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Clostridium difficile :
la belle et la béte

Lucie Etienne-Mesmin

> Une étude récente, publiée dans la
revue Gut, a mis en évidence une nou-
velle souche de Clostridium difficile non
pathogéne, nommée C. difficile LEMI,
capable de protéger contre une infec-
tion a C. difficile normalement létale. Sa
découverte dans le microbiote intestinal
suggere I'intérét bénéfique de cette
bactérie pour le traitement des infec-
tions a C. difficile.

Epidémiologie et physiopathologie des
infections a Clostridium difficile
Clostridium difficile est un bacille a
Gram positif, anaérobie, sporulé et res-
ponsable de 15 a 25 % des cas de diar-
rhées nosocomiales aprés antibiothé-
rapie. C. difficile représente entre 90 et
95 % des cas de colites pseudomembra-
neuses acquises (=) Voir la Synthese de
C. Eckert et F. Barbut,
m/s n° 2, février 2010,
page 153

le plus souvent en
milieu hospitalier
[1] (=9).

€n Europe, en moyenne 7 cas d’infections
a C. difficile (ICD) sont recensés pour
10000 hospitalisations, ce qui représente
un colt annuel qui pourrait atteindre
3 milliards d’euros [2, 3]. Lincidence
est similaire aux €tats-Unis ol environ
500000 nouveaux cas d’ICD sont recen-
sés chaque année. €n 2011, 29000 déces
ont été attribués a cette bactérie, repré-
sentant un colit annuel de 4,8 millions de
dollars [4, 5]. Les ICD surviennent le plus
souvent a la suite de I"administration
d’antibiotiques qui participent a la dys-
biose responsable du dysfonctionnement
du microbiote intestinal, et notamment
a la rupture de sa fonction de barriére,
permettant I'implantation et la multipli-
cation de C. difficile au niveau du tractus
gastro-intestinal.
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Le processus infectieux commence
par une étape de colonisation du tube
digestif de I’hGte a la suite de I'inges-
tion de spores bactériennes qui germent
sous I'action des sels biliaires [6]. Les
spores sont tres stables et sont fré-
quemment rencontrées en milieux hos-
pitaliers, le diagnostic des personnes
infectées étant réalisé apres le début
de la libération de ces spores par les
patients. Environ 50 % des infections
résulteraient de souches qui ne sont
pas directement liées @ un cas antérieur
d’infection par C. difficile, indiquant
que, pour de nombreux cas, I'origine
reste encore incertaine. A la suite de la
colonisation de la muqueuse intestinale,
des lésions apparaissent, ayant pour
origine la production par la bactérie de
deux toxines, TcdA (toxine C. difficile A)
et TedB [7].

Clostridium difficile et le microbiote
intestinal

Comme I’homme, les rongeurs sont habi-
tuellement résistants a I'infection par
C. difficile. Buffie et ses collaborateurs
ont en effet montré qu’une bactérie
présente dans le microbiote intesti-
nal, Clostridium scindens, contribue a la
résistance contre I'infection par C. diffi-
cile par la biosynthése d’acides biliaires
secondaires (Figure 1) [6]. Les ani-
maux peuvent néanmoins devenir sen-
sibles a C. difficile aprés un traitement
antibiotique qui provoque une dysbiose
rompant ainsi I'effet de barriere du
microbiote, ou s’ils sont dépourvus de
microbiote (animaux axéniques) [8, 91.
Nous avons rendu des souris suscep-
tibles a I'infection par C. difficile par un
traitement antibiotique (un mélange de
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5 antibiotiques administrés dans 'eau
de boisson ad libitum simultanément
avec une injection intra-péritonéale
d’un autre antibiotique) avant infection
par des spores de la souche de référence
C. difficile VPI 10463 (souche virulente
ATCC 43255, produisant les toxines TcdA
et TcdB). La présence de C. difficile dans
les feces des souris infectées a été ana-
lysée par la quantification du gene tcdA,
codant la toxine TedA, par PCR (polyme-
rase chain reaction) quantitative : cette
méthode fondée sur I’extraction d’ADN a
partir de matériel fécal permet de s’af-
franchir de I'utilisation des techniques
de cultures bactériennes anaérobies
classiques [10].

Identification et séquencage d’une
nouvelle souche de Clostridium
difficile murine protégeant contre les
infections par une souche pathogéne
Apres le traitement par antibiotiques,
nous avons observé un pourcentage
important de souris non infectées par C.
difficile VPI 10463 qui présentait néan-
moins des niveaux importants du géne
tcdA dans leurs feces, sans pour autant
développer des signes cliniques de
pathologies intestinales. Le transfert du
microbiote fécal de ces souris conven-
tionnelles traitées par antibiothérapie
et détectées positives pour tcdA a des
souris axéniques n’induit pas de signes
cliniques chez les souris receveuses,
indiquant que la souche de C. difficile
présente chez les souris convention-
nelles n’est pas virulente. Ces résultats
montrent donc que I'antibiothérapie
induit des modifications du microbiote
intestinal qui permettent I’expansion
d’une souche endogéne de C. difficile
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a. Homéostasie

Les sels biliaires primaires sont convertis
en sels biliaires secondaires et inhibent
la multiplication de C. difficile (inhibition
de la germination)

Mucus

€pithélium intestinal

b. Dyshiose du microbiote apres

traitement antibiotique

et infection a C. difficile

« Les sels biliaires primaires ne sont plus
convertis en sels biliaires secondaires et
n’inhibent plus la multiplication de C. difficile
« C. difficile produit des toxines qui vont
détruire les jonctions serrées et induire

une réponse inflammatoire (recrutement de
polynucléaires), conduisant a une colite
pseudo-membraneuse

c. Dysbiose du microbiote apres traitement
antibiotique et apparition d’'une souche

non pathogene de C. difficile

+ Apparition de C. difficile LEM1

« C. difficile VPI 10463 ne peut plus coloniser
le tractus digestif

Mécanismes

— Exclusion du pathogene (compétition
pour les nutriments, etc.)

— Antagonisme direct

— Immunomodulation (défensines, sécrétion
de molécules anti-inflammatoires, etc.)

— Inhibition des facteurs de virulence

Wh=<" (. difficile VPI 10463
@ ( difficile LEM1
C. difficile toxines

N.:.‘%m Microbiote

= Jonctions serrées

Figure 1. Role du microbiote dans la défense contre Clostridium difficile. A. Lorsque le microbiote est intact, certaines bactéries convertissent les

sels biliaires primaires en sels biliaires secondaires s’opposant ainsi a la multiplication et a la colonisation par C. difficile. B. Lorsque le microbiote

est perturbé suite a un traitement antibiotique, les sels biliaires primaires ne sont plus convertis en sels biliaires secondaires et ne peuvent plus

exercer leur action inhibitrice sur C. difficile. C. Lorsque le microbiote est perturbé par un traitement antibiotique, la souche non pathogéne C.
difficile LEM1 apparait et empéche la colonisation par la souche pathogéne C. difficile VP1 10463.
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qui, bien que produisant des toxines,
reste avirulente [10].

Une analyse rétrospective du microbiote
intestinal des souris conventionelles
exposées au traitement antibiotique a
permis de mettre en évidence des alté-
rations majeures de la composition et
de la diversité des populations micro-
biennes, a I'origine de susceptibilités
différentes a C. difficile et définissant
deux catégories d’animaux : des ani-
maux dits « résistants » et des ani-
maux dits « sensibles ». &n effet, les
souris considérées comme résistantes
présentaient un microbiote constitué
d’une faible abondance d’une souche
endogeéne de C. difficile, nommée LEMI,
capable de produire des toxines mais
n’induisant pas de signes cliniques. A
I’opposé, chez les animaux sensibles, qui
succombaient en quelques jours a une
infection par la souche virulente C. dif-
ficile VP1 10463, la souche LEM] n’était
pas détectée.

La souche murine de C. difficile LEM1 a
été isolée du microbiote des animaux
« résistants » par des techniques de
bactériologie classique (isolement sur
milieu gélosé sélectif suivi d’une culture
en chambre anaérobie), et a été carac-
térisée par une amplification PCR des
ARN ribosomaux (ou ribotypage : PCR
ribotyping, en anglais). Uidentification
du profil obtenu par ribotypage et sa
comparaison aux profils des souches de
références ont révélé que la souche LEM1
n’avait pas été identifiée a ce jour. L'uti-
lisation d’une technique tres sensible de
PCR nichée! (nested-PCR en anglais)
a montré que 40 % des souris résis-
tantes possédaient, dans leur micro-
biote, la souche C. difficile LEM1 avant
méme le traitement antibiotique alors
qu’aucune des souris « susceptibles »
ne la présentait, suggérant que certains
animaux hébergeaient naturellement
cette souche dans leur microbiote et

! La technique de nested-PCR (PCR nichée) se pratique
comme la PCR (polymerase chain reaction) avec un couple
d’amorces externes pour quelques cycles d’amplification.
Ensuite, un exces d’une amorce interne est ajouté avant de
prolonger "amplification.
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ce avant méme I’exposition au trai-
tement antibiotique. Le génome de la
souche C. difficile LEM] a été séquencé
et a été comparé a celui de la souche
de référence C. difficile VP1 10463 [11].
U'alignement des deux génomes a permis
de mettre en évidence de nombreuses
translocations et des réarrangements
génomiques avec, cependant, un degré
global de similarité élevé (95 %) entre
les deux souches.

Cette étude montre que I’administration
exogene de la souche C. difficile LEM1
n’induit pas de signes pathologiques
dans le modele de souris conventionelles
recevant une antibiothérapie, ni chez
les souris axéniques (souris pourtant
sujettes a développer des signes cli-
niques fatals en quelques heures aprés
une infection par la souche pathogéne C.
difficile VPl 10463). La faible virulence
de C. difficile LEM1, méme lorsqu’elle
est administrée a fortes doses, peut
étre expliquée par sa faible capacité
a produire les toxines par rapport a C.
difficile VPl 10463. Nos résultats ont
également démontré que I’administra-
tion préventive, ou concomitante, de la
souche C difficile LEM1 avec C. difficile
VPI 10463, permet de protéger les ani-
maux contre une infection qui est nor-
malement létale. La souche C. difficile
LEMI est en effet capable de diminuer
la colonisation intestinale par la souche
VPl 10463, et donc les signes patholo-
giques qui sont associés a I’infection,
chez des souris conventionnelles et des
souris axéniques, probablement par un
mécanisme de compétition vis-a-vis
d’une niche écologique commune [10]
(Figure 1). La capacité de la souche
C. difficile LEM1 a protéger contre une
souche virulente corrobore les obser-
vations démontrant que des souches
non-toxinogeénes peuvent prévenir la
mortalité induite par C. difficile chez
les hamsters [12] et réduire le taux de
récidive chez ’lhomme [13].

Conclusions et perspectives
Les résultats que nous avons obtenus
mettent en évidence la présence, au

niveau du microbiote intestinal murin,
d’une bactérie a potentiel bénéfique.
Ils suggérent son possible usage thé-
rapeutique pour le traitement des ICD.
Les implications de cette étude sont
nombreuses mais la compréhension des
mécanismes de protection de la souche
C. difficile LEM1 vis-a-vis de C. difficile
VPI 10463 reste a élucider. La présence
de bactériophages et/ou la sécrétion
de molécules inhibitrices produites par
la souche C. difficile LEM1 et pouvant
agir sur C. difficile VPI 10463 sont des
pistes envisagées. L'extrapolation de
ces résultats chez "homme suggérent
que certaines ICD asymptomatiques, qui
se manifestent dans les hopitaux, pour-
raient étre en fait dues a des souches
de C. difficile présentes a de trés faibles
niveaux (voire indétectables) dans le
microbiote intestinal et non a I’acquisi-
tion de souches de C. difficile présentes
dans I’environnement hospitalier.

Le traitement antibiotique induit de
nombreuses perturbations du micro-
biote. Certaines des espéces bacté-
riennes sont relativement résistantes.
Nous recherchons, par I'analyse des
données de séquengage et par des tech-
niques de culture anaérobie, a définir
des taxons® bactériens dont I’élimina-
tion, par le traitement antibiotique,
serait corrélée avec la prolifération de
la souche C. difficile LEM1 endogene
et pourraient représenter de nouvelles
voies thérapeutiques pour le traitement
des ICD. ¢

Clostridium difficile: the beauty and
the beast
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Les gardiens

de nos réves identifiés

Une cible neuronale

de la maladie de Parkinson ?

Patrice Fort"2, Sara Valencia Garcial™

> Dormir est une activité biologique
commune au regne animal. Avec I"appa-
rition des mammiferes, est survenue une
évolution majeure prenant la forme d’un
second état de sommeil dit paradoxal
(SP ou rapid eye movement [REM], sleep
en anglais). Décrit seulement & la fin
des années 1950, le sommeil paradoxal
demeure aujourd’hui fascinant, en parti-
culier pour sa concomitance avec Iacti-
vité oniriquel. Le sommeil paradoxal se
caractérise par une activité cérébrale
maximale, supérieure a celle de la veille,
paradoxalement associée a une immo-
bilité corporelle qui résulte d’une ato-
nie de la musculature posturale empé-
chant tous mouvements intempestifs,
potentiellement dangereux pour le réveur
coupé du monde extérieur. €n 1986, une

1 Qui a rapport au réve.
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pathologie (la parasomnie) consécutive
a la perte totale ou intermittente de
I’atonie musculaire pendant le sommeil
paradoxal, a été décrite [1]. Le patient
présentant cette pathologie, bien qu’en-
dormi et inconscient, montre d’impres-
sionnants mouvements complexes, invo-
lontaires, souvent violents et agressifs,
qui s’accompagnent

. . (=) Voir la Nou-
de vocalisations et

velle de J.F. Gagnon
etal., m/s n° 10,
octobre 2009,

page 782

de cris : le dormeur
extérioriserait ses
réves [2, 3] (=9).

Outre son impact délétére sur la qualité
de vie des patients, des études longi-
tudinales récentes ont établi que ces
troubles comportementaux en sommeil
paradoxal (TCSP, ou REM sleep behavior
disorder [RBD]) constituent un mar-
queur diagnostique précoce (supérieur a
10 ans) de maladies neurodégénératives

de type synucléinopathique? (comme
la maladie de Parkinson, la démence a
corps de Lewy, I'atrophie multi-systé-
matisée) [4, 5]. Selon I’hypothése étio-
logique actuelle, le RBD refléterait une
atteinte synucléinopathique des neu-
rones a I'origine de "atonie musculaire
pendant le sommeil paradoxal. €n effet
chez ces patients, la zone pontique céré-
brolésée inclut le noyau sublatérodor-
sal (SLD) qui est constitué de neurones
excitateurs glutamate actifs uniquement
durant le sommeil paradoxal. Ils sont
considérés comme générateurs de cet
état de sommeil paradoxal en synchroni-
sant I’ensemble de ses signes pathogno-
moniques (comme Iactivation corticale,

? Les synucléinopathies sont un groupe de maladies neuro-
dégénératives caractérisées par I’accumulation anormale
d’agrégats d’alpha-synucléine dans les neurones, les fibres
nerveuses ou les cellules gliales.
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