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Déclaration de lien d’interéts de 2013 a 2017

 Grants scientifiques : Biocodex, Deinobiotics
 Liens durables ou permanents : Aucun
* Intervention ponctuelle : MSD

* [Invitation a des congres : MSD, Biocodex
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Le modele de pathogenese des ICD

Porteur sain

Persistance des bactéries et de la
dysbiose = Risque de rechute

Réle de la réponse de I’hote ?
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Dysbiose et infection a C. difficile

« Sources de dysbiose
— Les antibiotiques : clindamycine, amox/ac. clavulanique, CIIIG, FQ

— Les inhibiteurs de pompe a proton
— Les régimes sans fibres et I'alimentation par voie parentérale =
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« Nombreuses études cliniques sur ICD et dysbiose

= ICD
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— Reésultats consensuels : N S e
 Diminution de la diversité microbienne
* Modification des équi"bres Richesse « moyenne » du m,iprobiote
_ B _ de patients controles, diarrheiques non
\\ Bacteroides, Bifidobacterium ICD, atteints d'ICD (premier épisode) et
de patients atteints de récidives

/" Entérobacteries, Enterococcus

F 18% INI, Saint-Malo, du21 au 23 juin 2017 Ozaki et al., J Med Microbiol, 2004 ; Chang et al., J Infect Dis, 2008 ; Antharam et al., J Clin Microbiol, 2013~ 4



Effet de barriere du microbiote normal vis-a-vis de C. difficile

« Maintien de I’'homéostasie intestinale
« Compétition spatiale et nutritive
« Métabolisme des sels biliaires :

Acides biliaires Effet sur la Effet sur les formes
germination végétatives

Bactéries du I Cholate et conjugués  Germinant ++ Neutre
microbiote
colique Il Déoxycholate Germinant +/- Inhibiteur

185 INI, Saint-Malo, du 21 au 23 juin 2017 Sorg et al., J Bacteriol, 2009 ; Britton & Young, Gastroenterology, 2014 ; Thériot et al., mSphere, 2016 5



Colonisation de I'hote

« La premiere interaction de la bactérie avec I’'hGte implique ses
composants de surface

Protelnes de la couche S SLP, pr Flagelle
PSII
r q Fbp68 ﬁ . .Fp087
e T
oxines
([ ] .. °

F _ N Janoir, Anaerobe, 2016 6
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| es toxines

o Structure et mécanisme d’action des toxines A et B

Domaine catalytique Domaine Domaine transmembranaire Domaine de liaison aux
glycosyl-transferase  protéolytique => libération des toxines cellules de I’hote

Rho GTPase _— Altération du
cytosquelette d’actine
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165 INI, SaintMalo, du 21 au 23 juin 2017 Pruitt & Lacy, Front Cell Infect Microbiol, 2012




| es toxines

* Fonctions des toxines A et B
— En modéle cellulaire :

« Effet cytopathique : ballonisation des cellules, ouvertures des jonctions serrées
de I'épithélium intestinal (TcdB 100 a 10 000 fois plus puissante que TcdA)

« Effet cytotoxique : induisent la mort cellulaire par apoptose ou nécrose

* Effets pro-inflammatoires

_ Lyerly et al., Infect Immun, 1985 ; Pruitt & Lacy, Front Cell Infect Microbiol, 2012 ; Shen, J Innate
| 18es NI, Saint-Malo, du 21 au 23 juin 2017 Immun, 2012 8



| es toxines

* ROle respectif des toxines AetB :
— En modele hamster : description historique du role des toxines
 (Gavage intragastrique des hamsters par TcdA : induit la mort des animaux

— Données cliniques

 Souches TcdA-, TcdB+ : pathogénes pour 'homme et pour I'animal ; décrites
frequemment

« Souches TcdA+, TcdB- : 1 seule description a ce jour

» Etudes de souches manipulées génétiquement

F 18 NI, Saint-Malo, du 21 au 23 uin 2017 Lyerly et al., Infect Immun, 1985 ; Sambol et al., Infect Immun, 2000 ; Monot et al., Sci Rep, 9
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| es toxines

« RoOle respectif des toxines A et B : études des mutants

Fond Modéale hamster

génétique

Toxines produites

Protocole Virulence

TedB Antibiotique : clindamycine J-5 i
s — : = TcdB responsable de la
virulence
TcdA TcdB Infection par 10%spores ++
B Antibiotique : clindamycine J-5 +t
TcdB ET TcdA responsables
TcdA - + .
630Aerm de la virulence
TcdA TcdB ++
Infection par 10?spores
_ N Lyras et al., Nature, 2009 ; Kuehne et al., Nature, 2010
0| 1888 JNI, Saint-Malo, du 21 au 23 juin 2017 10



| es toxines

« ROle respectif des toxines A et B

Fond Modele animal
Toxines produites .
génétique Protocole Virulence
TedA TcdB cDT Modele hamster ++
R20291 - - - Antibiotique : clindamycine J-7 -
(027) . TedB - ) ++
Infection par 10% spores
TedA - - +
TedA TcdB cDT Modeéle souris ++
M7404 - - - Cocktail antibiotique : Role majeur de TcdB
(027) . . .
TedB Infection par 108 spores + ) da.ns Ia Vlrulence de
TedA . - +/- C. difficile en
TcdA TedB cDT Modeéle hamster ++ modéle an|mal
My03 B - - Antibiotique : clindamycine JO -
(027)

. TcdB - ++
Infection par 10° spores
TedA - - -

Kuehne et al., J infect Dis, 2014 ; Carter et al., mBio, 2015 11
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Domaine catalytique
Activité ADP-ribosyltransferase

. . . CdtB _ Domain de liaison
¢ TOXIne blnalre CDT auxcellules de I'hote

— Présente chez plusieurs lignées épidémiques (PCR-ribotypes 027 et 078)

— Retrouvée dans 20% des cas d'ICD sporadiques

— Mécanisme d'action : ADP-ribosyltransferase, destruction du cytosquelette d'actine
« ROle ?

— FEtudes cliniques parfois contradictoires mais consensus émergent : CDT aurait un
role adjuvant dans la virulence de C. difficile

m Taux de mortalité a 30 jours

CdtA

CDT-027 CDT-non 027 Non CDT

Baccietal., Emerg.
Infect. Dis., 2011

28,0% (n=193)  27,8% (n=72)  17,0% (n=212)

F 18 NI, Saint-Malo, du 21 au23juin 2017 G€ric etal. Jinfect Dis 2006 ; Gerding et al., Gut Microb, 2014 12



Les raisons de « I’hypervirulence » des souches 027 ?

* Présence de la toxine binaire

« Taux de production des toxines ?
— Premieres études : environ 20 fois plus de toxines A et B produites
— Donneées non confirmées pour toutes les souches

o Particularités de la toxine TcdB,-
— Domaine de liaison différent par rapport aux souches classiques

Domaine catalytique Domaine
glycosyl -transferase  protéolytique

— Effet cytopathique accru sur lignees cellulaires

: Warny et al., Lancet, 2005 ; Merrigan et al., J Bacteriol, 2010 ; Carter et al. Plos Pathog, 2011 ;
* 18° JNI, Saint-Malo, du 21 au 23 juin 2017 Stabler et al. Gen Evol, 2009 ; Lanis et al., Plos Pathog, 2013 13



Le modele de pathogenese des ICD

[ ATB, PP > Dysbiose < ATB, PP |

|_| Contamination exogéne
, Germination des spores
Porteur sain Non porteur
Risque de rechute Colonisation, Production des toxines
Role de la réponse de I’héote ? l
ol
: Virulence des souches ?

Role de la réponse de 'hote ? |

Formes simples a compliquées

i Guérison clinique et
Traitement . . .
cure microbiologique
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Les différentes formes d’ICD

« L’ICD se traduit par des symptomes cliniques tres variés

« L’ICD est caractérisée par un afflux de neutrophiles dans la

muqueuse, particulierement important dans le cas des CPM
|

CPM : les pseudomembranes sont
constituées de fibrine, mucus,
débris cellulaires et PNN

 Une forte inflammation (marqueurs d’inflammation intestinale)
est predictive d’une évolution délétere de I'ICD

== 18¢ JNI, Saint-Malo, du 21 au 23 juin 2017 Bartlett & Gerding, Clin Infect Dis, 2008 ; El Feghaly et al., Clin Infect Dis, 2013 15



Inflammation et ICD

Glycosylation des
Rho GTPases

|

Altération épithelium
Mort cellulaire

Implantation de C. difficile dans sa niche colique

Effet des toxines

N

Effets glycosylation

—

/ indépendants
Cellules 1 \
épithéliales

Macrophages Mastocytes
l Cellules dendritiques

IL-8 l 1

IL-1B Histamine
TNFa
' . s
Recrutement massif de PNN » Clairance bactérienne

|

Lésions tissulaires

|| 18 NI, Saint-Malo, du 21 au 23 juin 2017 Sun & Hirota, Mol Immunol, 2015 ; Madan & Petri Jr, Trends Mol Med, 2012
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Inflammation et ICD

« Les composants de surface

Liaison au TLR4

Protéines de la couche § : SLP, Cwp
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18% JNI, SaintMalo, du 21 au 23juin 2017 Ryan et al., Plos Pathog, 2011 ; Batah et al., Sci Rep, 2017
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Inflammation et ICD

» Egalement production de cytokines anti-inflammatoires qui
vont promouvoir I'activation des lymphocytes B a l'origine de
la réeponse anticorps protectrice.

« 50-70% des adultes sains ont des taux détectables d’anticorps
dirigés contre les toxines et certaines protéines de surface

lgG arlti-to:uin B

-/flgﬁantltoxlnn
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AGE, YEARS

PERCENT FOSITVE
3‘6358 288

v Sanchez-Hurtado et al., J Med Microbiol, 2008; Viscidi et al., J Infect Dis, 1983 ; Warny et al., Infect
L 18°s INI, Saint-Malo, du 21 au 23 juin 2017 Immun, 1994 18




Role de la réponse immunitaire adaptative

« Réponse de I'hote vis-a-vis de TcdA

— Pas d'immunité croisée entre TcdA et TcdB

— Taux sérique d’Ac anti-TcdA corrélé a I'évolution
de l'infection apres contamination

* Porteurs sains vs. patients ICD
* Premier épisode vs. récidive

Serum lgG Antibody
against Toxin A (ELISA units)
in

— Observation similaire avec les IgA mucosales

F 18¢s INI, Saint-Malo, du 21 au 23 juin 2017 Kyne et al., N Engl J Med, 2000 ; Kyne et al., Lancet, 2001 ; Warny et al., Infect Immun, 1994 19



Role de la réponse immunitaire adaptative

e Etvisavisde TcdB ?

— Taux seriques d’'anticorps anti-TcdB supérieurs chez les patients en
convalescence apres une ICD que chez les sujets controles

— Guerison et absence de recidive corrélee au taux sérique d'lgG/IgA anti-TcdB et

a leur pouvoir neutralisant
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. Viscidi et al., J Infect Dis, 1983 ; Aronsson et al., Infection 1985 ; Johnson et al., J infect Dis, 1992 ;
| 18 JNI, Saint-Malo, du 21 au 23 juin 2017 Leav et al., Vaccine 2009 ; Islam et al., Anaerobe, 2014 20



Pouvoir neutralisant des anticorps

« Exemple du bezlotoxumab

Domaine catalytique Domaine
glycosyl -transferase  protéolytique —>libération des toxines

cellules de I'hote

Liaison TcdB-Ac

Domaine transmembranaire Domaine de liaison aux

TedB

18% INI, Saint-Malo, du21au23juin 2017 Orth etal., J Biol Chem, 2014 ; Hernandez et al., Antimicrob Agents Chemother, 2015



En conclusion @

.Héte./ p »  Environnement
Microbiote

Mercli pour votre attention
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