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Clostridium difficile

•• BGP anaérobie strictBGP anaérobie strict

•• Spore Spore subterminalesubterminale

•• Souches Souches toxinogènestoxinogènes (pathogènes) ou (pathogènes) ou 
non non toxinogènestoxinogènes (non pathogènes)(non pathogènes)
–– Toxine A : Toxine A : entérotoxine entérotoxine (308 (308 kDakDa))

–– Toxine B : Toxine B : cytotoxine cytotoxine (270 (270 kDakDa))

Épitope Épitope reconnu parreconnu par
les les Ac Ac monoclonauxmonoclonaux

7.1 7.1 kbkb 8.1 8.1 kbkb

tcdtcd DD tcdtcd BB tcdtcd EE tcdtcd AA tcdtcd CC

55 ’’ 33 ’’

Séquences répétéesSéquences répétées

tcdtcd AA et et tcdtcd B cotranscritsB cotranscrits
tcdtcd D D = régulation positive= régulation positive
tcdtcd C C = répresseur de = répresseur de tcdtcd DD
tcdtcd E E = fonction ?= fonction ?

PaLocPaLoc, 19.6 , 19.6 kbkb



SPECTRE CLINIQUESPECTRE CLINIQUE

D’après D’après BartlettBartlett et coll., Clin. Infect. Dis. 1994 ; 18 : 265et coll., Clin. Infect. Dis. 1994 ; 18 : 265--272272

Population étudiéePopulation étudiée Isolement deIsolement de
C. difficile C. difficile (%)(%)

ToxineToxine
(%)(%)

•• Patients avec CPMPatients avec CPM
postpost --ATBATB

9595--100100 9595--100100

•• Patients avec diarrhéePatients avec diarrhée
postpost --ATB sans CPMATB sans CPM

1515--2525 1010--2525

•• Adultes sainsAdultes sains <3<3 <1<1
•• NouveauNouveau --nés sainsnés sains 55--7070 55--6363







Quand rechercher  Quand rechercher  C. DIFFICILE ?C. DIFFICILE ?

•• Uniquement sur selles diarrhéiquesUniquement sur selles diarrhéiques

•• Patients ayant les facteurs de risque suivants : Patients ayant les facteurs de risque suivants : 

-- Antibiothérapie +++ < 4 semainesAntibiothérapie +++ < 4 semaines

-- Age > 2 ans ( la majorité des cas ont >65 ans)Age > 2 ans ( la majorité des cas ont >65 ans)

-- ATCD d’hospitalisations ATCD d’hospitalisations 

-- Diarrhée nosocomialeDiarrhée nosocomiale



C. difficileC. difficile : PRINCIPAL AGENT DE DIARRHÉE NOSOCOMIALE : PRINCIPAL AGENT DE DIARRHÉE NOSOCOMIALE 
DE L'ADULTE DE L'ADULTE ((Barbut  Barbut  et coll., EJCMID 1995 ; 14 : 347et coll., EJCMID 1995 ; 14 : 347--349)349)

ENTÉROPATHOGÈNEENTÉROPATHOGÈNE
N  SELLES  POSITIVES (%)N  SELLES  POSITIVES (%)

Prescrites entre 0Prescrites entre 0 --3 j3 j Prescrites > 3 joursPrescrites > 3 jours
(n= 377)(n= 377) (n= 344)(n= 344)

SalmonellaSalmonella sp.sp. 21 (5.5)21 (5.5) 1 (0,3)1 (0,3)

ShigellaShigella sp.sp. 2 (0,5)2 (0,5) 1 (0,3)1 (0,3)

CampylobacterCampylobacter sp.sp. 18 (4,8)18 (4,8) 3 (0,9)3 (0,9)

YersiniaYersinia sp.sp. 00 00

C. difficileC. difficile 39 (10,3)39 (10,3) 35 (35 (10,210,2))



DIAGNOSTIC DES INFECTIONS ADIAGNOSTIC DES INFECTIONS A
C. DIFFICILEC. DIFFICILE

•• Diagnostic endoscopiqueDiagnostic endoscopique

•• Diagnostic bactériologiqueDiagnostic bactériologique
-- culture culture 

-- toxinestoxines



11-- DIAGNOSTIC ENDOSCOPIQUEDIAGNOSTIC ENDOSCOPIQUE

Exploration rectoExploration recto--sigmoïdoscopique  sigmoïdoscopique  :  pseudo:  pseudo--membranesmembranes

• Spécifique : lésions • Spécifique : lésions aphtoïdesaphtoïdes jaunâtres arrondiesjaunâtres arrondies

colon +++ (colon +++ (±± rectum), rarement grêlerectum), rarement grêle

• Peu sensible• Peu sensible -- stade précoce : absence de lésionsstade précoce : absence de lésions

-- lésions segmentaires hauteslésions segmentaires hautes

• Difficilement applicable en routine• Difficilement applicable en routine



2- DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE

Selles

Mise en évidence 
de C. difficile

Mise en évidence 
des toxines

Dépistage
Ag GDH

Recherche du pouvoirRecherche du pouvoir
toxinogène toxinogène de la souchede la souche

Isolement
milieux sélectifs

Cytotoxicité PCRTests Tests immunoimmuno --
enzymatiquesenzymatiques

-- ELISAELISA
-- UnitaireUnitaire



�� Prélèvement Prélèvement –– Examen microscopiqueExamen microscopique

•• Prélèvement de selles +++ Prélèvement de selles +++ ((FreemanFreeman , J. Clin , J. Clin PatholPathol , 2003, 56, 126, 2003, 56, 126--128.)128.)

-- une seule une seule coprocopro. suffit en règle générale. suffit en règle générale

-- acheminement rapideacheminement rapide

-- conservation quelques jours à 4°Cconservation quelques jours à 4°C

-- si différé : si différé : congélation congélation --80°C80°C (toxines)(toxines)

•• Cas desCas des biopsiesbiopsies ((BarbutBarbut F., Clin Infect Dis. 1999;29:356F., Clin Infect Dis. 1999;29:356--60)60)

-- peu sensible pour la mise en évidence des toxinespeu sensible pour la mise en évidence des toxines

-- possibilité d’isolement du germepossibilité d’isolement du germe

•• Examen microscopique (peu spécifique)Examen microscopique (peu spécifique)
-- leucocytes : 50% des casleucocytes : 50% des cas

-- flore déséquilibréeflore déséquilibrée

-- présence de BGP sporulésprésence de BGP sporulés



�� Recherche de la glutamate Recherche de la glutamate deshydrogénasedeshydrogénase (GDH)(GDH)

-- tests d’agglutination (tests d’agglutination (MicroscreenMicroscreenNDND, , MicrogenMicrogen; ; CulturetteCulturette Brand, Marion)Brand, Marion)

-- tests tests immunoimmuno--enzymatiques (enzymatiques (TriageTriageNDND ) ) 

((Barbut Barbut F., F., EurEur J Clin J Clin MicrobiolMicrobiol Infect Dis. 2000;19:481Infect Dis. 2000;19:481--4)4)

AvantagesAvantages : : -- Simple, rapideSimple, rapide
-- Bonne corrélation avec la cultureBonne corrélation avec la culture

Inconvénients : Inconvénients : -- Ne préjuge pas du pouvoir Ne préjuge pas du pouvoir toxinogènetoxinogène de la souchede la souche

-- Méthode peu spécifiqueMéthode peu spécifique

Triage GDH versus culture
Sensibilité 90.8%
Spécificité 98.7%
VPP 95.8%
VPN 97%



�� Recherche de Recherche de C. difficileC. difficile par culturepar culture

-- Milieu Milieu CCFACCFA (Georges 1979)(Georges 1979)
cyclosérinecyclosérine (500 mg/l), (500 mg/l), céfoxitine céfoxitine (16 mg/l)(16 mg/l)
fructose, jaune d’œuf, rouge neutrefructose, jaune d’œuf, rouge neutre

-- CCA modifiéCCA modifié : plus performant: plus performant
cyclosérinecyclosérine (250), (250), céfoxitine céfoxitine (10)(10)
gélose cœur cervelle (BHI) + 5% sang moutongélose cœur cervelle (BHI) + 5% sang mouton

-- Addition de Addition de taurocholatetaurocholate (TCCFA), Lysozyme(TCCFA), Lysozyme
↑↑ recouvrement des sporesrecouvrement des spores

Incubation ANAEROBIOSEIncubation ANAEROBIOSE (N(N22 80%, H80%, H22 10%, CO10%, CO22 10%)10%)



Aspect de Aspect de C. difficileC. difficile sur milieu CCAsur milieu CCA

En 24En 24--48h en anaérobiose48h en anaérobiose

-- Colonies plates, 3Colonies plates, 3--5 mm, bords5 mm, bords
irréguliers, non hémolytiquesirréguliers, non hémolytiques
blanches  à grisesblanches  à grises

Loupe : «Loupe : « verre briséverre brisé »»

-- Odeur caractéristique : crottinOdeur caractéristique : crottin
de cheval (libération de crésol)de cheval (libération de crésol)

-- Fluorescence jaune vert sous UV (Fluorescence jaune vert sous UV (360 nm360 nm))
(dépend du milieu de culture)(dépend du milieu de culture)



Aspect microscopique deAspect microscopique de ClostridiumClostridium difficiledifficile
Bacille Gram +, spore Bacille Gram +, spore subterminalesubterminale peu déformantepeu déformante



Identification de Identification de C. difficileC. difficile

•• Identification biochimique : Identification biochimique : Galeries Api 20AGaleries Api 20A ((bioMérieuxbioMérieux))

Incubation anaérobiose 48hIncubation anaérobiose 48h
Similitudes de Similitudes de C. difficileC. difficile avec avec C. C. sordelliisordellii, , C. C. bifermentans bifermentans 

•• EquipementEquipement enzymatiqueenzymatique : : RapidRapid 32A32A ((bioMérieuxbioMérieux))
InoculumInoculum lourd (4lourd (4--5 5 McFMcF) ) -- lecture après 4h lecture après 4h -- 37°C 37°C -- aérobioseaérobiose



Diagnostic différentiel

++--C. bifermentans/
sordellii

-+--C. glycolicum

--+-C. innocuum

-+V+C. difficile

LécithinaseLatexUVOdeurOrganisme



Identification de Identification de C. difficileC. difficile
CPG :  CPG :  EtudeEtude des AG volatils (qualitatif + quantitatif)des AG volatils (qualitatif + quantitatif)

•• Acide Acide isocaproïqueisocaproïque
C. C. bifermentansbifermentans
C. C. sordelliisordellii
C. C. sporogenessporogenes ++
C. difficileC. difficile ++ (> 33% des aires)++ (> 33% des aires)

•• Acide butyriqueAcide butyrique
uniquement par uniquement par C. C. sporogenessporogenes



Avantages et inconvénients de la culture

•• Avantages : Avantages : 
–– Méthode très sensible Méthode très sensible ≈≈ 2000 bact2000 bactééries /g de sellesries /g de selles
–– 10% des infections à CD ne sont diagnostiquées que par la 10% des infections à CD ne sont diagnostiquées que par la 

cultureculture
–– Permet de caractériser les souches Permet de caractériser les souches 

•• Investigation d’épidémiesInvestigation d’épidémies
•• Suivi de la résistance aux antibiotiquesSuivi de la résistance aux antibiotiques
•• Identifier un clone virulentIdentifier un clone virulent

–– Permet de dépister les porteurs asymptomatiquesPermet de dépister les porteurs asymptomatiques

•• InconvénientsInconvénients
–– Long (minimum 48Long (minimum 48--72 heures)72 heures)
–– Nécessite de prolonger l’étude par le pouvoir Nécessite de prolonger l’étude par le pouvoir toxinogène toxinogène 



�� Test de Test de cytotoxicitécytotoxicité (ECP lié à la toxine B)(ECP lié à la toxine B)

Méthode de référence +++Méthode de référence +++

Inoculation d’un filtrat stérile de selles sur cell ules (Inoculation d’un filtrat stérile de selles sur cell ules ( MRC5, MRC5, VeroVero ,..) ,..) 
-- 2424--48h 37°C sous CO48h 37°C sous CO 22

-- ECPECP = = arrondissement, arrondissement, globulisationglobulisation des cellules, décollementdes cellules, décollement

Sensibilité Sensibilité : : 10 10 pgpg de toxine Bde toxine B
Dépiste les souches Dépiste les souches ToxAToxA -- Tox Tox B+ (<3%)B+ (<3%)

Spécificité Spécificité : : neutralisation neutralisation (sérum (sérum anti anti C. difficileC. difficile ou ou antianti C. C. sordelliisordellii ))

InconvénientsInconvénients :  :  -- méthode longueméthode longue
-- nécessite une infrastructure spécifiquenécessite une infrastructure spécifique
-- Les anticorps neutralisants ne sont pas commercialisésLes anticorps neutralisants ne sont pas commercialisés



Effet Effet cytopathogène cytopathogène sur cellules MRCsur cellules MRC--5 (Gx200)5 (Gx200)



��Détection des toxines par méthodes Détection des toxines par méthodes immunoimmuno --
enzymatiquesenzymatiques

Production d’Ac monoclonaux anti-toxine A (PCG4) ou anti-toxine B

�Développement de trousses ELISA
Détection de toxine A ou toxines A+B
Rapide (< 3h)

Spécificité > 97%
Sensibilité : 52-95% selon les études (100- 1000 pg de toxines)
Coût ++

�Tests unitaires (immuno-enzymatiques ou immuno-chromatographiques)
Détection de toxine A ou A+B 
Rapide : 30 min
Sensibilité, spécificité # méthodes ELISA
Coût



TESTS IMMUNOTESTS IMMUNO--ENZYMATIQUESENZYMATIQUES
((Lalande et coll., RFL 2004, 368, 57Lalande et coll., RFL 2004, 368, 57--6363))

NomNom FabricantFabricant TechniqueTechnique AntigAntig èènene SensibilitSensibilit éé
(*Distributeur)(*Distributeur) ddéépistpist éé % [r% [r ééfféérence]rence]

CulturetteCulturette brand brand toxintoxin CD CD ©© BectonBecton DickinsonDickinson ELISAELISA Toxine AToxine A 5454--73 [12,31]73 [12,31]
Premier Premier ToxinToxin A A ©© MMééridianridian ELISAELISA Toxine AToxine A 8484--93 [2, 35]93 [2, 35]
Prima APrima A BartelsBartels ELISAELISA Toxine A Toxine A 8282--95 [15, 30]95 [15, 30]
ToxTox A testA test TechlabTechlab ELISAELISA Toxine AToxine A 7777--99 [2, 31]99 [2, 31]
Vidas CD Vidas CD ToxAToxA IIII©© bioMbioMéérieuxrieux ELIFAELIFA Toxine A Toxine A 6262--70 [30, 32]70 [30, 32]
CytocloneCytoclone A+BA+B MMééridianridian ELISAELISA ToxAToxA/B /B 7171--89 [21, 30]89 [21, 30]
Premier Premier ToxinsToxins A&B A&B ©© MMééridianridian ELISAELISA ToxAToxA/B /B 
RidascreenRidascreen CD Toxin A/B CD Toxin A/B RR--biopharmbiopharm ELISA ELISA ToxAToxA/B/B 57 [31]57 [31]
ToxTox A/B testA/B test TechlabTechlab ELISAELISA ToxAToxA/B /B 6666--93 [1, 19]93 [1, 19]
CulturetteCulturette brand CDT brand CDT ©© BectonBecton DickinsonDickinson LatexLatex GDH GDH 23 [23]23 [23]
ImmunoCardImmunoCard CD CD ©© MMééridianridian EIA (unitaire)EIA (unitaire) GDH GDH 84 [28]84 [28]
ClearviewClearview C DIFF AC DIFF A UnipathUnipath IC (IC (unitaireunitaire)) ToxineToxine AA 7070--91[9, 23]91[9, 23]
ColorPacColorPac Toxin AToxin A Becton DickinsonBecton Dickinson IC (IC (unitaireunitaire)) ToxineToxine AA 89 [31]89 [31]
ImmunoCardImmunoCard STAT!STAT!ToxTox A A ©© MMééridianridian** IC (IC (unitaireunitaire)) ToxineToxine AA
Test CD Test CD ToxineToxine A A ©© OxoidOxoid IC (IC (unitaireunitaire)) ToxineToxine AA
Toxin A Sign Toxin A Sign ©© ServibioServibio** IC (IC (unitaireunitaire)) ToxineToxine AA
ImmunoCard ToxImmunoCard Tox AA MMééridianridian EIA (EIA (unitaireunitaire)) ToxineToxine AA 5656--74 [23,30]74 [23,30]
Triage CD panel Triage CD panel ©© BiositeBiosite EIA (EIA (unitaireunitaire)) ToxineToxine AA 5252--79 [1, 5]79 [1, 5]

+GDH+GDH 9191--93 [1, 5]93 [1, 5]
Immunocard ToxImmunocard Tox A/BA/B©© MMééridianridian EIA (unitaire)EIA (unitaire) Toxine A/BToxine A/B
©© Trousses commercialisTrousses commercialiséées en Francees en France



�� Diagnostic moléculaireDiagnostic moléculaire

•• Hybridation Hybridation :  sondes spécifiques:  sondes spécifiques (toxine B)(toxine B)
•• Peu sensiblePeu sensible

•• Amplification par PCRAmplification par PCR : : ARN16S, ARN16S, tcdtcdA A ou ou tcdtcdB B de de C. difficileC. difficile

Toxine BToxine B (fragment 700 (fragment 700 bpbp))

Toxine AToxine A (fragment 1200 (fragment 1200 bpbp))
Toxine AToxine A ((sérogroupesérogroupe F)F)

-- Résultat en Résultat en 1 heure1 heure

-- Sensibilité sur selles surchargées : 5.10Sensibilité sur selles surchargées : 5.10 44 UFC/g de selles UFC/g de selles 

-- Spécificité : pas de réaction croisée avec autres Spécificité : pas de réaction croisée avec autres ClostridiumClostridium

-- Sensibilité : 96% (28/29) ; Spécificité : 100% (27/ 27)Sensibilité : 96% (28/29) ; Spécificité : 100% (27/ 27)

•• PCR en temps réel multiplex PCR en temps réel multiplex (Bélanger et al., JCM 2003, 41, 730(Bélanger et al., JCM 2003, 41, 730 --734)734)



- Test de dépistage des toxines à partir des selles

- Associer la culture sur milieux sélectifs si possi ble 

- Si culture + toxine - :

����rechercher le pouvoir toxinogène de la souche

- Pas de contrôle microbiologique pour évaluer l’effi cacité du   
traitement

�� Stratégies diagnostiquesStratégies diagnostiques

Près de  10 %Près de  10 % des CDAD  ne sont dépistées des CDAD  ne sont dépistées 
que par la culture que par la culture toxigéniquetoxigénique

((DelméeDelmée et al., CMI, 2001)et al., CMI, 2001)



�� Interprétation Interprétation ((DelméeDelmée et al., CMI, 2001)et al., CMI, 2001)

CultureCulture ToxineToxine TestsTests InterprétationInterprétation
complémentairescomplémentaires

++ ++ CDADCDAD

-- -- Pas de  CDADPas de  CDAD

-- ++ Refaire la  cultureRefaire la  culture Probable CDADProbable CDAD

++ -- Pouvoir Pouvoir toxinogène toxinogène in vitroin vitro

++ Probable CDADProbable CDAD

-- Porteur de souche Porteur de souche 
non non toxinogènetoxinogène



La mise en évidence de la toxine A est elle suffisa nte ?
PRÉVALENCE  DES VARIANTS PRÉVALENCE  DES VARIANTS «« toxAtoxA-- toxBtoxB++ »»

•• BarbutBarbut et al.,et al., JCM 2002, 40, 2079JCM 2002, 40, 2079--20832083

•• 334 cas patients avec CDAD (1998 et 1999)334 cas patients avec CDAD (1998 et 1999)

•• Prévalence variants Prévalence variants toxAtoxA--toxBtoxB+ + : : 1.5%1.5%
•• ToxinotypeToxinotype VIII : délétion de 0.7 VIII : délétion de 0.7 kbkb

•• Souches de Souches de sérotype sérotype FF

•• ECP atypique +++ :ECP atypique +++ :

-- Absence de Absence de protusionprotusion
cytoplasmiquecytoplasmique

-- Cluster de cellulesCluster de cellules



PRÉVALENCE  DES VARIANTS PRÉVALENCE  DES VARIANTS «« toxAtoxA-- toxBtoxB++ »»

1111159159Pituch Pituch 

(Pologne, 2001)(Pologne, 2001)

SérogroupeSérogroupe F F 
et Xet X

10.410.4421421KatoKato

(Japon, 1998)(Japon, 1998)

Sérogroupe Sérogroupe FF3.33.313001300BrazierBrazier

(GB, 1999)(GB, 1999)

Remarques% 
ToxA-ToxB+

N sellesAuteurs 
(Pays, année)



CONCLUSIONSCONCLUSIONS

•• C. difficileC. difficile doit être recherché devant toute diarrhée inexpliquée doit être recherché devant toute diarrhée inexpliquée 
survenant au cours ou au décours d’un traitement ATBsurvenant au cours ou au décours d’un traitement ATB

•• C. difficileC. difficile doit être recherché systématiquement devant toute doit être recherché systématiquement devant toute 
diarrhée nosocomiale («diarrhée nosocomiale (« règle des 3 joursrègle des 3 jours »)»)

•• Le diagnostic doit associer une méthode de dépistage des toxinesLe diagnostic doit associer une méthode de dépistage des toxines
(toxine B, ou A+B) et la culture(toxine B, ou A+B) et la culture

•• Beaucoup de tests utilisent le même anticorps monoclonal antiBeaucoup de tests utilisent le même anticorps monoclonal anti--
toxine A (PCGtoxine A (PCG--4)4)

•• Les tests unitaires ont une sensibilité équivalente aux tests Les tests unitaires ont une sensibilité équivalente aux tests immunoimmuno--
enzymatiques. Ils restent moins sensibles que le test de enzymatiques. Ils restent moins sensibles que le test de cytotoxicitécytotoxicité


