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1. INTRODUCTION

Le laboratoire des Anaérobies de [l'Institut Pasteuété reconnu comme Centre
National de Référence des anaérobies en 1972a étd reconduit comme Centre National de
Référence des Bactéries anaérobies et du botuksm2005 et 2011. Il faut noter 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.

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

Depuis avril 2007, le laboratoire d'Hygiéne et detté 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 laboratoire associé Kostridium difficile» a pour principales missions les
expertises et le développement des techniquestfidation, de typage et d'évaluation de la
sensibilité aux anti-infectieux des souche<Cstridium 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 natiad®l5 laboratoires experts (laboratoires
experts de Rouen, Nice, Toulouse, Montpellier etdya pour la caractérisation des souches.
Le laboratoire associé participe a la rédactiomedemmandations concernant les techniques
de prélévements et de diagnostic ainsi que la tiéades aspects cliniques des infections
dues &C. difficile en collaboration avec la D.G.S. et I'InVS qui esuas la diffusion.

Le CNR des Bactéries anaérobies conduit des thdmescherche en relation avec ses
activitées d'expertise, notamment en taxonomie, tiflestion des bactéries anaérobies,
caractérisation des souchesGldifficile.

L'Unité d'Expertises et de Recherche des Bacta@megrobies et Toxines (BAT), a
laquelle est rattaché le CNRAB, a été évaluée edvnduite 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
anaerobies et botulisme. Elle a pour principauxnéne de rechercheClostridiumbotulinum
(régulation de la toxinogenése et passage de Iatogine a travers la barriére intestinale) et
les toxines d€lostridiummaodifiant le cytosquelette d'actine ou formant pees a travers la
membrane. Elle bénéficie de crédits du ministérdadBéfense (DGA), du ministere de la
Recherche, d'un contrat européen et de contratstinels.

L'Unité BAT et le CNRAB ont fait I'objet d'un coldte de 'ANSM (ex AFSSAPS) a
propos de la détention, cession, acquisition, etipodation de microorganismes pathogenes
et toxines (MOT) en juin 2008 et mars 2013.

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile



Rapport annuel d’activité 2012 5

1.1.Résumé des activités 2012

Le CNR bactéries anaérobies et botulisme et ler¢édbive associ€lostridium difficile
assurent la surveillance du botulisme, des affastioosocomiales €. difficile, ainsi que
I'identification de souches de bactéries anaérobies

En 2012, le CNR a procédé au diagnostic biologduéotulisme humain a partir de

149 échantillons de sérum, Selles 55 échantillons alimentaires dont 20 en lien avec u
foyer de botulisme et 4 de I'environnement. Un ltata 7 foyers (plus un suspect) de
botulisme regroupant 9 cas (plus un suspect) @ntdéntifiés. L'ensemble des patients a été
hospitalisé dont la plupart en service de réanomnatComme en 2011 et contrairement aux
années précédentes, le botulisme de type A a giludefréquemment identifié (4 foyers, 5
cas), alors que le type B représentait 3 foyersg9), et dans un autre foyer (1 cas) le
botulisme a été suspecté cliniguement mais nonircoéf La forme la plus fréquente était le
botulisme d'origine alimentaire par intoxination {@yers sur 8). Dans un autre cas, |l
s'agissait de botulisme infantilé.faut noter que, bien que rare, le botulisme indntile est
plus régulierement signalé au cours de ces dernieg@nnéesL'origine du botulisme a été
retrouvée dans 4 foyers: jambon de préparation litdmi(2 foyers), conserve familiale
d'aubergine préparée au Maroc (1 foyer), et danautre foyer préparation industrielle de
paté d'origine bulgare. Par ailleurs, I'analysetdiétillons de patients suspects cliniquement
de botulisme a permis de réorienter le diagnosis une intoxication a l'atropine (7 cas) ou
autre neuropathie comme le Guillain Barré (20 cas).
Le CNR a également pratiqué la recherche d’'antcaigutralisants chez 25 patients
traités a la toxine botulique. Des anticorps ndisaats ont été détectés chez 7 d’entre eux.
Le botulisme animal fait I'objet d’identificationuode typage en complément de
premieres analyses reéalisées par les laboratogesivaires. En 2012, 145 échantillons
d’'origine vétérinaire et 204 d'origine alimentaiomt été analysés. Le botulisme de type
mosaique C/D seévit notamment dans les élevagesldidlas et le type D/C dans les élevages
de bovinsLes types D ou C sont retrouvés avec une moinéguéncele botulisme reste
une situation préoccupante en élevage bovin et vila avec de nombreux foyers chaque
anneée et un risque de santé publique.
La surveillance des infectiondGa difficile a continué au cours de I'année 2012 grace a
I'appui du Laboratoire associé et de son réseabl aatres laboratoires hospitaliers experts
ainsi que du CNR. Plusieurs changements au nivesupersonnels sont toutefois a signaler :
- pour le laboratoire associé :
- changement de technicienne en octobre 2012
- départ a la retraite de l'ingénieur d’étude (memplacée) en octobre
2012

- pour les laboratoires experts :
- départ a la retraite du Dr Mory remplacée pddidronel (Nancy)
- départ du Dr Girard-Pipau, remplacé par le PmBuile Dr Landraud
reprend I'activité du laboratoire expert (Nice).

La surveillance des affections nosocomialé&s difficile est assurée par le laboratoire
associé et le CNR, avec l'appui de 5 laboratoiespitaliers experts (résedtiostridium
difficile). Au cours de l'année 2012, 464 prélevements d¢étrécus par les différents
laboratoires experts. Parmi ces 464 prélevemegis,cdrrespondaient a des souche<de
difficile toxinogénes ; 91 (21,7%) ont été identifiées conmappartenant au PCR ribotype
027. Les 3 principaux PCR-ribotype identifiés étaile 027 (21,7%), le 014/020/077
(13,1%) et le 078/126 (12,9%). Le toxinotypage anmpe d’identifier 2 souches de
toxinotypes rares : les toxinotypes Xla et Xlb. @@snotypes rares ont pour particularité de

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile
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ne produire que la toxine binaire, les toxines A ete sont pas produites. Toutes les souches
toxinogénes étaient sensibles a la vancomycine etéronidazole.

En 2012, 195 souches ont été étud[éest les origines sont : humaine (155 souches),
alimentaire (11), vétérinaire (24), et autres @dibns... : 5)]. Les 155 souches de bactéries
anaerobies d’origine humaine identifiees se régmaient en 23 genres différents et 44
especes. Le séquencage du géne ADNr16S (69 ségueffieetuées en 2012) a permis de
confirmer sans ambiguité l'identification de plust bactéries rares trouvées responsables
d’infections chez 'homme appartenant aux genmiesinomyces, Bacteroides, Catabacter,
Clostridium, Oscillibacter,ou a la famille Lachnospiraceaeavec plusieurs nouveaux
genres/espéeces potentiels.  Cinq déces consécutiés anfections sévéeres @ostridium
perfringenssouvent a point de départ intestinal ont été estrég (dont 3 survenus quelques
heures aprées admission aux urgences a la suite d&molyse intra-vasculaire massive). Une
infection aClostridium tetanitoxinogéne sans symptomatologie de tétanos acéiirroée
chez un patient (souche isolée d’'une tuméfactionicae chez un patient de 75 ans). Bien
que les bactéries anaérobies restent en génémiblesnaux traitements antibiotiques, le suivi
de I'évolution de la résistance effectué par le CHéhfirme que certaines especes
(particulierement le®acteroidesdu groupe fragilis) deviennent de plus en plusstéstes
notamment aux béta-lactamines incluant les carlzapés.

Des travaux d'expertises ont porté sur le dévelogpé de nouvelles méthodes
d'identification et de titrage des toxines botudigu et caractérisation des souchesCde
difficile portant une délétion dans le géoeC.

Les travaux de recherche de I'Unité associé au @NR porté sur les toxines
botuliques (passage a travers la barriére intdsjinies toxines d€lostridium formant des
pores (toxine epsilon d€. perfringen$ et les toxines de grande taille @esordellii et C.
difficile.

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile
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1.2.Equipes

CNR Bactéries anaérobies et botulisme

> Effectif par catégories de fonctions en 2012

» Effectif actuel de la structure de Recherche et du CNR

Scu'entlflgues Ingénieur| Technicien(ne)s Age!'lt Administratif
/ Biologistes Technique
Nombre de postes 3 1 3 1,25 0,75

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

. ETP . ETP .
Fonctions réels financés
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 thése
et deux stagiaires post-doctoraux

" """" Secrétaire €.‘ Unité Bactéries Anaérobies et Toxines ‘
i Unité (0,25 ETP) ¥ Institut Pasteur CNR Bactéries Anaérobies et Botulisme \__\
£ SN0 RTR) 0110372013
i Correspondants
i« Informatique
: Philippe BOUVET  }
* e« Assurance qualité H Scientifique . . .
i Phiippe BOUVET | (LETP) Figure: Organigramme
i« Hygiéne-sécurité — Responsable Unité et du CNR Bactéries
: Christelle MAZUET : C.N.R (0,2 ETP - , . .
i« Animalerie i ¢ ) Te(ihE'T?F"e)” anaérobies et botulisme
H Jean SAUTEREAU i , " , .
| . Materielmétrologie et de l'Unité Bactéries
i.....ohlippe BOUVET i anaérobies et toxines
(Institut Pasteur)
Scientifique Ingénieur
Responsable adjoint Responsable adjoint
C.N.R (0,4 ETP) C.N.R (0,5 ETP)
CNR
Liisons foncionnelles {Poste considere §
Techniciens (2 ETP) i comme étant
= fonctionnel sur H
Liaisons hiérarchiques £ rensemble de Ientité H

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile
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Laboratoire associéClostridium difficile

Laboratoire associéClostridium difficile

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

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

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

75012 Paris

Adresse d’envoi des souches : Laboratoire de Bactériologie
Hépital Saint-Antoine
184, rue du faubourg Saint-Antoine
75012 Paris, France

Nom Fonction ETP | Financement
F. Barbut Praticien Hospitalie 0,5 AP-HP
C. Eckert Praticien Attachée 1 InVS
V. Lalande Praticien Hospitalie 0,2 AP-HP
C. Rambaud puis A. Petit Technicienne 1 InVS
B. Burghoffer Ingénieur d’études 0,5 UniversitérRieet Marie Curie
Réception/secrétariat/gestign 0,2 AP-HP

Personnel médical : 3 (ETP global : 1,7)
Personnel non médical : 3 (ETP global : 1,7)

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 Francine Mory/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)
Hépital Central
29 avenue du Maréchal de Lattre de Tassigny CO 60034
54035 Nancy Cedex

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile




Rapport annuel d’activité 2012 9

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-Hygiene
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 Fernand Girard-Pipau/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
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1.3. Démarche qualité

CNR Bactéries anaérobies et Botulisme

Depuis 1996, les Centres Nationaux de RéférencdRjC I'Institut Pasteur ont initié
une démarche qualité suivant le référentiel GBE&:. &lleurs, de 2008 a aujourd’hui, en
réponse aux inspections ANSM relatives a la conitérraux exigences des arrétés du 30
juillet 2004 et du 16 juillet 2007 liés aux microganismes et toxines, une démarche
d’harmonisation des systemes de management qdabt€NR, a été réalisée.

L’ensemble des modes opératoires et des procéduites par le CNR est sous
Assurance Qualité, ainsi que la gestion des ré&adtifgestion documentaire et le matériel.
Les démarches "Qualité" concernant la métrologimtféle des températures des chambres
chaudes et froides, congélateurs, réfrigérateubsiet marie, ainsi que le contréle de volume
des pipettes automatiques) ont également été mspkace.

Le CNR s’est engagé dans une démarche d’accréditd®O 15189). Pour satisfaire a
cet objectif d’accréditation, plusieurs servicepmarts de I'Institut Pasteur (péle Equipement,
RH, logistique, QSE, Prévention des risques,...) maig en place des dispositions qualité
permettant de répondre aux exigences des réfdeeqtiglité (ISO 9001, ISO 17025, ISO
15189,...) appliqué a I'Institut Pasteur.

Le responsable du CNR Bactéries anaérobies etiBmitelldispose d'un autorisation de
I'TAFSSAPS pour l'acquisition, la détention et lasenen oeuvre des MOT (microorganismes
et toxines) réglementés inclua@t botulinumet autresClostridum neurotoxinogénes. Une
inspection de notre laboratoire par I'AFSSAPS dieuen juillet 2008, puis de 'ANSM en
mars 2013.

Laboratoire associéClostridium difficile

Les modes opératoires et les procédures utiliséslepdaboratoire associé et les
laboratoires experts ont été rédigeés et validés.

Un contréle de qualité a été réalisé au débutamEe 2013 (envoi d’'une souche de
PCR-ribotype défini (souche de PCR-ribotype 02l7@r@dsemble des 6 laboratoires experts.
% Résultats en cours

Un contréle de qualité a été réalisé en 2012 elalmmiation avec le Centre National
de référence en Belgique (Pr. Michel Delmée).Panel était constitué de 2 souches A et B
choisies parmi les 23 souches de référencgldstridiumdifficile provenant de la collection
européenne établie par J. Brazier-E. Kuijper. LackeC provenait de la collection du CNR
(France ou Belgique) et correspondait a un ribogmeartenant aux 23 souches de référence
de Clostridiumdifficile.

U Trois souches A, B et C envoyées par la Belgique éé correctement
identifiées par le laboratoire associé.

% Deux des 3 souches du laboratoire associé envageBelgique ont été
correctement identifiées (souches A et C). La seu8m’a pas été correctement identifiée.
Apres veérification et reprise de la souche B eneogié Belgique par les 2 laboratoires, il a été
conclu gu’'une erreur s’était produite lors de lI'endes souches de référence par Ed Kuijper

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile
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aux différents centres. La souche B (souche de Bi&Rype 046) doit étre exclue des 23
souches de référence en attendant I'envoi par Egbéfud’une nouvelle souche de référence
046.

1.4. Locaux et équipements

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 boteli®mmprennent: - 2 espaces
bureaux de 7,5m2 chacun, pour les responsables &tdhniciens,

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

- une piéce "matériel" de 1fmenfermant 2 appareils de chromatographies enepiiaseuse,
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 réservée asgtiogs de souris pour le diagnostic du
botulisme,

- une piece réservée a la préparation des mix RERune hotte PCR et un congélateur,

- une piéce "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
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Locaux de l'unité BAT

Rez-de-chaussée
Une piéce (17A) réservée a la préparation et au stockage désetox
ler étage
- Un laboratoire de 55m2 pour la recherche compoR&M de type Il, sorbonne et armoire
solvant ventilée, thermocycleurs, PCR temps rééles a électrophorése, appareil
Anoxomat pour le remplissage des jarres avec lamgél gazeux pour I'anaérobiose.
- Une piéce matériel de 11,5menfermant congélateurs & -80°C, centrifugeusespiteur.
- Une chambre froide de 9m
- Un laboratoire P2+ (16Mpour les cultures cellulaires partagée avec @aéquipes
- Deux piéces de bureaux de F5chacune pour le responsable de l'unité et leopeeds
de l'unité.
- Un bureau pour le secrétariat partagé avec utme aaité.

MATERIEL, EQUIPEMENT DE LA STRUCTURE
Equipements de base pour la bactériologie anaécobigrenant entre autres :
- équipements de base de bactériologie standard
- jarres anaérobies et systeme de remplissage degemélanges 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'idaiticdes métabolites et des acides
gras cellulaires des bactéries anaérobies.
- containers d'azote liquide et congélation -8080rpga conservation des souches de
référence et des isolats.

Equipement de biologie moléculaent notamment :

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

- cuves d'électrophorése et générateurs

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

- séquencage et clonage d'ADN.

- hybridation ADN/ADN.

- 1 spectrophotometre Nanodrop (Labtech) (acquiz0©3).

Equipement de culture cellulaire
- hotte a flux laminaire, incubateur a CO2,, micayge a objectif inversé pour les
cultures cellulaires et les essais de cytotoxoé® toxines. microscope a
fluorescence.

Equipement de biochimie
- équipement de chromatographie en phase liqultterftatographie a basse pression
et FPLC) pour la purification des toxines et pno¢si recombinantes.

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile
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- systeme d'analyse des protéines (électrophoregglede polyacrylamide, transfert

sur membrane et détection immunologique).
Locaux, matériel, équipements, moyens extérielasséructure, mais disponibles pour

elle sur le campus (animaleries, séquenceurs, e¢t ndcessaires aux missions du CNR.

Laboratoire de préparation commun aux autres urit@sergées dans le batiment

Animalerie
- animalerie souris en vue des tests de toxiciéamment détection et identification

des toxines botuliques.
- animalerie lapins pour la production d'anticaspgécifiques anti-toxines.

Plateformes techniqueki campus de I'Institut Pasteur dont nous somitilesateurs
Séquenceur automatique d'ADN, microséquencage dméipes, microscopie
électronique et confocale, cytométrie de flux, PHB5.

Laboratoire associéClostridium difficile

Locaux

Le plan du service est représenté sur la figure 1.
Localisation : Service de Bactériologie®10étage
Faculté de Médecine Pierre et Marie Curie, UPMQCisPa
Site Saint-Antoine 27, rue Chaligny 75571 Pariséxetl.

Mix PCR
& vestiaire
B

— =— —1 1007
Cultures & Bureaux Cultures et Protéinas
ot Bureaux 3§

3

u:lI

1008
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Purification ADN

1010 =t Clonaze 1005
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1011 Stérilisation

I
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Thermoeyeleurs
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1012

froide
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Bureaux
JC Petit & D. Decré

1013
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Secrstanat et bureawe
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Figure 1: plan des locaux (en jaune : pieces Bactériojagayris : pieces autres).
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Equipements

Le laboratoire <. difficile » dispose des équipements suivants:
- Electrophorese : 4 cuves (Biorad)- 2 cuves (Mypid

- Electrophorése en champ pulsé (Gene Path, Biorad)
- Lecteur analyseur d'image (Biorad)

- 2 étuves a 37°C (Jouan)

- 1 microscope

- 1 centrifugeuse (Jouan)

- 1 micro centrifugeuse (Biofuge)

- 1 hotte a PCR

- 2 blocs chauffants

- 2 thermocyclers 9700 (Applied)

- 1 thermocycleur 2720 (Applied)

- 1 AB Prism (PCR temps réel) (Applied)

- 1 polaroid, 1 table UV

- 2 congélateurs a —80°C (Froilabo, Jouan)

- 2 réfrigérateurs-congélateurs

- 1 spectrophotomeétre Nanodrop (Labtech)

- 1 logiciel Bionumerics (Applied Maths)

- 1 bain-marie

2. ACTIVITES D’EXPERTISES

2.1. CAPACITES TECHNIQUES DU CNR

Liste des techniques de référence

2.1.1. Techniques disponibles

- Techniques standard d’identification des bacté@aesérobies : 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 panwtagraphie phase gazeuse.

- Identification des genes de toxines@lestridiumpar 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 génes de neurotoxines botelquA, B, E, F, C, C/D, D et D/C par

PCR temps réel ainsi que du gene prolyl aminogapé permettant de distinguer les

souches protéolytiqgues des souches non protéodgiqu

- Mise en évidence de cytotoxine a l'aide de celiellulaire de différents types.

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

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

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile
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- Dosage de certaines toxines par ELISA (commentorpsilon d€. perfringens toxine
LT deC. sordellii toxines botuliques)

2.1.2. Techniques des marqueurs épidémiologiques @ difficile

1. Technique de PCR-ribotypage qui est actuellemetdgdanique 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 gid€ : 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#tétdlu 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 antigists (érythromycine, clindamycine,
métronidazole, moxifloxacine, vancomycine, tétrdiog).

5 Détection par PCR des gerehiA etcdtB codant pour la toxine binaire, amplification
des fragments A3 (génedA), et B1 (génetcdB) puis restriction par différentes
enzymes pour détermination du toxinotype.

2.1.3. Technique ELISA de détection de la toxine LT d€. sordellii

La recherche de toxine LT dé. 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.

2.1.4. Techniques en développement

Techniques de titrage de la toxine botulique, ebapitre "activités d’expertises”.

Développement d'une puce ADN pour le génotypagesdeshes d€. botulinum(voir
activités d'expertises, génotypageCGidotulinun).

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

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

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile
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2.1.5

Liste des marqueurs épidémiologiques

Couples d’'amorces pour identifier les genes daasxet 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 laide dune PCR spécifique. Déteation du support
(chromosomique ou plasmidique) du géne de I'end&ioé.

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

genes des toxines alpha@esepticum, C. oedematiens

géenes des flagellines @ oedematiens, C. chauvoei

géne de l'entérotoxine dacteroides fragilis

Couples d’amorces pour autres géenes d'intérét

2.1.6.

genes codant I'ADN ribosomal 16S

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

genes de ménadpse0, hspr0 etrecA

géenes de sporulation

géenes de résistance aux antibiotiques [métronidggblactamines (genesepA,
cfxA et cfiA, séquences d’insertiols 942, 1S1186, ISBF417) chdacteroides
fragilis etBacteroides thetaiotaomicrn

Détermination de la sous-espéce @&eisobacterium necrophorun(subsp.
necrophorunoufunduliformg a I'aide de PCR spécifiques (basées sur la ségquen
du genegyrB). Détection par PCR des genes codant la leucatogkt), le
promoteur du genékt, les génes de I'hnémagglutinine et d’'une «Hemagufut
related protein »

Collection de souches, sérums de référence

Collection de souches de bactéries anaérobies, reoiaqt 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 Goteborg).

Sérums de référence et sérums anti-toxines boadigteparés au CNR

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

Sérums anti-toxine d€. perfringensanti-toxine alpha, bétal, béta2, epsilon, iota
la et iota Ib.

Sérums anti-toxine alpha @ septicum

Sérum anti-toxine alpha d& oedematiens

Sérum antC. chauvoei

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile
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2.2.

CAPACITES TECHNIQUES DU LABORATOIRE ASSOCIE CLOSTRI DIUM

DIFFICILE

2.2.1.

Techniques et marqueurs disponibles

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

sont:

2.2.2.

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

la détection par PCR des gemel$A et cdtB codant pour la toxine binaire (détection de
la forme complete 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,
génes codant respectivement pour la toxine A dbXne 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 débé&snapres
amplification puis séparation sur un gel d’agarbaate résolution et comparaison a
des souches témoins

le typage par PCR-ribotypage qui est actuellerreetedhnique de référence en Europe
permettant d’identifier le clone épidémique « 02&t>le comparer les souches entre
elles lors d'une 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 'ARN 16S et l'utilisation des aleries API rapid ID 32 A
(Biomérieux) permettant I'identification de. difficile

I'amplification d’une séquence de 115 pb qui rerople Paloc 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) etr@lectrophorése en champ
pulsé Ema)

I'identification des souches par spectrométrie dsse Maldi-TOF (Bruker)

Liste des techniques recommandées pour les lalaboires experts

Un recueil de protocoles standardisés pour la t&niaation des souches @e difficile

a été redigé par le CNR en collaboration avec beritoire 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

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile
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- la PCR ribotypage pour identifier la souche 02Xi(Non) ainsi que des PCR-
ribotypes fréquents en France (001, 002, 005, @400 7, 015, 017, 053, 078/126 et 106); le
caractére clonal ou non peut également étre précisé

- l'antibiogramme (érythromycine, clindamycine, nftoxacine, métronidazole,
vancomycine, tétracycline)

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

2.2.3. Techniques en développement

La technique de PCR-ribotypage actuellement uélise laboratoire est une méthode
longue et délicate qui nécessite une interprétatisumelle des profils obtenus apres migration
sur gel résophor. L’identification des PCR-ribotyppeut parfois s’avérer complexe et
nécessite de déposer les souches a identifieadeosouches de référence sur un méme gel.
Pour standardiser cette technique ; I'évaluationleetmise en place d'une technique
d’électrophorese capillaire (EXPERION V3.1, BioRad) permettant la séparatioes d
amplicons obtenus par PCR-ribotypage est en coénsldation pour améliorer a terme
I'identification des PCR-ribotypes. Cette méthodanpettra également de s’affranchir du
BET.

2.2.4. Travaux d’évaluation des techniques, réactifs dtousses

En 2012, plusieurs trousses diagnostiques ontvéléaées :

- Le VIDAS C. difficile GDH (bioMérieux) test permettant la détection de la
glutamate déshydrogénaseCledifficile a été évalué sur les selles.

- Le testVIDAS C. difficile toxin A&B (bioMérieux) a été évalué sur des colonies de
C. difficile.

- Un algorithme en 3 temps basé sur la détectiotad8DH et des toxines de.
difficile dans les selles V(DAS C. difficile GDH et VIDAS C. difficile toxin A&B
(bioMérieux)) et la culture sur miliechromID C. difficile agar (bioMérieux) a été évalue.

- Un nouveau test de PCR en temps-re€@CUS Simplexa® C difficile Universal
Direct, FOCUS diagnostics, Eurobio) utilisant des sondae®orces fluorescentes
bidirectionnelles ayant pour cible une séquencas@mée du géne de la toxine tBdB) a été
testé pour le diagnostic des infectionS.aifficile.

- Le test moléculairé&senoType CDiff (Hain Lifescience) permettant la détection
simultanée des geénes des toxines A et B, de ladolinaire, la détection de différentes
délétions dans le gertedC (-18pb, -39pb, délétion ponctuelle en 117), laediébn de la
résistance aux fluoroquinolones ainsi que la détecte genes spécifiques Gedifficile a éte
évalué.

- Le test moléculairémpliVue (QUIDEL Molecular), test permettant la détectian d
géne de la toxine A dans les selles avec une d#ieanmunochromatographique, est
actuellement en cours d’évaluation.
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1. Evaluation des performances du Vidas®C. difficile GDH et du C. diff Quik
Chek Complete® en comparaison avec la culture delostridium difficile

C. Eckert, O. Said, N. Poccardi, C. Rambaud, BgBaffer, V. Lalande, F. Barbut
(RICAI 2012 P399; ECCMID 2013 accepté)

Objectif: L'utilisation d’algorithmes en 2 ou 3 étapes, basas la détection de la
glutamate deshydrogénase (GDH) en premiére intenést maintenant préconisée par les
recommandations américaines et européennes paliad@ostic d’'infection &Clostridium
difficile (ICD). La GDH est une enzyme produite par les BeaaeC. difficile. La détection
de cette enzyme dans les selles permet de renssignka présence de la bactérie. L’objectif
de cette étude était d’évaluer les performancegidas® C. difficile GDH (bioMérieux) et de
la composante GDH du test C. diff Quik Chek Cong#e{Alere) en comparaison avec la
culture sur milieu sélectif.

Méthodes : L'étude a porté sur 408 sellebarrhéiquesde patients suspects d’'ICD
hospitalisés dans les hopitaux universitaires dst Iparisien. La culture a été réalisée par
ensemencement des selles fraiches sur milieu TG&#&ocholate, cyclosérine, céfoxitine).
En paralléle, les tests Vidas®. difficile GDH et C. diff Quik Chek Complete® étaient
réalisés selon les recommandations des fabricRaotst ce dernier, un deuxieme test était
réalisé en cas de résultat invalide ou équivoque.

Résultats : La prévalence des cultures positives p@urdifficile sur TCCA était de
13% (77,4% des souches étaient toxinogenes et 28@%toxinogénes). Comparées a la
culture, la sensibilité, la spécificité, les valeyarédictives positives et prédictives négatives
du Vidas®C. difficile GDH et de la composante GDH du test C. diff Quiteic Complete®
étaient respectivement de 96,2%, 97,7%, 86,4% gt9®%t de 92,5%, 98,9%, 92,5% et
98,9%. Cing résultats (1,2%) étaient invalides quivbques en premiere détermination pour
le test C. diff Quik Chek Complete®.

Conclusion : Le test Vidas®C. difficile GDH et la composante GDH du test C. diff
Quik Chek Complete®@résentent une excellente valeur prédictive négagivpeuvent étre
utilisés comme test de screening des ICD. De pdutest Vidas®C. difficile GDH présente
'avantage d’étre automatisé, éliminant toute amitéy de lecture et d’interprétation des
résultats et permettant la tracabilité des résultat

2. Evaluation du VIDAS® Clostridium difficile Toxin A&B sur colonies
C. Eckert, P. Schaaf, C. Ménard, C. Elias, B. Baffg, V. Lalande, F. Barbut
(ICDS 2012, P100)

Objectif: La culture toxigénique (CT) est toujours consigécémme la méthode de
référence pour le diagnostic des infection€.adifficile (ICD). Cette méthode consiste a
isoler une souche de. difficile sur un milieu sélectif puis & déterminervitro la production
de toxines. Cependant I'utilisation des tests imesenzymatiques pour déterminer le pouvoir
toxinogéne d’'une souche a partir des colonies rpast toujours validé par les fabricants.
L’objectif de cette étude était d’évaluer les pariances du test VIDAEIostridium difficile
Toxin A&B (bioMérieux) (VIDAS) directement & partides colonies isolées sur milieu
chromID®C. difficile (bioMérieux) (chromID).
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Méthodes: Lors d’'une précédente étude de comparaison deuxjl#6 souches d€.
difficile avaient été isolées sur 2 des milieux testés: nelboC. difficile incubé en
anaérobiose pendant 24 heures (chromID) et TCCébien anaérobiose pendant 48 heures.
La déterminationin vitro de la cytotoxicity des souches avait été réalisesmeculant 2 a 5
colonies isolée sur TCCA dans du BHI et incubé Brgoen anaérobiose a 37°C. Le
surnageant de culture a ensuite était filtré etul®sur des cellules MRC5 en culture (CT).
En parallele le test VIDA&lostridium difficile Toxin A&B a été réalisé sur colonies isolées
sur milieu chromID (culture primaire ou aprés suthoe pour obtenir suffisamment de
colonies). Les colonies étaient homogénéisées dad®au pour atteindre un McFarland 3.
Le test VIDAS était ensuite réalisé selon les remamdations du fabricant. Ce test était
répéteé lorsque le résultat obtenu était discor(lamtpositive et VIDAS négatif ou TC négatif
et VIDAS positif) ou équivoque.

Résultats: Parmi les 36 souches étudié®s, (75%) étaient positives et 9 (25%)
négatives en CT. Le premier test VIDAS a été réahs partir de colonies isolées en
primoculture sur milieu chromID dans 29 cas (80.&¥@pres subculture dans 7 cas (19.4%).
La sensibilité et la spécificité pour le test VIDABalisé sur colonies isolées sur milieu
chromID (1 résultat équivoque) étaient respectivende 70.4% [49.7-85.5] et 87.5% [46.7-
99.3], comparativement a la CT. Apres ré-analyse discordants, la sensibilité et la
spécificité pour le test VIDAS réalisé sur colonieslées sur milieu chromID (4 résultats
équivoques) étaient respectivement de 83.3% [64.8}9 et 100% [59.8-100],
comparativement a la CT.

Conclusion: VIDAS Clostridium difficile Toxin A&B réalisé a partir de colonies
isolées sur milieu chromlIR. difficile agar (24h) est un test rapide lorsqu’il y a saffisnent
de colonies sur le milieu. Cependant un résultgati€doit étre confirmé par un test de
référence.

3. Comparaison d’un algorithme en 3 temps basé sles tests VIDAS ® C. difficile
(GDH et CDAB) et la culture sur milieu chromID C.difficile avec le test Quik Chek
Complete pour le diagnostic d’'une infection &lostridium difficile

A. Banz, C. Eckert, O. Said, N. Poccardi, C. Randb&u Burghoffer, V. Lalande, F. Barbut,
A. Foussadier

(ECCMID 2013, accepte)

Objectif: L'utilisation d’'un algorithme en 2 ou 3 temps pdeidiagnostic d’une
infection aC. difficile (ICD) est maintenant largement recommandée. Ludibjde cette étude
était de comparer les performances d’un algoritem8 temps basé sur I'utilisation du test C
difficile VIDAS® GDH (GDH) suivi du test VIDAS® tom A & B (CDAB) et de la culture
sur milieu chromID C.difficile (chromID) (bioMerieq) avec le test Quik Chek Complete
(QCC) (Alere) pour le diagnostic d’une ICD. La cutt toxigénique (CT) a éte utilisée
comme méthode de référence.

Méthodes: L’étude a porté sur 408 selles diarrhéiques diemiatsuspects d’'ICD. La culture
était réalisée sur milieu TCCA avec déterminatiarpduvoir toxinogéne des colonies isolées
par le test de cytotoxicité (CT). En parallélegdlgorithme bioMérieux» était réalisé selon les
recommandations du fabricant: le test GDH étaligéaur toutes les selles. Un résultat
négatif permettait d’exclure le diagnostic d’ICDn tesultat positif nécessitait de réaliser le
test CDAB. Si ce dernier était négatif, la sell@téensemence sur milieu chromID (incubé
48h) afin de réaliser le test CDAB a partir deoo@s. En parallele le test QCC était réalisé
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sur toutes les selles selon les recommandatiofesodicant.

Résultats: La prévalence de souches toxigéniques était de(2@#408). La sensibilite, la
spécificité, les valeurs prédictives positiveségatives du QCC étaient respectivement de
39.0%, 100%, 100% et 93.6% comparativement a laLCdalgorithme bioMerieux»
montrait de meilleures performances en termes dengibilité et de valeur prédictive
négative qui étaient respectivement de 68.6% 4987.

Conclusion: L'utilisation d’un algorithme en 2 étapes GDH/Toas sur les selles, suivi
d’'une étape de détection du pouvoir toxinogénesdashes isolées en culture avec le test
VIDAS CDAB améliore le diagnostic des ICD.

4. Evaluation d'un nouveau test d’amplification FOQJS Simplexa® C difficile
Universal Direct pour le diagnostic dinfection a Clostridium difficile (ICD).

V. Lalande, L. Barrault, C. Eckert, et F. Barbut
(RICAI 2012, Poster 402)

Objectif: Clostridium difficile est la principale cause de diarrhées nosocomibles.
diagnostic fiable et rapide est indispensable pme prise en charge optimale des patients
infectés. Différents tests d’amplifications des gees toxines A et/ou B @ difficile sont
maintenant disponibles. Nous avons comparé un routest de PCR avec deux méthodes de
référence.

Matériel et Méthodes Le test Simplexa® C difficile Universal Direct
(SimplexaCDIFF) de FOCUS diagnostics, Eurobio, Eearst une méthode de PCR en
temps-réel utilisant des sondes amorces fluoresdadirectionnelles ayant pour cible une
séquence conserveée du gene de la toxinedB). L’extraction manuelle d’ADN a partir des
selles est faite en tampon TE et par chauffage #29C pendant 10 minutes. Cette méthode a
été comparée au test de cytotoxicité (CTA) et aulture toxigénique (CT). Le CTA a été
réalisé par inoculation d’un filtrat de selles selules MRC-5 et la culture a été réalisée sur
milieu TCCA (taurocholate, cyclosérine, céfoxitiagar). Le pouvoir toxinogene de chaque
isolat a été recherché directement a partir d’wspansion de colonies (=CT) par le test de
cytotoxicité.

Résultats L'étude a été réalisée sur 301 selles diarrh&idpesnant la forme du pot)
consécutives et non répétitives. Le CTA était gopivur 13 échantillons (4.3%) et la CT
étaient positives dans 14,9% des cas (62,2% dahesiétaient toxinogenes et 37,8% non
toxinogénes). Pour quatre échantillons, le tesp&raCDIFF était invalide aprés un premier
test. En cas de discordance avec la CT, les étlbastétaient contrélés soient par une culture
enrichie, soit par un deuxieme test d’amplificatibe test SimplexaCDIFF avant résolution
des discordances a une sensibilité et une spééifiespectives de 100% et 96% par rapport
au CTA et de 85% et 99% par rapport a la CT. Ledl &P VPP sont de 100% et 54% par
rapport au CTA et de 98% et 95% par rapport a la CT

Conclusion: Le test SimplexaCDIFF est un nouveau test d'dioption de C.
difficile & partir des selles. Ces performances sont éguited aux tests d’amplification
actuellement disponibles pour le diagnostic des.ICD
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2.2.5. Collection de souches

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

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

Une collection de souches @ difficile correspondant aux PCR-ribotypes les plus
fréquents en France est disponible (données dgué&ta ICD-RAISIN 2009). Chaque souche
est caractérisée par son toxinotype, la natura déletion 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, privéserisgignement disposant d'un laboratoire de
bactériologie, sous condition, notamment de présem d'un projet scientifique et de
signature d’'un accord de transfert de matérielogiglue (MTA Material transfert agreement).
Selon la nature du demandeur (industriel ou acagléafi ces accords donneront lieu a une
compensation financiere.

Une collection européenne de souches de référancCedifficile est disponible auprés
de 'ECDC (Dr Ed Kuijper, Department of Medical Miabiology, Centre for Infectious
Diseases, Leiden University Medical Centre, Leiddre Netherland<.j.kuijper@lumc.nl.

2.3.ACTIVITES D’EXPERTISE EN BACTERIOLOGIE ANAEROBIE 22
(CNR)

Nature et nombre des souches analysées
La répartition des souches recues en 2012 étsiitivante :

ORIGINE NOMBRE
humaine 155
vétérinaire 24
Alimentaire 11
Autres (industrielle, collections...) 5
Total 195

2.3.1. Souches d'origine humaine

La répartition des souches d'origine humaine sdlorigine géographique par
département est présentée au Tableau 1. Quaraigedi#partements métropolitains ont
envoyé 138 souches au CNR : 19 souches (14%)epdalboratoires d’lle-de-France et 119
(86%) par les laboratoires des autres réegions. ddégsartements ultra-marins envoient
également des souches trés régulierement pouifidatibn (17 souches).

La distribution des souches de bactéries anaéramks les sites d'infections est
présentée au Tableau 2.
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Depuis 2010, les sites de prélevement des souches sont mieux renseignés par les laboratoires
expéditeurs. En 2012 , seules 2 souches sur les 155 recues (1,3%) ne disposaient pas de cette
donnée vs 2,5% en 2011, 10% en 2010 et 68% en 2009.

La majorité des souches pour lesquelles nous adessrenseignements cliniques
provenait principalement de coprocultures (49%yissgipar les hémocultures (17%). Le reste
des souches provenait de différentes localisationfections intra-abdominales, infections
hépatiques/pancréatiques, suppurations cutanéssuiaires ou osseuses, urologie....

Les 155 souches de bactéries anaérobies d’origimaime identifiees se répartissaient
en 23 genres différents et 44 espéces (Tabledie3)ourcentage de souches n'ayant pu étre
étudiées est également en diminution nette a@&e des isolats en 2012 vs. 12,3% en 2011,
22% en 2009 et 19% en 2010. Ces chiffres en araébo nette reflétent bien sar les efforts
effectués par les laboratoires mais égalementep@NR qui met tout en oeuvre de tout tenter
pour essayer de purifier la souche d’intérét aimpdtt prélevement contaminé. Malgré tout,
I'étude de souches anaérobies présente toujours Iponi nombre de laboratoires une
difficulté certaine (contaminations, probleme dabiité au cours du transport etc...).

Le genreClostridiumest de loin le plus représenté : 91/155 souchie$87% parmi
lesquels les 49 souches @e difficile envoyées pour étude (identification, recherche des
genes de toxines, PCR-ribotypade)is par ordre décroissant ces souches se répattéans
les différents genresBacteroides / Dialister / Odoribacter / Parabactates /
Porphyromonas (10 souches)Fusobacterium(5 souches), bacilles Gram + non sporulés
(Actinobaculum Actinomyces, Lachnospiraceae, Propionibacteriumubdgeterium,
Oscillibacter)(20 souches), et divers.

L'identification selon les especes bactériennegrahb#es est rapportée dans le Tableau
4. Parmi lesClostridium la plupart était des souches envoyées pour ttypage et
caractérisation de la pathogénicité.

Cing déces consécutifs a des infections séve@wmstridium perfringensouvent a
point de départ intestinal ont été enregistrést(8@urvenus quelques heures aprés admission
aux urgences a la suite d'une hémolyse intra-vaiseuhassive). Une infection@ostridium
tetani toxinogéne sans symptomatologie de tétanos aoétirraée chez un patient (souche
isolée d’'une tuméfaction cervicale chez un pat@n{/5 ans)Fusobacterium necrophorum
(sous-especdunduliformg est souvent retrouvé responsable d’infections-pbraryngées
séveres pouvant disséminer (cing cas dont une giéxlin Bien que les bactéries anaérobies
restent en général sensibles aux traitements atigjpes, le suivi de I'évolution de la
résistance effectué par le CNR confirme que cestaiespeces (particulierement les
Bacteroidesdu groupe fragilis) deviennent de plus en plusstéstes notamment aux béta-
lactamines incluant les carbapénémes.

Le CNR participe également aux cotés de son laiogaassoci€lostridium difficile
et de son réseau de laboratoires experts a latéasation des souches ddostridium
difficile isolées de cas séveres ou groupés (49 soucluisesl
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Apport du séquencage du géne codant ’ARN ribosomdl6S (ADNr 16S).

L’augmentation exponentielle du nombre d’espécestébi@nnes décrites depuis
quelgues années impose de plus en plus souvestdars a I'identification par séquencage
de I'ADNr 16S. C’est plus particulierement le aens le groupe des bactéries anaérobies
facultativesActinomycest Bifidobacterium et également chez des bactéries retrouvées dans
I'environnement Clostridium...)

Ce séquencage du gene ADNrl16S (69 séquences éffscan 2012) a permis de
confirmer sans ambiguité l'identification de plusi bactéries rares trouvées responsables
d’infections chez 'homme appartenant aux genmiesinomyces, Bacteroides, Catabacter,
Clostridium, Oscillibacter,ou a la famille Lachnospiraceaeavec plusieurs nouveaux
genres/espéeces potentiels.

Le graphique suivant montre I'évolution du nombrawel de séquences ADNr 16S
effectuées au CNR.
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2.3.2. Souches d'origine vétérinaire

Les souches anaérobies strictes d'origine vétégiali nous ont été adressées sont des
Clostridiumdont 58 % sont de€lostridium perfringengTableau 5). Dans la plupart des cas,
ces souches nous sont envoyées pour détermingrdge toxinique. Celui-ci est réalisé par le
test sur souris et amplification génique.

Les types toxiniques dg. perfringensresponsables d'affections chez les animaux sont
généralement différents de ceux rencontrés chemife. Mais, les animaux peuvent étre
porteurs de types d€. perfringenspotentiellement pathogénes pour 'homme, comme les
souches entérotoxinogenes a l'origine des toxciitfies alimentaires. La surveillance de
telles souches dans les élevages est un moyer@denjrles risques.

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

2.3.3. Souches d'origine "industrielle"

Un total de 5 souches, classées "industriellegstca dire non médicales et non
vétérinaires, nous ont été adressées par diversrataires, tels que laboratoires de
collections, laboratoires du secteur agroalimeataidaboratoires pharmaceutiques,
laboratoires départementaux,... (Tableau 6). Cawmaddes d’analyse concernaient des
confirmations d’identification, toxinotypie, idefitation de souches toxinogénes au cours
d’enquétes épidémiologiques pour préciser l'origitiatoxications alimentaires botuliques
ou dues a de<C. perfringens identification de contaminants dans des préparsti
pharmaceutiques, caractérisation de souches a wsagmal ou industriel. Egalement, des
souches nous sont adressées par des industrielagie-alimentaire pour évaluer leur
éventuelle pathogénicité. Ce sont des souchessdl@liments traités par la chaleur, le plus
souvent de€lostridiumthermophiles ou apparenté€abotulinumaqui peuvent présenter un
risque de santé publique.

2.4. ACTIVITES D'EXPERTISE SURC. DIFFICILE (LABORATOIRE ASSOCIB

Au cours de l'année 2012, 464 prélevements ont rétdis par les différents
laboratoires experts, contre 596 en 2011 (-22%ll€Ba I). Cette diminution s’explique par
un rappel des critéres de signalement et d’envales souches d€. difficile au CNR au
début de 'année 2012. Parmi ceux435 ont été confirmés comme étant des souches.de
difficile et analysés ; 15 souches (3,4%) étaient des souet difficile non toxinogenes et
420(96,6%) correspondaient effectivement a des sauithénogenes.

Parmi les souches toxinogenes (Tableau ),

- La recherche des fragments A3 et Bl a été efbectpour 384 et 380
souches respectivement ; le toxinotype a été rendu 60 souches (effectué par le laboratoire
associe).

- La recherche de la toxine binaire a été effechma 343 souches. Parmi les 193
souches qui ne possedent pas la forme entiére waitee binaire, la recherche de la forme
tronquée a été effectuée pour 144 souches.

- La recherche d’'une délétion dans le g&dke a été réalisée pour 359 souches.

- Un antibiogramme a été rendu dans 418 cas.

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

2012 2011 2010 2009 2008 2007

Nb de préléevements recus 464 596 551 561 617 780
Nb de souches de. difficile 435 550 520 499 578 748
Nb de souches toxinogenes 420 543 503 486 561 731

Tableau |: Evolution du nombre de prélevements regus pawaatérisation et nombre de
souches d€. difficile depuis 2007.
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2012
Nb de prélevements recus 464
Nb de souches délostridium difficile 435
Nb de souches toxinogenes 420
Recherche du fragment A3 (%) 91,4
Recherche du fragment B1 (%) 90,5
Recherche de la toxine binaire (%) 81,7
Délétion dan$cdC (%) 85,5
Antibiogramme (%) 99,5
PCR-ribotypage (%) 100

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

Au cours de l'année 2012, une demande de souchdaximogéne a été faite par
I'Université d’Aix Marseille. Une souche de la adtion du CNR lui a été envoyée.

2.5.ACTIVITES D’EXPERTISE SUR LA TOXINE BOTULIQUE

2.5.1. Développement d'un test de détection de la toxinkotuligue A par un test
endoprotéase avec révélation par spectrométrie deasse (collaboration avec le CEA)

(J. Clin. Microbiol. 2012, 50/ 4091-4094)

Une alternative au test de létalité chez la squoig la détection et l'identification de la
toxine botulique A consiste a utiliser l'activitéopeasique de cette toxine vis-a-vis de son
substrat spécifique qui est la protéine SNAP25toxine botulique A clive SNAP25 entre les
acides aminés 197 et 198. Une premiere approchdeétiction des produits de clivage
consiste a utiliser la spectrométrie de masse sfuillee méthode trés sensible et qui permet
d'identifier les peptides issus de la protéolyse.

Cette méthode a été testée avec de la toxineidpoeuA purifiee ou sous forme de
complexe en tampon phosphate. La sensibilité obtgrar spectrométrie de masse était
voisine de 1 DL/ml par comparaison des deux tegioqt été réalisés en parallele avec les
mémes solutions de toxine. Par contre, les résulitdient moins satisfaisants avec des
échantillons de sérum contenant de la toxine kpialiA. Pour augmenter la sensibilité de
cette méthode avec les échantillons de sérum, tape é'immunocapture a été développée.
Des anticorps lapins dirigés contre la chaine leudk la toxine botulique A et
immunopurifiés ont été fixés a des billes coupkéds protéine G (Dynabeads). Ces billes ont
éte utilisées pour concentrer la toxine botuliqueais des échantillons de 0.5 ml de sérum et
ensuite pour réaliser le test de clivage de SNARRG d'une détection par spectrométrie de
masse. Dans ces conditions, la sensibilité étaith@ de 1 DL/ml. Cette méthode a été testée
avec 7 échantillons de sérum de malades natureilecomtaminés et a permis de révéler la
présence de toxine botulique A dans 6 de ces éttbasten accord avec le test de létalité
chez la souris, mais un résultat a la limite detdlprétation a été obtenu dans le 7°
échantillon alors qu'il contenait un taux élevéaetivité létale.
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2.5.2. Développement d'un test de détection de la toxénbotulique A par un test
endoprotéase avec révélation par ELISA (collaboratin avec C Leveque, CNRS
Marseille)

Afin de disposer d'un test plus facilement réalisadans 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 clideg8NAP25 par la toxine botulique A avec
une révélation par ELISA a l'aide d'un anticorpsrgaonnait spécifiguement la forme clivée
de SNAP25 par la toxine A et pas la molécule emtiée cette protéine. Un anticorps
monoclonal reconnaissant spécifiquement cette ipetélivée nous a été fourni par. C
Leveque. L'ADN codant pour SNAP25 a été cloné damssecteur pET28 et la protéine
recombinante avec un tag 6Hix a été obtenue Ehedli et purifiée sur colonne cobalt. La
protéine recombinante SNAP25 a été fixée sur dagupls 96-puits, puis incubée avec des
dilutions en série de préparations de toxine bgialiou des controles, et la révélation a été
réalisée a l'aide de l'anticorps monoclonal antini® clivée et d'un conjugué marqué a la
peroxidase. Cette technique fournit des réponse8 fbis plus sensibles que le test de létalité
chez la souris lorsqu'elle est réalisée avec deses purifiées et en tampon agueux, mais la
sensibilité est nettement plus basse lorsque demnélions de sérum contenant de la toxine
botulique sont utilisés. Ce test a été validé pgesrtoxines de sous type Al, A2, A3, A4 et
A5. L'étape dimmunocapture, comme deécrit au pagdgr précédent, est en cours
d'évaluation pour augmenter la sensibilité de agifroche a partir d'échantillons de sérum.

En paralléle, I'équipe de C Leveque teste un pobko d'endoprotéase sans
immunoprécipitation préalable et détection par S@#acore). La sensibilité se réveéle
supérieure a celle du test de létalité chez lais@aur les sous types Al, A2, et A4, mais les
sous types A3 et A5 ne sont pas détectés. Dessesmati en cours sur une seérie de sérums
humains artificiellement contaminés avec des taxite sous types Al a A5. Le titrage des
toxines a été effectué en paralléle par le tesétadité chez la souris a I'Institut Pasteur et par
détection endoprotéase/SPR chez C Leveque. Lesgueendsultats montrent une détection
du sous type Al dans le sérum par endoprotéase#SBR une sensibilité d'environ 0.1
DL50/ml, et pour le sous type A2 d'environ 3 DL50/ire sous type A4 est également bien
détecté. Par contre les sous types A3 et A5 nasepé détectés. Ce programme de travail est
encore en cours.

2.5.3. Développement d'un test de détection de la toxénbotulique B par un test
endoprotéase avec révélation par Biacore ou ELISA

(Anal Biochem 2011, 410: 281-288)

La toxine botuliqgue B est aussi une protéase tjue spécifiquement la protéine
VAMP2 des vésicules synaptiques. En collaboratigacal'équipe de ClLeveque et M.
Seagar (CNRS, Marseille), nous avons évalué le galis avaient développé, avec des
sérums de malades de botulisme. Ce test est basadivité endoprotéasique de la toxine
botulique B en utilisant comme substrat une prémarale vésicules synaptiques contenant
VAMP2 et une révélation par Biacore (surface plasmesonance, SPR) a l'aide d'un
anticorps qui reconnait uniquement la forme clidée/AMP2. Une étape d'immuncapture a
éte réalisée au préalable avec les échantillorsgden des malades a l'aide d'anticorps lapin
anti-chaine lourde de la toxine botulique B fixéedes billes de Sephadex. Dix sérums de
malade naturellement contaminés ont révélé la poésele toxine botulique B par cette
méthode en accord avec le test de |étalité cheadds. Cependant les titres obtenus dans les
deux tests n'étaient pas comparables. Le test lehepuris dose l'activité globale de la
neurotoxine entiére, alors que le test "puce-vésscgynaptiques” est basé seulement sur
I'activité enzymatique de la chaine légére. Comorrdle nous avons testé des sérums de
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malades atteints de Guillain Barré ou d'autre fodmeneuropathie autoimmune. Ces sérums
induisent une insuffisance respiratoire chez laispparfois confondue avec la présence de
toxine botuligue mais non neutralisable par lesiséranti-botuliques. Par contre dans le test
"puce-vésicules synaptiques”, ces serums ne domuenine réponse (Anal. Biochem. 2011,
10:154-170).

Afin de rendre cette approche plus accessiblesacoaditions de laboratoire, un test
endoprotéasique pour la toxine botulique B avecledion par ELISA est en cours de
développement. La protéine VAMP2 en fusion avec @S{Iproduite cheE. coli et purifiée.
Elle est déposée dans des plaques 96 puits etéacatec des dilutions de toxine ou des
contrdles. Des anticorps reconnaissant spécifigneraeforme clivée de VAMP2 ont été
obtenus chez le lapin par immunisation a l'aide gdaptide synthétique correspondant a la
partie C-terminale précédant la coupure par lan®kiotulique B.

2.5.4. Caractérisation des souches d€. botulinum par génotypage, séquencage du
gene de la neurotoxine botulique et étude MLST.

Les souches d€. botulinumsont divisées en 7 types (A a G) selon les pragsiét
antigéniques des toxines botuliques produites etsams-types selon les variations de
séquence du gene de la neurotoxine. D'autre parsduches dé. botulinumse caractérisent
par les genes des protéines non toxiques qui canpdeslocus botulique. Le génotypage du
locus botulique réalisé par PCR a l'aide de cougikamorces spécifiques de chaque géne des
locus botuliques, ainsi que le séquencage du géndadheurotoxine botulique permet
d'obtenir une caractérisation précise du type @& $gpe de chaque souche. Les souches de C.
botulinumisolées au CNR sont systématiquement analyséegépatypage portant sur les
génes du locus botulique, séquencage complet deidgila neurotoxine botulique et analyse
de 7 genes de ménage par MLST.

En collaboration avec la plateforme de séquendagédnstitut Pasteur, nous sommes
en train de développer une approche de séquengagéndme total des souches d'intérét de
fagcon & avoir acces directement aux séquencesetes gibles pour le génotypage et sous
typage des souches deldtulinumsans avoir a réaliser et séquencer des multipdgsnents
d'ADN par PCR. De plus de nombreuses informatiamdes séquences d'autres génes sont
accessibles par cette méthode. La limite actuedlecdtte approche est le traitement
bioinformatique des données.

2.5.5. Caractérisation des souches d€. botulinum au moyen d'une puce ADN
lllumina (Publication dans PlosOne en cours)

Dans le cadre d'un programme en collaboration kevdldH, une puce comportant des
ADN d'intérét pour de nombreux agents de la mebaiegique a été développée. Cette puce
comporte les ADN des principaux genes de neurogsxbotuliques ainsi que les genes des
protéines non toxiques du locus botulique. Elldéatéstée avec des souches représentatives
des principaux types de @Gotulinum ainsi qu'avec des échantillons et souches isbigs
foyer de botulisme. Cette méthode a permis de titet typer en une seule opération des
souches de référence ainsi que des souches dbot@linum dans des échantillons
naturellement contaminés en accord avec la méttdedéférence qui a été mise en place en
parallele.
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2.5.6. Détection deC. botulinumA, B, E, F, C, C/D, D/C et D en PCR temps réel

Les couples de primers correspondant aux genesealestoxines A, B, E, C et D ont
été synthétisés et validés par la méthode de Sgengen PCR temps réel avec des gammes
d'ADN purifiés. Cette méthode est utilisé en roatalepuis plus de 3 ans au CNR pour la
détection des souches delBtulinumdans les échantillons et la caractérisation deshss.

Cette méthodologie a été complétée avec des mipemettant de détecter et de
différentier les souches de BotulinumF, ainsi que les souches mosaiques C/D et D/C. Des
souches de GotulinumAf et Bf ont été identifiés dans des cas réceatbatulisme humain.

De méme, la méthode a été étendue aux souchesbdéunumprotéolytiques et non
protéolytiques de type B. Des primers basés sugéess spécifigues de chaque sous type ont
éte développés et validés pour différentier ces $gpes de souches par PCR temps réel.
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3. ACTIVITES DE SURVEILLANCE

3.1.Surveillance des infectionsG difficile

3.1.1. Réseau de partenaires

Le CNR des bactéries Anaérobies et du botulismstifin Pasteur, Paris), son
laboratoire associé &lostridium difficile» (Université Pierre et Marie Curie, site Saint-
Antoine, microbiologie, Paris VBt un réseau de 5 laboratoires experts (Rouen, Nexecy,
Montpellier, Toulouse) couvrant chacun une régassurent une veille épidémiologique des
infections aC. difficile.

3.1.2. Définition de I'’échantillon de souches isolées

Le laboratoire associé et les laboratoires exmassirent le typage des souche<de
difficile isolées des cas d’infections qui ont fait I'obftin signalement aux autorités
sanitaires. Les cas signalés correspondent seit odmes séveres d’infectiorts efinitions
de la sévérité dans le guide « Conduite a tenilagrabstic, investigation, surveillance et
principes de prévention et de maitrise des infast@Clostridium difficile» InVS 2006) soit
a des cas groupés (épidémies). Cependant il egteiné que les souches recues n'aient pas
fait I'objet d’'un signalement aux autorités saméai Le motif d’envoi des souches qui doit
étre précisé sur la feuille d’accompagnement (iidac communautaire motivant
I’hospitalisation, transfert en réanimation poueation aC. difficile, déces lié a I'infection a
C. difficile dans les 30 jours, hyperleucocytose >20 000/mmaBteiment chirurgical de
I'infection aC. difficile épidémie ou cas groupés d’infection€ adifficile) n’est pas toujours
noté. Le tableau Il montre pour tous les prélevaimescus les motifs d’envoi (ces critéeres ne
sont pas exclusifs).

Tableau Ill ;: Motifs d’envoi des souches €& difficile

2012
(464 prélevements)
Motifs d’envoi (non exclusif] oui non NR

Infection communautaire motivant
I’hospitalisation

Transfert en réanimation paur
infection aC. difficile

Déces lié a I'infection &. difficile
dans les 30 jouls
Hyperleucocytose >20 000/mm3 39 197 228

Traitement chirurgical de

l'infection aC. difficile
Epidémie ou cas groupgs
d’infections aC. difficile

55 175 234

15 237 212

9 226 229

5 219 240

153 118 193

NR : non renseignés
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Le nombre de prélévements recus par chaque lalieraki détaillé dans le tableau IV
et I'évolution est représentée sur la figure 2.

Le nombre de prélevements recus par chaque lalreratst détaillé dans le tableau

V.
Tableau IV : Répartition par laboratoire et par an des pegteants recus depuis 2007
Nombre de prélévements recus en

Laboratoire 2012 2011 2010 2009 2008 2007
CNR (Institut Pasteur) 22 10 4 6 4 25
Laboratoire associé Paris 260 345 298 291 348 475
Laboratoire expert Nancy 22 61 23 10 21 35
Laboratoire expert Montpellief 29 30 38 27 28 35
Laboratoire expert Toulouse 36 46 61 63 59 18
Laboratoire expert Rouen 31 47 47 96 77 75
Laboratoire expert Nice 64 57 80 68 80 117
Total 464 596 551 561 617 780
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Figure 2: Répartition par laboratoire des prélevements recu2007, 2008, 2009, 2010, 2011
et 2012

La répartition des prélevements envoyeés selongiioei géographique est représentée
sur la figure 3.
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Le plus grand nombre de demandes observé danmeaitgpartements est en relation
avec le nombre et I'importance de Centres Hospitatians ces régions et aussi avec l'intérét
particulier porté par certains microbiologistes daxtéries anaérobies.
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Figure 3: Répartition des préléevements envoyés par départe en 2012

3.1.3. Analyse de la distribution des souches d€. difficile en fonction des criteres
pertinents et analyse des tendances

En 2012, les souches @e difficile toxinogenes provenaient de selles (401 souches) a
I'exception de 3 souches qui provenaient d'une leritore, d’'une poche d'iléostomie
colectomie et d’'un drain de poumon. Dans 16 cadglite du préléevement de la souche
toxinogéne n’était pas renseignée.

Deux cent quarante-sept souches (62,4%Lddifficile toxinogenes ont été isolées
chez des femmes, 149 (37,6%) chez des hommesxkeen&#ait pas renseigné dans 24 cas.

L’age des patients, renseigné dans 408 cas, chezsgsouches toxinogénes ont été
isolées est représenté sur la figuréd.total, en 2012, 73,8% des patients ont plus dé&6
ans (versus 74,1%, 68,5%6,3 %, 72,9 % et 76,8 % en 2011, 2010, 2009, 2908007

respectivement).
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Figure 4 : Répartition du nombre de patients chez qui wuetse deC. difficile toxinogene a
été isolée en fonction de I'age et en fonction'aeniée (2007 a 2012)
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Parmi les 420 souches d& difficile toxinogenes, 91 (21,7%) ont été identifiées
comme appartenant &CR ribotype 027; parmi celles-ci, 9 souches sont de PCR-ribotype
027 dit « historique » c’est-a-dire sensibles amlaxifloxacine (souches isolées dans les
départements de la Haute-Garonne (n=2), de la&émttv), du Var (n=1), des Bouches-du-
Rhéne (n=1) et de Paris (n=1)). Les 82 souches2apglies 027 ont été isolées en Gironde
(n=1), en lle-et-Vilaine (n=6), en Isére (n=2), dd@ Bas-Rhin (n=1), a Paris (n=4), en Haute
Vienne (n=2), dans les Hauts-de-Seine (n=1), danBals-de-Calais (n=5) et dans le Nord
(n=60) (figure 5). La majorité des souches 027ergstoujours localisées dans la partie Nord
de la France.

Figure 5: Répartition des souches PCR-ribotype 027 épigées en fonction des
départements, en 2012.

Concernant la surveillance desitres PCR-ribotypes: I'envoi de 10 souches de
référence de PCR-ribotype défini aux différentsolakoires experts a permis de mieux
caractériser les souches autres que 027 (tableaueVIPCR-ribotype le plus fréquemment
retrouve en France, apres le 027 est le 014/020f@%puve sur tout le territoire (figure 6).
Les souches de PCR-ribotype 078/126 arrivent8hpdsition (figure 7).

Figure 6 : Répartition des souches PCR-ribotype 014/020/@i7groches du PCR-ribotype
014/020/077 en fonction des départements en 2012.
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2012
PCR-ribotype* Nombre de souchey Nombre de soucheg Nombre de soucheq
2012 2011 2010
027 91 (21,7%) 139 (25,6%) 96 (19,1%)
014/020/077 55 (13,1%) 84 (15,5%) 77 (15,3%)
078/126 54 (12,9%) 76 (14%) 72 (14,3%)
002 16 (3,8%) 36 (6,6%) 30 (6%)
001 10 (2,4%) 12 (2,2%) 14 (2,8%)
005 9 (2,1%) 11 (2%) ND
015 3 (<1%) 10 (1,8%) ND
017 5 (1,2%) 3 (<1%) 0 (<1%)
106 2 (<1%) 3 (<1%) 5 (1%)
053 0 (<1%) 0 (<1%) 1 (<1%)
autres 93 (22,1%) 112 (20,6%) 179 (35,6%)
05'7? (nont 55 (19,5%) 57 (10,5%) 29 (5,.8%)
Total 420 543 503

1- Nb souches toxinogénes/département 2012

uche:
2 - souches 078/126 ou proches

110005
2,00 (14)
3,008 6,00 (11)
8,00 12,00 (10)
I 130049500 (10)

© Géoclip 2012 - 16N GéoFfa - France par département

ClermontFerrand iyon
Limoges €=
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Figure 7 : Répartition des souches PCR-ribotype 078/126 odhs du PCR-ribotype

078/126 en fonction des départements en 2012.

Les 10 PCR-ribotypes recherchés par les laboratogprésentent 58,3% des souches
toxinogénes. Les souches 027, 014/020/077 et 08&aat les plus fréiguemment retrouvées
et représentent 47,6% des souches toxinogenese@iaW, figure 9). Cependant il faut noter
que pour 82 souches (19,5%) lidentification du P@®type n'a pas été faite. Cette
proportion élevée de souches pour lesquelles le -#Rpe n'a pas été déeterminé
s’explique en partie par les changements de peet®an laboratoire expert de Nice (départ a
la retraite de F. Girard-Pipau, changement de dbefervice).

Tableau V: Répartition des souches en fonction des PCRyji@st caractérisés en France en

*PCR-ribotype de la souche ou trés proche de @lui-
ND : non déterminé (PCR-ribotype non 027, mais fifieation non faite)

Parmi les PCR-ribotypes autres, les PCR-ribotypE®/(8 (7 souches), 087 (6 souches) et 050 (5
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souches) sont les plus fréquemment retrouvés e R@ds ne sont pas caractérisés par tous les tabesa
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Figure 8 : répartition des PCR-ribotypes en 2012

Le toxinotypage a été réalisé sur 60 souches.deranis d’identifier 2 souches de
toxinotypes rares : toxinotypes Xla et Xlb. Cesitoxypes rares ont pour particularité de ne
produire que la toxine binaire. Les toxines A enh® sont pas produites. Ces souches ne
peuvent étre détectées que par les tests ciblaoxilae binaire en plus des toxines A et B. Le
test de diagnostic par PCR, Xp€rtdifficile (Cepheid), est un des seuls tests commercialisés
capables de détecter ce type de souche a I'hetuellac

Au cours de I'année 2012 une diminution de la propo de souches possédant les

génescdtAetcdtB codant pour la toxine binaire a été observée €aabVl).

TableauVI: Evolution de la proportion de souches productride toxine binaire,
2007-2012
2012 | 2011 | 2010 | 2009 | 2008 | 2007
Nb decdtAetcdtB 343 453 444 421 461 656
Nb cdtAetcdtB positifs 150 | 223 207 188 193 264
cdtAetcdtB positives (%) 43,7 | 49,2 | 46,6 | 44,7 | 41,9 | 40,2
Nb souches 02ZdtA et cdtB positifs 87 127 95 116 85 145
E:(got)A et cdtB positifs hors souches 02 246 | 204 | 321 | 236 | 287 | 233
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3.1.4. Contribution a la surveillance nationale en inteface avec I'lnVS (échanges de
données, périodicité, analyse commune)

Les résultats de typage bactérien sont enregistirésn site web sécurisé

(https://epidemio.pasteur.fr/anaerobies/enqueteS8FB 38/scripts/authentify.php?tes
t_cookie=1&voo_665809112=cc4dfdb7b5995439bf9eb8ddajf. Ce site permet & chaque
laboratoire expert ou associé d’enregistrer lesaataristiques des souches qui lui sont
adressées et d’éditer un compte rendu des résuliatsite est consultable dans sa totalité par
I'Institut de Veille Sanitaire, le CNR des Anaérebiet son laboratoire associé. Les C-CLIN,
I'ARS et les laboratoires experts ont un accéseggtaux données de leur région. Ce site est
régulierement mis a jour.

L’émergence du clone épidémique 027 @edifficile dans une nouvelle région est
immédiatement signalée a I'InVS.

Les demandes de renseignements ou de conseilatsdifectement par téléphone ou
e-mail auprés des responsables du CNR.

Comme l'année précédente, le CNR et son laboragsisecié ont réuni lgéer juin
2012a Paris les représentants des laboratoires exqiatts!'InVS.

3.2. SURVEILLANCE DE LA RESISTANCE DES BACTERIES
ANAEROBIES AUX ANTI-INFECTIEUX

3.2.1. Surveillance de la résistance des bactéries anabres aux anti-infectieux (CNR)

Les laboratoires ne nous demandent que trés raterf@enréalisation d'un
antibiogramme. En effet, les bactéries anaérobiesprésentent généralement pas de
résistance aux anti-infectieux, le meétronidazokneune thérapeutique de choix contre les
affections a bactéries anaérobies.

Certaines especes, principalement dans les gdBaeteroideset Fusobacterium
produisent des béta-lactamases ou des céphaloaspesiret sont de ce fait naturellement
résistantes a ce groupe d’antibiotiques. D’autes/pnt acquérir des genes de résistance aux
5-nitroimidazolés (genasm).

En 2012, parallelement aux tests phénotypiques awoss effectué sut04 souches
un antibiogramme standard selon les recommandationSomité de I'antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM). Lesuttats sont repris dans le tableau 7-1.
Les données d’antibiorésistance des 49 souch&adtridium difficilesont données tableau
7-2

Amoxicilline et association amoxicilline/ac. clavidnique

Les seules résistances observées ont été classquemtirouvées dans le genre
Bacteroideset le genreFusobacteriummais aussi chez 2 souches @apnocytophaga
sputigena (résistance au contact) et ausdiloribacter splanchnicuset Parabacteroides
merdae

Imipéneme
Parmi les 6 souches @acteroidedu groupdragilis étudiées, une seule présentait une

résistance a cet antibiotique [diametre de 15miangdires critiques 17-24mm)]. Une souche
de Fusobacterium necrophorum avait une résistaesmédiaire (diamétre 20mm).
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Moxifloxacine

Quatre souches dEusobacteriumavaient une résistance intermédiaire (diametres
compris entre 15 et 20mm). Une souchAatinomyces israeliet 3 souches degerthella
lenta étaiet résistantes (6 a 15mm). Deux souchégtmiobaculumétaient intermédiaires
(diamétres 20mm). Sept souches de Clostridiumtegdges ou intermédiaires.

La résistance a la moxifloxacine est relativemeéguente cheZlostridium difficile
(voir I'antibiogramme spécifique a cette especeatfé dans le cadre de la surveillance de
I'’émergence éventuelle de clones épidémiques -edabV-2). Trente-trois souches sur 49
testées présentaient une sensibilité intermédiainene résistance a cet antibiotique.

Clindamycine

Des résistances a la clindamycine ont été troupéasles bactéries Gram négatif chez
3 souches d®acteroidesdu groupe fragilisDesulfovibrio desulfuricangl), Dialister (1),
Odoribacter splanchnicufl) etParabacteroides merda@).

Chez les bactéries a Gram positif (h@stridium difficile des résistances a la
clindamycine ont été trouvées dans le gefxceinobaculum(2 souches)Actinomyceq3),
Propionibacterium (1)Anaerococcugl), Eggerthella(l), Lachnospiraceaesp. (1) et chez 7
souches de Clostridium appartenant a 5 especekeiab-].

Métronidazole

Une souche deAnaerococcus Vvaginalis(diametre 6mm), une souche de
Capnocytophaga (diamétre 6mm ) et deux souchesalistBr (6 et 20mm) étaient résistantes
au meétronidazole

Sensibilité aux antibiotiques deBacteroidesdu groupefragilis

Les Bacteroideslu groupe fragilisg. fragilis, B. thetaiotaomicron.) sont parmi les
principales especes de bactéries anaérobies padtemes résistances aux antibiotiques
nombreuses et préoccupantes pour le clinicien.

Afin de mieux caractériser les souches présen@srésistances notamment aux béta-
lactamines, nous avons introduit en routine au GiRieurs systemes PCR permettant de
mieux préciser le ou les mécanismes impliqués datts résistance.

Mise en évidence par PCR des génes suivants (Dstigridicrobiology and Infectious
Disease (2010) 66 :343-348) :

- cepA(céphalosporinase)

- cfxA (béta-lactamase active sur la céfoxitine)

- cfiA (carbapénémase)

- systeme PCR permettant de détecter la présems@qlience d’insertion (IS) dont la
présence (par I'apport d’'un promoteur) est nécessail’expression du gengfiA. En
I'absence d’IS (donc pas de promoteur), le génddtsicté mais n’est pas exprimé.

De plus la séquence ADNr 16S est systématiguem&etrdinée. Ruimy et al. ont
démontré en 1996 d'aprés les séquences ADNr 168stémce au sein de l'espéce
Bacteroides fragilis de 2 groupes. Ces auteurseavanontré que les souches cfiA+
appartenaient au groupe Il alors que les souch&saybpartenaient a I'autre groupe.
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Sensibilité aux antibiotiques cheLlostridium difficile

Chez les souches d@Hostridium difficileétudiées au CNR, les proportions des souches
intermédiaires + résistantes sont données daablieai 7-2.

Le métronidazole reste tres actiin vitro avec des diamétres supérieurs ou égaux a
30mm (diamétre critique : 21mm).

Clostridium difficile (49 souches)
Métronidazole
(diametre critique : 21mm)

8
6,

Fréquence

onN b

diametre (mm)

Pour lamoxifloxacine les souches [+R sont rencontrées dans les PCR/pds 027,
078/126 et les autres PCR ribotypes (Tableau 7-2)

Clostridium difficile (49 souches)
Moxifloxacine
(diametres critiques : 18 et 21 mm)

10

6,,

Fréquence

diametres (mm)

Pourl'imipénéme on peut confirmer en 2012 par rapport aux don@eé4 une dérive
des souches vers une sensibilité intermédiaire(8hes 078/126 et 11 souches non 027- non
078/126). (tableau 7-2).

Données 2011

Clostridium difficile (41 souches)
Imipénéme
(diameétres critiques: 17 et 24mm)

WrHHHHH

oo Ve o L

33

onsowBR

Fréquence

Clostridium difficile (48 souches)
Imipénéme o o o g
(diametres critiques : 17 et 24mm)

Diametres

Fréguence
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Diametres (mm)
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Toutes les souches testées (49) étaient sensilidegaacomycineavec des diametres
d’inhibition supérieurs ou égaux a 20mm.

Clostridium difficile (49 souches)
Vancomycine
(diamétre critique : 17 mm)

15 *

10 +

N N
0 | Tl -

G)OOO N (\l N T © >
\—| (\l M M ™ O

d|ametre (mm)

Fréguence

3.2.2. Surveillance de la résistance deC. difficile aux anti-infectieux (Laboratoire
associe)

La sensibilité des souches toxinogénes Cle difficile a I'érythromycine, a la
clindamycine, a la moxifloxacine, au métronidazaela tétracycline et a la vancomycine
(diametres) a été testée pour 418, 411, 416, 393, et 396 souches d€. difficile
toxinogenes respectivement, en 2012. Une déterimméde la CMI du métronidazole et de la
vancomycine par la méthode des E-tests a étéééglsur 28 et 22 souches respectivement.

Les taux de résistance (R+l) étaient pour I'éiythycine (diametre<22mm) de 44,5%,
pour la clindamycine (diamétre<15mm) de 87,8%, daumoxifloxacine (diametre<21mm)
de 42,3%, pour la tétracycline (diamétre<19) déb(Fableau VII). Ces taux de résistance
sont relativement stables ces dernieres années.

Toutes les souches toxinogénes étaient sensitiéesancomycine (diamétrel7mm,
ou CMI<2 mg/l selon 'Eucast).

Aucune souche toxinogéne ne présentait de résestaaa métronidazole
(diametre<21mm, ou CMI>2 mg/l selon I'Eucast). 1est cependant pas rare de voir des
colonies dans le diametre du métronidazole notarhpaur les souches de PCR-ribotype 027
ou 001 ; les CMI de ces souches restening/l. Ce phénoméne est a surveiller. Par aill&urs
souches non toxinogenes étaient résistantes aomidgrole (CMI a 16 et >256 mg/l).

Tableau VII: Pourcentage de résistance (R+l) des souches tmxies 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
diamétre <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

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

3.3. SURVEILLANCE DU BOTULISME

Le volume global d'activité concernant la surveitia du botulisme en 2012 est le

suivant:
Botulisme humain
- sérums (recherche de toxine botulique) 149
- selles (recherche de toxine botulique et de C. 55
botulinum)
- sérums (recherche d'anticorps neutralisants de 25
toxine botulique
Echantillons agro-alimentaires
- en relation avec une suspicion de botulisme 20
humain
- autres 35
Botulisme animal
- échantillons 145
Echantillons d'aliment pour animaux
et échantillons environnementaux
- échantillons 208
TOTAL 637

3.3.1. Botulisme humain

Réseau de partenaires

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

La répartition des partenaires s’étend sur toutadace. 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 qaiticipe activement a la gestion de la
situation. Il faut souligner la coordination enkiaVS et le CNR sur la gestion des foyers de
botulisme et les enquétes pour en déterminer ifaig
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Analyse des cas de botulisme humain

Un total de 14%érums et d&5 selles ou liquides gastriques de patients susjkcts
botulisme ont fait I'objet d’identification de bdisme en 2012 (Figure).

Nombres de sérums d'origine humaine envoyés
annuellement au CNR pour recherche de botulisme
(2000-2012)

350
300 ~
250 N
200

N \\‘
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Figure : Evolution du nombre de sérums analysés au CNRIdemtification du
botulisme de 2000 a 2012.

La présence de toxine botulique est recherchée Bars®rum ainsi que dans les
échantillons d’aliment par le test de létalité souris et de sero-protection a I'aide d’anticorps
neutralisants spécifiques. Des tdsatwitro alternatifs au test de Iétalité chez la sourig son
cours de développement. Notamment, nous évalusriedts d'endopeptidase avec détection
par ELISA pour la mise en évidence et l'identificatdes toxines botuliques A, B et E. Des
essais ont été realisés en collaboration avedpéagle M Seagar a Marseille pour la détection
dans des sérums artificiellement et naturellementarninés avec de la toxine botulique B en
utilisant le test d'endoprotéase avec détectiorSpR (Biacore), et en collaboration avec N.
Becher au CEA Saclay pour la détection dans deasrs€artificiellement et naturellement
contaminés avec de la toxine botulique A par urt tBendoprotéase et détection par
spectrométrie de masse. Ces essais réalisés dielpaita test de référence, c'est a dire le test
souris, ont été prometteurs. Pour des raisons mencdlité dans notre laboratoire nous avons
adapté ces tests a une détection par ELISA. Dame$aire ou les échantillons de sérum sont
en volume suffisant, nous mettons en route les dyoes de testsn vivo et in vitro, pour
évaluer ces nouvelles méthodologies dans les ¢onslit'analyses de routine.

C. botulinum est recherché dans les selles et les alimentsesigssgar culture
d’enrichissement amplification génique, et carasédion des toxines produites selon un
protocole développé au laboratoire. La détection Glebotulinum directement dans
I'échantillon par extraction d'’ADN et PCR en temal a été développée. Etant donné que la
sensibilité de cette approche n'est pas toujouffisaote elle est dans tous les cas
accompagnée de la recherchedéotulinumapres culture d'enrichissement. L'isolement des
souches d€. botulinumest entrepris pour chaque échantillon positifatgh & obtenir une
caractérisation détaillée des souches et du tyfeudisme en cause.
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Au cours de l'année 2012, 9 cas de botulisme plus suspect (7 foyers plus un
suspect) ont été identifiéegTableau 8). Ces données sont sensiblement identiqueses cel
des années précédentes:

Année Foyers (cas) déclarés
2012 8 (10)

2011 9 (17)

2010 8 (26)

2009 25 (10)

2008 6(9)

2007 6(11)

2006 7 (8)

Tableau 8. Foyers et cas déclarés de botulismeihuendrance de 2006 a 2012

Selon le type de toxine botulique, les foyers et da botulisme se répartissent en 4
foyers (5 cas) de botulisme de type A, 3 foyersd¥) de botulisme de type B et un foyer (un
cas) de suspicion de botulisme non confirmé au CDNR. nombres de foyers et cas sont
sensiblement inférieurs a ceux de lI'année précédsnse situent dans la moyenne de ceux
des 5 derniéres années. La prédominance des fatenbstulisme de type A par rapport a
celles de type B qui a été constatée en 2011 ssyiban 2012.

La forme la plus fréequente de botulisme en Framst le botulisme d'origine
alimentaire par intoxination (7 foyers sur 8). Dams autre cas, il s'agissait de botulisme
infantile.

L'origine alimentaire a été identifiée dans 4 feyparmi les 7 dont le diagnostic a été
confirmé. Dans deux foyers il s'agissait d'un jambe préparation familiale, dans un autre
d'une conserve familiale d'aubergine préparée auwodlaet dans un autre cas d'une
préparation industrielle de paté d'origine bulg@ans deux foyers, l'origine du botulisme
était un aliment préparé hors de France et consodam® notre pays.

Un foyer (un cas) de botulisme de type B a ététifié€nen janvier 2012 dans le
département du Bas Rhin. Il s'agissait d'une jggrsonne isolée (homme, 20 ans) d'origine
Bulgare qui avait consommé une préparation inceliri(paté) d'origine bulgare. Ce jeune
homme présentait une paralysie oculomotrice, mgdriaréactive, dysphagie, sécheresse de
la bouche, dysurie, constipation. La toxine boudigle type B a été retrouvé dans le sérum (2
MLD/ml) et dans un échantillon de selles (200 MLPAgne souche de @otulinumde type
B a été détectée par PCR des selles ainsi quédtatitillon de paté. Par contre, l'aliment ne
contenait pas de toxine botuliqgue a un taux déweté< 4 MLD/g). La souche de C.
botulinumn'a pas pu étre isolée de ces prélévements.

Un cas de botulisme infantile de type A s'est iiegté dans la région de Montpellier
en janvier 2012 chez une fillette de 5 mois (hyp@pne s'alimente plus, dysphagie, ptosis,
diarrhée puis constipation, paralysie des membgagres). Un premier diagnostic de
cytopathie mitochondriale avait été avancé. Lekesalontenaient de la toxine botulique de
type A (environ 6000 MLD/g) et une souche debGtulinumdétectable par PCR. La toxine
botulique n'a pas été détectée dans un échandédaerum (<1 MLD/ml) prélevé environ 24
h apres le début des symptémes. La souche @etGlinumisolée des selles a été identifiee
comme étant de type Al(B) (B silencieux). L'ingesstide miel a été suspectée comme
pouvant étre a l'origine de l'intoxication, mais échantillon de miel détenu par la famille
s'est révélé négatif dans la recherche deo@ilinum
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En février 2012, un cas de botulisme de type Aéadentifié chez une fillette de 11
ans (trouble de I'accommodation, dysphagie et dysph faiblesse des membres inférieurs
puis supérieurs, constipation, énurésie). La todpwalique n'a pas été détectée dans un
échantillon de sérum (<1 MLD/ml). @otulinumde type A a été détecté par PCR dans un
échantillon de selles, mais n'a pas pu étre ida8. selles ne contenaient pas de toxine
botulique détectable. Les repas étaient pris erill&apu a la cantine scolaire, et aucun autre
cas n'a été observe dans I'entourage.

En mars 2012, un cas de botulisme de type A #&étdifié chez une personne de 61
ans vivant seule dans le département de la Sadbaretet ayant I'habitude de consommer
des conserves industrielles périmées. La toxinelipoe de type A a été détectée (8 a 16
MLD/ml) dans un échantillon de sérum prélevé 15rgoenviron apres le début des
symptémes. Cbotulinumde type A a été détectée par PCR dans un écbantk selles
eégalement prélevé 15 | apres le début des symptob@esouche isolée des selles a été
identifiée comme appartenant a un sous type intdiaité entre A2 et A5 par séquencage du
géne de la neurotoxine botulique. Aucun échantiitadiment ne nous est parvenu pour
analyse.

En aolt 2012, un foyer de botulisme de type Béaobiservé dans le Puy de Déme.
Une femme de 43 ans a manifesté des troubles amitanodation et de la déglutition, une
sécheresse de la bouche, et des nausées. La batirigue de type B a été détectée dans un
échantillon de sérum prélevé 6 jours environ apeedebut des symptdbmes. Des conserves
familiales de betterave et un jambon de préparationiliale ont été suspectés d'étre a
l'origine de l'intoxication. La toxine botulique dgpe B a été identifiée dans le jambon
(environ 12 000 MLD/qg) et hotulinumde type B a été identifié par PCR. La souche as&a p
pu étre isolée. Trois autres personnes ayant jpartaux mémes repas n'ont pas manifesté de
symptomes.

En octobre 2012, un foyer de botulisme de type étéaidentifié dans la Sarthe dans
une famille de trois personnes. Le pere (39 amsj plaint de vertiges suite a des troubles de
I'accommodation et de vomissements. Il a été halsg@iten réanimation 24 a 30 heures apres
le repas contaminant pour arrét cardiaque. Lessige paralysie se sont aggraves, au 5° jour
il était en quadriplégie totale et avait un ptoserqué Il a été réanimé et ventilé. La mere (39
ans) allaitait un enfant de 22 mois qui recevagsawne alimentation solide. La mere a
présenté des signes modérés de trouble de I'accdatiom. L'enfant n'a présenté aucun signe
clinique. La toxine botulique de type A a été ratr@e a un titre trés élevé (80 MLD/ml) dans
le sérum du pére (prélevement 4 jours apres letdébs symptébmes). Un échantillon de
liquide gastrique s'est révélé négatif. La toxintubque n'a pas été détectée dans le sérum de
la mere ni dans un prélevement de lait maternet ¢dmserve familiale d'aubergines préparée
au Maroc a révélé la présence de toxine botuliquéyde A (800 MLD/g) ainsi que de C.
botulinumA par PCR. La souche isolée des aubergines gesélérétre une souche de type
A(B) (B silencieux).

En novembre 2012, un cas de botulisme a été @diifi la base des signes cliniques
chez une personne de 25 ans a Lyon. La toxine igotuln'a pas été détectée dans un
échantillon de sérum prélevé 2 jours apres le ddbstsymptémes. Mais une toxicité a été
mise en évidence dans ce sérum qui n'a pas étéalutpar les anticorps anti toxines
botuliques A, B, E et F. Ce résultat oriente legd@stic vers une neuropathie auto-immune
comme le Guillain Barré.

Un foyer de botulisme de type B s'est manifestésdarPuy de D6me en novembre
2012. Deux personnes (65 et 25 ans) parmi 17 ceswwnt manifesté des signes de diplopie,
mydriase, sécheresse de la bouche, constipaticioxirge botulique de type B a été retrouvée
dans un échantillon de sérum de ces deux persddnkd.D/ml) prélevé 8 jours environ
apres le début des symptdmes. Un échantillon dessé¢ la personne de 65 ans s'est révélé
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négatif. La recherche de toxine botuligue dan€tam d'une autre personne asymptomatique
s'est révélé négatif. Un jambon de préparationlfalmiqui a été consommeé par les convives
contenait de la toxine botulique de type B a ue ttlevé (20 000 MLD/g) et @otulinumB

a éeté détecté par PCR. La souche isolée était ot@linumB non protéolytique. Il faut
noter que le titre en toxine dans le jambon am@tement par la trypsine était identique a
celui trouvé sans trypsinisation bien que la sowsdienon protéolytique.

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 dardiagnostic différentiel des
paralysies flasques incluant les neuropathies mmoines comme le syndrome de Guillain
Barré ou de Miller-Fisher, la myasthénie, ou desdamnts vasculaires (AVC). L'élimination
d'un éventuel botulisme lors d'un tableau cliniglee paralysie flasque ou de troubles
dysautonomiques tels que défaut d'accommodatia@chieresse de la bouche est la premiere
motivation de demande d'analyse de botulisme.

En 2012, 31 demandes d'analyse de botulisme éméétientées vers un diagnostic de
neuropathies auto-immunes (Guillain-Barré, Milléstter), d'accident vasculaire cérébral, ou
d'intoxication a l'atropine (Tableau 8-2). A latsuile nos résultats négatifs en identification
de botulisme et évoquant une autre origine dedysaea et diminution des sécrétions (origine
autoimmune ou autre), les analyses complémentaieeses par les laboratoires demandeurs
ont permis de confirmer le 2° diagnostic.

Recherche et titrage d’anticorps anti-toxine botulgue A

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

Un total de 25 échantillons de sérum a été analgtéda présence d'anticorps
neutralisants a été détectée dans 7 d'entre ewxwssde la toxine botulique A et aucun vis-
a-vis de la toxine botulique B.

3.3.2. Botulisme agro-alimentaire et environnemental

Des échantillons d'aliments nous sont adresseés ldanadre de foyers avérés ou
suspects de botulisme humain. Ces échantillons santsenvoyés par les agents chargés des
enquétes d'hygiene alimentaire et appartenant gexndes régionales de santé et Directions
départementales de la protection des populationSé¢evices Vétérinaires et Directions des
Affaires Sociales) ou parfois sur réquisition dePl&fecture de Police ou du Tribunal lors
d'enquéte judiciaire. Occasionnellement, nous m@tevdes échantillons alimentaires ou
environnementaux de la part d'industriels pouraegroles de fabrication ou d'enquétes sur
le botulisme animal. Les résultats sont préseniékaaleau 9-1.
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3.3.3. Botulisme animal

Le diagnostic de botulisme animal est de plus ers péalisé par les laboratoires
vétérinaires départementaux ou régionaux, auxquals avons transféré la méthodologie du
moins a certains d'entre eux. Les demandes d'a&ndé/dotulisme animal que nous recevons
proviennent de laboratoires vétérinaires départéamn@n ou prives et concernent
essentiellement des confirmations d'examens r&aéieépremiere intention et de typage de
botulisme. Notre role consiste principalement em agctivité de référence basée sur des
confirmations ou infirmations de premieres analystede typage de botulisme. Les analyses
concernant le botulisme animal sont resumées aledali1.

Botulisme bovin. Le botulisme bovin est endémique dans I'Ouesad&adnce depuis
les années 1980. En 2012, des foyers séveres aaifegh grand nombre d'animaux par
troupeau se sont déclarés. Des échantillons nougtéradressés pour établir le diagnostic
biologique. Un total de 63 échantillons, représen@il foyers et 37 cas, ont été analysés,
principalement des échantillons de contenu intaktidu fait que la recherche de toxine
botulique dans le sérum des bovins n'est pas fidleldotulisme a été confirmé ou suspecté
dans 8 foyers (12 cas). Il s'agit principalemenbdtilisme de type mosaique D/C (5 foyers
sur 8) et secondairement D ou C. Comme l'annéetgedte le type mosaique D/C semble
prédominant chez les bovins en France.

Botulisme des oiseaux sauvagekn France et dans toute I'Europe occidentale, les
oiseaux sauvages, en particulier les canards etsapniseaux aquatiques, paient un lourd
tribut au botulisme chaque année, essentiellemestaison chaude et séche. L'année 2012,
avec une période estivale aux températures modér@egas connu d'épisodes de botulisme
aviaire particulierement importants. Un total deét@antillons représentant 8 foyers et 15 cas
ont été analysés. Le botulisme a été confirmé @pestié dans 4 foyers (10 cas). Le fait
marquant est que d'apres l'analyse génétiqgue dehew® isolées ou de I'ADN préparé des
cultures d'enrichissement, les souche€dbotulinumdes oiseaux sauvages correspondaient
principalement au type mosaique C/D, c'est a dissg@dant un géne de neurotoxine hybride
entre les types C et D. Les souche£dbotulinummosaique C/D sont distinctes de celles de
type D/C retrouvées notamment chez le bovins. Wrdgatmination croisée entre les deux
especes ou une source environnementale commurgeamespéces semble peu probable.

Botulisme des oiseaux d'élevagée botulisme est relativement fréquent ces deesier
annees dans les élevages industriels de volagmddts, dindes, canards...). Outre les pertes
économiques, parfois trés importantes en élevadaptulisme aviaire représente un risque de
santé humaine. En 2012, 44 échantillons provenartdélevages (53 cas) ont été analyseés.
Le botulisme a été confirmé dans 11 élevages gest&s dans un parmi les 26. Le diagnostic
biologique du botulisme chez les volailles repasela mise en évidence et le typage de la
toxine botuligue dans le sérum, ce qui représemetaest relativement fiable, et/ou la
recherche d€. botulinumet son typage dans le contenu intestinal. Le tymbegla toxine par
séroneutralisation ne permet pas de caractérisegolgs types C/D ou D/C mais uniquement
les types C ou D, alors que l'analyse des souchesleoleur ADN dans les cultures
d'enrichissement par PCR, apporte la précisiorype ¢t sous type. Parmi 49 échantillons de
sérum analyseés, la toxine botulique a été détetaas 29: 8 type D, 2 type C ou D. Un total
de 32 contenus intestinaux a été explore, 13 @ntestées positifs: 12 de type C/D, 1 de type
D ou C/D La toxine botulique hybride C/D est neutraliséla &is par les sérums anti-C et
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anti-D ou uniquement par le sérum anti-D. Commer pesI oiseux sauvages, le type le plus
frequent chez les volailles d'élevage est le vari@. On peut s'interroger sur une
transmission possible du botulisme entre oiseauwagpes et oiseaux d'élevage. Mais,
l'apparition du botulisme des oiseaux sauvagestrest saisonniére, majoritairement en
période chaude été et début d'automne, alors douetldisme survient de fagon plus continue
au cours de lI'année dans les élevages de volailles.
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3.4. DETECTION ET INVESTIGATION DES CAS GROUPES ET DES
PHENOMENES ANORMAUX

Laboratoire associéClostridium difficile

Depuis aodt 2009, I'identification de 10 PCR-riqmg régulierement retrouvés en
France a été mise en place. Les souches de réécenmespondant aux PCR-ribotypes 001,
002, 014/020/077, 017, 027, 053, 078/126 et 106tnenvoyees aux différents laboratoires
experts et le serveur de résultat de l'Institutt®asa été modifié afin d’intégrer dans les
résultats l'identification de ces différents PCRatiypes. En 2011, les PCR-ribotypes 005 et
015 ont été ajoutés et adresses aux laboratoipestex

Deux souches trés particuliéres ont été détectéeseptest Cepheid GeneXpett
difficile (gene codant pour la toxine binaire positif maiag codant pour la toxine B négatif).
Elles ont été isolées chez des patients atteiniisfedtion a C. difficile hospitalisés
respectivement a Créteil et a Versailles. Ces ssjafares, ont la particularité de ne produire
que la toxine binaire, mais pas les toxines A dElks ont été identifiées comme appartenant
aux toxinotypes Xla et XlIb. C’est la premiere feis France, a notre connaissance, que de
telles souches sont rapportées dans des cas tiomfeg C. difficile. Ces souches sont a
surveiller.

3.5.CONTRIBUTION AUX RESEAUX DE SURVEILLANCE
INTERNATIONAUX EN PARTICULIER EUROPEENS

F. Barbut est membre du comité executif de TESGCD (Europg@my Group on C.

difficile) et occupe les fonctions de trésorier dis2009.

- F. Barbut participe activement aux études réalisées sogsdéede 'ECDC sur la
surveillance des infections a C. difficile (Baueak Lancet 2011).

- F. Barbut et C. Eckert participent au projet ECDIS-net (supporting capalsuilding
of C. difficile infections at European level) etllaborent au WP4 (diagnostic) et au
WP2 (épidémiologie).

- F. Barbut et C. Eckert participent a I'étude EUCLID (EUropean, multi-cent
prospective bi-annual point prevalence study of €tidium difficile Infection in
hospitalised patients with Diarrhoea)

- F. Barbut participe au projet ClosER (Pan-European LongitadiSurveillance of

Antibiotic Resistance among Prevalent Clostridiumiffiaile Ribotypes)
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3.6. ENQUETES OU ETUDES PONCTUELLES CONCOURANT A LA
SURVEILLANCE

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

L’objectif de ce réseau européen est d’amélioraralgacité des laboratoires des Etats
Membres européens, de la Norveége, de I'lslande éiethtenstein a détecter et surveiller les
infections aClostridium difficile de construire et maintenir une base de données yre
nomenclature de référence des PCR-ribotypes eédelapper et améliorer les protocoles de
surveillance des infectiorgsC. difficile

Financement : ECDC.

Diagnostics and typing ofClostridium difficile infections in Europe.

Kuijper EJ, SM van Dorp, MPM Hensgens, A VirolaingnNagy, P Mastrantonio, K
Ivanova, F

Fitzpatrick,F Barbut, V Hall, T Eckmanns, C Suetens, MH Wilcox, DW Nwotans,
on behalf of th&eCDIS-Net participants.

(ICDS 2012, Communication orale INV9)

Enhancing laboratory capacity for Clostridium difficile detection in Europe.

Notermans DW, A. Virolainen, E. Nagy, P. MastramboiK. lvanova, F. Fitzpatricks.
Barbut, V. Hall, A. Kola, C. Suetens, M. Wilcox, E.J. iuer for the ECDIS-net
participants.

(22" ECCMID, London, 2012. Poster P2286)

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

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

Il s’agit d’'une étude non interventionnelle dong lebjectifs sont de mieux définir le
poids de linfection aC. difficile en Europe et la nature des souches qui circulemt.
laboratoireClostridium difficile associé au Centre National de Référence des dnesrest
chargé de mettre en place et de coordonner cettie &€n France. Il s’agit d’'une enquéte bi-
annuelle de prévalence des infection€a difficile. Le premier volet s’est déroulé en
décembre 2012. Soixante-douze laboratoires framgaig impliqués dans cette étude de
surveillance et ont envoyé un jour donné dans &mames 49 et 50, toutes les selles
diarrhéiques au CNR quelle que soit la demandelidicien. La recherche d€. difficile et
de ses toxines a été recherchée par le CNR sseheinle des selles recues.

3. Etude ClosER (Pan-European Longitudinal Surveillance of AntilmoResistance
among Prevalertlostridium difficileRibotypes).
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Cette étude est coordonnée par M. Wilcox, Leeds,et/K. Kuijper, Leiden, Pays Bas sous
I'égide de 'ESGCD (European Study Group@iostridium difficile.

Il s’agit d’'une étude européenne multi centrigug&yvpe sur 3 ans pour surveiller la résistance
aux antibiotiques des différents PCR-ribotypes.t&€Cehquéte fait suite au lancement de la
fidaxomicine et est financé par Astellas Pharmaldb®ratoire de I'hopital Saint Antoine a
envoyé 25 souches d& difficile a Leeds afin de déterminer la sensibilité des lsesicleC.
difficile vis-a-vis d’un panel d’antibiotiques dont la fidemicine.

4. Sensibilité du codage CIM-10 pour le diagnostides infections aClostridium
difficile : une étude multicentrique.

Barbut F., B. Coignard,L. Cavalie, D. Petiot,L. Landraud, Y. Gendreike,F.
Girard-Pipau, H. Jean Pierre M. Lehmann, A. Le Monnier, B. Jourdan, G. Birgad€.
Buzzi, L. Souply, G. Frey, N. Khanafer, A. Bestidn, Mory, H. Tronel, L. Leméeg L.
Froment,C. Eckert etH. Marchandin.

(RICAI 2012, Poster 397, publié dans Emerg. InfBs. 2012)

Contexte : Le codage des ICD par la Classification Intermatle des Maladies (CIM-
10) est une méthode de surveillance intéressanie fuovre les tendances évolutives des
infections a Clostridium difficile (ICD). Une étude rétrospective monocentrique a
précédemment montré que la sensibilité du codagediorait avec le temps, passant de 26%
(2000-2005) a 39% (2006-2010) (Joeesl, EID, 2012).

Objectifs : Evaluer et comparer dans plusieurs centres latskésde la surveillance
des ICD basée sur le codage par la CIM-10 par rappane surveillance réalisée a partir des
données du laboratoire.

Méthodes : 10 centres hospitaliers (8 CHU et 2 CHG) ont pgréica cette étude
rétrospective (année 2010). Chaque centre a fe@sidonnées générales d’activité (nombre
de journées d’hospitalisations (JH) et d’admissiaosnbre de recherches @e difficile), sa
stratégie diagnostique des ICD utilisée au lab@atée nombre de séjours (hospitalisations
completes) mentionnant une ICD (code A04.7) enrdiatic principal ou associé (données
issues des DIM) et le nombre d'ICD diagnostiquée lahoratoire. Les compte-rendus
d’hospitalisation (CRH) des patients pour lesqlelsodage et les résultats microbiologiques
étaient discordants (CIM10+/Bact- ou CIM10-/Bact efit été relus pour étudier les
discordances.

Résultats : Selon les données microbiologiques, I'incidence I@43 variait de 1,78 a
7,68 cas pour 10000 JH (médiane 4,55, IQR= 2,98}6l24 médiane de sensibilité du codage
par le PMSI était 54,05 % (IQR: 43,6%-66,7%). Lagie® de prescription variait de 4,5 a
10,8 recherches dé. difficile pour 10000 JH et était corrélée a 'incidencé=@R75). La
fréequence avec laquelle I'ICD était mentionnée dan€RH des cas Bact+/CIM- variait de
32% a 65% (défaut de codage). Sur les 106 dos§itvklO+/Bact-, le codage était
majoritairement lié & une erreur d’interprétati@s désultats (souche non toxinogene).

Conclusion : La sensibilité du codage des ICD est inférieurelke cetrouvée dans les
études nord-américaines (71% a 78%). L'extrapatatie ces résultats aux 8033 séjours
codés A04.7 dans la base de données nationale POA8Ipermet d’estimer a environ 14560
le nombre total de cas d’'ICD hospitalisées en Fganc
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5. Augmentation des séjours hospitaliers avec infeon a Clostridium difficile,
France, 2002-2010 : une analyse des données natiesePMSI

Coignard B., R. Mas, J. LambeR, Barbut

(RICAI 2012, Discussion- Poster 85)

Depuis I'émergence du clone 027 en 2006, les imilestaClostridium difficile (ICD)
font I'objet d’'une surveillance via le signalemelds cas groupés ou séveres a I'hopital, un
centre national de référence et une étude natiahialidence (ICD-Raisin, 2009). L'analyse
de la base nationale PMSI (court-s€jour) a permisainpléter ces données.

Ont été retenus les séjours hospitalitdh avec une ICD codée (A04.7) en diagnostic
principal ou associé (SH-ICD); les réhospitalisasi@avec ICD dans un délai de 2002 a 2010,
38486 SH-ICD étaient recensés dans 1145 établisgerde santé (ES). L'age médian (74
ans) et le sex-ratio H/F (0,75) des patients &taible; 5191 (13,5%) SH-ICD conduisaient a
un déces. De 2002 a 2005, l'incidence annuelle 1¢dCD était stable (3,4 a 4,1 pour
100000 habitants) puis augmentait jusqu’a 12,4040 Z+25%/an de 2005 a 2010). De 2002
a 2010, le nombre d’ES aved SH-ICD augmentait de 358 a 756. L'incidence ddslGD
augmentait de 0,5 a 1,9 chez les PMSI permet deesliévolution de l'incidence des ICD.
L’augmentation observée peut s’expliquer par léudibn de clones épidémiques, mais aussi
une amélioration du codage, une sensibilisatiorruacaes cliniciens et une meilleure
sensibilité des tests diagnostiques. Si les dondéef009 sont cohérentes avec celles de
I'étude ICD-Raisin, 'augmentation persiste en 2@0 'absence d’épidémies majeures et
justifie un rappel des recommandations de préventio

4. ALERTES

Les bactéries anaérobies ne sont généralement pbsrigine de phénoménes
épidémiques. Hormis le botulisme (maladie a déttarabligatoire) et les infections séveres
ou épidémiques a C. difficile, il n'y a donc pas mlecédure d’alerte pour les affections a
bactéries anaérobies.

Botulisme: Chaque cas de botulisme confirmé biologiguemantigp 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. téaéest déclenchée lorsqu'il y a un risque de
santé publique, notamment avec un produit alimenthi commerce.

Clostridium difficile (Laboratoire associé)

La surveillance des infections@ difficile en France repose sur le signalement aux
autorités sanitaires (ARS et C-CLIN) des épidémetedes cas séveres d’infections guide
Raisin, _http://www.invs.sante.fr/publications/20@@te raisiny. Il s’agit d’'une surveillance
ciblée. Les établissements réalisant un signalem@ntent envoyer au laboratoire expert de
leur région les souches isolées de I'épisode sigradin d’assurer la surveillance de
I'éventuelle dissémination du clone épidémique 6arw le territoire francais ainsi que celle
d’autres clones émergents. Les données de typage asmessibles en temps réel au
responsable de I'Unité Infections Nosocomialesld¥$. De plus chaque responsable des C-
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CLIN a accés aux informations concernant sa rédi@mergence du clone 027 ou de tout
autre clone dans une région sera rapidement re@@rqu

L’année 2012 a été marquée par le suivi de I'épidafinfections aC. difficile de
PCR ribotype 027 dans la région Nord Pas-de-Ca&ligar sa dissémination limitée dans
d’autres régions de France. Les souches de PCRynb0078/126 ainsi que les PCR-
ribotypes fréquents en France font également ltabjen suivi.

5. ACTIVITES D'INFORMATION, DE FORMATION, ET DE
CONSEIL

5.1. ENSEIGNEMENTS

CNR Bactéries anaérobies et Botulisme

Cours (M. Popoff)

Cours "Le botulisme" dans le cadre du DU Toxineubgtie organisé par S. Lorenzio,
Hoépital Lapeyronie, Montpellier, 21 mars 2012.

Cours "Botulisme" dans le cadre du DU Master 2 FResques sanitaires NRBC",
organisé par le Prof. JD Cavallo, Hopital du Val @ce, Paris 26 septembre
2012.

Cours Master M2 "Interactions toxiques dans lesgsteémes et biotechnologies liées
aux toxines" du Muséum d'Histoire Naturelle de #&tB octobre 2012)
Interactions toxines bactériennes-cellules imatds.

Clostridiums neurotoxinogenes et leurs toxipespriétés, activités et méthodes de
détection

Cours "Mécanismes moléculaires de l'action desosxwts bactériennes” Master M2
"Ecologie microbienne, Pathologie des microorgaeset Anti-infectieux" Faculté
de Pharmacie Paris XI, Chatenay Malabry, (2 oct@bde).

Laboratoire associé

F. Barbut

Master 2, semestres P5, P6, P7, Spécialité Microbiologagi$P/1)

DIU « Physiopathologie et thérapeutiqgue des maladfestiauses » (Paris VI)

DU « Hygiene Hospitaliere, Prévention et Lutte comé® Infections Nosocomiales »
(Université de Picardie Jules Verne)

DU « Techniques de biologie moléculaire applicablesdeagnostic médical » (Paris
V)
Cours assurés dFTAB
DU Réanimation en Pathologie Infectieuse (DURPBichat Claude Bernard
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C. Eckert

Master 1, UE de Microbiologie 1 M1 Santé, DCEM1 (Paris VI)

Master 2 IMVI , Spécialité Microbiologie, Module épidémiolodiaris V, VI, VII)

DES (Faculté de Pharmacie, Paris V)
DESC « Pathologie infectieuse et tropicale » Séminaide-hmodule 7 : Infections associees
aux soins

DIU Infections Nosocomiales Hygiene Hospitalier@aris V, VI, VII)

5.2. STAGIAIRES
CNR/Unité BAT

» Deneve-Larrazet Cécile, 05/01/2009 au 28/12/20d@st-doc "Etude de la régulation de
la synthése de toxine tétanique ckezetant

* Varela-Chavez Carolina, 06/04/2010 au 05/08/20)%st-doc "Caractérisation de la
toxine deClostridium sordellif

» Connan Chloé, 02/11/2010 au 31/10/2013 : thése Slaractérisation de la voie d'entrée
intestinale des toxines botuliques”

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

* Morineaux Valérie these

Laboratoire associé

« Maéva Chioukh, mémoire de fin d'étude, Institut temation de technicien de
laboratoire

» Aké Grace Sika, BTS bioanalyse et controle, ESTBA

- Laétitia Ramé, Master QUESS (Qualité Environnens&turité Sanitaire), UPMC

« Arminé Tarloin, externe en pharmacie, Hopital Saintoine

« Ophélie Said, externe en pharmacie, Hopital Sambilse

« Nolwenn Poccardi, externe en pharmacie, HopitahtSsmtoine

5.3. DIFFUSION AUX PROFESSIONNELS DE SANTE

Les demandes de renseignements ou de conseilstsdirictement par téléphone ou e-
mail auprés des responsables du CNR.

¢ Sjte webdu CNR : http://lwww.pasteur.fr/ip/easysite/pasteur/fr/saceatres-
nationaux-de-reference-et-centres-collaboratewisetes/cnr-et-ccoms/cnr-des-
bacteries-anaerobies-et-du-botulisme/activitesateise
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» Site web spécifique a la surveillance @edifficile: site réservé aux laboratoires du
réseau, a I'lnVS et aux C-CLIN. Ce site permet agee laboratoire expert ou associé
d’enregistrer les caractéristiques des souchedujusont adressées et d’éditer un
compte rendu des résultats qui est envoyé auxdisdéss qui ont envoyé des souches.

« Sijte web RAISIN et de I'InVS:http://www.invs.sante.fr/surveillance/icd/index.htm
(laboratoire associ€)

 Collaboration a la plaquette d’information  destinéeau patient
(http://www.cclinparisnord.org/Usagers/Plaquette PANT .pdf) [2006] (laboratoire
associé)

» Participation a la rédaction du guide raisin « Goted a tenir : diagnostic,
investigation, surveillance, et principes de préxenet de maitrise des infection€a
difficile »

o (http://www.invs.sante.fr/publications/2006/quiddsia/) [2009 (laboratoire associ€)

5.4. ACTIVITES DE CONSEIL

Le CNR est régulierement contacté par téléphonedparcliniciens, biologistes de
laboratoires hospitaliers ou de ville sur le diagimw bactériologique des affections a
anaérobies, conduite a tenir, traitement notamnoboix des antibiotiques. Egalement, le
CNR est régulierement consulté par des vétérindnietogistes de laboratoires vétérinaires,
industriels de l'agro-alimentaire sur les risquéaffections a bactéries anaérobies, le
diagnostic et la conduite a tenir des face a destadins et plus particulierement botulisme et
entérotoxémies.

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, hygiéBien que le nombre d’appels ne soit pas
formellement enregistré, on peut estimer leur fedmpe a un minimum de 1 appel par jour
ouvrable.
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5.5. ACTIVITE D’EXPERTISES.
CNR

Réunions

Participation a la réunion sur le programme NRBEAGSaclay 18 décembre 2012

Expertises
Des activités d'expertise sont menées en colldbaratvec le Service de
Pharmacologie et d'Immunoanalyse, iBiTecs, CEA &ackur la caractérisation

d'anticorps monoclonaux neutralisants de la nexnogdbotulique.

Laboratoire associé

F. Barbut ou C. Eckert ont été régulierement entaminavec B. Coignard et J.-M.
Thiolet (InVS) pour linterprétation de situatiogpidémiologiques. Par ailleurs le dossier
thématique concernant les infectionsCa difficile sur le site de I'InVS est régulierement
réactualisé en collaboration avec J.-M. Thiolet.

1. Une année de diagnostic des infections @lostridium difficile en milieu
hospitalier selon un algorithme en 2 temps

Lalande V., G. Deniziaut, L. Surgers, C. JostetBarbut
(RICAI 2012 Poster P403)

Actuellement, le diagnostic bactériologique de®dtibns aClostridium difficile (ICD) a pour
objectif principal d’obtenir un résultat le jour guelévement pour une prise en charge optimale
des patients infectés. Des algorithmes en 2 (v@jyeétapes sont préconisés selon les
recommandations américaines et européennes: laigueedgtape consistant a « screener » les
selles a l'aide d’'une méthode ayant une excelleradeur prédictive négative (VPN) et la
seconde étape consistant a tester les échantilmsisfs par une méthode spécifique de mise en
évidence des toxines. Nous avons évalué cett@gieahppliquée en routine dans un laboratoire
hospitalier.

Méthodes : Pendant 12 mois, nous avons comparé un algorithagnalstic en deux
temps aux techniques de référence. Le screeningalks diarrhéiques était réalisé par une
technique unitaire immuno-enzymatique détectagtutamate déshydrogénase (GDH) (C. DIFF
Quik chek®, Alere), suivi en cas de résultat pbpiir une technique d’amplification de la toxine
A (lllumigene®, Méridian). Deux méthodes de réf@emmnt été réalisées: la recherche de toxine
libre par I'étude de I'effet cytopathogene d’urtrfit de selles (ECP) et la culture toxigénique
(CT) associant la culture sur milieu sélectif etdéermination du pouvoir toxinogéne des
souches. En cas de discordance entre la primoeuéitile résultat de la GDH, une culture
enrichie était réalisée.

Résultats :2346 selles diarrhéiques consécutives et non téétiont été testées selon les
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deux stratégies. L'ECP et la CT étaient positifasdeespectivement, 117 cas (5%) et 302 cas
(12.9%) avec 66% des souches de CD toxinogéneG[lka était positive pour 302 échantillons
(12.9%), parmi eux 169 étaient positifs par angdiion de la toxine A (7,2%), sept résultats
étaient invalides et 20 tests faussement négtifisr onze échantillons positifs en culture, le test
GDH était négatif, avec dans 9 cas des souchesagé&nes. Comparées a la CT, la sensibilité, la
spécificité et les valeurs prédictives négativepaditives du test GDH et de l'algorithme en 2
temps étaient respectivement de 96% et 83%, de€Q®B0%, de valeur prédictive négative de
99% et 98% et de 96% et 98%.

Conclusion : Comme rapporté dans la littérature, le test GDHna tres bonne VPN
(99%) permettant de 'employer comme un test udteapide de screening. Dans notre étude, la
stratégie en deux temps a une trés bonne VPN (8%PP (100%) permettant une prise en
charge rapide des patients présentant une ICDenhsilslité de la combinaison des deux tests par
rapport a la CT est plus faible que dans la littéea Pour ces cas, la charge bactérienne et la
quantité de toxines libres sont faibles, l'intetptidn sera faite en fonction des signes cliniques.

2. Un diagnostic rapide permet-il d’améliorer la prise en charge des patients
suspects d’infections &lostridium difficile ?

Barbut F., C. Eckert, B. Visseaux, M. Cuingnet, C. Mesquita, N. Prgdie Surgers,
A. Thiriez, N. Ait-Ammar, A. Aifaoui, E. GrandsiretV. Lalande

(ECCMID 2012, Poster P2279, ICCAC 2012, Poster B;15oumis a Clinical
Microbiology and Infection)

Contexte: Un diagnostic rapide et sensible des infectianG. difficile (ICD) est
essentiel pour la prise en charge du patient etis® en place des mesures de prévention.
L’objectif de cette étude était de comparer I'inipde 3 stratégies diagnostiques sur la prise
en charge des patients.

Méthodes Une étude prospective comparant 3 périodes deni8 m été realisée a
I'hépital universitaire Saint Antoine (750 lits)1Rdiagnostic basé sur le test de cytotoxicité
des selles et la culture toxigénique), P2 (diagadmtsé sur I'utilisation du Xpe@. difficile,
Cepheid) et P3 (diagnostic basé sur un algorithm@ ¢éemps : détection de la GDH puis
lllumigeneC. difficile, Meridian). La qualité de prise en charge d’'unigrdta été évaluée par
le délai de validation des résultats des coprorestue délai de prescription d’'un traitement
spécifique, le délai de mise en place de mesuiissleiment (pour les patients positifs), la
fréquence d’'un traitement empirique (pour les pasieégatifs)

Résultats :1122 selles (P1 n=359, P2 n=374, P3 n=389) onétatfiees : 36 (10,0%),
47 (12,6%) et 49 (12,5%) étaient positives respentent pendant les périodes P1, P2 et P3.
Le temps de restitution d'un résultat positif étedispectivement de 762, 15#5 et
31,4438,7 heures pendant les périodes P1, P2 et P3 (h¥x@d de 8523, 1547 et 1723
heures lorsque le résultat était négatif (p<0,001).

La fréquence des selles redondantes dans les § jétait plus faible durant P2 et P3
comparee a P1 (13,3% et 15,3% vs 21,8%, p=0.01).

Les patients atteints d’ICD étaient traités pluscpcement durant P2 et P3 comparé a
P1 (0,5 +0,5 jours, 1,0+1,8 d vs 2,0 jour, p<0,001). La durée d’hospitalisation esple
diagnostic d’ICD était plus longue en P1 comparé& &t P3 (médiane : 10,5 jours vs 8 j and
9 |, p=0,13). Chez les patients sans ICD, le nona@draitement empirique diminuait de
15,8% pendant P1 a 7,4% en P2 et 5,6% en P3 (3D,00e nombre de jours de traitement
injustifié était respectivement de 228, 65 et 7P&nP2, et P3.

Conclusion: Un diagnostic rapide d’ICD améliore la priseatrarge des patients.
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6. ACTIVITES DE RECHERCHE

6.1. ACTIVITES DE RECHERCHE EN RELATION AVEC LE CNR
BACTERIES ANAEROBIES ET BOTULISME

Développement d’'un systeme de typage de type MLSThez Clostridium butyricum

Des souches d€lostridium butyricumsont régulierement isolées de selles de grands
prématurés atteints d’entérocolite ulcéro-nécrasaffCUN) et sont suspectées d’étre
responsables de la survenue de cette pathologiestj@ouvent une urgence chirurgicale. Il
serait intéressant de pouvoir comparer des soubhegtte espece isolées d’enfants atteints
d’ECUN et d’enfants sains. Actuellement aucun systele typage n’existe. La technique
MLST (Multilocus Sequence Typing) outre son intédatns les études de génétique de
population permet également de disposer d’un dattlypage performant.

Des couples d’amorces ont été dessinées permdttanplifier des fragments internes
de plusieurs genes de meénage chiastridium butyricumainsi que chez les especes
apparentée€. beijerinckiiet «C. neonatales>. Sept génes candidats ont déja été identifiés et
les premiers résultats montrent une certaine viliteade séquence qui devrait permettre une
bonne discrimination des souches entre elles.

6.2. ACTIVITES DE RECHERCHE DU LABORATOIRE ASSOCIE

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

1. Clostridium difficile dans les crudités, France
Eckert C., B. Burghoffer, F. Barbut
(ICDS 2012, Poster P102, ICCAC 2012 Poster K-826epté J. Med. Microbiol.)

Contexte Plusieurs publications ont rapporté ces derniareses la présence @e
difficile dans l'alimentation (Iégumes, viandes, crustacédsy premiere étude réalisée en
France en 2007-2008 avait portée sur de la viaramhde et avait montré un taux de
contamination pa€. difficile de la viande hachée de bceuf de 1,9% (Boatiat EID, 2010).

La prévalence était faible comparée a celle reteuwdans d’autres pays. L'objectif de cette
étude était d’estimer la prévalence de la contatisingarC. difficile dans les crudités.

Méthodes 104 salades prétes a I'emploi et crudités acketétre septembre 2010 et
mars 2011 dans 5 supermarchés de Paris et deida gayisienne ont été analysées. 20 g de
chaque aliment ont été écrasés et cultivés damsl de BHI pré-réduit supplémenté avec de
la céfoxitine, de la cyclosérine et du taurocholafgres 72 h d’'incubation en anaérobiose,
des dilutions sériées du bouillon BHI ont été eremraes sur TCCA (Bouillon Cceur cervelle
supplémenté avec 5% de sang de cheval défibriti® @e taurocholate, de la cyclosérine a
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250 ug/ml, de la céfoxitine a 1Qg/ml). Le bouillon BHI a également été ensemengé s
TCCA apres un choc alcoolique. Les souches isadée£té identifiees par des méthodes
conventionnelles (coloration de Gram, odeur, gegerrapid ID32A, bioMérieux) et
caractérisees par PCR-ribotypage et par des PCRIpalétection décdA tcdB, tcdC, cdtA
etcdtB; la sensibilité aux antibiotiques a été réalisgediffusion en milieu gélosée.

Résultats Une souche toxinogéne d& difficile a été retrouvée dans 3 échantillons
(2.9%): dans 2 salades prétes a I'emploi (1 ceelmitie et de la mache) et dans des germes
de petits pois. Ces 3 souches appartenaient auxribGigpes 001, 014/020/077 et non
déterminé et étaient négatives pour la toxine kéndilles étaient sensibles a la vancomycine
et au métronidazole.

Conclusiont La prévalence de la contamination dans les @saditétes a I'emploi est
plus faible que celle rapportée dans une précéddut de Bakri et al. (EID, 2009) (7.5%).
Deux des PCR-ribotypes isolés dans cette étude €0@I14/020/077) sont les principaux
PCR-ribotypes responsable d’infectionCa difficile chez 'homme. D’autres études sont
nécessaires pour investiguer le réle de la noueritlans la colonisation ou l'infection@G
difficile chez I'homme.

2. 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.

Ce projet cherche a comprendre la réponse immumidieis patients dans les infections
a C. difficile et le poids de cette immunité comme facteur dgudsd’infection. Ce projet
multi-centrique (15 centres dont I'’h6pital Sainttdime) démarrera en 2013 et est financé par
Sanofi Pasteur. Il prévoit d’inclure 300 patient$@0 témoins. Le CNR sera chargé de typer
les souches d€. difficile. L’hépital Saint Antoine participe a ce projetestt également en
charge de constituer une coprotheque.
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6.3. ACTIVITES DE RECHERCHE DE L'UNITE BACTERIES
ANAEROBIES ET TOXINES

Implication de systémes a deux composants dans lagulation de la toxinogénése
chezC. botulinum A (Travail de Master2 et these, C. Connan) (Plos@i2?2 7: e41848)

Nous avons précédemment montré que la synthelserggirotoxine che€. botulinum
était hautement régulée et qu'un gebetR/A situé dans le locus botulique codant pour un
facteur sigma alternatif contrélait positivementttanscription du gene de la neurotoxine.
L'analyse du génome de la souche HallGdéotulinumtype A a réveélé la présence de 30
paires de génes prédits pour coder des systemesgdiation a deux composants et 9 génes
orphelins potentiellement régulateurs. Un totaBdesouches mutantes par répression de gene
régulateur a l'aide d'un systéme d'ARN anti-seni&téaobtenu. Deux mutants de systemes a
deux composants ont montré une croissance pluderapie la souche sauvage accompagnée
d'une lyse rapide des bactéries et une producfidnite de toxine. Ces deux systemes a deux
composants ont probablement des effets pléiotropplquant le contrble de la synthése de
paroi bactérienne. Trois autres systemes a deuyasents régulent négativement la synthese
de toxine botulique indépendamment de BotR/A. Liatlsyse de toxine botulique A est sous le
contréle d'un réseau complexe de régulation conaptermu moins 3 systémes a deux
composants.

Passage de la toxine botulique A a travers la bagre intestinale(Travail de thése
de C Connan, financement DGA et programme Européen FPigs Pathogens 2012, 8:
€1002583)

Le passage de la barriere intestinale constitu@réaniére étape de [lintoxication
botulique par voie alimentaire, qui est encore peaonue. Nous avons, dans un premier
temps, étudié le trafic de la neurotoxine botuliuelans un modéle de monocouche de
cellules intestinales et nous avons montré quealesport de la toxine botulique A consistait
en un mécanisme de transcytose dépendante de edieppécifiques (gangliosides GT1b,
GD1b et la protéine SV2) qui sont les récepteursetie toxine sur les cellules neuronales. il
semble que les récepteurs pour la toxine botuligusoient les mémes sur les cellules
neuronales et sur les cellules intestinales.

Le passage de la barriere intestinale a été analgeé un modéle senm vivo en
utilisant des anses intestinales de souris ligatugéchaque extrémité et maintenues en survie
dans du milieu de Krebs-Ringer oxygéné. La toxioeilique A a été injectée dans la lumiere
intestinale et les contractions musculaires lomljitales en réponse a des stimulations
électriques ont été enregistrées a l'aide d'unde@tre. L'administration de toxine botulique
A dans l'anse intestinale s'accompagne d'une dimmmumarquée des contractions
musculaires spontanées et d'une abolition quasplEten des contractions évoquées
électriguement. L'addition de carbachol, un activatdes récepteurs acétylcholine, aprées
I'action de la toxine botulique A induit des cowstrans musculaires indiquant que la toxine
botulique injectée dans une anse intestinale gsilda de traverser la barriere intestinale et de
bloquer les terminaisons cholinergiques des motam&s intestinaux. Les effets paralysants
de la toxine botulique sont significativement dims lorsque la toxine est préincubée avec le
domaine recombinant L4 de la protéine SV2C quiéangbntré comme étant le site de liaison
a la toxine botulique A. Ce résultat supporte g2 Su une protéine apparentée jouerait le
réle de récepteur pour la toxine botulique a aeaivde la barriére intestinale.

Le passage de la toxine botulique A a travers laidra intestinale a été suivi en
utilisant le domaine Hc de la toxine, qui corregp@u domaine de liaison au récepteur,
marqué avec une molécule fluorescente (Hc-Cy3g ehddele d'anse intestinale de souris
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semiin-vivo. Hc-Cy3 a été injecté dans la lumiere d'ansestinges et a différents temps
d'incubation, les anses ont été préparées poigeloation en microscopie confocale. Dans
ces conditions, Hc-Cy3 reconnait préférentiellenoentaines cellules des cryptes intestinales
au niveau de la muqueuse intestinale. Ces celkoes des cellules neuroendocrines (co-
marquage avec la chromogramine, marqueur de celluleuroendocrines, et plus
spécifiguement avec la sérotonine), qui sont dittm des cellules de Paneth (absence de co-
marquage avec la lectine UEA-1). Dans le modelendaeocouches de cellules polarisées
cultivées sur filtre, la lignée de cellules neura@erines STC-1 permet le passage de la toxine
botulique A, cependant avec une moindre efficagité la lignée mICCL2, qui est aussi une
lignée neuroendocrine de cellules de cryptes imi@Ests mais dans un stade moins différentié
que les STC-1. La préincubation de Hc-Cy3 aveolealne L4 de SV2C prévient I'entrée de
Hc-Cy3 dans les 2 types cellulaires, soutenant3)@ est aussi impliqué dans l'entrée de la
toxine dans les cellules intestinales. Nous avogaleénent montré que ces cellules
contiennent une protéine réactive aux anticorpsi2.

Dans le modéle d'anse intestinale semivivo, Hc-Cy3 reconnait les extrémités des
neurones cholinergiques du plexus sous muqueux \@ntérique ainsi que dans la
musculeuse. Ceci est en accord avec le fait quexiae botulique A bloque la sécrétion
d'acétylcholine au niveau des motoneurones. MaisC¥B marque aussi d'autres types de
neurones dans la sous-muqueuse intestinale comsneedeones a sérotonine, glutamate ou
VIP, bien qu'a une moindre fréquence que les n&srcholinergiques. Les effets de la toxine
botulique sur ce type de neurones ne sont pas spilgyourraient étre utilisés par la toxine
pour son transport vers les motoneurones cibles lgameste de I'organisme.

Interaction des toxines clostridiales de grande te avec la membrane cellulaire
(financement NRBC/CEA, travail de C. Varela-Chayszst doc)

La toxine LT deC. sordellii appartient comme les toxines A et B @edifficile au
groupes des toxines clostridiennes de grande wllanactivent les GTPases de la famille
Rho/Ras par glucosylation et qui ont un réle magams les pathologies générées par ces
bactéries. Nous avons montré au préalable quexiaetd T reconnait spécifiquement la
phosphatidylserine (PS) et que son activité enzigmatétait supérieure d'un facteur environ
100 quand son substrat, Rac ou Ras, était ancedimnmembranes lipidiques enrichies en
PS par rapport au substrat en solution (J. Bioen@h2004, 279: 49876-49882). Le site de
liaison a la PS est localisé dans le domaine enugueade la toxine (acides aminés N-
terminaux 1-543) et que les 10 premiers acides @n@taient importants pour cette liaison.
En effet le domaine enzymatique recombinant délég 11 premiers acides aminés montre
une affinité tres basse pour la PS. L'objectif edravail est de caractériser le site de liaison a
la PS sur les toxines clostridiennes de grandee &tild'analyser le réle de cette liaison a la PS
dans l'activité des toxines. Des mutants ont étémis dans la partie N-terminale du domaine
enzymatique de LT. Ces domaines ainsi que le demenaymatique sauvage sont obtenus en
tant que protéines recombinantes et purifiés. lagfimité de liaison a la PS est mesurée par
ELISA et par "surface plasmon resonance" (Biacdka)si on a pu déterminer les constantes
d'affinité de ces domaines, sauvage et mutés,lpd®®. Certains de ces mutants ont perdu en
grande partie leur capacité de liaison a la PStednhd'électroporation de protéines a été mis
au point pour internaliser ces domaines dans déslesx Vero et analyser leurs effets
biologiques. Les mutants qui perdent leur liaisdia #S perdent également leur capacité a
altérer le cytosquelette d'actine indiquant quelaon a la PS est une condition indispensable
pour l'activité intracellulaire de cette toxinealXres mutants sont en cours d'étude ainsi que
I'analyse cristallographique du domaine enzymatdgid.T avec la PS de facon a définir le
site structurel d'interaction avec la PS.
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Régulation de la toxinogénése cheflostridium tetani (financement SANOFI-
PASTEUR, C Deneve post-doc)

L'objectif est de comprendre le systeme de régulate la synthése de toxine
tétanique cheZL. tetani de fagcon & améliorer la production de toxine iéian (TeNT) au
niveau industriel pour la préparation de vaccin.déme de TeNT est précédé d'un gene
régulateur (TetR) que nous avons préecédemmenttéassic Ces deux genes sont localisés
sur un plasmide de grande taille cli@zetani La premiere partie de ce travail a consisté a
mesurer I'expression des getastet tetRpar RT-PCR au cours de la cinétique de croissance
de souches d€. tetani hautement et faiblement toxinogenes et dans diftérmilieux. Le
génome deC. tetani contient une vingtaine de genes régulateurs getsnt.'analyse de ces
genes régulateurs sur la synthese de TeNT estuga par construction de souches mutantes
de C. tetanichez lesquelles un plasmide recombinant portarslygtéme d'expression d'ARN
antisens pour chacun des genes d'intérét a ébéluritr

Activité de la formation de pores par la toxine epson de C. perfringens et autres
toxines apparentéegfinancement IP, S. Pauillac)

La toxine epsilon deC. perfringens(ETX) est une toxine trés active qui agit en
formant des pores dans les membranes de celllless cETX est une des toxines qui a la
plus puissante activité létale apres les neuroesxbotuliques. De ce fait, elle est considérée
comme une arme biologique redoutable, et elle'aget d'entérotoxémie foudroyante chez
les animaux, principalement chez les ovins. Nowsmswmontré que ETX agit en formant des
pore dans les membranes des cellules cibles intduiear perméabilisation aux anions et
cations monovalents suivie d'une entrée retardéaldaum (J Biol Chem 2001, 276: 15736-
15740). Une étude est en cours pour analyser Esgeiments ioniques (NaK*, Cd™, CI)
dans les cellules traitées par ETXou des mutanis Badomaine du pore a l'aide de sondes
fluorescentes spécifiques de chaque ion et en teégbsL'objectif est de comprendre quels
sont les premiers événements générés par ETX muuik cascade de signalisation
intracellulaire conduisant a la mort par nécrose.

Programme européen sur les anticorps neutralisantdes toxines botulique A, B et
E (2010-2014) 7 partenaires dont le CRSSA comme edmateur (C. Mazuet, M. Popoff)

L'objectif est I'obtention d'anticorps recombirganeutralisants des toxines botuliques
A, B et E. Pour cela, des macaques sont immunigé@ga d'antigenes recombinants et des
librairies de fragments d'anticorps (scFv) sonbléga et testées par la technique du phage
display. Les anticorps ayant une affinité élevéerpchacune des toxines botuliques sont
ensuite testées pour leur activité neutralisante.

Notre réle consiste dans la préparation et lafipation d'antigenes recombinants
(domaine Hc et chaine légere) des principaux sguesstdes toxines botuliques A, B et E, la
préparation et la calibration des sous-types dasde botuliques A, B et E pour les tests de
neutralisation, les essais de neutralisationvivo chez la souris, le génotypage et la
caractérisation génétique d'une collection de sesickeC. botulinumA, B et E incluant les
différents sous-types.
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7. PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS

7.1.CNR ET UNITE DES BACTERIES ANAEROBIES ET TOXINES

7.1.1. Publications dans des revues nationales

Bouvet P, Gregory A, Bellon L, Marmouset C. 201ztdF Leptotrichia goodfellowii
bacteremiaMed Mal Infect 42:174-175.

7.1.2. Publications dans des revues internationales amité de lecture

- Hoarau G, Pelloux I, Gayot A, Wroblewski I, PopbfR, Mazuet C, Maurin M, Croizé J.
Two cases of infant botulism in Grenoble, Franaehoney for infantsEur J Pediatr
2012, 171: 589-591.

— Kaiser E., Bohm N., Ernst K., Langer S., SchwanAktories K., Popoff M., Fischer G.,
Barth H. FK506-binding protein 51 interacts wi@tostridium botulinumC2 toxin and
FK506 inhibits membrane translocation of the toxin mammalian cells.Cell.
Microbiol. 2012, doi: 10.1111

— Couesnon A., Molgo J., Connén Popoff M. R. Preferential entry bbtulinumneurotoxin
A Hc domain through intestinal crypt cells and &ngg to cholinergic neurons of the
mouse intestiné?los Pathogen®012, 8: €1002583

— Seyer A., Fenalille F., Féraudet-Tari€3e Volland H., Popoff MR, Tabet JC, Jun@t,
Becher F. Rapid quantification of clostridial epsiltoxin in complex food and biolgical
matrixes by immunopurification and ultraperformaricgeiid chromatography-tandem
mass spectrometnanal Chem 2012, 84:5103-5109.

- Tudrkcan S, Masson JB, Casanova D, Mialon G, Gachi Boilot JP, Popoff MR,
Alexandrou A. Observing the confinement potentilbacterial pore-forming toxin
receptors inside rafts with nonblinking Eu(3+)-ddpexide nanoparticleBiophys J.
2012, 102: 2299-2308.

- Connan C, Brueggemann H, Mazuet C, Raffesting&yeCN, Popoff MR. Two component
systems are involved in the regulationbotulinumneurotoxin synthesis i@lostridium
botulinumtype A strain HallPlosOne2012, 7: e41848

- Bouvet P, K'ouas G, Le Coustumier A, Popoff MBRostridium celerecrescen®often
misidentified as Clostridium clostridiforme'group, is involved in rare human infection
casesDiagn Microbiol Infect Dis. 2012, 74: 299-302.

- Mazuet C, Ezan E, Volland H, Popoff MR, BecheiTiao outbreaks of type A botulism in
France, toxin detection in patients' serum by nggectrometryJ. Clin. Microbiol.
2012, 50: 4091-4094.

- Bezrukov SM, Liu X, Karginov VA, Wein AN, Leppl&H, Popoff MR, Barth H,
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Nestorovich EM. Interactions of high-affinity catioc blockers with translocation
pores ofB. anthracis, C. botulinunandC. perfringensinary toxinsBiophys. J 2012,
103: 1208-1217.

—Harper CB, Popoff MR, McCluskey A, Robinson PJ,udier FA. Targeting membrane
trafficking in infection prohylaxis: dynamin inhilors. Trends Cell Biol 2012, doi:
10.1371

- 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 BGPopoff MR,
Barth H. CD" promotes intoxication by the clos@idota-family toxins.PlosOne2012,

7: e51356.

- Plassart C, Mauvais F, Heurte J, Sautereaagkdy CBouvet P 2012. First case of intra-

abdominal infection witlClostridium disporicumAnaerobe 19:77-78.

7.1.3. Chapitres de livre

Popoff M. R., MazueC. Clostridium botulinum history, strain and neurotoxin diversity. In
Clostridium botulinum A spore forming organism and a challenge to featkty.
Series: Advances in food safety and food microlgglaChristine Rasetti-Escargueil
and Suzanne Surman-Lee (Eds), Nova Science Putsljdhe. New York 2012, 1-36

7.1.4. Congres, worshops

- 2° Séminaire du Département de Microbiologie IRBAstitut de Recherche de
Biologie des Armées) Val de Grace, Paris, 15-16lwe 2012: conférence
M. Popoff "Passage de la toxine botulique a trslebarriere intestinale”

- Toxins2012, Miami USA 5-7 décembre 2012 orgamiaé G. Schiavo, M. Hallet, J
Jankovic, MP conférencier invité:" Trafficking obtulinum neurotoxin A in the intestinal
mucosa”

- 20° Rencontres en Toxinologie (RT20) Société €asse d'Etudes en Toxinologie
(SFET), Institut Pasteur, Paris, 10-11 décembr201
MP co-organisation du congrés
conférence sur invitation "Evolution of toxin gena Clostridium"
chairman de session

7.1.5. Séminaire

M. Popoff - "Botulisme, Intoxications alimentaira€lostridiumperfringens, Centre
de Recherche et d'Etude pour I'Alimentation, P45 17 octobre 2012.
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7.2. PUBLICATIONS DU LABORATOIRE ASSOCIE

7.2.1. Publications dans des revues de langue francaise

Barbut F., V. Lalande, L. Beaugerie e€. Eckert. Infections digestives @lostridium
difficile. Mini-revue Hépato Gastro, accepté.

Barbut F., Meynard JL, E. Maury, L. Surgers, C. Eckert. atiens digestives &.
difficile : diagnostic et traitement. Infectiologie en réaation, Springer eds, 2012, 441-460

7.2.2. Publications dans des revues internationales

Eckert C., B. Coignard, M. Hebert, C. Tarnaud;. Tessier A. Lemire, B.
Burghoffer, D. Noel,F. Barbut. On behalf of the ICD-Raisin Working Group. Cliaiand
microbiological features dElostridium difficileinfections in France: The ICD-RAISIN 2009
national survey. Médecine et Maladies infectieu2843 accepté.

Debast SB, Bauer MP, Sanders IM, Wilcox MH, Kuijiel;, on behalf of the ECDIS Study
Group. Antimicrobial activity of LFF571 and three treani agents againsElostridium
difficile isolates collected for a pan-European survey i082(clinical and therapeutic
implications.J Antimicrob Chemother. 2013 Feb 18.

Eckert C., B. Burghoffer, V. Lalande, et F.Barbut. Evaluation of the chromogenic agar
chromID(R) C. difficile.J Clin Microbiol. 2013 Mar;51(3):1002-4.

Fitzpatrick F,F. Barbut. Breaking the cycle of recurre@lostridium difficileinfections.Clin
Microbiol Infect. 2012 Dec;18 Suppl 6:2-4.

Barbut F, V. Lalande, C. Eckert. New molecular methods for the diagnosiCddstridium
difficile infections.Drugs Today (Barc). 2012 Oct;48(10):673-84.

Antunes A, E. Camiade, M. Monot, E. Courtdis,Barbut, NV. Sernova, DA. Rodionov, I.
Martin-Verstraete, B. Dupuy. Global transcriptioraintrol by glucose and carbon regulator
CcpA inClostridium difficile Nucleic Acids Res. 2012 Nov;40(21):10701-18.

Barbut F, M. Rupnik. Editorial commentary: 027, 078, anchest: going beyond the
numbers (and away from the hypervirulen€d)n Infect Dis. 2012 Dec;55(12):1669-72.

Jones G, N. Taright, PY Boelle, J. Marty/. Lalande, C. Eckert, F. Barbut. Accuracy of
ICD-10 codes for surveillance @lostridium difficile infections, FranceEmerg Infect Dis.
2012 Jun;18(6):979-81.

Barbut F, Yezli S, Otter JA. Activityin vitro of hydrogen peroxide vapour against
Clostridiumdifficile sporesJ Hosp Infect. 2012 Jan;80(1):85-7.
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7.2.3. Communications nationales

Barbut F., B. Coignard,L. Cavalié, D. Petiot,L. Landraud, Y. Gendreike,F.
Girard-Pipau, H. Jean Pierre M. Lehmann, A. le Monnier, B. Jourdan, G. BirgaddC.
Buzzi, L. Souply, G. Frey, N. Khanafer, A. Bestidn, Mory, H. Tronel, L. Lemée L.
Froment,C. Eckert, H. Marchandin. Sensibilit¢é du codage CIM-10 pour le diagnoses d
infections acClostridium difficile : une étude multicentriqué&kéunion Interdisciplinaire de
Chimiothérapie Anti-infectieus2012 Poster 397.

Eckert C., O. Said N. Poccardi C. Rambaud B. Burghoffer, V. Lalande, F.
Barbut. Evaluation des performances du Vitla. difficile GDH et du C. diff Quik Chek
Complet& en comparaison avec la culture@estridium difficile.Réunion Interdisciplinaire
de Chimiothérapie Anti-infectieu2012 Poster 399.

Lalande V., L. Barrault, C. Eckert, F. Barbut. Evaluation d’'un nouveau test
d’amplification FOCUS Simplexa C. difficile Universal Direct dans le diagnostic des
infections aClostridium difficile (ICD). Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-
infectieuse2012 Poster 402.

Lalande V., G. Deniziaut, L. Surgers, C. Jost,Barbut. Une année de diagnostic des
infections aClostridium difficile en milieu hospitalier selon un algorithme en deemps.
Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Amtfactieuse2012 Poster 403.

Coignard B., R. Mas, J. Lambert;. Barbut. Augmentation des séjours hospitaliers
avec infection &lostridium difficile France, 2002-2010 : une analyse des donnéesalaso
PMSI. Réunion Interdisciplinaire de Chimiothérapie Amtiactieuse2012 Poster 85.

Eckert C. Nouveaux outils diagnostiques, nouvelles stragdiagnostiques Réunion
Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-infecte2012 Communication orale 39.

F. Barbut. Epidémiologie et facteurs de risque des infestia€. difficile. Réunion
Interdisciplinaire de Chimiothérapie Anti-infecte22012 Communication orale 38.

Eckert C. Nouvelles méthodes et stratégies diagnostiquespasiom Astellas
« Infections aClostridium difficile : les nouveaux défis ». Communication orale. Jéesn
Nationales d’infectiologie 2012 Tours.

7.2.4. Communications internationales

Eckert C., B. Burghoffer, F. Barbut. Clostridium difficile in Ready-to-eat Raw
Vegetables, France52" Interscience Conference on Antimicrobial Agentsd an
Chemotherapy San Francisco 2012 postop5.

Barbut F., C. Eckert, L. Surgers,V. Lalande, pour le GRCn°2 EPIDIFF. Does a
Rapid Diagnosis ofClostridium difficile Infection (CDI) Impact on Quality of Patient’s
Management? 52" Interscience Conference on Antimicrobial Agentsl &hemotherapy
San Francisco 2012 poster D-154
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Eckert C., C. Rambaud, V. Lalande, F. Barbut. Performances of a New Test to
Detect GDH in Stool Sample§2™ Interscience Conference on Antimicrobial Agentd an
Chemotherapy San Francisco 2012 poster D-157.

Lemire A., C. Tessier C. Eckert, F. Barbut. Characterization of three new
toxinotypes ofClostridium difficile 4™ InternationalClostridium difficile Symposium, Bled,
2012 PosteP91.

Eckert C., C. Rambaud V. Lalande, F. Barbut. Detection of glutamate
dehydrogenase in stool samples: evaluation of theunoquickC. difficile GDH assay
(PRO-LAB). 4" InternationalClostridium difficile Symposium, Bled, 2012 Pose®9.

Eckert C., P. Schaaf C. Ménard, C. Elias, B. Burghoffer, V. Lalande, F. Barbut.
Evaluation of Vidas® Clostridium difficile toxin AB on colonies 4™ International
Clostridium difficileSymposium, Bled, 2012 Post#100.

Eckert C., P. Schaaf C. Ménard, C. Elias, B. Burghoffer, V. Lalande, F. Barbut.
Isolation of Clostridium difficile in 24 hours with ChromID® C. difficile agar, a new
chromogenic mediumd™ InternationalClostridium difficile Symposium, Bled, 2012 Poster
P101.

Eckert C., B. Burghoffer, F. Barbut. Contamination of ready-to-eat raw vegetables
with Clostridium difficile France.4™ InternationalClostridium difficile Symposium, Bled,
2012 PosteP102.

Kuijper EJ, SM van Dorp, MPM Hensgens, A VirolainghNagy, P Mastrantonio, K
Ivanova, F

Fitzpatrick,F Barbut, V Hall, T Eckmanns, C Suetens, MH Wilcox, DW Nobans,
on behalf of theECDIS-Net participants. Diagnostics and typing dZlostridium difficile
infections in Europe.4™ International Clostridium difficile Symposium, Bled, 2012
Communication oraleNV9.

Lalande V., L. Surgers, A. Thiriez, N. Ait Amar, A. Aifaouk. GrandsireC. Eckert,
F. Barbut. Detection of Clostridium difficile in stool by the search for glutamate
dehydrogenase, evaluation of a new immunoassayutgst 22 European Congress of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Long2012. Poster P2263

Barbut F., C. Eckert, B. Visseaux, M. Cuingnet, C. Mesquita, N. PradierSurgers,
A. Thiriez, N. Ait-Ammar, A. Aifaoui, E. Grandsir®,. Lalande. Impact of a rapid diagnosis
on the management of patients suspecte@lostridium difficile infection. 22 European
Congress of Clinical Microbiology and InfectioussBases. London, 2012. Poster P2279

Eckert C., A. Lemire, C. Rambaud V. Lalande, F. Barbut. Evaluation of
RIDA®GENE Clostridium difficle and Toxin A/B (R-Biopharm) real-time PCR for
diagnosingClostridium difficileinfections. 22" European Congress of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases. London, 2012. Poster P2270

Eckert C., P. Schaaf C. Ménard, C. Elias, B. Burghoffer, V. Lalande, F. Barbut.
Evaluation of a new chromogenic medium for isolatiof Clostridium difficile. 22°

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile



Rapport annuel d’activité 2012 66

European Congress of Clinical Microbiology and t@tieus Diseases. London, 2012. For
publication only R2623.

Notermans DW, A. Virolainen, E. Nagy, P. MastramboiK. lvanova, F. Fitzpatricks.
Barbut, V. Hall, A. Kola, C. Suetens, M. Wilcox, E.J. Kuper for the ECDIS-net
participants. Enhancing laboratory capacity f@lostridium difficile detection in Europe.
22" European Congress of Clinical Microbiology andektfous Diseases. London, 2012.
Poster P2286.

Barbut F. Breaking the cycle of recurreft difficile infections, Astellas Pharma EU
symposium. Panel discussion and summary™ 2Buropean Congress of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases. London, 20@@mmunication orale.

7.2.5. Conférences sur invitation

Barbut F. Infections aClostridium difficile actualités. 48" Congreés International de
la Société de Réanimation de Langue Francaisedl& 20 janvier 2012 - CNIT Paris.

Barbut F. - Physiopathologie des infections@ difficile : réle de I'immunité et
nouvelles perspectives thérapeutiques. 6emes jesidie REIVAC. 20 janvier 2012, Paris.

Barbut F. Epidemiology and diagnosis of CDI"%Paris International Conference on
Intensive care. Sepsis, 7 juin 2012, Paris.

Barbut F. Infections due toC. difficile and other emerging multi drugs resistant
bacteria. Journées Internationales Anios, 2 jull?2, Versailles.

Barbut F. New trends irC. difficile infections. BD NAAT work. 5 juillet 2012, Berne,
Suisse.

Barbut F. Epidemiology and updates @h difficile diagnosis. Patient safety. Updates
on Infectious diseases and antibiotic use. 15-16boe 2012, Abu Dhabi, Emirats Arabes
Unis

Barbut F. C. difficile: a growing problem. Journées sur les infectio®s difficile. 19
octobre 2012, Brno, République Tcheque,

Barbut F. Clinical efficacy, safety and tolerability &@. difficile. ACE (awareness of
C. difficile through education) meeting. 30 novembfed&cembre 2012. Budapest. Hongrie

Barbut F. CDI: current and future management. ACE (awarer@dsg. difficile
through education) meeting. 30 novembfed&cembre 2012, Budapest, Hongrie.

7.2.6. Autre
Barbut F. Formation sur les anaérobies. bioMérieux. 14-1Gndsre 2012

Staff de service sur les infections a C. difficile

Barbut F. Réanimation polyvalente, CH d’Argenteuil, 5 janva&12
Barbut F. Hépato gastroentérologie, Hopital Beaujon, 21 @i
Barbut F. Réanimation médicale, Pitié Salpétriére, 25 aWil2
Barbut F. Réanimation médicale, Hbpital Foch, 17 septembie 20
Barbut F. MIT, Saint Antoine, 11 avril 2012
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8. PROGRAMME D'ACTIVITE POUR 20012-2013

8.1. PROGRAMME DU CNR

8.1.1. Identification des souches de bactéries anaéralsi

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

8.1.2. Diagnostic du botulisme

Le CNR poursuit ses activités de diagnostic de llsmhe a partir des échantillons
biologiques et alimentaires qui lui sont envoyé® [@lus, nous réalisons lisolement des
souches d€. botulinuma partir des échantillons de selles et/ou d'alimeBtectés positifs,
ainsi que leur caractérisation par génotypagemtesecage du gene de la neurotoxine.

8.1.3. Activités de Recherche en relation avec le CNR

» Développement de tests alternatifs de dosage degitees botuliques

La mise au point des tests de détection des tohoadiques A, B et E basés sur
I'activité protéolytique des substrats spécifiq(B§AP25 pour les toxines botuliques A et E,
et VAMP2 pour la toxine botulique B) et révélatipar des anticorps spécifiques de la forme
clivée en format ELISA sera poursuivie. L'objeetst de remplacer les tests de létalité chez la
souris par des tests vitro pour la détection et l'identification des toxiteguliques dans les
échantillons biologiques et alimentaires. La cadntea est d'obtenir une sensibilité de
détection aussi élevée avec les t@stsitro par rapport au test souris, notamment dans les
échantillons de sérum humain.

» Caractérisation génétique des souches @& botulinum isolées au CNR (suite)
Les souches récemment isolées de cas de botufismain sont en cours d'analyse
pour le génotypage du locus botulique, séquencaggede de la neurotoxine botulique pour
déterminer le sous-type, et MLST pour évaluer igabdlité génétique de ces souches.

» Caractérisation des souches de bactéries anaérobetypiques adressées au CNR

Certaines souches adressées au CNR sont issgas gathologiques trés particuliers
comme des septicémies ou chocs toxiques foudrqyantdien présentent des caracteres
atypiques. En plus des tests habituellement réapsér I'identification de ces souches, des
analyses plus approfondies sont entreprises stairmes d'entre elles pour mieux appréhender
leur pouvoir pathogene ou leur mode de transmis<i@s analyses comprennent: mise en
évidence de toxine ou activité toxique particulies&quencage partiel du génome, analyse de
la variabilité génétique par MLST quand cette seuebkt apparentée a un groupe particulier
de bactéries anaérobies, résistance aux antibéstjgqétude détaillée des caractéres
biochimiques .
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* Programme SERODIF (Réle pronostique de la réponsenimunitaire de I'hote dans
les infections aC. difficile, leurs complications et les rechutes)

L'objectif est d’étudier la relation entre le pitale réponse immunitaire de I'hote vis-
a-vis d’'un panel d’antigenes @k difficile et la survenue d’une infectionCa difficile, décrire
les caractéristiques de la réponse immunitairentifier un profil de réponse immunitaire a
valeur pronostique (formes graves et rechutes)vatuér le poids de l'immunité parmi
I'ensemble des facteurs de risque d'une infectiGndifficile.

Le CNR est chargé de la production/purificatioss texines A, B et CDT pour leur
utilisation comme antigene dans les analyses densgpanticorps des patients qui seront
effectuées par I'Unité de ML Gougeon Immunité ardle, Biothérapie et Vaccin.

8.2.PROGRAMME DU LABORATOIRE ASSOCIE
Virulence : Projet CDIFFGEN (Pathogenomics, ERAnet) derniere année

L’objectif de ce projet européen est de mieux cangre pourquoi certaines souches
de C. difficile ont un potentiel de virulence plus important quauttes. Ce potentiel de
virulence est défini soit par la capacité des sesch entrainer des infections plus séveres
(souche 027) ou a prédominer dans certains paysl{ee 001 et 106 en Angleterre, souche
053 en Autriche, souche 078 en France) ou a amefptquemment responsables d’épidémies
(souches 017). Nous nous proposons de comparaouebes a d’autres souches n'ayant pas
le méme potentiel de virulence mais proches d'umtpde vue phylogénétique (méme
séquence type en MLST ; PCR ribotype ayant un iefit de similarité >85%) en utilisant
des approches génomiques (génomique comparativearescriptomiques (expression des
géenes, microarray). Si des génes s'averent ingressdes mutants knock-out seront construits
(ClostronSystem) et leur pathogénese sera étuBieBypuy, IP Paris). Nous avons recu un
financement européen de 146 k€ pour ce projet sfjupéoté par M. Rupnik. A ce titre, F.
Barbut a participé aux travaux de génomique contipar&t de transcriptomique du projet
CDIFFGEN dans le laboratoire de Bruno Dupuy (Uniés toxines et pathogénie
bactérienne, Institut Pasteur).

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’amélioraralgacité des laboratoires des Etats
Membres européens, de la Norvége, de I'lslande éiethtenstein a détecter et surveiller les
infections aClostridium difficile de construire et maintenir une base de données yre
nomenclature de référence des PCR-ribotypes eédelapper et améliorer les protocoles de
surveillance des infectiorgsC. difficile

A ce titre Catherine Eckert a participé les 14 ®imars 2012 au Workshop "Isolation
and identification ofClostridium difficilefrom feces samples and PCR-ribotyping” a Leiden,
Pays-Bas.
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Epidémiologie : EUCLID (EUropean, multi-centre, prospective bi-annual pgirevalence
study ofCLostridium difficileInfection in hospitalised patients with Diarrhoea)

Cette étude est organisée sous I'égide de I'Unitdede Leeds (Pr M. Wilcox) et financé par le
laboratoire Astellas. Il s’agit d’'une étude noreiventionnelle dont les objectifs sont de mieuxrdéf
le poids de linfection &. difficile en Europe et la nature des souches qui circulenprincipe de
cette étude est de collecter auprés de 65 étabksge de santé, tous les échantillons de selles
envoyés pour coprocultures (indépendamment d’'uneadde spécifique de rechercheGledifficile)
au cours de 2 journées (une journée entre le§ 2étembre 2012, et une autre journée entre’les 1
5 juillet 2013, afin de tenir compte de la saisditdae I'infection).

Catherine Eckert a participé a la réunion de larsgmui s’est tenue a Amsterdam le
16 novembre 2012.

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

Etude réalisée en partenariat avec les HCL (2011t3p

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

- une revue extensive de la littérature en utilisas criteres ORIONQutbreak Reports
and Intervention Studies of Nosocomial Infection

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

- la modélisation la transmission de I'lCD

Le roéle du laboratoire associé est d’assurer laaté@risation moléculaire des souches
deC. difficile isolées.

Marqueurs épidémiologiques : étude du locus de patigénicité (PaLoc) de 5
souches deC. difficile de profils particuliers.

Grace au typage systématique par toxinotypage algshes recues par le laboratoire
associé, nous avons identifié 5 nouveaux variamsigues (absence d’amplification par
PCR de plusieurs génes du locus de pathogénic@iés souches sont toxinogenes
(observation d’'un effet cytopathogéne en cultutkilegre et/ou détection des toxines dans les
selles par des tests immuno-enzymatiques). L'atibm de difféerents jeux d’amorces a
permis de confirmer I'absence d'une partie des gede PalLoc. Le séquencage de
l'intégralité du PalLoc est actuellement en courdréstitut Pasteur et permettra de mieux
comprendre I'organisation génétique des genes tqabam les toxines et leurs régulateurs.

Diagnostic : Evaluation d’'un nouveau test diagnosti pour la mise en évidence du
géene de la toxine A d&. difficile dans les selles : AmpliVue (Quidel Molecular)

Le test C. difficile AmpliVue est basée sur uneht®logie d'amplification isotherme
Biohelix® appelée amplification hélicasiépendante qui permet de détecter le gene de la
toxine A directement dans les selles. La détectishde type immunochromatographique.
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L'objectif de cette étude est d’évaluer les perfances (en termes de sensibilité et de
spécificité) de ce nouveau test.

Diagnostic : Evaluation de nouveaux tests pour la étection de la glutamate
déshydrogénase dans les selles: GDH ELISA assay {$an) et GDH assay (Certest)

L’objectif de cette étude sera d'évaluer les penfances de ces 2 tests (en termes de
spécificité et de sensibilité) comparativement euliure sur milieu sélectif.

Physiopathologie: Etude Sérodiff (R6le pronostiqu&e la réponse immunitaire de
I’héte dans les infections &C. 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’antigénes d& difficile et la survenue d’'une ICD, décrire les caract@uss
de la réponse immunitaire, identifier un profil dgonse immunitaire a valeur pronostique
(formes graves et rechutes) et évaluer le poid$ndmunité parmi I'ensemble des facteurs de
risque d’ICD

Durée totale de I'étudeduréel8 mois dont 15 mois d’inclusion dans les 17 centre
participants (5 a 10 inclusions/mois/centre).
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9. ANNEXES

TABLEAU 1

Nombre de demandes d'identification de souches d'o

par département

Période du 01/01/2012 au 31/12/2012

DEPARTEMENT

NOMBRE

6

1

7

8
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[ER TR N Y
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H
S
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20
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rigine humaine

CNR Bactéries anaérobies et botulisme et laboratoire associé Clostridium difficile



Rapport annuel d’activité 2012

79 2
80 2
83 1
85 2
92 2
94 3
95 2
97 14
98 3
TOTAL 155
TABLEAU 2

Répartition des souches d’origine humaine par site d'infection

Période du 01/01/2012 au 31/12/2012

LOCALISATION NOMBRE
Appareil digestif 1
Cardiologie 2
Coproculture 76
Gynécologie 0
Hémoculture 26
Infection ORL (amygdale, sinus, etc...) 5
Infections cutanées et musculaires (abceés,
suppurations, gangrénes) 10
Infections hépatiques/pancréatiques 2
Infections intra-abdominales (pus, redon,
etc...) 5
Infections osseuses 3
Infections péri-rectales, périnéales 1
Infections pleuro-pulmonaires 8
Infections post-opératoires 0
Ophtalmologie 2
Systéme lymphatique 3
Systéme nerveux central 3
Urologie/néphrologie 6
Non précisé 2
TOTAL 155
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TABLEAU 3

Répartition des souches d’origine humaine par genre

Période du 01/01/2012 au 31/12/2012

GENRE NOMBRE
ACTINOBACULUM 3
ACTINOMYCES
ANAEROCOCCUS
BACILLUS
BACTEROIDES
CAPNOCYTOPHAGA
CATABACTER
CLOSTRIDIUM
DESULFOVIBRIO
DIALISTER
EGGERTHELLA
EUBACTERIUM
FLAVONIFRACTOR
FUSOBACTERIUM
LACHNOSPIRACEAE
LACTOBACILLUS
ODORIBACTER
OSCILLIBACTER
PARABACTEROIDES
PARVIMONAS
PEPTONIPHILUS
PORPHYROMONAS
PROPIONIBACTERIUM

RN NN

Xo}
=

WlRr|lR(R|IR|R|R|R|R|V|N|RP|V|W]|R

ABSENCE DE BACTERIES ANAEROBIES
ABSENCE DE CLOSTRIDIUM DIFFICILE

ABSENCE DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS
ABSENCE DE SUBCULTURE EN ANAEROBIOSE
COQUE AEROBIE

CULTURE POLYMICROBIENNE, IDENTIFICATION
NON REALISABLE

EXAMEN ANNULE 1
SOUCHE NON REPARTIE EN SUB CULTURE 2

RPN W

[ERN

TOTAL 155
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TABLEAU 4

Répartition des souches d’origine humaine par espec e

Période du 01/01/2012 au 31/12/2012

ESPECE NOMBRE
ACTINOBACULUM SCHAALII 3
ACTINOMYCES EUROPAEUS
ACTINOMYCES GRAEVENITZII
ACTINOMYCES ISRAELII
ACTINOMYCES NEUII
ANAEROCOCCUS VAGINALIS (ancien
Peptostreptococcus vaginalis)
BACILLUS LICHENIFORMIS
BACTEROIDES FRAGILIS
BACTEROIDES HEPARINOLYTICUS
(PREVOTELLA HEPARINOLYTICA)
BACTEROIDES THETAIOTAOMICRON
CAPNOCYTOPHAGA SPUTIGENA
CATABACTER HONGKONGENSIS
CLOSTRIDIUM ARGENTINENSE
CLOSTRIDIUM BARATII

CLOSTRIDIUM BOTULINUM de type A
CLOSTRIDIUM BUTYRICUM
CLOSTRIDIUM CADAVERIS
CLOSTRIDIUM DIFFICILE
CLOSTRIDIUM INNOCUUM
CLOSTRIDIUM PARAPUTRIFICUM 4
CLOSTRIDIUM PERFRINGENS 18
CLOSTRIDIUM SEPTICUM 1
CLOSTRIDIUM SORDELLII 1
CLOSTRIDIUM SP. ABSENCE DE CLOSTRIDIUM
DIFFICILE

CLOSTRIDIUM SPOROGENES

CLOSTRIDIUM SYMBIOSUM

CLOSTRIDIUM TETANI

DESULFOVIBRIO DESULFURICANS

DIALISTER MICRAEROPHILUS

DIALISTER PNEUMOSINTES

EGGERTHELLA LENTA (ancien EUBACTERIUM
LENTUM)

EUBACTERIUM SP.

FLAVONIFRACTOR PLAUTII 2
FUSOBACTERIUM NECROPHORUM
subspecies FUNDULIFORME

RPININ PPN P (WL N (NNIN|PFP
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FUSOBACTERIUM NUCLEATUM 1
LACHNOSPIRACEAE 1
LACTOBACILLUS RHAMNOSUS 1
ODORIBACTER SPLANCHNICUS (ex 1
Bacteroides splanchnicus)
OSCILLIBACTER-LIKE 1
PARABACTEROIDES MERDAE (ancien 1
Bacteroides merdae)
PARVIMONAS MICRA (ancien MICROMONAS 1
MICROS)
PEPTONIPHILUS GORBACHII 1
PORPHYROMONAS SOMERAE 1
PROPIONIBACTERIUM ACNES 3
ABSENCE DE BACTERIES ANAEROBIES 3
ABSENCE DE CLOSTRIDIUM DIFFICILE 1
ABSENCE DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS 2
ABSENCE DE SUBCULTURE EN ANAEROBIOSE 4
COQUE AEROBIE 1
CULTURE POLYMICROBIENNE, 1
IDENTIFICATION NON REALISABLE
EXAMEN ANNULE 1
SOUCHE NON REPARTIE EN SUB CULTURE 2
TOTAL 155
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TABLEAU 5
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Souches d'origine vétérinaire : répartition par esp ece

Période du 01/01/2012 au 31/12/2012

ESPECES NOMBRE
CLOSTRIDIUM BOTULINUM 2
CLOSTRIDIUM COCHLEARIUM 1
CLOSTRIDIUM PERFRINGENS 14
CLOSTRIDIUM SEPTICUM 1
CLOSTRIDIUM SORDELLII 2
ABSENCE DE BACTERIES ANAEROBIES 2
BACTERIE ANAEROBIE FACULTATIVE 2
TOTAL 24
TABLEAU 6

Souches d’origine industrielle ou de collection :

répartition par espéce

Période du 01/01/2012 au 31/12/2012

ESPECE

NOMBRE

ALISTIPES FINEGOLDII

1

ALISTIPES PUTREDINIS

1

BACILLUS CEREUS
ENTEROTOXIQUES

LACHNOSPIRACEAE

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

s souches isolées en 2012
Antibiogramme standard réalisé selon les recommandations du Comité de I'antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM)

Bactéries a Gram + hors Clostridium difficile (47 souches) — nombre de souches résistantes ou in

termédiaires

77

Métronidazole

Amox-ac.

Vancomycine

Espéce/genre N 16pg Amoxicilline Clav. Imipénéme |Clindamycine 30pg Chloramphénicol | Moxifloxacine
Actinobaculum schaalii 3 3(*) 0 0 0 2 0 0 0
1
Actinomyces spp. 7 5(*) (A. israelii : 0 0 3 0 0 1
6mm)
PPropionibacterium acnes 3 3 (%) 0 0 0 1 0 0 0
Anaerococcus vaginalis 2 1 (6mm) 0 0 0 1 0 0 0
Catabacter _ 1 0 0 0 0 0 0 0
hongkongensis
- 1
CI?sFrl.dlum spp. (hors C. 21 0 0 0 (C. cadaveris : 5 (**) 0 0 7
difficile)
6 mm)
Eggerthella lenta 5 0 0 0 0 1 0 2/3 (15 et 18mm) | 3 (6, 15, 15mm)
Flavonifractor plautii 2 0 0 0 0 0 0 0 0
Lachnospiraceae 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Oscillibacter-like 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Parvimonas micra 1 0 0 0 0 0 0 0 0

(*) Especes naturellement résistantes
(**) C. baratii (12mm), C. butyricum (15mm), C. innocuum (6mm), C. sordelli (15mm), C. sporogenes (6mm)
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Bactéries a Gram — (18 souches ) — nombre de souche

s résistantes ou intermédiaires

78

Genre/espece Métronidazol - A -ac. s . . V i . . -
/esp N etronidazole Amoxicilline mox-ac Imipénéme | Clindamycine ancomycine Chloramphénicol | Moxifloxacine
l6pg Clav. 30ug
1
Bacteroid (* 4 0 3(* 2 2 4 4 0
acteroides spp. (*) () B. fragilis : 15mm)
Bacteroides heparinolyticus 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Capnocytophaga sputigena 2 1 (6mm) 2 1 0 0 0 NT 0
Desulfovibrio desulfuricans 1 0 0 0 0 1 1 NT 0
Dialister spp. 2 2 (6mm) 0 0 0 1 0 NT 0
1 1 4
Fusobacterium spp. > 0 (F. necrophorum) | (F. necrophorum) ! 0 > NT (1, 2:1:)3 et20
Odoribacter splanchnicus 1 0 1 1 0 1 1 0 0
Parabacteroides merdae 1 0 1 1 0 1 1 0 0
Porphyromonas somerae 1 0 0 0 0 0 0 0 0
(*) détails des especes et leur génotype
B-lactamase cepA cfxA cfiA Notes

Bacteroides fragilis + + - - 15mm pour I'imipéneme

Bacteroides fragilis + + + -

Bacteroides fragilis + + - -

Bacteroides thetaiotaomicron +
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Tableau 7-2 : Antibiogramme spécifique a Clostridium difficile — nombre de souches résistantes ou intermédiaires

*)

rintCyToes N Metr:g:ldgazole Tétracycline |Erythromycine Imipénéme |Clindamycine Vancgtz)r:;/cme Moxifloxacine
027 1 0 0 1 0 1 0 1
078/126 12 0 2 10 3 10 0 10
Autres (*) 36 0 8 13 11 34 0 22
Tous types 49 0 10 24 14 45 0 33

A+B+CDT- ; tcdC non délété : 30 souches
A+B+CDT+ ; tcdC avec délétion de 18bp ; non 027 : 4 souches
A+B+CDT+ ; tcdC non délété : 1 souche
souche non toxinogene : 1 souche
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BOTULISME HUMAIN

Tableau 8-1 : Nombre de cas et de foyers

Période du 01/01/2012 au 31/12/2012

80

Typage de la
toxine
botuli i i
N° DOSSIER | PRELEVEMENT [DPT| Sexe FOYER Nbre de cas CHIE || Vile T Autres prélévements Aliment suspect Souche isolée
dans le sérum (DL/ml)
A|B |E | Autre
Paté industriel d'origine bulgare
2012/00082
2012/00049 Sérum 67| ™ Type B 1 -+ - 2 2012/00071: Selles PCR B+ (200 DL/gr) Absence ?f;oé:_"/zr‘)mfmmee Aucune
PCR BoNT/B positive
C. botulinum
. Absence |2012/00067: Selles PCR A+B+ (4 000 a 10 000 DL/gr) Miel (négatif)
2012/00066 Sérum 34 F Type A 1 X . P Alb
Infantile (<1) 2012/00125: Selles PCR A+ (toxine négative) 2011/00068 2012/00088
2012/00094 Sérum 75 = Type A 1 .1 Absence 20,12100’100: Selles PCR A+ / Absence de toxine 2 Aucune
(<1) préformée
2012/00194: Selles PCR A+ (toxine préformée non Nombreuses conserves industrielles périmées C. botulinum
2012/00193 Sérum 21| ™ Type A 1 +|-]- 8<16 rechemhée)' p Hon recues P A2/A5
¢ 2012/00217
2012/00543: Conserve familiale de betterave (négatif)
A 1 A+B: _ 2012/00544: Jambon (préparation familiale)
2012/00542 Sérum 03 F Type B (3 asymptomatiques) + ; >=1 8 000 < 16 000 DL/gr Aucune
PCR BoNT/B+
2012/00684 Sérum M +-]- 80 2012/00686: Liguide gastrique (négatif) Conserve familiale
2012/00685 Sé E Absence 2012/00718: Lai | (négatif d'aubergines fabriquées au Maroc
érum -1 - - (<1 DL/m)) : Lait maternel (négatif) C. botulinum
72 Type A 2 2012/00680 (restes assiette): 480 DL/gr A(B)
. Absence X P PCR A+B+ 2012/00714
2012/00716 Sérum F (< 1 DU/mI) 2011/00717: Selles (négatif) 2012100681 (restes bocal): 800 DLIgr
PCR A+B+
. Suspicion .1 : Absence Conserve familiale de légumes (négatif)
2012/00704 Serum o) ™ (botulisme établi cliniquement) ! (<1 DUm) 2012/00705 Aucune
2012/00766 Sérum M 2 -+ - 4 ;gi;;gg%i :e:'lum ne’gatti.ff (convive asymptomatique) Jambon (préparation familiale) C. botulinum
63 Type B (15 asymptomatiques) : Selles (négatif) 200 000 DL/gr PCR B+ B
2012/00767 Sérum M -+ - 4 2012/00756: Sérum du 23/11 positif (vol insuffisant ) (2012/00768) 2012100815
TOTAL 6M/5F 7(8) 9 (10)
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Tableau 8-2: Suspicion de neuropathies auto-immunes et autres neuropathies
Période du 01/01/2012 au 31/12/2012

Numéro de dossier PDépartement LAM Type
201200064 33 Miller Fisher
201200073 L
501200074 06 Suspicion
201200075
201200087 14 AVC
201200093
201200085 I .
501200092 79 Guillain Barré
201200140 34 Suspicion
201200145
201200148 93 Gougerot-Sjogren
201200149
201200251 74 Miller Fisher
201200254 13 Suspicion
201200263 94 Guillain Barré
201200267 29 Suspicion
201200290 79 Guillain Barré
201200296 94 Guillain Barré
201200332 L
501200342 69 Suspicion
201200341 67 Miller Fisher
201200430 85 Polyradiculonévrite
201200451 75 Suspicion
201200453 60 Suspicion
201200517 94 Autre neuropathie
201200549 49 Suspicion
201200596 83 Intoxication a l'atropine
201200597 83 Intoxication a l'atropine
201200612 13 Intoxication a l'atropine
201200788 36 Guillain Barré
201200823 43 Suspicion
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TABLEAU 9-1
Botulisme : échantillons agro-alimentaires reliés a une suspicion de botulisme
Période du 01/01/2012 au 31/12/2012
Numero Laboratoire Prélevements Nombre Tvpe Echantillon | Titre en toxine Souche
de dossier w positif (DL/gr) isolée
2012/00068 |CHU MONTPELLIER MIEL 1 A 0
2012/00082 |DDPP67 - STRASBOURG Paté bulgare 1 B 1 <4
2012/00248 |CLAMART Haricots verts en conserve 1 0
2012/00260 |DDPP 74 - SEYNOD Piment oiseau a I'huile 1 0
2012/00322 |CH DU KREMLIN-BICETRE Sardines 1 0
2012/00396 |LABM SAINT-PAUL - VERDUN paté 1 0
2012/00461 |Groupe Hospitalier Public Sud Oise - CREIL Oreille et pied de cochon séchés 1 0
2012/00543 Betterave
2012/00544 CH DE VICHY Jambon 2 B . 8000 a 16 000
2012/00605 Pesto
2012/00606 Anchois
2012/00607 Sauce piguante antillaise Intoxication
2012/00608 LDA 13 - MARSEILLE Caviar d'aubergines 6 a l'atropine 0
2012/00609 Purée de tomates
2012/00610 Anchoiade
2012/00627 |CHU DE GRENOBLE Mirabelles 1 0
2012/00680 ) Aubergines + huile d'olive (assiette) 480 2012/00714
2012/00681 DDPP 72 - LE MANS Aubergines + huile d'olive (bocal) 2 A 2 800
Suspicion Négatif
2012/00705 |GROUPEMENT HOSPITALIER NORD - LYON Conserve familiale de légumes 1 Botulisme établi 0 (Aliment non
cliniguement consomme)
2012/00768 |LABORATOIRE DE BACTERIO CLERMONT-FERRAND [Jambon 1 B 1 200 000 2012/00815
TOTAL 20 5
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TABLEAU 9-2
BOTULISME : Echantillons agro-alimentaires alimenta  tion humaine (non reliés a une suspicion de botulis

Période du 01/01/2012 au 31/12/2012

83

me)

Toxine aprés TYPE
Nombre
Extraction Culture PCR A B C D
30 0 0 0 0 0 0 0
TABLEAU 9-3

BOTULISME : Echantillons agro-alimentaires (aliment  ation animale)

Période du 01/01/2012 au 31/12/2012

Toxine aprés TYPE
Nombre
Extraction Culture PCR A B Cc D
204 0 0 0 0 0 0 0
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TABLEAU 9-4
BOTULISME : Echantillons environnementaux

Période du 01/01/2012 au 31/12/2012
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Toxine aprés TYPE
Nombre
Extraction Culture PCR A B c D E
4 0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
TABLEAU 10
Recherche d'anticorps neutralisants dirigés contre la toxine botulique

Période du 01/01/2012 au 31/12/2012

Recherche 7 (7 type A /0 type B)
positive

Recherche 16

négative

Non conformités 2

TOTAL 25
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TABLEAU 11

BOTULISME ANIMAL.
Répartition par espece

Période du 01-1-2012 au 31-12-2012

85

ESPECE ggg?lt;ﬁ”t% tr?é Foyers positifs (cas) Foyers négatifs '\éﬁ[ﬁ;cigigﬁggocfsr)s
OISEAUX SAUVAGES 19 4 (10) S/D i’ 4 8 (15)
63 D 2
CouD 1
OISEAUX ELEVAGE 44 11 (11) oD 5 6 26 (53)
D ouC/D 3
C 1
BOVINS 63 8 (12) CouD 2 23 31 (37)
D/IC 5
CHEVAL/ANE/PONEY 11 0 8 8 (9)
CHIENS/CHATS 7 1(1) CouD 1 5 6 (6)
OVINS 7 0 2 2 (5
POISSON 1 0 0 1(1)
TOTAL 152 24 (34) 48 82 (126)
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