(**) Résistance hétérogéne.
(***) Clostridium septicum : 6mm ; C. perfringens : 15mm ; C. butyricum : 17mm ; C. clostridioforme : 17mm.

Bactéries a Gram — (38 souches) — nombre de souches  résistantes ou intermédiaires

. o
S = . S | 2| 5| s = > L2 > o < =
Espéce en clair N | €| = 3 ) S| 8| 3| % = £ & £ s & S
S< | 8 X clE| 2| S 2| 8| 2 E | 88| § | %
g £ S | = |E|E|S8|8| 8| £]| £ | & 5 | 8

o
Acidaminococcus intestini| 1 0 0 0 0 0 1 0
Alistipes onderdonkii 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1

Bacteroides spp. (*) 12 0 11 4 11 10 2 12 5 12 5 0 9 0
Brachyspira pilosicoli 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0
Butyricimonas sp. 2 0 2 1 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
Desulfovibrio spp. 2 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2 0 0
Dialister pneumosintes 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Fusobacterium spp. 3 0 2 1 0 0 3 2
Prevotella loescheii 1 0 1 0 0 0 1 1
Pyramidobacter piscolens | 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
Selenomonas artemidis 1 0 0 0 0 0 1 0

Veillonella sp. 11 1 10 5 1/1 3 6 0/9 1/1 1/1 0/0 1/1

(*) détails des especes et leur génotype

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile



Rapport annuel d’activité 2013

Phénotypes et génotypes des souches de Bacteroides identifiées en 2013

71

groupe ADNr Diameétre d'inhibition
R B- . 16S de pour l'imipénéme
Especes CNR# lactamase cepA e Gl Bacteroides (diametre critique :
fragilis 17mm/24mm)
2014/00035 + + + - 1 30
2013/00042 + - - + 2 16
2013/00172 + - - + 2 20
Bacteroides fragilis 2013/00370 + - 1 36
2013/00840 + + - 1 35
2013/00841 + + - - 1 30
2013/00842 + + - - 1 28
2013/00843 + + - - 1 35
Bacteroides thetaiotaomicron 2013/00129 + + - - NA 30
Bacteroides uniformis 2013/00056 + - + - NA 34

NA : non applicable

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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Tableau 7-2 : Antibiogramme spécifique a Clostridium difficile — nombre de souches résistantes ou intermédiaires

Métronidazole

Imipénéme

Vancomycine

Caractéristiques N 16yg Tétracycline | Erythromycine Clindamycine 30ug Moxifloxacine

PCR ribotype 027 6 0 0 5 (R) 4 (1) 6 (R) 0 6 (5R;11)
. 3(2R; 1) 2 [1R

PCR ribotype 078/126 6 0 6 (12mm);11] 4 (R) 0 6 (R)

A+,B+,CDT- (tcdC non délété) | 31 0 0 7 (5R;21) 8 () 22 (R) 0 16 (8R;8l)

A+,B-, CDT- (tcdC non délété) 1 0 0 0 0 (N 0 0

A+,B+,CDT- ( tcdC délété

18bp) mais PCR ribotype non 1 0 0 0 0 1(R) 0 1(R)

027

A+,B+,CDT+ (tcdC délétion

18bp + délétion 117) maisPCR | 1 0 0 0 0 1 0 1

ribotype non 027

non toxinogene 1 0 0 1(R) 1(1) 1(R) 0 1(R)

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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BOTULISME HUMAIN

Tableau 8-1 : nombre de cas et de foyers

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

N°DOSSIER |PRELEVEMENT | DPT | Sexe Foyer (Suspicion) Nombre de cas ilypagelcelatioxine e to>}<|ne Autres prélevements Aliment suspect Souche isolée
A B B (DL/ml sérum)
2013/00079: Tisanes (négatif) . Bf
2013/00080: Tisanes (négatif) ¢ sg;‘g}gggng .
. Absence 2013/00063: Selles B F* (12 000 DL/g) [2013/00081: Tisanes (négatif)
2013/00078 Sérum 64 F Type Bf 1 - i P
(<1) 2013/00086/ Selles BF (4 DL/g) 2013/00082: Tisanes (négatif) C. botulinum A2
2013/00091: Miel + Amandes PCR A+ . 2013/00186
2013/00132/ Lait infantile (négatif)
2013/00148 Sérum <1 2013/00145: Selles A+ (4 800 DL/g) C. botulinum A2
2013/00204 Sérum 27 E Tvbe A 1 <1 2013/00149: Selles PCR- (2 000 DL/g) |2013/00154: Lait (négatif) 2013/00169; 00224;
2013/00249 Sérum e Absence 2013/00201: Selles A+ (300 000 DL/g) [2013/00155: Amidon de blé (négatif) 00303; 00308; 00374,
(<1) 2013/00250: Selles A+ (20 000 DL/g) 00398
F :
—2etes = Q) 2013/00239: Conserves familiales de HV (négatif) ’
90 Type A 2 . i g+ 2013/00240:Conserves familiales de HV (négatif)
2013/00237 Sérum M + 22 2013/00238: Ecouvillon A "B : C. sporogenes
2013/00259: Selles A+ (10 DL/g) 2013/00306: 00307
2013/00253 Sérum M - + - 25 2013/00254: Selles PCR- (< 20 DL/ . ili :
2013/00255 Sérum M - + - 1,2<2,5 2013/00256: Selles PCR- E 20 DL/ ;;) 2013/00257: Jambon familial PCR B+ C. bowlinum _Bnp
m Tyoe B 2 (+ 8 convives S - g (20 000 DL/g) 2013/00317; 00355
2013/00285 s6 M P asymptomatques) Absence 2013/00258: Saucisson familial PCR B+ C. sporogenes
erum (<1) (20 DL/g) 2013/00309; 00310
2013/00328 Sérum 75 F Type B 3 - + - 8 2013/00343: Barquette (négatif) C. sporogenes
2013/00341 Sérum M e - + - 2<4 2013/00344: Couenne de lard (négatif) 2013/00423
. 2013/00356: Selles PCR A+ (< 20 .
2013/00352 Sérum 24 M Type A 2 * ) - 21 DL/g) Conserves familiales d'asperges (non analysées) c lz)giusl‘llr(;g;nwAZ
2013/00358 Sérum M + - - >1 2013/00359: Selles PCR- (< 20 DL/g)
. 2013/00412: Selles PCR A+ (10 240 C. botulinum A2
2013/00411 Sérum 31 M Type A 1 + - - 2 DL/ig) 2013/00412
2013/00455 Sérum F - + - Ab:e:hce 2013/00458: Conserve familiale de viande aux légumes
2013/00474 Sérum M N . 2013/00456: Selles PCR B+ (8000 (négatif)
43 Type B 1 (+3 asymptomatiques) Ag:e:t])ce DL/g) 2013/00467: Conserve familiale de viande aux légumes
2013/00475 Sérum F (<1) (négatif)
. Absence . Tisanes? C. botulinum Bf
2013/00717 Sérum 91 F Type Bf 1 - - 1) 2013/00730: Selles B+F+ (340 DLIg) | el oo 2013/00809
2013/00752 Sérum F - - - Atzie;)ce 2013/000759: Selles PCR- (<10 DL/g) |Conserves familiales de paté (porc et gibiers)
23 Suspicion 2 Absence non analysées
2013/00753 Sérum M - - - <1) 2013/00767: Selles PCR- (<10 DL/g) ~ |2013/00768: Foie gras commercial (négatif)
. - Absence .
2013/00772 Sérum 63 | M Type B Ozh(t;ﬁn ?"Eg:'lgnifs) - - - (<1) 2013/00774: Jambon familial B+ ( 220 000 DL/g) c. b;é‘i'é%‘g“s . OB“p
2013/00773 Sérum F piEmiques eg - - - <1
2013/00783 Sérum + 1DL
2013/00785 Sérum 5| F Cas liigieux 1 . ; . Absence 1,413/00786: Selles PCR- (<20 DL/g)
(cf texte) (<1)
2013/00808 Sérum Volume insuffisant
TOTAL 10 (11) 19
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Tableau 8-2: Suspicion de neuropathies auto-immunes et autres neuropathies
Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

Numéro de dossier Département LAM Type
201300007 93 Polyradiculonévrite
201300051 . )
01300064 75 Miller Fisher
201300090 29 Miller Fisher
201300326 62 AVC
201300394 75 Autre
201300521 o ,
501300579 80 Guillain Barré
201300554 40 Guillain Barré
201300787 21 Guillain Barré

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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Botulisme : échantillons agro-alimentaires reliés a

TABLEAU 9-1

75

une suspicion de botulisme

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile

Numerp (L2 Laboratoire Prélévements Nombre | Type Echantillon positif Titre en toxine Souche isolée
dossier (DL/g)
2013/00052 |LABORATOIRE DU CH de NIMES Farce de foie gras, truffes et sanglier 1 0
2013/00079 HERBES TISANE 0
2013/00080 HERBES TISANE 0
2013/00081 HERBES TISANE 0
2013/00082 CH DE PAU HERBES TISANE 6 B 0
2013/00091 Miel + Amandes 1 (A) N/A 2013/00186 (A2)
2013/00132 MILUMEL 0
2013/00154 POUDRE DE LAIT 0
2013/00155 HOPITAL RAYMOND POINCARE - GARCHES AMIDON DE BLE 2 A 0
2013/00239 . o HARICOTS VERTS 0 2013/00309 (C.sporo)
2013/00240 Laboratoire du Centre hospitalier de Belfort HARICOTS VERTS 2 A 0 201300310 (C.5poro)
2013/00257 JAMBON 1 20 000 2013/00317 (Bnp)
2013/00258 CHU DE SAINT ETIENNE SAUCISSON 2 B 1 20 2013/00355 (Bnp)
2013/00343 Barquette de viandes 0
2013/00344 Couenne de lard 0
2013/00345 [DSV 91 - COURCOURONNES Chorizo portugais 5 B 1 <16 2013/00423 (C.sporo)
2013/00346 Saucisson a [ail 0
2013/00347 Saucisse séche portugaise 1 <16
2013/00458 BOCAL VIANDE LEGUME 0
2013/00467 DDCSPP de la HAUTE LOIRE - LE PUY EN VELAY BOCAL VIANDE LEGUME 2 B 0
2013/00569 PUREE D'AMANDES BLANCHES/ LOT 1626/ Bocal NL 0
2013/00570 PUREE D'AMANDES BLANCHES/ LOT 1626/ Bocal N2 A 0
2013/00571 ’\SA:E’\FIQQ/;'CE COMMUN DES LABORATOIRES DU PUREE D'AMANDES BLANCHES/ LOT 1626/ Bocal N3 6 '(Botu!isme 0
2013/00572 MASSY CEDEX PUREE D'AMANDES BLANCHES/ LOT 1626/ Bocal N% infantile en 0
2013/00573 PUREE D'AMANDES BLANCHES/ LOT 1626/ Bocal NS Norvege) 0
2013/00574 PUREE D'AMANDES BLANCHES/ LOT 1626/ Bocal NG 0
2013/00761 [LABORATOIRE LAKLACHE - MENNECY CONSERVE DE POIVRONS ROUGES A L'HUILE 1 0
2013/00768 [CENTRE HOSPITALIER DE GUERET Foie gras canard entier du Sud Ouest 1 Suspicion 0
2013/00774 [LABORATOIRE DU CH CLERMONT-FERRAND JAMBON 1 B 1 220000 DL/g |2013/00810 (Bnp)
2013/00869 [CH Sud-Essonne DOURDAN/ETAMPES FOIE GRAS 1 0
30 6
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TABLEAU 9-2
BOTULISME : Echantillons agro-alimentaires alimenta  tion humaine (non reliés a une suspicion de botulis

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

me)

Toxine apres TYPE
Nombre
Extraction | Culture PCR A B C/D D E
32 0 1 1 0 0 1 0 0
TABLEAU 9-3
BOTULISME : Echantillons agro-alimentaires (aliment  ation animale)
Période du 01/01/2013 au 31/12/2013
Toxine apres TYPE
Nombre
Extraction | Culture PCR A B C/D D E
167 0 4 4 0 1 3 0 0

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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TABLEAU 9-4
BOTULISME : Echantillons environnementaux

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

Toxine apres TYPE
Nombre
Extraction | Culture PCR A B C D
2 N/A 0 0 0 0 0 0
TABLEAU 10
Recherche d'anticorps neutralisants dirigés contre la toxine botulique

Période du 01/01/2013 au 31/12/2013

Recherche positive |1 (type A)
Recherche négative |13

Non conformités 2
TOTAL 16

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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TABLEAU 11

BOTULISME ANIMAL.
Répartition par espece

Période du 01-1-2013 au 31-12-2013

Nombre total - ’ o Nbre total de foyers
ESPECE d'échantillons Foyers positifs (cas analysés) Foyers négatifs (nbre total de cas analysés)
CoubD 1
OISEAUX SAUVAGES 35 18 (22) C/D 12 4 22 (27)
D ou C/D 5
54 D 1
OISEAUX ELEVAGE 19 7 (10) g /gu D ; 5 12 (24)
D ou C/D 2
Suspicion C 1
BOVINS 65 7 (16) D/C 5 15 22 (40)
CHEVAL/ANE/PONEY 5 0 3 33
CHIENS/CHATS 2 1(1) CouD 1 1 2(2)
OVINS 4 0 2 2(2)
ANIMAUX SAUVAGES/ZOO 1 0 1 1(1)
TOTAL 131 33 (49) 31 64 (99)

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile




9- ANNEXE 1 : MISSIONS ET ORGANISATION DU CNR

Le laboratoire des Anaérobies de l'Institut Pasteuété reconnu comme Centre
National de Référence des anaérobies en 1972a&ttd reconduit comme Centre National de
Référence des Bactéries anaérobies et du botubsn®905 et 2011. Il faut souligner que le
renouvellement du CNR s’est accompagné de la ssgipred’un poste de technicien et de la
réduction de la participation d’'un scientifique.

9-1 Missions et objectifs majeurs

9-1-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

Le Centre National de Référence des Bactéries Abas et Botulisme (CNRAB) a
pour mission, selon le cahier des charges défini'patitut de Veille Sanitaire (InVS), d'une
part, la surveillance des infections a bactérieaémbies (identification des souches
transmises par les laboratoires hospitaliers et l@soratoires d'analyses médicales,
détermination de la sensibilité aux antibiotiquesgestigation et alerte a I'InVS des affections
graves a anaérobies notammeft. aifficile) et d'autre part le diagnostic et la surveilladae
botulisme en relation avec I'InVS.

Depuis avril 2007, le laboratoire d'Hygiene et datté contre les Infections
Nosocomiales de I'HOpital St Antoine (responsalble,Barbut) a été nommé par I'InVS
comme laboratoire associé au CNR des Bactériegabiag et Botulisme pour les expertises
surClostridiumdifficile. Il a été reconduit dans ses fonctions en 2011.

Le CNR des Bactéries anaérobies conduit des thdmescherche en relation avec ses
activités d'expertise, notamment en taxonomie, tifiestion des bactéries anaérobies,
caractérisation des souchesGidifficile.

L'Unité d'Expertises et de Recherche des Bactamegrobies et Toxines (BAT), a
laquelle est rattaché le CNRAB, a été évaluée evnduite en 2006 ainsi qu'en 2010
(évaluation AERES niveau A). Cette unité est conéé de deux chefs de laboratoire, d'une
technicienne et de stagiaires de thése et posttoelle englobe le CNR des Bactéries
anaeérobies et botulisme. Elle a pour principauxnéne de rechercheClostridiumbotulinum
(régulation de la toxinogenése et passage de Iatoxine a travers la barriére intestinale) et
les toxines d€lostridiummodifiant le cytosquelette d'actine ou formant peies a travers la
membrane. Elle bénéficie de crédits du ministéerdadBéfense (DGA), du ministere de la
Recherche, d'un contrat européen et de contratstinels.

L'Unité BAT et le CNRAB ont fait l'objet d'un coldte de 'ANSM) a propos de la
détention, cession, acquisition, et manipulationnderoorganismes pathogénes et toxines
(MOT) en juin 2008 et mars 2013.

9-1-2 Laboratoire associé Clostridium difficile

Le laboratoire associé ostridium difficile» a pour principales missions les
expertises et le développement des techniquestifidation, de typage et d'évaluation de la
sensibilité aux anti-infectieux des souche<Ciestridium difficile ainsi que la contribution a
la surveillance et a l'alerte des infections nostates et des cas groupés a cette bactérie. Il
travaille en collaboration avec un réseau natia@l5 laboratoires experts (laboratoires
experts de Rouen, Nice, Toulouse, Montpellier endya pour la caractérisation des souches.
Le laboratoire associé participe a la rédactiomedemmandations concernant les techniques
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9-2 Equipes

9-2-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

» Effectif par catégories de fonctions en 2013

» Effectif actuel de la structure de Recherche et du CNR

80

de prélévements et de diagnostic ainsi que la tétades aspects cliniques des infections
dues &C. difficile en collaboration avec la D.G.S. et I'InVS qui esuas la diffusion.

Scu?ntlﬂlques Ingénieur| Technicien(ne)s Agept Administratif
/ Biologistes Technique
Nombre de postes| 3 1 3 1,25 0,75

» Effectif actuel du CNR en Equivalent Temps Plein (ETP) et financement

Fonctions ETP ETP financés
réels par I'InVvS

Chef'de laboratoire, 0,2 0,2
Scientifiques / biologistes Institut Pasteur (IP)

Chargé de Recherche IP 0,8 0,4
Ingénieur de Recherche IP 0,5 0,5
Technicien(ne)s supérieur(e)s IP 2 2
Secrétaire de Direction IP 0,5 0,25
Agent technique 1 1

L’équipe de recherche comporte en plus du persaneationné une étudiante en
these et deux stagiaires post-doctoraux

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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Secrétaire
Unité (0,25 ETP)

f Correspondants
i« Informatique
Philippe BOUVET
* Assurance qualité
Philippe BOUVET
« Hygiéne-sécurité
Christelle MAZUET &
* Animalerie H
Jean SAUTEREAU i
« Matériel/métrologie :
Philippe BOUVET

Liaisons fonctionnelles

Liaisons hiérarchiques

i

81

s Unité Bactéries Anaérobies et Toxines
{J CNR Bactéries Anaérobies et Botulisme %\

Institut Pasteur
01/03/2013

Scientifique
(1 ETP)

Responsable Unité et
C.N.R (0,2 ETP)

Technicien
(1 ETP)

Post-Docs

Etudiants

Scientifique
Responsable adjoint
C.N.R (0,4 ETP)

Ingénieur
Responsable adjoint
C.N.R (0,5 ETP)

..........................
E Poste considéré

: comme étant

i fonctionnel sur

1 lensemble de I'entité

Techniciens (2 ETP)

9-2-2 Laboratoire associé Clostridium difficile

Nord - Pas de Calais, Picardie, lle de France, Cent

Dr Frédéric Barbut +33 1 49 28 30 11 ou frederic.barbut@sat.ap-hop-paris.fr
Dr Catherine Eckert +33 1 40 01 14 63 (/13 88) ou catherine.eckert@sat.aphp.fr

Adresse d’envoi des souches

re

Provence-Alpes-Cote d’Azur, Rhéne-Alpes *

Laboratoire de Bactériologie
Faculté de médecine Saint Antoine
27, rue de Chaligny,

75012 Paris

: Laboratoire de Bactériologie
Hopital Saint-Antoine

184, rue du faubourg Saint-Antoine
75012 Paris, France

Nom Fonction ETP | Financement
F. Barbut Praticien Hospitalier0,5 | AP-HP

C. Eckert Praticien Attachée 1 InVS

V. Lalande Praticien Hospitalier0,2 | AP-HP

A. Petit Technicienne 1 InVS

L. Suzon Technicienne 0,2 Autre
Réception/secrétariat/gestion 0,2 | AP-HP

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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Personnel médical : 3 (ETP global : 1,7)
Personnel non médical : 2 (ETP global : 1,4)

Laboratoires experts

Haute-Normandie, Basse-Normandie, Bretagne, Pays de  Loire

Dr Ludovic Lemée +33 2 32 88 80 52 ou ludovic.lemee@chu-rouen.fr

Laboratoire de Bactériologie (+33 2 32 88 80 52)
Rez de Chaussée Pavillon Derocque
CHU Ch. Nicolle
76031 Rouen Cedex

Alsace, Lorraine, Champagne-Ardenne, Bourgogne, Fra  nche Comté

Dr Hubert Tronel +33 3 83 85 14 34 ou f.mory@chu-nancy.fr / h.tronel@chu-nancy.fr
Pr Alain Lozniewski +33 3 83 85 18 14 ou a.lozniewski@chu-nancy.fr

Laboratoire de Bactériologie (+33 3 83 85 12 03)
Hopital Central
29 avenue du Maréchal de Lattre de Tassigny CO 60034
54035 Nancy Cedex

Languedoc-Roussillon, Auvergne, Corse, Réunion

Pr Héléne Marchandin + 33 4 67 33 59 00 ou h-marchandin@chu-montpellier.fr
Dr Hélene Jean-Pierre + 33 4 67 33 65 94 ou h-jean_pierre@chu-montpellier.fr

Laboratoire de Bactériologie (+33 4 67 33 58 84)
Hopital Arnaud de Villeneuve
371, Avenue du Doyen Gaston Giraud
34295 Montpellier Cedex 5

Aquitaine, Limousin, Midi-Pyrénées, Poitou-Charente , Guadeloupe, Martinique

Pr Nicole Marty +33 5 67 69 04 07 ou marty.n@chu-toulouse.fr
Dr Laurent Cavalié +33 5 67 69 03 93 ou cavalie.l@chu-toulouse.fr

Laboratoire de Bactériologie-Hygieéne
CHU de Toulouse
Institut Fédératif de Biologie
330, avenue de Grande-Bretagne
31059 Toulouse Cédex 9 TSA 40031

Provence-Alpes-Coéte d’Azur, Rhéne-Alpes *

Pr Ruimy ruimy.r@chu-nice.fr
Dr Luce Landraud +33 4 92 03 62 20 ou landraud.l@chu-nice.fr

Laboratoire de Bactériologie (+33 4 92 03 62 14)
Hopital de I'Archet

151 route de Saint Antoine de Ginestiére BP 3079
06202 Nice cedex 3

PARIS CNR Bactéries anaérobies et botulisme Coordin  ation

Dr Michel R Popoff +33 1 45 68 83 07 ou michel-robert.popoff@pasteur.fr
Dr Philippe Bouvet +33 140 61 35 09 ou philippe.bouvet@pasteur.fr

CNR Bactéries anaérobies et botulisme Institut Pasteur Unité Bactéries Anaérobies et Toxines
25/28 rue du Docteur Roux
75724 paris cedex 15
(+33 144 3891 22 ou +33 1 45 68 83 10)

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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*Le laboratoire expert de Nice a cessé son activitépertise suClostridium difficile
le 20 octobre 2013. L'activité a été récupéerée damsintégralité par le laboratoire associé.

Organigramme du laboratoire associé

Dr Frédéric Barbut
Praticien hospitalier

Responsable

Dr Catherine Eckert
Praticien hospitalier contractuel

caractérisation des souches
Validation médicale des résultat

[

Dr Valérie Lalande
Praticien hospitalier

Coordinatrice des activités de Référente « méthodes de diagnosti¢ »

Evaluation de nouveaux tests

Evaluation de nouveaux tests

Amandine Petit

Technicienne

(PCR Ribotypage, sensibilité aux antibiotiques,

PCR toxines A et B, toxine binaire

délétionTcdC, évaluations, gestion
administrative)

Laina Suzon
Technicienne

(études cliniques, évaluations)
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9-3 Locaux et equipements

9-3-1 Locaux

9-3-1-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

Le CNR Bactéries anaérobies et Botulisme a emmédagé ses nouveaux locaux
situés au rez-de-chaussée du batiment Guérin én28@8. L'unité BAT est située au®l
étage du méme batiment.

Locaux du CNR (rez-de-chaussée)

Les locaux hébergeant le CNR Anaérobies et botelisomprennent: - 2 espaces

bureaux de 7,5m2 chacun, pour les responsables &tdhniciens,

un laboratoire P2 de 19m2 qui héberge les 2 tfeigms du CNR et éventuellement un
stagiaire. Le laboratoire contient un PSM de type |

une piéce "matériel" de 1Zmenfermant 2 appareils de chromatographies eneptiaseuse,
un appareil Anoxomat pour le remplissage des jaakex les mélanges gazeux pour
lanaérobiose, un incubateur a 37°C, une sorbonne um combiné
réfrigérateur/congélateur,

une piéce avec un caisson souris réserveée aagtiogps de souris pour le diagnostic du
botulisme,

une piece réservee a la préparation des mix RE€Rumne hotte PCR et un congélateur,

une piece "PCR" avec thermocycleurs, électroesal'ADN, systeme de visualisation de
gels GelDoc.

Une piece commune avec une autre unité située add®ehaussée du méme batiment
renferme une chambre anaérobie.

Laboratoire P2
Caisson souris

PCR1pr éparation mixs

PCR2 thermocycleurs
Electrophor ése, GelDoc

Piéce Mat ériel
CPG, incubateur, sorbonne

JUEUEN

Bureaux

Figure : plan des
locaux du CNR (rez-de-
chausséedu batiment
Guérin, Institut Pasteur)

©a A

i -
BLR. CHA ’J
BIRC2 !

.8 mi

L1} =1

=)
LA, THA

E1ACoNa
7.5 mE

Locaux de l'unité BAT
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Rez-de-chaussée
Une piéce (17f) réservée & la préparation et au stockage desetox
ler étage

- Un laboratoire de 55m? pour la recherche compbR&M de type Il, sorbonne et armoire
a solvant ventilée, thermocycleurs, PCR temps msles a électrophorese, apparelil
Anoxomat pour le remplissage des jarres avec lamgél gazeux pour l'anaérobiose.

- Une piéce matériel de 11,5menfermant congélateurs & -80°C, centrifugeusespiteur.

- Une chambre froide de $m

- Un laboratoire P2+ (16fhpour les cultures cellulaires, partagé avec téaudquipes

- Deux piéces de bureaux de F5chacune pour le responsable de l'unité et leopeess
de l'unité.

- Un bureau pour le secrétariat partagé avec utme aaité.

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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9-3-1-2 Laboratoire associ@ostridium difficile

Locaux
Le plan du service est représenté sur la figure 1.

Localisation : )

Service de Bactériologie 10 étage

Laboratoire associ€lostridium difficile

GRCn°2 Epidiff

Faculté de Médecine Pierre et Marie Curie, UPMQCisP4
Site Saint-Antoine 27, rue Chaligny 75571 Pariseéxetl.

|
=
B Réserve B
1008 { [ ] = = —— 007
Cultures & Bureaus Cultures et Protéines
et Bureaux §
A
1010 || ™aCome 1005
Lavene 1004
1011 Stérilization
hermocyeleurs ].'003
Congélateurs
1012 ;
§ -\sceu&eus =
N \ |
B_umaux )
1013 JC Penit & D. Decré
T 3 1002
I —
Secretanat et bureaux
A
1014 1001
Salle reunion
burean: et
détente g

Figure 1: plan des locaux (en jaune : pieces Bactériojagegris : pieces autres).
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9-3-2 Equipements

9-3-2-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

MATERIEL, EQUIPEMENT DE LA STRUCTURE

Equipements de base pour la bactériologie anaécobi@renant entre autres :

- équipements de base de bactériologie standard

- jarres anaérobies et systéme de remplissagedagemélanges gazeux (Anoxomat,
Mart system).

- enceinte anaérobie.

- Poste de sécurité microbiologique (PSM) de type |

- Enceinte climatique a 37°C.

- Microscope.

- Centrifugeuses

- Bains-marie et blocs chauffants.

- Réfrigérateurs, congélateurs (-20°C).

- chromatographes en phase gazeuse pour l'ideiticdes métabolites et des acides

gras cellulaires des bactéries anaérobies.

- containers d'azote liquide et congélation -8086@rpa conservation des souches de

référence et des isolats.

Equipement de biologie moléculadent notamment :

- appareils d'amplification génique : PCR stand@rdppareils) et PCR-temps réel (2
appareils). Hottes a PCR

- cuves d'électrophorese et générateurs

- Lecteur analyseur d’image (GelDoc 2000, BioRad).

- séquencage et clonage d'ADN.

- hybridation ADN/ADN.

- 1 spectrophotométre Nanodrop (Labtech) (acquizlés).

Equipement de culture cellulaire

- hotte a flux laminaire, incubateur a g@icroscope a objectif inverseé pour les
cultures cellulaires et les essais de cytotoxiig toxines. microscope a
fluorescence.

Equipement de biochimie

- équipement de chromatographie en phase liqultterftatographie a basse pression

et FPLC) pour la purification des toxines et pnoési recombinantes.

- systeme d'analyse des protéines (électrophoregglede polyacrylamide, transfert
sur membrane et détection immunologique).

Locaux, matériel, équipements, moyens extérielasstructure, mais disponibles pour
elle sur le campus (animaleries, séquenceurs, e¢t ndcessaires aux missions du CNR.

Laboratoire de préparation commun aux autres urtit@sergees dans le batiment

Animalerie

- animalerie souris en vue des tests de toxicéamment détection et identification
des toxines botuliques.

- animalerie lapins pour la production d'anticaspécifiques anti-toxines.

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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Plateformes techniqueki campus de I'Institut Pasteur dont nous somttilesateurs
Séquenceur automatique d'ADN, microséquencage deéipes, microscopie
électronique et confocale, cytométrie de flux, PHB5.

9-3-2-2 Laboratoire assodi@ostridium difficile

Le laboratoire <. difficile » dispose des équipements suivants:
- 1 Centrifugeuse 5430R Eppendorf

- 1Mini Centrifugeuse de paillasse (Extra Gen Bleu)

- 1 spectrophotomeétre Nanodrop (Labtech)

- 2 Etuves 37°C (Jouan et Memmert)

- 2 Balances

- 1 Agitateur magnétique chauffant (Bioblock)

- 5 Cuves électrophorese BioRad et 4 Cuves Mupid-EX

- 1 Lecteur analyseur d’image (Biorad)

- 1 Hotte PCR

- 1 Congélateur -20°C (Siemens)

- 3 Réfrigérateurs-congélateurs

- 2 Congélateur -80°C (Froilabo, Jouan)

- 1 Bain-Marie (Julabo)

- 1 Balance de précision (Sartorius)

- 1 Agitateur de microplaque (Labnet)

- 3 Thermocycleurs (2 Applied 9700 + 1 Applied 2y20
- 2 Becs chauffant

- 5 Vortex

- 2 Bain-sec chauffant

- 1 Bain-sec (thermomix Bioer)

- 1 Microscope

- 1 Electrophorése champs pulsé (Gene Path, BioRad)
- 1 logiciel Bionumerics (Applied Maths)

9-4 Démarche qualité

9-4-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

Démarche qualité du Laboratoire de Référence et ’'E  xpertise Multi-Site
(LREMS) : synthése 2013

Historique :

En 1996, les Centres Nationaux de Référence (CNHR)rabtitut Pasteur ont entrepris
une démarche qualité pour suivre le référentiel GBHE, depuis 2008, dans le cadre des
inspections ANSM, les exigences des arrétés dwiB6tj2004 et du 16 juillet 2007 liés aux
Micro-Organismes et Toxines (MOT).

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile
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Le Service Qualité, Environnement et Développeniniable (QE-DD) apporte ses
ressources et son expertise dans I'accompagnememntoget d’accréditation ISO 15189 des
Laboratoires de Références et d’Expertise (CNRIBUE conformément a I'ordonnance du
13 janvier 2010 et & la loi du 31 mai 2013 relativ activités de biologie médicale.

Projet ISO 15189 du LREMS de I'Institut Pasteur :

Bilan des actions réalisées en 2013 :

Paris/Lyon :

Groupe de Travail Technique pour les validationsnd¢hode (biologie moléculaire et
sérologie)

Formations : WebCampus, Manuel Qualité LREMS etl&al

Audits internes techniques 1ISO 15189 pour les sitexernés par I'audit ISO 15189
(CIBU, CNR Leptospirose, CNR coqueluche et autmsiételloses, CNR Corynebactéries du
complexe Diphteriae, CNR Virus Influenzae et CNR)®a

Revue de direction LREMS

Inclusion de la vague 2 (CNR Hantavirus, CNR FHWRC Listeria et CNR
Méningocoques) dans la démarche d’'accréditationlST39

Guyane :

Dépbt de la demande d’accréditation au COFRAC

Organisation en multi-site (4 LRE et LABM)

Missions d’accompagnement sur site (service QEDrexttataire)

Audits qualité internes ISO 15189 (technique etaisggtion)

Définition des besoins pour la gestion des équipgsneet des parametres
environnementaux critiques

Evenements d’'importance 2014 :

Paris :

Accréditation ISO 15189 du LREMS (CIBU, CNR Leptwepe, CNR coqueluche et
autres bordetelloses, CNR Corynebactéries du compidéphtheriae, CNR Virus Influenzae
et CNR Rage) par le COFRAC

Guyane :

Audit initial d’accréditation ISO 15189 du Labora#associé au CNR des Arbovirus

Perspectives 2014 :

Audits internes qualité et technique SO 1518%r$014

Revue de direction LREMS : 8 Avril 2014

Poursuite du groupe de travail technique pour kEglations de méthode : Juin et
octobre 2013 ) )

Finalisation dossiers de validation de méthodE€ ¢t Z"Vagues) : Juin 2014

Audit de suivi ISO 15189 avec extension du périmdmouvelles techniques et
nouveaux sites) : Novembre/décembre 2014.

Perspectives 2015-2016 :
Dans le cadre de I'extension du périmétre d'adatémh 1SO 15189 du LREMS, une 3eme et
derniere vague sera inclue avec pour objectif diecgzer a I'évaluation de fin 2015 avec une
décision d'accréditation début 2016.
La vague 3 est composée de: CNR des Mycoses imgasthanti-fongiques, CNR dEs Coli,
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Shigelles et Salmonelles, CNR des Vibrions et dol€h,CNR des Bactéries anaérobies et
du botulisme, CNR des Papillomavirus, CNR de la Peste et aygesnioses, Plate Forme
de Génotypage des pathogenes.

En préparation a l'intégration au sein du périmétecréditation de ces entités, celles-
ci suivront le plan d'action qualité et participgr@aux groupe de travail technique dans
I'objectif de valider leurs méthodes (juin 2015).

9-4-2 Laboratoire associé Clostridium difficile

- Les modes opératoires et les procédures utiligésle laboratoire associé et les
laboratoires experts ont été rédigés et validés.

- Uncontréle de qualitéa été réalisé au début de I'année 2013 (envoieddaniche de
PCR-ribotype défini (souche de PCR-ribotype 02I7@r@isemble de$ laboratoires experts
& La souche 027 épidémique a étrrectement identifiée par 'ensemble des
laboratoires.

- Un contréle de qualité a été réalisé en 2013, pour la deuxieme annéecoinge,
en collaboration avec le Centre National de réféerencen Belgique(Pr. Michel Delmée).

Le panel était constitué de 2 souches A et B cheiparmi les 23 souches de référence de
Clostridiumdifficile provenant de la collection européenne établieJp&razier-E. Kuijper.

La souche (provenait de la collection du CNR (France ou Balgiget correspondait a un
ribotype appartenant aux 23 souches de référenCéogeridiumdifficile.

La recherche des facteurs de virulence (délétiors da gendcdC, genes codant la
toxine binaire), et la sensibilité a la moxifloxaeiont également été inclues dans le contrble
de qualite.

& Ce controle de qualité 2013 a permis de mettre \édegce unebonne
concordance entre les méthodes de typage et de détection atgeufs de
virulence utilisées en Belgique et nos méthodes.

- Le laboratoire associé a participé au prern@rtréle de qualité européenmis en
place dans le cadre du projet ECDIS-Net.
% Les PCR-ribotypes des 10 souches envoyées ométéctement identifiés
par notre laboratoire.

- Le laboratoire associé a le projet d’'intégrelal@oratoire de Microbiologie et le pole
Biologie et Pathologie du groupe hospitalier HUERgitaux Universitaires Est Parisien)
(échéance 2016) et bénéficiera ainsi de tout By qualité déja mis en place au sein du
pole (selon la norme 15189).
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10- ANNEXE 2 : CAPACITES TECHNIQUES DU CNR ET
DU LABORATOIRE ASSOCIE

10-1 Techniques et marqueurs disponibles

10-1-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

- Techniques standard d’identification des bacté@esérobies : tests culturaux et
morphologiques, tests de pré identification, tdstschimiques (fermentation de
substrats carbonés, production d’enzymes hydralgsy} analyse des produits du
métabolisme et des acides gras cellulaires panctagraphie phase gazeuse.

- Identification des genes de toxinesQlestridiumpar PCR classique. Ces techniques ont
été développées au CNR sur la base de genes amgoxaractérisées dans notre
Unité ou sur des genes publiés.

- Identification des genes de neurotoxines botelq\, B, E, F, C, C/D, D et D/C
par PCR temps réel ainsi que du géne prolyl angiptiggase permettant de distinguer les
souches protéolytiqgues des souches non protéobgiqu
- Mise en évidence de cytotoxine a l'aide de celiellulaire de différents types.

- Amplification des genes codant les ADN ribosoma6$ et séquencage.

- Antibiorésistance en milieu gélosé et en miliguide selon les recommandations du
Comité de l'antibiogramme de la Société Francaasklidrobiologie (CA-SFM).

- Dosage de certaines toxines par ELISA (commentorpsilon d€. perfringens toxine
LT deC. sordellii toxines botuliques)

Techniques des marqueurs épidémiologiques de C. difficile

1. Technique de PCR-ribotypage qui est actuellemetddanique principale permettant
d’identifier le clone épidémique « 027 » et de @liéincier les souches entre elles lors
d’une suspicion de cas groupés.

2. Mise en évidence d’'une délétion dans le gi&d€: un protocole d’amplification par
PCR d’'un fragment de 300 paires de bases (pb)nmtau génécdC (150 bases de
part et d’autre de la zone ou les différentes @#letsurviennent) a été élaboré au
CNR et retenu par le réseau de laboratoires expEdtte technique permet par
amplification puis séparation sur un gel haute ltésm en s’entourant de témoins, de
différencier aisément les différents types de d@Ehétlu gendcdC existants : 18 pb et
39pb déja décrits dans la littérature ainsi qu’'noevelle délétion de 54pb non encore
décrite et identifiée au CNR. Des études récemmpehbliées ayant identifié d’autres
délétions (délétion ponctuelle a la position 11@Jétlon de 36bp...), le CNR
confronté a une délétion du géne détermine sysigunesthent la séquence du géne
tcdCen entier.

3. Amplification par PCR de I'opéron codant pour lxit@ binaire CDT permettant la
mise en évidence d’opérons tronqués et de nouwaaiants.

4 Détermination de la sensibilité a certains antigigts (érythromycine, clindamycine,
métronidazole, moxifloxacine, vancomycine, tétrdiog).

5 Détection par PCR des gerehiA et cdtB codant pour la toxine binaire, amplification
des fragments A3 (génedA), et B1 (génetcdB) puis restriction par différentes
enzymes pour détermination du toxinotype.
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Technique ELISA de détection de la toxine LT de  C. sordellii

La recherche de toxine LT d&. sordellii dans certains échantillons, comme des
contenus intestinaux ou selles est occasionnelled@mandée. Une technique ELISA basée
sur des anticorps spécifiques de LT obtenus chiepie et la souris, a été développée.

Techniques en développement

Techniques de titrage de la toxine botulique, ebapitre "activités d’expertises”.
Développement d'une puce ADN pour le génotypagesdaeshes d€. botulinum
(voir activités d'expertises, génotypagedotulinumn).

Séquencage des génomes complets des souches gol€dR, notamment des
souches d€lostridium botulinumpar la technique NGS (lllumina).

Développement de tesis vitro de dosage d’activités enzymatiques des toxines
botuliques de type A, B et E.(format ELISA).

Liste des marqueurs épidémiologiques
Couples d’'amorces pour identifier les génes dmesxet flagellines suivant:

genes des neurotoxines botuliques (A a G) et deseipes associées aux
complexes botuliques

genes des toxines @ perfringens alpha, bétal, béta2, iota, entérotoxine, delta,
epsilon, théta, cytotoxine TpeL, netB. Confirmatide la délétion du gene de la
toxine théta a l'aide d'une PCR spécifique. Déteation du support
(chromosomique ou plasmidique) du gene de I'end&ioé.

géenes des toxines @k difficile et de marqueurs épidémiologiques (voir ci-dessus)
genes des toxines @ sordellii (LT, HT), neuraminidase, lécithinase

géenes des toxines alpha@esepticum, C. oedematiens

genes des flagellines @ oedematiens, C. chauvoei

géne de l'entérotoxine dacteroides fragilis

Couples d’amorces pour autres genes d'intérét

genes codant I'’ADN ribosomal 16S

genes de I'espace intergénique ARNr 16S — 23S

genes de ménadpse0, hspr0 etrecA

genes de sporulation

genes de résistance aux antibiotiques [métronida4blactamines (genesepA,
cfxA et cfiA, séquences d’insertiols 942, 1S1186, ISBF417) chd&acteroides
fragilis etBacteroides thetaiotaomicrn

Détermination de la sous-espéce @eisobacterium necrophorun(subsp.
necrophorunoufunduliformeg a I'aide de PCR spécifiques (basées sur la séguen
du génegyrB). Détection par PCR des genes codant la leucatogkt), le
promoteur du genékt, les genes de I'hémagglutinine et d’'une «Hemaggiut
related protein »
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10-1-2 Laboratoire associé Clostridium difficile

Les techniques de référence disponibles pour Ect&isation des souches @edifficile

sont :

la détermination de la sensibilité a certains aotidues (érythromycine,
clindamycine, métronidazole, moxifloxacine, tétraaye, vancomycine)

la détection par PCR des gemesA et cdtBcodant pour la toxine binaire (détection de
la forme compléte et de la forme tronquée)

la détection par PCR des fragments A3 du dedaet B1 du génécdB, genes codant
respectivement pour la toxine A et la toxine B

la détection par PCR des fragments Al et A2 du ¢eaheet B2 et B3 du geniedB,
genes codant respectivement pour la toxine A dbXane B, notamment pour la
détermination de certains toxinotypes

la détermination du toxinotype apres restrictioa ftagments A3 et B1 par différentes
enzymes de restriction.

la mise en évidence d’'une délétion dans le ged€ : les différents types de délétion
du génetcdC existants (18 pb, 39 ou 36 pb et 54 pb) sont débté&snapres
amplification puis séparation sur un gel d’agarbaate résolution et comparaison a
des souches témoins

le typage par PCR-ribotypage qui est actuelleneetedhnique de référence en Europe
permettant d’identifier le clone épidémique « 02&t>le comparer les souches entre
elles lors dune suspicion de cas groupés. En plus PCR-ribotype 027,
I'identification de 9 PCR-ribotypes fréquents (0002, 005, 014/020/077, 015, 017,
053, 078/126 et 106) en France est maintenantlpgegsar le réseau de laboratoires
experts

'amplification de I'ARN 16S, [l'utilisation des gaties API rapid ID 32 A
(Biomérieux) et la spectrométrie de masse (MaldFT@Bricker) permettant
I'identification deC. difficile

I'amplification d’une séquence de 115 pb qui rerople PalLoc chez les souches non
toxinogénespermettant de confirmer I'absence des getied# et tcdB (PCR lok1-
lok3).

le typage des souches par MLVA (Multilocus Variablenber tandem repeat
Analysis) et MLST (MultiLocus Sequence Typing) elr @glectrophorese en champ
pulsé Ema)

10-2 Collection de souches

10-2-1 CNR Bactéries anaérobies et botulisme

— Collection de souches de bactéries anaérobies, remiant les souches types pour
chaque espéce. Ces souches sont conservées eni@udie Les souches types
ainsi que les souches d'intérét médical sont dégmaéla Collection de I'Institut
Pasteur. Les souches des espéeces nouvellemeriedgai le CNR sont également
déposées dans une collection internationale étrandg€ulture Collection,
University of Géteborg).

- Sérums de référence et sérums anti-toxines boadiquéparés au CNR

- Sérums anti-toxin€. difficile et C. sordellii notamment sérum anti toxine LT de
C. sordelliiqui neutralise spécifiguement la cytotoxicitéGledifficile ToxB.

- Sérums anti-toxine d€. perfringensanti-toxine alpha, bétal, béta2, epsilon, iota
la et iota Ib.
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— Sérums anti-toxine alpha @ septicum
— Sérum anti-toxine alpha d& oedematiens
- Sérum antC. chauvoei

10-2-2 Laboratoire associé Clostridium difficile

Toute souche d€. difficile regue au laboratoire associé€laestridium difficile» ainsi
que les souches de référence sont conservées ésu ngillycérolé a -80°C en deux
exemplaires.

L’ADN des souches est conserve a -20°C.

Une collection de souches @& difficile correspondant aux PCR-ribotypes les plus
fréquents en France est disponible (données dgu&a ICD-RAISIN 2009). Chaque souche
est caractérisée par son toxinotype, la nature délétion dans le genedC, la présence ou
non de la toxine binaire et sa sensibilité auxbéotiques. La mise a disposition des souches
est limitée aux établissements publics, privésexisignement disposant d'un laboratoire de
bactériologie, sous condition, notamment de présemt d'un projet scientifique et de
signature d’'un accord de transfert de matérielgigiue (MTA Material transfert agreement).
Selon la nature du demandeur (industriel ou acagléah ces accords donneront lieu a une
compensation financiére.

Une collection européenne de souches de référenCedifficile est disponible aupres
de 'ECDC (Dr Ed Kuijper, Department of Medical Miobiology, Centre for Infectious
Diseases, Leiden University Medical Centre, Leiddre Netherlands.j.kuijper@lumc.nl.

10-3 Liste des techniques recommandées pour les
laboratoires experts

Un recueil de protocoles standardisés pour la taniaation des souches Ge difficile
a été rédigé par le CNR en collaboration avec berktoire de Bactériologie de I'Hopital
Saint-Antoine (UHLIN, Frédéric Barbut) et adresgéus les laboratoires experts.

Un nombre minimum de techniques utilisées par ieaslaboratoires experts a été
défini pour caractériser les souchegdlifficile :

- la détection des fragments A3 et B1 des toxiratATet TcdB

- la PCR ribotypage pour identifier la souche 02xi(Non) ainsi que des PCR-
ribotypes fréquents en France (001, 002, 005, @D4077, 015, 017, 053, 078/126 et 106); le
caractére clonal ou non peut également étre précisé

- lantibiogramme (érythromycine, clindamycine, niftoxacine, métronidazole,
vancomycine, tétracycline)

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et Laboratoire associé Clostridium difficile



