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INTRODUCTION

Clostridioides (anciennement Clostridium) difficile est une bactérie gram positif anaérobie
sporulée et productrice de toxines. Cette bactérie ubiquitaire persiste dans I'environnement grace a la
résistante conférée par ses spores, et est disséminée par transmission féco-orale chez ’homme.
Jusqu’a 3% de la population générale est colonisée par C. difficile de maniére asymptomatique
(Bartlett, 1994; Rousseau et al., 2012).

A Tloccasion d'un déséquilibre de la flore intestinale, souvent provoqué par la prise
d’antibiotiques, C. difficile colonise le tube digestif et sécréte ses toxines A et B au contact de la paroi
intestinale. L’action des toxines entraine la survenue de tableaux cliniques d’intensité variable. En
effet, les infections a C. difficile (ICD) peuvent se traduire par une diarrhée sans retentissement sur
I'état général, voire une colite pseudomembraneuse (CPM) pouvant se compliquer de mégacdlon
toxique, de perforation digestive et de syndrome de choc infectieux. Les formes sévéres et les
complications surviennent dans moins de 10% des cas, avec une mortalité pouvant atteindre jusqu’a
30% (Eckert et al., 2015). C. difficile est le principal agent pathogéne responsable de diarrhées
associées aux soins dans les pays industrialisés. Il est a l'origine de 15 a 25% des diarrhées post-
antibiotiques et de la quasi-totalité des CPM (Magill et al., 2014). La forte proportion de récidives (25%
dans les deux mois suivant un premier épisode d’ICD) complique I'éradication de la bactérie
lorsqu’elle est présente (Eckert et al., 2015). Sur les quinze dernieres années, la survenue
d’épidémies a mortalité élevée ainsi que l'incidence croissante de cas communautaires ont renforcé
l'intérét porté a C. difficile et intensifié son étude en tant que pathogéne.

Le diagnostic d’'une ICD est défini par la présence d’'un tableau clinique compatible et de la
preuve microbiologique de la présence des toxines libres ou d’'une souche toxinogene de C. difficile
dans les selles, ou bien lors du diagnostic de CPM réalisé par endoscopie ou histopathologie lors
d’'une colectomie ou d’'une autopsie (Cohen et al., 2010; Debast et al., 2014). Pour toutes les raisons
évoquées dans le paragraphe précédent, le diagnostic d’'une ICD doit étre rapide et fiable, afin de
pouvoir traiter et mettre en place les précautions contact du patient concerné au plus vite. Plusieurs
tests diagnostiques sont disponibles, tels que la détection de I'antigéne glutamate déshydrogénase
(GDH) et des toxines libres par méthode immuno-enzymatique (EIA), ainsi que la détection des génes
codant pour les toxines par amplification d’acides nucléiques (TAAN). Aucun de ces tests n’est
suffisamment sensible et spécifique pour étre utilisé seul, c’est pourquoi les sociétés savantes ont
émis des recommandations proposant des algorithmes diagnostiques en deux ou trois étapes (Barbut
et al., 2018; Crobach et al., 2016). Ces recommandations permettent d’optimiser I'utilisation de ces
tests pour un meilleur diagnostic des ICD.

L’algorithme diagnostique des ICD commercialisé par la société Meridian Bioscience a été mis en
place au laboratoire de bactériologie du CHU de Bordeaux en 2014. |l est composé de deux étapes, la
premiere étape de dépistage consiste a détecter la présence de GDH (Immunocard® C. difficile
GDH), I'étape suivante de confirmation consiste a détecter et amplifier les régions conservées du

locus de pathogénicité Paloc, comportant les génes codant pour les toxines A et B (Alethia™

13



C. difficile). Face a la survenue, bien que peu fréquente, de résultats invalides avec le test Alethia a
deux reprises sur selles, il a été décidé d’envisager la réalisation du test Alethia sur les colonies
obtenues aprés mise en culture de C. difficile (culture toxigénique). Cette alternative permet de
s’affranchir de potentiels effets inhibiteurs d’amplification génique dans les selles.

L’accréditation des laboratoires de biologie médicale (LBM) est rendue obligatoire par l'article
L. 6221-1 du Code de la santé publique. Elle doit porter sur 100% des examens biologiques que les
LBM réalisent en 2020. Cette accréditation est délivrée par le Comité francais d’accréditation
(COFRAC) et repose sur les exigences de la norme NF EN ISO 15189. Pour se faire, les examens
biologiques doivent étre validés. Les validations des méthodes a accréditer sont guidées, le COFRAC
mettant a disposition des guides techniques d’accréditation, ainsi que référentiels et formulaires pour
effectuer ces validations. Le référentiel SH REF 08 (COFRAC, 2017) établit la portée d’accréditation
de I'examen concerné, tandis que le guide technique SH GTA 04 (COFRAC, 2015a) présente
'ensemble des points a aborder lors de la validation de méthode. Les données sont listées au sein du
formulaire SH FORM 43 (COFRAC, 2015b). Les informations fournies par le SH GTA 04 peuvent étre
complétées par les recommandations des sociétés savantes telles que la Société Frangaise de
Microbiologie (SFM) qui propose un référentiel spécifique pour la microbiologie appelé QUAMIC
(QUAMIC, 2016). Ces référentiels ne fournissent pas d’exemples de dossiers de validation de
méthode.

Dans cette thése, nous nous sommes dans un premier temps intéressés au test Alethia
développé par le fournisseur dans les selles et a son application a la culture toxigénique. Nous avons
ainsi effectué les essais permettant de vérifier la performance et la mise en fonction du test en routine.
Nous avons respecté les exigences relatives au SH GTA 04 afin de soumettre cette technique a
I'accréditation. Dans un deuxiéme temps nous nous sommes intéressés a la validation de méthode de
I'algorithme diagnostique complet proposé par la société Meridian Bioscience. Nous avons effectué
les essais relatifs aux trois étapes de I'algorithme, I'analyse de risque globale et traité 'ensemble de
ces données afin de répondre aux exigences du SH GTA 04. Nous avons rédigé un SH FORM 43 pré-
rempli, nous permettant de soumettre a accréditation I'algorithme diagnostiqué des ICD utilisé au CHU
de Bordeaux, et de le proposer aux laboratoires utilisant ce méme algorithme et souhaitant eux aussi

'accréditer.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1 Un peu d’histoire

La premiére description de colite pseudomembraneuse (CPM), symptéme pathognomonique
d’une infection a C. difficile (ICD) fut décrite par Finney en 1893. |l s’agissait d’'une patiente de 22 ans
opérée d’'une gastro-entérostomie, pour un tableau d’obstruction sur ulcére gastrique (Finney, 1893). Il
a fallu attendre la généralisation de I'utilisation des antibiotiques pour mettre en évidence le lien entre
antibiothérapie et CPM.

L’hypothése selon laquelle une antibiothérapie préalable favorisait une « entérocolite
staphylococcique » fut d’abord évoquée (Bartlett and Gorbach, 1977; George et al., 1982; Tedesco,
1982). En effet Staphylococcus aureus était suspecté de coloniser la flore intestinale aprés altération
de cette derniére par antibiothérapie, et Khan et Hall (Khan and Hall, 1966) avaient décrit la guérison
des entérocolites a S. aureus aprés traitement oral par vancomycine (antibiotique également actif sur
C. difficile). Au début des années 1970, Tedesco et al. avaient étudié la survenue de diarrhées et
CPM chez 200 patients sous clindamycine, en utilisant I'endoscopie digestive comme outil
diagnostique de routine. Leurs résultats furent concluants (incidence de 21% concernant la diarrhée,
et de 10% concernant la CPM a I'endoscopie) et c’est a partir de cette étude que CPM et colite a
clindamycine devinrent synonymes (Tedesco, 1974). Le point de I'étude de Tedesco et al. permettant
d’écarter I'hypothése précédemment émise était que les cultures de selles de ces patients étaient
négatives a S. aureus. Néanmoins le rdle de C. difficile n’était pas encore établi.

C. difficile avait pourtant été isolé pour la premiere fois a partir de selles de nouveau-nés des
1935 (Hall IC and O’Toole E., 1935). La bactérie avait été alors été baptisée Bacillus difficilis afin de
traduire la difficulté rencontrée a l'isoler et a la mettre en culture. La production de toxines et I'effet
létal observé en les injectant chez des souris et des cochons d’Inde est décrite deux ans plus tard
(Snyder, 1937). Entre 1940 et 1962, seules deux études font référence a C. difficile chez 'lhomme,
sans preuve établie de son pouvoir pathogéne (Snyder, 1940; Smith and King, 1962). Il faut attendre
'année 1977 pour que Bartlett et al. incriminent le pouvoir pathogene de C. difficile dans la survenue
des CPM (Bartlett et al., 1977). Les auteurs établirent le lien entre les CPM post-antibiothérapie et la
production de toxine B de C. difficile, sur un modeéle animal d’abord, puis chez I'homme. lIs
observérent la transmission de la maladie a des hamsters sains via les selles d’animaux malades et
de patients atteints traités par clindamycine (Bartlett et al., 1978a). L’équipe se pencha ensuite sur la
caractérisation de I'agent responsable de la CPM. lls mirent d’abord en évidence la grande taille de la
toxine car elle était retenue par un filtre de moins de 10 pm. Pour en déterminer la nature, ils testérent
sa neutralisation par différentes antitoxines. Les antitoxines de la gangréne gazeuse (et notamment
celle de Clostridium sordellii) fonctionnérent, contrairement a I'antitoxine de S. aureus (Chang et al.,
1978). L’étape suivante consistait a trouver, parmi les différentes bactéries présentes dans les selles
animales du genre Clostridioides (anciennement Clostridium), laquelle était précisément a 'origine de

la production de toxines, et donc de la maladie. C’est ainsi que Bartlett et al. conclurent a la
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responsabilité de souches de C. difficile productrices de toxines dans la survenue des CPM associées
aux antibiotiques (Bartlett et al., 1978b).

Les années 1970 ont vu naitre I'ére des infections post antibiotiques a C. difficile. Sa mise en
évidence fut laborieuse et nécessita presque un siécle, mais C. difficile fait désormais partie des
agents bactériens les plus étudiés. Actuellement responsable de la majorité des diarrhées infectieuses
associées aux soins chez I'adulte dans les pays industrialisés (Magill et al., 2014), de 10 a 25 % des
diarrhées post-antibiotiques et de la quasi-totalité des cas de CPM (Bartlett, 2006), C. difficile

constitue aujourd’hui un probléeme de santé publique majeur.

2 Clostridioides difficile

2.1 Caractéristiques générales

C. difficile fait partie du genre Clostridioides, de la famille des Peptostreptococcaceae, de I'ordre
des Clostridiales, de la classe des Clostridia, du phyllum des Firmicutes (Knight et al., 2015; Lawson
et al., 2016). Clostridium difficile a officiellement été rebaptisé Clostridioides difficile en 2016 (Lawson
et al., 2016) afin de confirmer son éloignement phylogénétique du genre Clostridium. Cependant, les
deux dénominations Clostridium difficile et Clostridioides difficile restent valables (Oren and Rupnik,
2018). C’est un bacille gram positif anaérobie strict et sporulé, dont la spore est subterminale, ovale et
déformante (Figures 1 et 2). Sa mobilité est lente grace a des flagelles péritriches.

Sous sa forme végétative, il se présente sous I'aspect de bacille pléomorphe en paire ou en
chainettes courtes. Il peut également, afin de survivre aux conditions environnementales hostiles,

prendre la forme de spores.

Figure 1 : Coloration de Gram de C.difficile (Buyse et al., 2005)
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Figure 2 : Spore de C. difficile en microscopie électronique (Aslam et al., 2005) La spore est colorée en rouge au

sein de la bactérie colorée en bleu et jaune.

2.2 Ecologie, réservoir et mode de transmission

Le caractére résistant des spores permet a C. difficile de persister dans I'environnement. Ses
réservoirs multiples contribuent a faciliter sa dissémination et sa transmission par voie féco-orale chez
'homme (Leffler and Lamont, 2015).

2.2.1 Réservoir humain

Le tube digestif humain constitue I'un des réservoirs principaux de la bactérie. D’aprés Barbut
et al., C. difficile a une faible prévalence dans la population générale (Barbut et al., 2015) puisqu’il fait
partie de la flore microbienne intestinale normale de 0 a 3 % des adultes sains (Bartlett, 1994).

Durant les douze premiers mois de vie, 60 a 70 % des nourrissons sont porteurs de la bactérie
sans développer de symptdomes (Jangi and Lamont, 2010). Dés le plus jeune age, la flore fécale est
vulnérable aux phénoménes de colonisation par C. difficile. En effet, cette derniére se fait
majoritairement pendant la période néonatale puis entre 'dge de quatre et six mois. Ces deux
périodes sont associées a un microbiote intestinal favorable a la colonisation par C. difficile. Celle-ci
se ferait plus par contact environnemental que par transmission maternelle (Al-Jumaili et al., 1984).
Elle est asymptomatique chez les enfants de moins de trois ans. En effet, ils sont insensibles aux
toxines produites par la bactérie en raison de I'immaturité des récepteurs de surface des entérocytes
(Al-Jumaili et al., 1984; Borriello, 1990; Eglow et al., 1992). De plus, le passage d’anticorps antitoxines

maternels par voie placentaire et leur transmission pendant l'allaitement constitueraient des facteurs
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de protection (Lamont, 2002). La composition du mucus intestinal empécherait également les toxines
de se lier a leurs récepteurs. Enfin le manque de recrutement et d’activation des neutrophiles di a
limmaturité du systéme immunitaire chez ces enfants (Rolfe and Song, 1993; Tamma and Sandora,
2012) pourraient également expliquer ce portage asymptomatique. Chez les enfants de moins de trois
ans, la colonisation moyenne asymptomatique est de 60 % (Rousseau et al., 2012) puis la prévalence
devient la méme que chez les adultes (McFarland, 2008; Rousseau et al., 2012).

A I'age adulte, jusqu’a 3% des sujets sont colonisés et porteurs sains (Bartlett, 1994; Rousseau
etal., 2012).

Les personnes de plus de 65 ans présentent un taux supérieur a I'adulte sain avec 10 a 20 %
des personnes colonisées. Ceci s’explique par la plus grande fréquence d’exposition a la bactérie
(hospitalisation, cf. paragraphe 2.2.2), de médication, d’altération du microbiote intestinal et des
comorbidités (Salles, 2009). La colonisation des patients hospitalisés, en institutions, ou grabataires
est plus élevée avec un pourcentage pouvant atteindre 15 a 30 % (McFarland, 2008; Simor, 2010;
Ziakas et al., 2015).

2.2.2 Reéservoir environnemental

C. difficile est une bactérie ubiquitaire retrouvée dans tout I'environnement.

Xu et al. ont décrit sa présence dans de nombreux échantillons d’eau prélevés dans des
rivieres et stations de traitement d’eaux usées au Canada (Xu et al., 2014). Simango et al. l'ont
également mis en évidence au niveau des eaux et des sols au Zimbabwe (Simango, 2006) tandis que
Al Saif et Brazier I'ont retrouvé au niveau de I'eau des plages, de fleuves, de I'eau courante et des
piscines de la région de Cardiff en Angleterre (Al Saif and Brazier, 1996). Il est aujourd’hui admis que
le réservoir environnemental de la bactérie est global et pléthorique.

L’environnement intérieur au sein des maisons et résidences est également un lieu ou I'on
retrouve C. difficile : Alam et al. ont mis en évidence la contamination de 25 maisons sur 30 étudiées,
avec une moyenne globale de 32% des surfaces échantillonnées positives (Alam et al., 2014). Les
maisons étudiées faisaient partie de la communauté urbaine d’'une grande ville américaine (Houston,
Texas) et la population concernée était saine.

Les établissements de soins constituent un réservoir plus stratégique encore. Les spores qui
peuvent persister plusieurs mois sur les surfaces séches en milieu hospitalier (Otter et al., 2013) sont
transmises d’'une chambre a l'autre via les mains et gants du personnel soignant (Jullian-Desayes et
al., 2017). Elles sont retrouvées dans les chambres de patients atteints d'ICD, mais également dans
celles de patients non-infectés, du fait de la contamination des surfaces (Yui et al., 2017) et de leur
dissémination aérienne (Best et al., 2010). Des données anciennes concernant le taux de colonisation
des chambres allaient de 23 a 29 % selon les études, avec une augmentation significative pouvant
aller jusqu’a 49 % dans les chambres de patients atteints d’'ICD (Dubberke et al., 2007; McFarland et
al., 1989; Verity et al., 2001).
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2.2.3 Réservoir animal

Le tube digestif des animaux constitue également un réservoir pour C. difficile, qu’ils soient
sauvages ou domestiques. Plusieurs études font état de la présence de C. difficile chez les animaux
de compagnie, d’élevage ou bien sauvages (Hensgens et al., 2012; Jardine et al., 2013; Rabold et al.,
2018). La transmission de I'animal a 'homme et inversement pose question. La présence simultanée
de souches caractérisées a la fois chez des porcs d’élevage et des personnes au contact de ces
derniers a été démontrée (Keessen et al., 2013). Une étude récente menée par Dingle et al établit la
présence de souches PR 078 chez les éleveurs et porcs d’élevage (Dingle et al., 2019). Cette étude
va plus loin, en associant le réle des antibiotiques utilisés dans l'industrie agro-alimentaire et
'émergence de résistances au sein des souches de C. difficile responsables d’infections chez
'homme. En effet, 'usage abondant des tétracyclines dans I'élevage porcin entrainerait, par sélection
positive, 'émergence de souches résistantes a ces derniéres. Ces souches PR 078 dissémineraient
dans la population par contact direct des porcs avec les éleveurs et via la consommation des viandes
issues de ces élevages (Dingle et al., 2019). Ces données récentes renforcent I'hypothése émise

aujourd’hui que C. difficile peut étre responsable de zoonose (Rodriguez et al., 2016).

2.2.4 Réservoir alimentaire

C. difficile est retrouvé dans les aliments, tels que la viande (Curry et al., 2012; Esfandiari et
al., 2014), les légumes (Bakri and al., 2009; Eckert et al., 2013a) et les fruits de mer (Metcalf et al.,
2011).

La contamination des patients via I'alimentation en milieu hospitalier a été évaluée par Kwon
et al (Kwon et al., 2016). Ces auteurs ont montré que 0,2 % des échantillons de nourriture testés
étaient positifs a C. difficile. Une modélisation stochastique indiquait que moins d’un patient sur 1000
hospitalisations pourrait étre colonisé par C. difficile par voie alimentaire. Cette étude concluait que
I'alimentation en milieu hospitalier constituait un faible facteur de risque de contamination.

Ce moyen de contamination a également été évalué par Rodriguez-Palacios et al en milieu
communautaire (Rodriguez-Palacios et al., 2017). L’étude montrait une prévalence de 1 % de
C. difficile dans les aliments, soit cinq fois plus élevée qu’en milieu hospitalier (Kwon et al., 2016). Le
risque réel de transmission de C. difficile via les spores contenues dans les aliments est aujourd’hui
non quantifié d’autant que la quantité infectante de C. difficile pour ’lhomme n’est pas connue (Hoover
and Rodriguez-Palacios, 2013). Rodriguez et al précisent que seuls les patients présentant des
perturbations gastro-intestinales pourraient étre vulnérables a la colonisation et a linfection par

C. difficile par voie alimentaire (Rodriguez et al., 2016).
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2.3 Pouvoir pathogeéne et facteurs de virulence

2.3.1 Spores

La spore constitue la forme dormante et de résistance de la bactérie. Elle constitue également
un facteur de virulence puisqu’elle facilite la transmission de la bactérie. C. difficile acquiert ce
morphotype lorsque les conditions environnementales sont hostiles. En effet, les spores sont
résistantes a la chaleur jusqu’a 73°C (Rodriguez-Palacios and Lejeune, 2011), au pH acide, aux
antibiotiques et a la dessiccation (Leffler and Lamont, 2015), et permettent a C. difficile de survivre en
aérobiose (Jump et al., 2007). Elles résistent également aux désinfectants usuels utilisés jusqu’alors
en Etablissements de santé (ES) (Ali et al., 2011) et dans la communauté notamment aux alcools
éthyliques et propyliques (Rutala et al., 2012). Les spores sont efficacement détruites par des
solutions sporicides adaptées a base de peroxyde d’hydrogéne (Barbut, 2015), au glutaraldéhyde a
2 %, au formaldéhyde a 8 % et a I'hypochlorite de sodium a 20 ppm (Awad et al., 2014; Barra-
Carrasco et al., 2014).

Les spores de C. difficile ont une structure commune aux spores décrites pour les autres
bactéries (Paredes-Sabja et al., 2014). Elles possédent différentes couches qui contribuent aux
propriétés de résistance des spores (figure 3), le facteur le plus important y contribuant étant son
faible contenu en eau. Les spores sont généralement composées d’'un exosporium externe en contact
avec I'environnement. Il modulerait les interactions avec I'épithélium et régulerait la germination
(Lawley et al., 2009). Une couche protéique dense constituée d’anneaux concentriques appelée
manteau entoure la membrane externe, elle est dérivée de la cellule mére et ne posséde aucune
propriété de résistance. Le cortex constitué de peptidoglycane protége la membrane de germination
qui renferme le noyau. Celui-ci contient une copie compléte du génome, des ribosomes et une
multitude de complexes nucléoprotéiques et de nombreuses enzymes (Permpoonpattana et al.,
2011).

L’analyse protéomique des spores de la souche 630 de C. difficile révéle I'existence d’environ
336 protéines associées aux spores dont 88 sont communes aux clostridies et 29 sont spécifiques de
C. difficile. Elles sont impliquées dans les processus de traduction, sporulation/germination et dans la
dégradation/stabilisation des protéines. Des protéines métaboliques associées a la production
d’énergie sont aussi largement représentées. Cing protéines associées a la couche externe de la
paroi des spores ont été également identifices: CotA, CotB, CotCB, CotD et CotE. CotD
posséderaient une activité catalase et CotE aurait une fonction peroxydase. Les activités catalase et
peroxydase pourraient étre impliquées dans le pouvoir antioxydant des spores leur permettant de
réduire la toxicité du H,O, (Lawley et al., 2009).
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Figure 3: Schéma d’une spore de C. difficile. De I'extérieur vers l'intérieur : exosporium, manteau, cortex,

membrane de germination et noyau (Paredes-Sabja et al., 2014)

2.3.2 Adhésines

Les adhésines jouent un réle important dans la colonisation digestive, point de départ de la
physiopathologie des ICD. Parmi les principales adhésines impliquées sont retrouvées les protéines
de la paroi cellulaire (Cell wall proteins ou Cwp) (Fagan et al., 2011) dont font partie des S-layer
proteins (Slp) (Calabi et al., 2001). Sont également retrouvées les adhésines Fibronectin binding
protein 68 (Fbp68) (Hennequin et al., 2003), Collagen binding protein A (CbpA) (Tulli et al., 2013), la
protéine de choc thermique GroEL (Hennequin et al., 2001), et la lipoprotéine CD0873 (Kovacs-Simon
et al., 2014).

2.3.3 Toxines A et B et locus de pathogénicité

Les toxines libres A et B, aussi appelées TcdA et TcdB constituent le principal facteur de
virulence. Les souches de C. difficile « non toxinogénes » sont considérées comme avirulentes et ne
sont pas pathogénes (Geric et al., 2006; Kuehne et al., 2010).

TcdA et TcdB sont des exoprotéines de grande taille. Elles ont un poids moléculaire de 308 et
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270 kDa, respectivement. TcdA possede des caractéristiques d’entérotoxine létale et cytotoxique et
TcdB de cytotoxine. La production de l'une ou des deux toxines varie d’'une souche a l'autre.
L’expression de TcdA et de TcdB peut étre simultanée (souches A+B+) mais la présence de TcdB
seule (souches A-B+) (Burke and Lamont, 2014) et plus rarement de TcdA seule (souches A+B-)
(Monot et al., 2015) ont été décrites dans la littérature.

TcdA et TcdB agissent en synergie mais des analyses utilisant des mutants délétés en toxines
suggerent que seule TcdB serait un facteur de virulence essentiel (Carter et al., 2015; Lyras et al.,
2009). Il a été démontré in vitro et in vivo sur des modéles animaux que la virulence de TcdB seule
serait 1000 fois supérieure a celle de TcdA (Kuehne et al., 2014; Lyras et al., 2009). Lorsqu’elles sont
toutes deux exprimées, TcdA et TcdB agissent en synergie. Leur internalisation et leur transport dans
I'entérocyte sont décrits en figure 4. Les toxines catalysent de fagon irréversible la monoglycosylation
de la thréonine en 35/37 des petites guanosine-triphosphatases (GTPases) de la famille Rho. Leur
inactivation empéche la polymérisation des filaments d’actine. La conformation du cytosquelette des
cellules cibles est modifiée, aboutissant a leur désorganisation structurale. Au niveau des entérocytes,
ceci se traduit par une globulisation des cellules (illustrée en figure 14 du paragraphe 4.5.1.1), une
inhibition de leur division et une destruction des jonctions serrées (Gerhard et al., 2008; Just and
Gerhard, 2004). La mort de ces cellules induit une réaction inflammatoire intense. L’afflux de
polynucléaires neutrophiles au niveau de la lamina propria participe a une importante réaction

inflammatoire et entraine la formation de pseudomembranes (Eckert et al., 2015a)
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Figure 4 : Mécanisme d’action des toxines de TcdA (Tox A) et TcdB (Tox B) (Awad et al., 2014)

UDP = Uridine diphosphate, en rouge : le domaine catalytique N terminal ; en bleu : le domaine de la cystéine
protéase ; en jaune : le domaine central hydrophobe et la région formant les pores (PFR) ; en vert : le domaine C

terminal de la liaison au récepteur.

La premiere étape met en jeu la liaison de TcdA (Tox A) ou TcdB (Tox B) a des récepteurs cellulaires non
connus, suivi de I'endocytose des toxines au sein de I'endosome. L’acidification de I'endosome entraine
'insertion de la toxine et la formation de pore dans la membrane endosomale.

Des phénoménes de clivage InsP6 (inositol hexakiphosphatase) dépendants, médiés par la cystéine protéase
permettent la libération de la glycosyltransférase active dans le cytosol.La glycosyltransférase libérée induit la

glucosylation et I'inactivation des GTPases de la famille Rho, induisant I'effet pathogéne au sein de la cellule.

Les génes codant pour les toxines TcdA et TcdB présentent un haut degré d’homologie
(66 %). lls se situent au niveau du locus de pathogénicité, aussi appelé PalLoc (figure 5) (Eckert and
Barbut, 2010). Cette région longue de 19,6 kilo bases (Kb) est présente chez les souches
toxinogénes. Elle est remplacée par une région non codante de 115 paire de bases (pb) chez les
souches non toxinogénes (Gerding et al., 2018; Rupnik et al., 2009). Son apparition chez C. difficile
résulterait de la fusion de loci de deux souches distinctes, codants indépendamment pour la toxine A
et pour la toxine B (Monot et al., 2015).

Plusieurs génes accessoires font également partie du PaLoc (figure 5) Parmi eux : tcdR code
pour la protéine TcdR, facteur sigma jouant un rdle dans la régulation positive de I'expression des
toxines A et B, fcdC code pour la protéine TcdC jouant un rble répresseur de la transcription des

toxines A et B (Matamouros et al., 2007) et fcdE coderait pour une protéine impliquée dans la
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formation de pores transmembranaires et intervenant dans la libération des toxines A et B (Govind
and Dupuy, 2012).

2.34 Souche BI/INAP1/027

Au début des années 2000, 'Amérique du Nord voit apparaitre des épidémies d’'ICD dont la
morbidité, la mortalité et I'incidence des cas n’avaient pas été observées jusqu’alors (Loo et al., 2005;
Pépin et al., 2005a). Ces épidémies ont gagné I'Europe peu de temps aprés. La caractérisation des
souches en cause a révélé une production accrue de toxines et un niveau de résistance élevé aux
antibiotiques.

Un clone dit « hyper virulent » BI/NAP1/027 (Kuijper et al., 2006a) a été caractérisé. La
dénomination de ce clone est en lien avec les caractéristiques suivantes : Bl par analyse de restriction
par endonucléase, NAP1 pour le pulsotype North American pulsotype 1 en électrophorése a champ
pulsé, et 027 pour le PCR-ribotype (PR) 027 (cf. paragraphe 2.4 Typage moléculaire). Il présente une
délétion non spécifique de 18 pb au sein du géne tcdC du Paloc ou une délétion ponctuelle en
position 117. Celles-ci ménent a une protéine tronquée ou [Iapparition d'un codon stop,
respectivement. TcdC est inactive, ne pouvant assurer son rble de répression de la transcription des
toxines (Dupuy et al., 2008). Cette absence de répression de transcription entraine I’hyperproduction
des toxines A et B a des taux de 16 a 23 fois supérieurs aux taux observés chez les souches
toxinogénes autres que BI/NAP1/027 (Warny et al., 2005). De plus, la virulence de clone peut étre liée
a la production d’'une toxine binaire aussi appelée CDT pour Clostridioides difficile transférase. Les
particularités de la toxine binaire sont développées dans le paragraphe suivant. Elle constituerait,
avec I'hyperproduction des toxines A et B, un des facteurs majeurs de virulence du clone (McDonald
et al., 2005) et la synergie suspectée de I'action de TcdA, TcdB et CDT serait a I'origine de la sévérité

des tableaux cliniques induits (Loo et al., 2005).
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Figure 5 : Locus de pathogénicité (PaLoc) de Clostridioides difficile, structure de TcdB et séquence partielle de
tcdC (Eckert and Barbut, 2010)

A. Locus de pathogénicité = PaLoc. Les fléeches indiquent le sens de la transcription.

B. Représentation schématique de TcdB d’aprés (Jank and Aktories, 2008). A= biological activity, domaine
amino-terminal a activité glucosyltransférase — C= cutting, domaine cystéine protéase — D= delivery,
domaine de translocation avec région hydrophobe en jaune — B= binding, domaine de liaison au récepteur.

C. Séquence d’'une partie du géne tcdC de la souche VPI10463 (1) et d’'une souche épidémique 027 (2). La
souche 027 est caractérisée par la présence d'une délétion non spécifique de 18 pb et d’'une délétion

ponctuelle en position 117 introduisant un codon stop prématuré.

2.3.5 Toxine binaire ou CDT

Environ 6 a 10 % des souches de C. difficile possédent la toxine binaire CDT (Eckert and
Barbut, 2010). Elle a été décrite pour la premiére fois en 1988 (Popoff et al., 1988). Cette toxine de
4,3 kb possede une activité ADP ribosyl-transférase spécifique de I'actine (Popoff et al., 1988). Elle
est composée de deux sous unités non liées: CDTa (composant enzymatique) et CDTb (partie
ligand) codées respectivement par les génes cdtA et cdtB. Ces deux génes constituent, avec le géne
cdtR, le locus CdtLoc (figure 6). cdtR code pour une protéine régulatrice nécessaire a I'expression
de CDT (Carter et al., 2007).
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Figure 6 : Locus de la toxine binaire (CDT) de Clostridioides difficile : CdtLoc. Structure de CDTa (composant
enzymatique) et CDTb (fonction ligand) (Rupnik et al., 2009)

La protéine CDTb se lie sous forme monomérique au récepteur cellulaire LSR (Lipolysis-
Stimulated lipoprotein Receptor) présent a la surface des entérocytes (figure 7). La formation
d’heptameéres a partir de complexes CDTb-LSR permet la fixation du composant enzymatique CDTa,
et l'internalisation du complexe par endocytose. CDTa est libérée dans le cytosol aprés passage par
'endosome et exerce sa fonction en ribosylant les molécules d’actine en position 177. Il en résulte
une inhibition de polymérisation et une dépolymérisation des complexes d’actine déja formés,
entrainant une désorganisation puis une destruction du cytosquelette cellulaire et aboutissant a la

mort cellulaire (Barth et al., 2004; Smits et al., 2016).
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Figure 7 : Mécanisme d’action de CDT ou toxine binaire, (Smits et al., 2016). CDTa = ADP-ribosyltransferase

(rouge) ; CDTb = protéine de liaison (jaune et vert) ; LSR : Récepteur de lipoprotéines, stimulé par la lipolyse

26



Le réle de la toxine binaire lors d'ICD n’est pas encore bien établi, mais elle potentialiserait les
effets cytotoxiques de tcdA et tcdB (Goldenberg and French, 2011; Monot et al., 2015). Cowardin et al
ont également démontré son réle dans la suppression de la réponse éosinophile chez I'hbte,
hypothése supplémentaire avancée pour expliquer la corrélation de la présence de CDT aux cas
graves d'ICD (Cowardin et al.,, 2016). Enfin, la toxine binaire entrainerait une augmentation de
'adhérence entre C. difficile et les entérocytes, en induisant la formation de protrusions a la surface
des entérocytes, la libération de fibronectine par ces derniers et la création d’'un maillage dense a leur
pble apical. Cet effet induit par CDT facilite 'adhérence et la colonisation de I'épithélium digestif par
C. difficile (Schwan et al., 2009, 2014). Des cas d’ICD séveres ont été rapportés en présences de
souches de C. difficile ne sécrétant que la toxine CDT (A-B-C+) (Androga et al., 2015; Eckert et al.,
2014a).

2.4 Typage moléculaire

La caractérisation et le typage des souches de C. difficile circulantes reposaient historiquement
sur I'analyse des profils protéiques en immunoblot et le sérogroupage (Lemée and Pons, 2004).

Les typages moléculaires ont été ensuite développés, avec des méthodes fondées sur 'analyse
de I'ADN chromosomique aprés action d’enzyme de restricion comme la REA (restriction
endonuclease analysis) et la PGFE (électrophorése en champs pulsé). Des méthodes fondées sur la
PCR telles que 'AP-PCR (arbitrarily primed-polymerase chain reaction), la RAPD (random amplified
polymorphic DNA), le PCR-ribotypage, 'AFLP (amplified fragment length polymorphism), la rep-PCR
(amplification de séquences répétitives) sont également utilisées.

Parmi ces méthodes, la PCR ribotypage (PR), méthode la plus souvent utilisée en Europe, est
fondée sur I'amplification des régions d’espacement intergénique des ARN ribosomaux 16S et 23S
(Bidet et al., 1999). La variation de la taille de ces régions définit un groupe de souches produisant un
motif de bande identique. Le laboratoire de santé publique et de référence des bactéries anaérobies
de Cardiff (Grande-Bretagne) a établi une base de données de référence sur la nomenclature du
ribotypage de souches de C. difficile. Cette nomenclature est désignée par un numéro a trois chiffres
commencgant par 001, et un total de 150 ribotypes a déja été décrit (Kuijper et al., 2006a). Lors d’'une
étude de prévalence des souches circulantes en Europe en 2012 et 2013, 125 ribotypes différents
avaient été identifiés (Davies et al., 2014).

L’étude plus particuliére des génes de virulence a permis d’établir un lien entre épidémiologie
et virulence. Ainsi 31 toxinotypes différents (I a XXXI) ont été identifiés par l'analyse du
polymorphisme des géenes fcdA et tcdB par PCR-RFLP (polymorphisme de longueur des fragments de
restriction ou Restriction Fragment Length Polymorphism) sur les fragments B1 et A3 du Paloc. Les
données recueillies sont comparées a celles de la souche de référence VPl 10463 (toxinotype 0)
(Knight et al., 2015; Rupnik et al., 2009). La méme technique peut étre utilisée pour I'analyse du géne
slpA des « S-layer proteins ». Enfin des méthodes comme le typage par MLST (Multi locus sequence

typing) qui permet d’analyser a la fois le mode d’évolution génomique et phylogénique des facteurs de
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virulence de C. difficile, et 'analyse MLVA (MultiLocus Variable-number tandem-repeat Analysis)
peuvent étre utilisées.

La caractérisation moléculaire des souches analysées révele qu’une grande partie de celles
retrouvées dans I'environnement est génétiquement différente des souches actuellement connues et

impliquées en pathologie (Janezic et al., 2016).

3 Infections a C. difficile

3.1 Epidémiologie

Les ICD constituent un véritable enjeu de santé publique a travers le monde. C’est pourquoi
leur incidence dans la population générale, la survenue d’épidémies et la répartition des ribotypes de
C. difficile en cause sont des éléments primordiaux a prendre en compte pour assurer leur

surveillance. Nous n’aborderons dans cette thése que I'épidémiologie européenne et francaise.

3.1.1  Europe

Depuis les deux derniéres décennies, l'incidence globale des ICD est en augmentation
constante. En 2005, elle était rapportée a 2,45 pour 10000 patients/jour (Barbut et al., 2007), puis a
4,1 en 2008 (Bauer et al., 2011). Les PR les plus fréquemment retrouvés en 2008 par Bauer et al sont
014/020 (16 %), 001 (10 %), 078 (8 %), 018 (6 %), 106 (5 %) puis 027 (5 %).

L’incidence des ICD continue d’augmenter sur les années suivantes pour atteindre 6,6 pour
10000 patients/jour en 2011-2012 puis 7,3 pour 10000 patients/jour en 2012-2013 (Davies et al.,
2014). La répartition des PR retrouvés est décrite en figure 8 ci-dessous. Les PR 027 (19 %), le
001/072 (11 %) et le 014/020 (10 %) sont les plus fréquemment isolés sur cette période.
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Overall ribotype prevalence

= 027 (19%)
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Figure 8 : Distribution géographique des PR de C. difficile par pays sur I'étude EUCLID en 2012 et 2013 (Davies
et al., 2016) EUCLID : European point-prevalence study of Clostridium difficile infection in hospitalised patients

with diarrhoea

Les épidémies européennes liées au PR 027 sont apparues en 2005 en Angleterre (Smith,
2005), aux Pays bas (Kuijper et al., 2006b) et en Belgique (Joseph et al., 2005), pour s’étendre a
d’autres pays européens les années suivantes. L’étude de Davies et al (Davies et al., 2016) illustre la
forte augmentation de prévalence du clone épidémique 027 en I'espace de quelques années: 5 %
des souches isolées en 2008 (Bauer et al) contre 19 % en 2016.

L’enquéte sur la prévalence des infections associées aux soins (IAS) et sur l'utilisation des
antibiotiques dans les hépitaux d’Europe en 2011-2012, menée par I'European Center for Disease

eme

prevention and Control (ECDC), classait C. difficile en 8~ position des bactéries en cause avec 5,4%
du total des IAS recensées, derriére E. coli (15,9 %), S. aureus (12,3 %), Enterococcus spp (9,6 %),
P. aeruginosa (8,9 %), K. pneumoniae (8,7 %), les staphylocoques coagulase négative (7,5 %) et
Candida spp (6,1 %). Dans la catégorie des infections gastro-intestinales associées aux soins,
C. difficile était tenue comme responsable de 48 % des IAS (European Centre for Disease Prevention
and Control, 2013).

Un quart des cas d’ICD serait potentiellement sous diagnostiquées chaque année en Europe,
du fait de l'absence de suspicion clinique et/ou de [l'utilisation de méthodes diagnostiques non
optimales (Davies et al., 2014). Pour répondre a cette problématique, un protocole de surveillance a
été proposé par 'ECDC en 2015 (Kola et al., 2015), mis en application a partir du 1* janvier 2016 et
actualisé depuis (Sutens et al., 2017). Les objectifs du protocole sont de permettre une coordination
de la surveillance de I'incidence des ICD en Europe (UE et hors UE) en proposant aux hdpitaux

participants des outils standardisés pour mesurer et surveiller les taux d’incidence d’'ICD, en lien avec
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les informations épidémiologiques et microbiologiques (Sutens et al., 2017). C’est grace a ce
protocole de surveillance qu’en 2016 les hopitaux provenant de 20 pays différents et ayant accepté de
participer ont pu le mettre en application. Parmi les résultats mis en évidence, on retrouvait 7711 cas
rapportés d'ICD, dont 74,6 % étaient associés aux soins. Les PR retrouvés les plus fréquents étaient
027 (22,9 %), 001 (7,5 %), 014 (6,7 %), 078 (5,1 %), 002 (4,2 %) et 020 (4,2 %) (European Centre for

Disease Prevention and Control, 2018).

3.1.2 France

L’'InVS (Institut de Veille Sanitaire), devenu depuis Santé publique France, a édité en 2006
des recommandations de contrdle afin d’optimiser la surveillance et le suivi des cas d’ICD (Institut de
Veille Sanitaire - Réseau d’Alerte, d’Investigation et de Surveillance des Infections Nosocomiales,
2006). Ces recommandations ont fait suite aux premiéres épidémies liées au PR 027 (décrites plus
loin) et ont permis le recueil minutieux des données épidémiologiques a partir de cette date.

En 2008, I'étude de Bauer et al. retrouvait une incidence frangaise de 2,1 pour 10000
patients/jour contre une incidence européenne de 4,1 cas d’'ICD pour 10000 patients/jour (Bauer et al.,
2011). Les incidences retrouvées en Finlande, en Allemagne et en Gréce lors de cette méme étude
étaient de 19,1, 7,4 et 3,7 cas pour 10000 patients/jour respectivement. En 2009, I'étude prospective
multicentrique frangaise menée par Eckert et al. pour le réseau de surveillance des infections
nosocomiales (RAISIN) retrouvait une incidence de 1,15 a 2,28 cas d'ICD pour 10000 patients/jour.
Les ES participants avaient également fait parvenir au Centre National de Référence (CNR) les
souches isolées ; les PR les plus fréquemment retrouvés étaient le 014/020/077 (18,7 %), le 078/126
(12,1 %), le 015 (8,5 %), le 002 (8 %) et le 005 (4,9 %). L’incidence globale retrouvée en France pour
cette étude était moins élevée que celle rapportée en Europe un an plus té6t par Bauer et al, ce qui
suggérait un impact positif des recommandations de contréle éditées par I'lnVS de 2006 (Bauer et al.,
2011; Eckert et al., 2013b).

Le rapport InVS de 2010 recensait les signalements d’ICD effectués par les ES entre juillet
2009 et juin 2010, ainsi que les souches de C. difficile envoyées au CNR pour PR sur la méme
période. Les signalements émanaient de 83 ES de 41 départements répartis dans 18 des 22 régions
de France métropolitaine, tandis que les souches envoyées au CNR provenaient de 131 ES différents
implantés dans 19 des 22 régions de France métropolitaine. Parmi 'ensemble des souches typées
par le CNR, 21,5 % appartenaient au clone épidémique 027. Ces dernieres ont été identifiées dans
cing régions frangaises métropolitaines, mais la région la plus concernée restait le Nord-Pas-de-
Calais, région initialement touchée par I'épidémie de 2006, avec 69,1 % des souches 027 identifiées
(Institut de Veille Sanitaire, 2010). En effet, la premiére épidémie rattachée au clone 027 fut décrite
dans le Nord de la France, regroupant 41 patients atteints d'ICD entre janvier et mai 2006. Le taux de
mortalité observé lors de cette épidémie était de 34 %, (Coignard et al., 2006). L’étude
épidémiologique des ICD en lien avec le PR 027 s’étendant sur presque 4 ans révélait une incidence
globale de 1,63 pour 10000 patients/jour (Birgand et al., 2010). Les rapports annuels d’activité du

CNR révélaient I'apparition pour la premiére fois en 2013 d’'une souche épidémique PR 027 dans les
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régions d’Alpes Maritimes et Bouches du Rhone, mais également en Bretagne et en lle de France. La
souche épidémique PR 027 n’était donc plus majoritairement localisée dans le Nord de la France.
Enfin, en 2014, sa diffusion s’est largement répandue a travers le territoire frangais. Une seule souche
avait été identifié¢e comme PR 027 en Gironde en 2012 (Centre National de Référence Bactéries
anaérobies et botulisme and Laboratoires associés C. difficile, 2013, 2014, 2015). Aprés I'épidémie du
Nord de la France, la deuxieme grande épidémie liée au clone PR 027 a été observée en région
Provence-Alpes-Cote d’Azur, et notamment a Marseille, ou 144 cas d'ICD liés au PR 027 ont été
décrits entre janvier 2013 et décembre 2015. Le point de départ de I'épidémie semblait étre un service
d’hospitalisation de long séjour ou 6 des 10 patients atteints par I'épidémie initiale avaient séjourné
(Cassir et al., 2016).

En 2012, 70 ES francais participaient a une étude de prévalence biannuelle en adressant
systématiquement au CNR I'ensemble des selles diarrhéiques de patients hospitalisés regues au
laboratoire sur deux journées (une en décembre 2012 et une en juillet 2013). L’incidence moyenne
retrouvée des ICD par le CNR était de 3,6 pour 10000 patients/jour. Cette étude a permis de confirmer
la tendance observée au niveau européen sur la méme période (Davies et al., 2014) en mettant en
lumiere la sous-estimation des cas réels d'ICD : plus de la moitié (55,6%) des ICD diagnostiquées par
le CNR ne l'avaient pas été par les laboratoires participants. Cela s’expliquait par le manque de
sensibilité des méthodes utilisées (25,4 % des cas) et le manque de suspicion clinique d’ICD (30,2 %
des cas) (Barbut et al., 2015). Sur la méme période, I'étude de Davies et al. retrouvait une incidence
des ICD de 3,9 (2011-2012) et 3,3 (2012-2013) pour 10000 patients/jour en France, contre 6,6 et 7,3
pour 10000 patients/jour respectivement en Europe (Davies et al., 2014). Les incidences observées
en Finlande, Allemagne et Gréce lors de cette étude étaient respectivement de 14,9 a 28,7, de 10,2 a
11, et de 3,4 a 3,9 cas pour 10000 patients/jour. Enfin, pour 'année 2014, le CNR rapportait
'ensemble des souches de C. difficile adressées par les ES frangais, et la répartition des ribotypes
était la suivante : 014/020/077 (16,1 %), 027 (13,5 %) et 078/126 (11,9 %) (Centre National de
Référence Bactéries anaérobies et botulisme and Laboratoires associés C. difficile, 2015).

Concernant la mortalité imputable aux ICD, Barbut et al ont étudié grace aux données de
'assurance maladie deux cohortes de patients ('une constituée de patients ayant présenté au moins
une ICD, l'autre constituée de patients « contréle » n’ayant jamais présenté d’ICD) sur une période
allant de 2007 a 2014. Leur conclusion était sans appel en démontrant une augmentation significative
de la mortalité chez les patients atteints d’'ICD par comparaison avec le groupe contréle, avec un
risque relatif de 1,58 (IC 95 % : 1,27-1,97) (Barbut et al., 2018a).

Le roéle de C. difficile dans les IAS ayant déja été évoqué, il n'est pas surprenant de lui voir
attribuer la responsabilité de 1,7 a 2,1 % des IAS en France en 2011 et 2012 (European Centre for
Disease Prevention and Control, 2013; Thiolet et al., 2012), augmentant jusqu’a 3,8 % en 2013 (Dorp
et al.,, 2016). Enfin, sur la période de 2001 a 2017, C. difficile arrivait en 6°™ place des micro-
organismes responsables d’infection nosocomiale en France, avec 7,1 % du total des cas d’IAS

signalées (Maugat et al., 2018).
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3.2 Physiopathologie

La physiopathologie des ICD repose sur trois éléments intervenant de maniere concomitante
ou successive lors de linfection (figure 9). Le premier élément est le déséquilibre de la flore
intestinale, aussi appelé dysbiose intestinale, préparant un terrain propice a I'acquisition de C. difficile.
Le deuxieme est I'acquisition d’une souche productrice de toxines, dite toxinogene. Le troisieme est la

réponse de I'héte a I'acquisition du pathogéne et vis-a-vis des toxines.
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Figure 9 : Physiopathologie des ICD (Eckert et al., 2015a)

3.2.1 Dysbiose intestinale

L’altération de la flore intestinale et la diminution de résistance a la colonisation qui s’en suit
constituent la premiére étape du développement d’'une ICD. Elle est classiquement liée a la prise
d’antibiotiques. Tous les antibiotiques sont susceptibles d’entrainer une ICD et une seule dose peut
suffire, bien que le risque augmente avec la durée du traitement (Eckert et al., 2015b). Les classes
d’antibiotiques et leur fréquence d’association avec la survenue d’ICD sont présentées en tableau 1.

Le déséquilibre de la flore intestinale induit par I'antibiothérapie entraine une modification du
métabolisme au niveau du tube digestif. En effet, les bactéries de la flore intestinale permettent la
déconjuguaison et la 7 alpha-hydroxylation des acides biliaires primaires, induisant la formation
d’acides biliaires secondaires. En I'absence de ces bactéries de la flore intestinale, les acides biliaires
secondaires diminuent, les acides biliaires primaires (tels que le taurocholate) et conjugués
augmentent. La fermentation bactérienne est également altérée, entrainant une diminution des acides

gras a chaine courte et un excés de glucides et d’acides aminés. Les acides biliaires primaires, les
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glucides et acides aminés facilitent la germination des spores et la croissance des formes végétatives
(Blanchi et al., 2016).

Tableau 1 : Classes d'antibiotiques et fréquence d'association aux ICD (Seksik, 2019)

Classe d’antibiotiques Association avec ICD

Ampicilline, Amoxicilline, Céphalosporines, Clindamycines, .
. Fréquente
Fluoroquinolones

Autres pénicillines, Sulfamides, Triméthoprime, ]
o _ ] . Assez fréquente
Triméthoprime-sulfaméthoxazole, Macrolides

Tétracyclines, Vancomycine, Métronidazole, Bacitracine,
Chloramphénicol, Aminosides, Teicoplanine, Rifampicine, Rare

Daptomycine, Carbapenémes

3.2.2 Contamination par une souche toxinogéne

Aprés ingestion par contamination oro-fécale, les spores de C. difficile vont résister a I'acidité
gastrique et atteindre le duodénum ou elles vont germer pour reprendre leur forme végeétative. Les
formes végétatives vont alors gagner le colon (Smits et al., 2016) ou elles colonisent la muqueuse

digestive (figure 10).
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Figure 10 : Etapes du cycle de C. difficile dans le tube digestif humain (Smits et al., 2016) SCFA : Short-Chain Fatty acid ou
acide gras a chaine courte
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Cette colonisation est favorisée par I'adhésion aux cellules épithéliales du colon grace a leurs
adhésines (décrites en paragraphe 2.3.2) et la dégradation du mucus digestif a I'aide a d’enzymes
hydrolytiques et protéolytiques (Eckert and Barbut, 2010).

Une fois la colonisation de I'héte réalisée, la souche toxinogéne peut commencer a sécréter
ses toxines au contact de la paroi intestinale. Comme décrit précédemment, les propriétés
cytotoxiques et entérotoxiques de ces dernieres aboutissent, grace a leur action synergique, a la
destruction des jonctions serrées entre les entérocytes, une destruction des cellules, la production de
cytokines pro-inflammatoires, la destruction cellulaire, I'afflux des polynucléaires neutrophiles au sein

de la lamina propria, et la formation de pseudo-membranes (figure 11).
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Figure 11 : Modalités d’action des toxines de C. difficile (Eckert et al., 2015a)

Les spores ingérées au moment de la contamination reprennent leur forme végétative dans le colon sous I'action
des acides biliaires. La dysbiose intestinale favorise la colonisation de I'épithélium digestif par les formes
végétatives de C. difficile. Les toxines TcdA et TcdB sont sécrétées et agissent, aprés internalisation au sein des
entérocytes, en empéchant la polymérisation des filaments d’actine et en détruisant les jonctions serrées entre
les entérocytes. La réaction inflammatoire induite est intense, on observe un recrutement de polynucléaires
neutrophiles au niveau de la lamina propria, aboutissant a la nécrose des entérocytes et a la formation de

pseudo-membranes.

3.2.3 Réponse immunitaire de I’hote

La derniére étape entrant en jeu dans I'acquisition d’'une ICD concerne la réponse immunitaire
de I'héte. En effet, il a été décrit que les patients développant une ICD ont un taux plus faible

d’anticorps dirigés contre la toxine A que les sujets porteurs asymptomatiques (Kyne et al., 2000). En
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paralléle, I'élévation du taux d’anticorps dirigés contre la toxine A lors d’'un premier épisode d’ICD est
associée a une protection contre les récidives (Kyne et al., 2001). Ces réponses immunitaires décrites
chez ’homme ont aussi été décrites sur le modéle murin (Sun et al., 2011).

Au cours de I'lCD, C. difficile et ses toxines conduisent a la production de multiples cytokines
et chimiokines pro-inflammatoires, notamment I'lL-12, I'lL-18, linterféron gamma, I'lL-1B, le TNF
alpha, MIP-1a, MIP-2, I'lL-8 et la leptine, participant a l'importante réaction inflammatoire et a la
création des Iésions de I'épithélium digestif (Bibbo et al., 2014).

3.3 Facteurs de risque

3.3.1  Facteurs de risque d’un premier épisode d’ICD

3.3.1.1 Facteurs de risques endogénes

L’age constitue un facteur de risque important de survenue d’ICD. Loo et al estimaient a 2 %
par an 'augmentation du risque d’acquérir une ICD aprés I'age de 18 ans (Loo et al., 2011). Ce risque
serait multiplié par 10 a 20 apres 65 ans (Bartlett and Gerding, 2008; Lessa et al., 2012) du fait de
nombreux facteurs tels que la sénescence du systéme immunitaire, le nombre d’hospitalisations et
des comorbidités.

Les pathologies sous-jacentes telles que les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin
(maladie de Crohn, rectocolite hémorragique), les greffes d’organes, les chimiothérapies anti-
cancéreuses, les maladies rénales chroniques et les déficits immunitaires constituent également des
facteurs de risques d’acquisition d’ICD (Chitnis et al., 2013; Leffler and Lamont, 2009).

Dans la population pédiatrique, les enfants atteints de la maladie de Hirshsprung sont plus a
risque que les enfants sains du méme age a développer une ICD (Thomas et al., 1982).

Enfin, les personnes de sexe féminin seraient plus souvent concernées par les ICD
communautaires que les patients masculins, ce qui attribuerait au sexe féminin le réle potentiel de
facteur de risque d’ICD (Khanna et al., 2012).

3.3.1.2 Facteurs de risques exogénes

Induisant un déséquilibre de la flore intestinale, 'administration d’antibiotiques constitue le
facteur de risque le plus important d'ICD, aussi bien associées aux soins que communautaires
(Chitnis et al., 2013; Deshpande et al., 2013). Parmi les antibiotiques incriminés, I'ampicilline,
I'amoxicilline, les céphalosporines, les fluoroquinolones et la clindamycine sont les plus fréequemment
retrouvés au moment du diagnostic d'une ICD (Leffler and Lamont, 2015; Pépin et al., 2005b).
L’'usage fréquent des fluoroquinolones est particulierement rattaché a la survenue et a I'extension des
épidémies liées au PR 027, ce dernier étant résistant a cette classe d’antibiotiques (Loo et al., 2005;
Pépin et al., 2005b). Dans le cadre d'ICD communautaires, la prise d’antibiotiques dans les 3 derniers

mois (B-lactamines, fluoroquinolones et clindamycine) pour traitement d’infections de la sphére
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otorhino laryngée, respiratoires hautes ou dentaires constitue un facteur de risque d’acquisition
(Chitnis et al., 2013).

Une méta-analyse recensant I'ensemble des études réalisées de 1990 a 2017 a permis
d’établir le lien entre la consommation d’'IPP (inhibiteurs de la pompe a protons) et I'acquisition d'ICD
(Trifan et al., 2017). La prise d'IPP constitue un facteur de risque a part entiére du fait de la
modification de I'acidité gastrique.

Un autre facteur de risque important réside dans le fait d’'une hospitalisation récente et
prolongée, avec un risque relatif de 2,11 (IC pour intervalle de confiance 95 % : 1,08-4,13) (Ziakas et
al., 2015). L’exposition aux soins en ambulatoire constitue également un facteur de risque
d’acquisition d’'ICD communautaire comme démontré par I'étude de Chitnis et al, ou sur le total de 984
patients atteints d’ICD communautaires, 400 (40,7 %) avaient eu une consultation médicale ou
parameédicale dans les 12 semaines précédant I'épisode, et 407 (41,4 %) avaient eu une intervention
ambulatoire, une hospitalisation de jour, un passage aux urgences ou une profession les mettant en
contact avec des patients (Chitnis et al., 2013).

Hors ES, le contact prolongé intrafamilial ou sous le méme toit avec des enfants de moins de
2 ans (Wilcox et al., 2008) potentiellement colonisés, mais également avec des sujets plus agés,
colonisés ou victimes d’ICD, sont des facteurs de risque d’acquisition d'ICD communautaire du fait de
la contamination environnementale induite par la dissémination des spores de C. difficile. Enfin la

contamination de certains aliments a été décrite (cf. paragraphe 2.2.4) (Chitnis et al., 2013).

3.3.2 Facteur de risque de récidive

3.3.2.1 Facteurs de risque endogénes

L’age supérieur a 65 ans constitue un facteur de risque de récidive (Debast et al., 2014;
Garey et al., 2008) en plus d’étre un facteur de risque de premier épisode d’ICD, tout comme la
présence de comorbidités telles que les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI)
(Carpenter et al., 2016) et/ou l'insuffisance rénale (Hu et al., 2009).

La faible réponse immunitaire observée aprés un premier épisode d’ICD, traduite par
I'ascension insuffisante du taux des anticorps dirigés contre les toxines de C. difficile, est prédictive de
récidive (Kyne et al., 2001). Le degré de sévérité de I'épisode initial (Hu et al., 2009) et la survenue
d’'une ICD antérieure voire d’'une ou plusieurs récidives constituent également des facteurs de risque
(Fekety et al., 1997).

3.3.2.2 Facteurs de risques exogénes

Le maintien d’une antibiothérapie pour le traitement d’'une infection autre que I'ICD constitue
un facteur de risque de récidive d’ICD (Carpenter et al., 2016) ainsi que I'administration d’'IPP (Garey
et al., 2008).
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3.4 Manifestations cliniques

Le tableau clinique des ICD est trés variable et peut aller du portage asymptomatique a la
diarrhée aigué simple sans signes généraux, jusqu’a CPM pouvant se compliquer de colite aigué
grave, de mégacélon toxique, de perforation digestive, voire d’'un état de choc dont I'issue peut étre
fatale (Eckert and Barbut, 2010).Les critéres cliniques actuels sont décrits par la Société Européenne
de Microbiologie et de Maladie infectieuse (ESCMID) (Debast et al., 2014).

3.4.1 Manifestations coliques et complications

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la diarrhée est définie comme la survenue
d’au moins 3 selles molles par jour, ou a une fréquence anormale pour le patient concerné (WHO,
2013). Les selles molles ou liquides sont définies par le fait de prendre la forme du récipient, ou de
correspondre aux types 5, 6 ou 7 de I'échelle de Bristol (figure 12).
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Figure 12 : Echelle de Bristol (Thabit and Nicolau, 2015)

L’'ICD simple peut ainsi étre révélée par une diarrhée aqueuse, sans sang ni glaires visibles,
sans retentissement sur I'état général ni signes généraux, accompagnée parfois de douleurs
abdominales. L’endoscopie montrerait une muqueuse digestive normale ou érosive sans
pseudomembrane (CMIT, 2018).

Bien que C. difficile soit responsable de 95 % des CPM, cette derniere ne survient que dans
7 % des cas d’ICD avec un tableau clinique plus bruyant : la diarrhée est abondante (>7 selles/jour) et

s’accompagne de douleurs abdominales (70 %), de fievre (75 %), de déshydratation et de signes
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biologiques non spécifiques (hyperleucocytose dans 40% des cas, hypoalbuminémie) (Knoop et al.,
1993). A I'endoscopie des plaques jaunes friables éparses ou confluentes signent la présence de
pseudomembranes, signe pathognomonique de la CPM (figure 13).

Figure 13 : CPM : aspect endoscopique (cliché L.Beaugerie) (Eckert et al., 2015a)

Les complications surviennent dans moins de 10 % des cas. Elles sont représentées par la
colite aigué grave et le mégacélon toxique, pouvant aboutir a une perforation digestive (Barbut et al.,
2008). Le tableau clinique présenté retrouve une altération profonde de I'état générale, avec diarrhée
profuse et déshydratation pouvant aller jusqu’au choc hypovolémique. L’abdomen est douloureux et
tendu, et I'hyperleucocytose fréquente. L'imagerie par TDM (tomodensitométrie) permet de déceler les
signes de perforation colique devant entrainer une prise en charge médico-chirurgicale urgente
(colectomie) et la présence d’ascite qui constitue un signe de gravité. Ces complications sont
responsables de 30 a 50 % de mortalité malgré un traitement approprié (Eckert et al., 2015b).

La colite peut aussi prendre la forme atypique d’iléus, c’est a dire un arrét du péristaltisme

intestinal pouvant donner un tableau d’occlusion, sans diarrhée préalable.

3.4.2 Manifestations extra-coliques

Les manifestations extra-digestives d’ICD sont rares mais décrites dans la littérature. Garcaa-
Lechuz et al. étudiérent rétrospectivement les souches de C. difficile isolées entre 1990 et 2000 au
sein d’'un hopital de Madrid (Espagne). Sur 2034 souches retrouvées, seulement 21 (1,08 %)
provenaient de sites autres que digestifs. Parmi ces souches, 20 provenaient de cultures multi-
microbiennes et 5 seulement étaient toxinogenes. Les sites de provenance étaient des péritonites,

des abceés intra-abdominaux, des plaies abdominales, des abcés cérébraux, des bactériémies, des
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ostéomyélites et des nécroses ischémiques tissulaires au niveau du pied (Garcaa-Lechuz et al.,
2001). Les patients concernés ne présentaient pas de signes cliniques d’ICD.

Mattila et al. récoltérent les mémes informations entre 2002 et 2012 dans un hépital d’'Helsinki
(Finlande), et retrouverent seulement 0,17 % de souches provenant de sites extra-intestinaux, avec
parmi eux des bactériémies, des infections intra-abdominales en période pré ou post-chirurgie, des
abceés péri-anaux, des plaies surinfectées et des colonisations de sonde urinaire. 85 % des souches
isolées I'étaient au sein d'une flore pluri-microbienne (Mattila et al., 2013).

En plus des sites extra-intestinaux précédemment cités, C. difficile a aussi été décrit dans des
case reports pour arthrite réactionnelle (Garrigues et al., 2016), abcés hépatique (Ulger Toprak et al.,
2016), infection de prothése de hanche (McCarthy and Stingemore, 1999), abcés splénique (Saginur
et al., 1983), empyéme pulmonaire (Simpson et al., 1996), et syndrome hémolytique et urémique
(Alvarado et al., 2014).

3.4.3 Sévérité

Une ICD est qualifiée de sévere lorsqu’elle est accompagnée d’au moins un critére parmi : la
présence d’'une colite sévere, d’'un état de choc secondaire aux toxines, de la nécessité d’admission
en soins intensifs, d’'une colectomie ou de la survenue du décés. Une colite sévere est définie, en
'absence d’autres causes possibles, par des caractéristiques cliniques (fievre, frissons,
hémodynamique instable et signes de choc, détresse respiratoire nécessitant I'intubation, signes de
péritonite, signes d'iléus, présence de sang dans les selles), de caractéristiques biologiques
(hyperleucocytose > 15G/L, polynucléose > 20 %, élévation de la créatinine de plus de 50 % du taux
de base, hyperlactatémie > 5 mM), des caractéristiques endoscopiques (présence d’'une CPM, d’'un
cedeme, d’'un érythéme, d’une friabilité et/ou ulcération de la muqueuse) et de caractéristiques
d’'imagerie (distension de plus de 6 cm du colon transverse, diminution de I'épaisseur de la paroi
colique, engorgement de la graisse péri-colique et présence d’'un ascite) (Debast et al., 2014).

Plusieurs facteurs de mauvais pronostic peuvent étre associés au tableau d'ICD séveére,
parmi : I'hyperleucocytose (>15 G/L), 'hypoalbuminémie (<30 g/L), et I'élévation de la créatinine

(>133 uM/L ou >1,5 fois la limite supérieure) (Debast et al., 2014).

3.44 Récidive et/ou rechute

Les récidives sont définies par un nouvel épisode d’ICD survenant dans les deux mois suivant
le premier épisode (Debast et al., 2014). Elles apparaissent dans environ 25 % des cas (Eckert et al.,
2015a). Cliniquement, il n’y a pas été démontré de différences notables entre le premier épisode et les
récidives (Kim et al., 2014).

Elles sont liées dans la moitié des cas a une rechute « vraie », du fait de la persistance de la
souche ayant causé I'épisode initial malgré un traitement efficace, et dans I'autre moitié des cas a une

réinfection avec une souche de C. difficile différente de la premiére (Barbut et al., 2000). Il est en
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pratique trés difficile de différencier une rechute d'une récidive. Seul un typage permet de faire la
différence mais les équipements d’'une grande partie des laboratoires ne permettant pas le ribotypage

des souches en routine.

4 Diagnostic microbiologique des ICD

Les premieres recommandations diagnostiques pour les ICD ont été publiées en 2009 par la
Société Européenne de Microbiologie Clinique et de Maladie Infectieuse (Crobach et al., 2009). De
nombreux tests ayant des cibles et des performances différentes ont été développés et
commercialisés depuis : c’est notamment le cas des techniques de biologie moléculaires appelée
TAAN pour test d’amplification des acides nucléiques. Les experts se questionnent sur les différents
tests proposés intégrés au sein d’algorithmes. Dans ce paragraphe, nous présentons les
recommandations actuelles pour le diagnostic biologique des ICD.

4.1 Définition d’un cas d’ICD

Selon les recommandations américaines et européennes, la définition d’'une ICD repose sur
un des critéres suivants (Cohen et al., 2010; Debast et al., 2014) :

- Un tableau clinique compatible avec celui d’'une ICD (diarrhée, iléus, mégacdlon toxique) et un
test bactériologique positif pour la présence de toxines libres de C. difficile dans les selles ou
mise en évidence d’une souche toxinogéne, sans autre cause de diarrhées.

- Soit un diagnostic de CPM réalisé par endoscopie ou histopathologie lors d’une colectomie ou
d’'une autopsie.

4.2 Indications de I’exploration microbiologique

Le diagnostic d'ICD doit étre fondé sur des signes cliniques et sur les symptébmes en
combinaison avec des tests de laboratoire. La décision de traitement de I''CD est une décision
clinique et peut étre justifiee méme si tous les tests de laboratoire sont négatifs (Crobach et al., 2016).
L’ICD doit étre évoquée en cas de diarrhée survenant au cours ou au décours d’une antibiothérapie,
de CPM ou de mégacdlon toxique, de diarrhée associée aux soins, ou de diarrhée aigué d’origine
communautaire (Barbut et al., 2018b). L’exploration microbiologique initiale peut étre entreprise dans
ces contextes.

Crobach et al. (Crobach et al., 2016) ont défini les conditions de répétition des tests. Il n’est
pas recommandé de réitérer la recherche d’ICD au cours d’'un méme épisode diarrhéique si la
premiére recherche s’est révélée négative dans les 7 jours précédant (Aichinger et al., 2008;
McDonald et al., 2018), mais cela peut étre discuté en situation d’épidémie (Crobach et al., 2016). ||

n’est pas non plus recommandé de réaliser la recherche en contrdle post-traitement d’'une ICD (test
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de cure), puisque 30 a 40 % des patients répondant favorablement a un traitement adapté
présenteront encore des résultats positifs a I'issue de ce dernier (Cohen et al., 2010; Manabe et al.,
1995).

Dans le cadre d’'une suspicion de récidive, les recommandations ne sont pas établies. Si I'on
suit la définition clinique, la réapparition d’épisodes de diarrhée dans les deux mois suivant I'épisode
initial d'ICD signe une récidive. Une nouvelle recherche de C. difficile ne serait donc pas utile.

La recherche d’ICD n’est pas recommandée chez I'enfant de moins de 3 ans (McDonald et al.,
2018) du fait du taux élevé de colonisation asymptomatique (Jangi and Lamont, 2010), a I'exception
des enfants atteints de maladie de Hirshsprung ou toute autre maladie digestive altérant la mobilité
intestinale (Crobach et al., 2016). La recherche peut étre entreprise chez ces jeunes patients en cas

de suspicion d’épidémie (Committee on Infectious Diseases, 2013).

4.3 Sélection des échantillons au laboratoire

La recherche de C. difficile s’effectue a partir de selles ou de liquide intestinal prélevé au
cours d’'un examen endoscopique. Les écouvillons rectaux ne sont pas adaptés pour la recherche de
toxines libres dans les selles, du fait du manque de sensibilit¢ (Cohen et al., 2010). Les
recommandations actuelles précisent que la recherche d’ICD ne doit pas étre limitée aux seules
prescriptions des cliniciens. En effet, les ICD sont sous-diagnostiquées (Davies et al., 2014) : il est
donc préconisé que les laboratoires de microbiologie testent 'ensemble des selles diarrhéiques des
patients de plus de 3 ans qui leur sont adressées (Crobach et al., 2016).

La recherche d'ICD ne doit étre réalisée que sur des selles diarrhéiques et ne doit pas I'étre
sur selles moulées. Les laboratoires sont tenus de mettre en place une politique de rejet des
échantillons pour cibler efficacement les cas potentiels d’ICD, optimiser les examens diagnostiques
réalisés et améliorer le taux de positivité (Goret et al., 2018). En effet, une étude menée par Elkafrawy
et al. mettait en évidence une diminution de 35 % des cas reportés d’ICD sur deux années
consécutives, aprés la mise en application des recommandations américaines en matiére de sélection
des échantillons (McDonald et al., 2018). Cette diminution du nombre rapporté d’ICD s’explique par la
diminution du nombre de faux diagnostics d’'ICD chez les patients porteurs asymptomatiques
(Elkafrawy et al., 2019).

Un échantillon de selles doit étre systématiquement privilégié. Cependant, en cas d'iléus,

'examen peut étre réalisé sur un écouvillon rectal.

4.4 Prélevement et transport

Les prélévements de selles fraiches doivent étre analysés rapidement du fait de la labilité des
toxines libres : dans les deux heures suivant I'’émission de la selle idéalement, ou bien dans les trois
jours maximum si la selle est conservée a +4°C. Les analyses de biologie moléculaire permettent de

rallonger les délais de réalisation jusqu’a cing jours si les échantillons sont conservés entre +2°C et
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+8°C. Des conditions de transport inappropriées sont délétéres pour les toxines libres, alors qu’elles
affectent peu la viabilité des spores (Barbut et al., 2018b).

Il n'existe pas de recommandations quant aux milieux de transports de selles devant
préférentiellement étre utilisés pour dépister C. difficile. Les milieux de type Cary-Blair ont fait I'objet
de différentes études pour la recherche de C. difficile (Brown et al., 2011; Hirvonen and Kaukoranta,
2015; Mashock et al., 2017). Leur utilisation est compatible avec les tests diagnostiques puisque les
résultats obtenus avec ces milieux sont identiques a ceux retrouvés lors de I'utilisation de selles sans
additif. En absence de recommandations de la part du fournisseur et d’étude comparative entre
milieux de transports spécifiques et milieux sans additif pour une technique donnée, il est

recommandé d’utiliser des récipients stériles sans additifs pour le transport des selles.

4.5 Meéthodes de diagnostic microbiologiques

L’ensemble des méthodes diagnostiques est présenté dans le tableau 2. Dans ce paragraphe,
nous n’aborderons que les techniques recommandées actuellement. La sérologie et les tests
anecdotiques tels que la détection de I'odeur des selles contenant C. difficile par des chiens (Bomers
et al., 2012) ne sont pas traités dans cette these. Les avantages et les inconvénients des différentes

méthodes et les performances analytiques sont respectivement présentés en tableaux 2 et 3.

451 Méthodes de référence

4.5.1.1 Test de cytotoxicité des selles (CTA)

Il s’agit de la technique de référence pour mettre en évidence le role de toxines libres dans les
selles. Cet examen est réalisé a partir d’un filtrat de selles. Les toxines produites par C. difficile sont
détectées par la mise en évidence de leur effet cytopathogéne (ECP) sur une culture cellulaire.
Plusieurs lignées cellulaires pouvant étre utilisées parmi CHO, HeP2, MRC5 et Vero. L’'ECP se
manifeste par la dislocation du cytosquelette et la ballonisation cellulaire (figure 14). Cette méthode
permet de détecter de I'ordre du picogramme de toxine B dans les selles. Sa spécificité est bonne
lorsqu’elle est confirmée par une neutralisation par un antisérum spécifique de C. sordellii ou de
C. difficile (Dupont, 2013; Eckert et al., 2011). Il n’existe pas de standardisation pour cette méthode.
Sa durée est longue (24 a 48 h) et implique la mise a disposition d’'une structure adaptée pour la
culture cellulaire, ainsi qu’un personnel qualifié (Lalande et al., 2004).
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A Culture de cellules MRC-5.
B. Effet cytopathogene li¢ & Clostridium difficile (G x 200) (clichés D. Decré).

Figure 14 : Test de cytotoxicité (Lalande et al., 2004), MRC-5 : Medical Research Council cell strain-5

4.5.1.2 Culture toxigénique (CT)

Il s’agit de la technique de référence pour mettre en évidence des souches de C. difficile
toxinogénes. Cette méthode consiste a isoler C. difficile a partir de milieux sélectifs, puis de
déterminer in vitro son caractére toxinogéne. Cette méthode est trés sensible mais longue (48 h
minimum) (Eckert and Barbut, 2010).

Dans un premier temps l'isolement de C. difficile est réalisé sur un milieu de culture solide
sélectif. De nombreux milieux sélectifs sont disponibles prét a 'emploi. Leur sensibilité est de I'ordre
de 2000 bactéries par gramme de selles (Marler et al., 1992). Les milieux contenant du taurocholate
ou du lysozyme favorisent la germination des spores et augmentent la sensibilit¢ de lecture
(Rousseau et al., 2010). Il existe des milieux chromogéniques (chromID™ C. difficile, bioMérieux,
Marcy I'étoile, France) permettant de repérer plus facilement et plus rapidement les colonies de
C. difficile (Figure 15).
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Figure 15: Milieu de culture sélectif de C. difficile (CLO®) et milieu de culture chromogéne de C. difficile

(chromID™ C. difficile) du laboratoire bioMérieux (www.biomerieux.fr)

Aprés 48 h de culture en anaérobiose a 37°C, I'identification de C. difficile est macroscopique
avec un aspect typique des colonies en « tAches de bougies » ou « verre brisé » (Figure 15) et une
odeur caractéristique de « crottin de cheval » liée a 'émission de crésol.

En microscopie, la coloration de Gram retrouve des bacilles gram positif présentant parfois
une spore terminale ou subterminale non déformante (figure 1).

En cas de doute lidentification peut étre confirmée par spectrométrie de masse de type
MALDI-TOF, par analyse des caractéres biochimiques a 'aide des galeries d’identification (API2A et
Rapid ID32A bioMérieux), par chromatographie en phase gazeuse (production d’acide isocaproique)
ou agglutination (C. difficile kit, Oxoid) (Barbut et al., 2018b).

Dans un deuxiéme temps, la mise en évidence du caractére toxinogéne de la souche de
C. difficile isolée se fait directement a partir des colonies, en prenant soin de sélectionner plusieurs
colonies différentes. Les méthodes de mise en évidence des toxines disponibles sont : le CTA (décrit
dans le paragraphe précédent), les tests immuno-enzymatiques détectant les toxines libres A et B et

les tests de biologie moléculaire détectant les génes codant pour les toxines (décrits plus loin).
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Figure 16 : Colonies de C. difficile sur milieu TCCA (cliché V.Lalande). TCCA : Taurochlorate cyclosérine

cefoxitine agar (Lalande et al., 2004)

La CT présente une grande sensibilité mais celle-ci peut varier selon la procédure de mise en
culture utilisée (Carson et al., 2013). Hormis son intérét diagnostique, la culture est indispensable pour
pouvoir étudier et suivre I'évolution de la sensibilité des souches aux antibiotiques, documenter la
transmission d’'une méme souche de patient par typage moléculaire et détecter 'émergence d'un

nouveau clone épidémique.

4.5.2 Autres tests diagnostiques

4.5.2.1 Glutamate déshydrogénase (GDH)

La GDH est une enzyme métabolique produite par tous les ribotypes de C. difficile, et révele
la présence de la bactérie dans les selles. Elle est présente chez toutes les souches de C. difficile,
toxinogénes ou non. Il existe plusieurs méthodes permettant sa détection: méthode immuno-
enzymatique (EIA) (C. DIFF QUIK CHEK®, Abbott, North Chicago, IL, Etats-Unis ; Immunocard® C.
difficile GDH, Meridian Bioscience™, Cincinnati, OH, Etats-Unis), immuno-chromatographique
(RIDA®QUICK Clostridium difficile GDH, R-Biopharm AG, Allemagne), technique ELISA « classique »
(RIDASCREEN® Clostridium difficile GDH, R-Biopharm; Premier® C. difficile GDH, Meridian
BioscienceTM) ou par chimiluminescence (CLIA) (LIAISON® C. difficile GDH, DiaSorin, Saluggia,
Italie). Ces tests présentent une excellente sensibilité, avec une valeur prédictive négative (VPN)
entre 97 et 98% (Arimoto et al., 2016), ce qui permet d’éliminer le diagnostic d’'ICD en cas de résultat

négatif. Lorsque le résultat est positif, puisqu'’il ne renseigne que sur la présence de C. difficile sans
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prédire de son caractére toxinogéne, le test doit étre complété par la recherche des toxines libres ou

des genes codant pour les toxines (Crobach et al., 2016; McDonald et al., 2018).

4.5.2.2 Détection des toxines libres

Les tests immuno-enzymatiques tels que les tests ELISA (ELISA RIDASCREEN® Clostridium
difficile Toxin A/B, R-Biopharm AG, Pfungstadt, Allemagne ; Premier® Toxins A&B, Meridian
BioscienceTM, Cincinnati, Etats-Unis) ou les tests EIA (Immunocard® Toxins A&B, Meridian
Bioscience™) dépistent les toxines A et B. Leur détection simultanée est recommandée depuis
I'émergence de souches ne présentant que la toxine B (Barbut et al., 2002).

Les tests EIA présentent 'avantage d’étre rapides, peu couteux et faciles d’utilisation. Il en existe
de nombreux sur le marché, mais leur défaut principal réside en leur manque de sensibilité. En effet,
leur sensibilité est de 83 % en moyenne en prenant pour référence le CTA (Cohen et al., 2010;
Humphries et al., 2013) et varie de maniére importante d’'un fournisseur a l'autre, de 44 a 99 %
(Bartlett and Gerding, 2008; Crobach et al., 2009). La valeur prédictive positive (VPP) est inacceptable
lorsque la prévalence est faible (Barbut et al., 2018b; Planche et al., 2013). Leur utilisation doit donc
étre combinée a la recherche de GDH, ou intégrée dans les algorithmes diagnostiques (Barbut et al.,
2018b; Crobach et al, 2016) décrits plus loin (paragraphe 3.5.5). Certains fournisseurs
commercialisant ces tests EIA proposent la recherche combinée des toxines libres et de I'antigéne
GDH sur un test unitaire (C diff Quik Chek COMPLETE®, Abbott).

Pour pallier au manque de sensibilit¢ des EIA, des tests ELISA en milieu liquide ont été
développés. L'étude réalisée en 2015 par Goret et al. évaluait les performances de Il'algorithme
diagnostique comprenant la détection de GDH et des toxines A et B par chimiluminescence ou CLIA
proposé par la société DiaSorin. Les données étaient comparées a celles de I'algorithme proposé par
Abbott comprenant la détection de GDH (C diff Quik Chek GDH®) et des toxines (TOX A/B Quik
chek®) en EIA. L’algorithme DiaSorin par CLIA présentait une sensibilité bien supérieure (86,7 %) a
celle de I'algorithme par EIA proposé par Abbott (60 %). Une étude similaire menée par Blaich et al.
retrouvait également une meilleure sensibilité pour la détection de GDH en ELISA par Diasorin
(98,7 %) qu’en EIA par Abbott (93,6 %) (Blaich et al., 2017).

Des méthodes dites ultra-sensibles ont vu le jour, afin de détecter la présence des toxines
libres de I'ordre du pg/mL de selles. Ces techniques sont basées sur le principe de SIMOA (single
molecule array), et reposent sur la capture, le marquage et la détection des toxines grace a des billes
paramagnétiques, avec une détection de l'ordre du femtolitre. Elles présentent une sensibilité
supérieure aux EIA (84,8 a 95,5 % contre 71,2%) et bénéficient d’'une spécificité excellente (96 a
100 %) (Banz et al., 2018; Sandlund et al., 2018; Song et al., 2015) .

Planche et al suggérent que la présence de toxines libres serait mieux corrélée a la sévérité
de l'infection. Elle définirait mieux des ICD vraies a I'opposé de la mise en évidence de souches de
C. difficile toxinogénes effectuée par TAAN (Planche et al., 2013). Cette hypothése est aujourd’hui
beaucoup discutée. Elle est prise en compte dans les recommandations par les sociétés savantes
européennes et frangaises pour la stratégie diagnostique. Cependant, I'étude de Pollack et al vient

contrecarrer cette hypothése, en ne retrouvant pas de différence significative entre les concentrations
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de toxines dans les selles de deux cohortes de patients. L'une était exclusivement composée de
porteurs asymptomatiques, l'autre exclusivement composée de patients infectés, et les cohortes
présentaient toutes deux des tests de biologie moléculaire positif dans les selles (Pollock et al., 2019).
L’absence d’étude similaire portant sur la concentration des toxines libres dans les selles et leur
corrélation a la présentation clinique des patients testés ne permet pour I'instant pas de favoriser cette

hypothése plutdt qu’une autre.

4.5.2.3 Techniques d’amplification des acides nucléiques ou TAAN

Les TAAN regroupent les techniques de biologie moléculaires telles que les PCR classiques en
temps réel, ou isothermiques. Apparus en 2008, les TAAN sont de plus en plus utilisés. Suivant les
trousses commercialisées, différentes séquences de genes sont ciblées. Un récapitulatif des TAAN
commercialisés est présenté en tableau 4. Ces méthodes présentent une sensibilité de 95 % en
comparaison a la CT, et constituent donc une technique plus sensible de la mise en évidence d’'ICD
que la recherche de toxines libres par EIA (57 %) (Crobach et al., 2016). Le temps de réalisation des
TAAN est rapide, entre 30 et 120 minutes, et leur réalisation est facile.

La principale limite des TAAN est qu’elles ne détectent que la présence des génes codant pour
les toxines et non les protéines exprimées. Les désavantages de ces tests sont liés au risque de
mettre en évidence des souches toxinogénes. En effet, ils ne préjugeraient pas de la réelle production
des toxines. Ceci pourrait étre a I'origine d’erreurs de diagnostic avec des résultats considérés comme
faussement positifs chez des porteurs sains souffrant notamment de diarrhées non associées a
C. difficile. Comme précisé précédemment, les patients présentant un TAAN et un test EIA positifs
pour les toxines libres seraient plus sujets a développer des ICD séveres (Planche et al., 2013;
Pollock et al., 2019).

Les TAAN présentent d’autres inconvénients. Leur colt était initialement trés élevé avec une
valeur 4 a 10 fois supérieure a celle de I'EIA (Eckert et al.,, 2013c) mais cette différence tend a
diminuer aujourd’hui. Comme pour toute technique de biologie moléculaire, les régions de génes
ciblées par ces techniques sont susceptibles de muter et peuvent donner lieu a des résultats
faussement négatifs (Deshpande et al., 2011). Une surveillance doit étre assurée, et les fournisseurs
doivent redoubler de vigilance en tenant compte des nouveaux clones circulants afin de créer des

amorces adaptées.
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Tableau 2 : Principes, avantages et inconvénients des différentes méthodes diagnostiques des ICD

Méthode

diagnostique

Antigéne détecté

Avantages

Inconvénients

Test de cytotoxicité
(CTA)

Toxine B (+/- toxine A)

Sensibilité ++ Spécificité +++

Méthode de référence

Long (>24H) - Non standardisé
Infrastructure adaptée
Neutralisation de I'ECP

Culture toxigénique
(CT)

Isolement et détermination
du pouvoir toxinogéne de

la souche in vitro

Sensibilité +++
Méthode de référence

Antibiogramme - Typage

Long (>48h) Peu spécifique

(porteurs asymptomatiques)

Test de détection
de la GDH (EIA ou
ELISA)

Glutamate
déshydrogénase
(GDH)

Sensibilité +++ VPN>99%
Rapide - Simple

Peu spécifique (pas de
différenciation des souches

toxinogenes / non toxinogénes)

Tests de détection

Spécificité +++

des toxines (EIA ou Toxines A+ B Rapide Faible sensibilité
ELISA) Simple
Peu spécifique (porteurs
Tests

d’amplification des

acides nucléiques

Géne tcdB et/ou tcdA

Sensibilité +++ Rapide

asymptomatiques)
Présence d’inhibiteurs de la

Taq polymérase dans les selles

(TAAN) R
Colteux
Tableau 3 : Sensibilité et spécificité des différentes méthodes disponibles pour le diagnostic d'ICD
(Crobach et al., 2016)
Type Test Compared to CCNA Compared to TC Compared to culture
No.of Sensitivity Spedificity No.of Sensitivity Specificity No. of Sensitivity Spedficity
studies (95% C1) (95% C1) studies (95% C1) (95% C1) studies (95% C1) (95% C1)
EIAGDH Total 12 094 (089-097) 090(088-092) 8 096 (086-099) 0.96(091-098) 11 0.94 (0.86-097) 096 (0.92-098)
Well type 5 094 (091-097) 092 (092-093) 1 094 (093-096) 0.94 (094-095) 4 0.89 (0.86-091) 091 (0.90-092)
Membrane 7 098 (0.78-1.00) 090 (087-093) 7 097 (0.84-1.00) 0.96(090-099) 7 0.93 (0.84-097) 098 (0.95-099)
type
EIA Total 27 083 (0.76-0.88) 099 (098-099) 29 057 (051-063) 0.99 (098-099)
taxins A/B Well type 18 085 (0.77-091) 098 (096-099) 16 060 (052-068) 0.98 (097-099)
Membrane 9 0.79 (0.66-0.88) 099 (098-099) 13 053 (045-061) 0.99 (097-1.00)
type
NAAT 14 096 (093-098) 094 (093-095) 2 095 (092-097) 0.98 (0.97-099)

Cl, confidence interval; CCNA, cell cytotoxicity neutralization assay; EIA, enzyme i

taxigenic culture.

say; GDH, gl

te dehydrogenase; NAAT, nudeic add amplification test; TC,
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Tableau 4 : Techniques cibles, durée, sensibilité et spécificité de TAANs disponibles (Crobach et al., 2016; Eckert

et al., 2014b; Le Guern et al., 2013; Martinez-Meléndez et al., 2017) La liste des TAANs n’est pas exhaustive, les

tests présentés sont ceux pour lesquels il existe de la bibliographie indépendante. RT : real time ; HDA : helicase-

dependent amplification ; TM : temps de manipulation (mins) ; TRT : temps de réalisation du test (mins); N/A :

non applicable ; M : manuelle ; A : automatisée ; NBM : Nanoparticle-based microarray

Extraction
Nom Technique Cible ADN ™M | TRT Sensibilité Spécificité
BD GeneOhm Cdiff,
Becton Dicki RT-PCR tcdB M 45 120 | 89.6%-97.4% 96.7%-98.5%
ecton Dickinson
Alethia™ C. difficile,
Meridian Biosci LAMP tcdA M 10 60 93.3%-100% 95.1%-100%
eridian Bioscience
Xpert C. difficile, Multiplex tcdB, cdt, tcdC,
Cenheid RT-PCR del 117 A 10 60 90%-100% 92.9%-98.6%
ephei - e
BD MAX Cdiff,
Becton Dicki RT-PCR tcdB A 10 100 | 81.6%-96.9% 95%-95.8%
ecton Dickinson
Portrait C. difficile,
Great Basi HDA tcdB A 10 100 98.2% 92.8%
reat Basin
ProGastro Cd,
Holodi RT-PCR tcdB A 45 180 77.9%-100% 93.4%-99.2%
ologic
Seeplex Diarrhea Multiplex
ACE. S PCR tcdB M N/A | 240 80%-96% 93%-99%
, Seegene
Amplivue,
Quidel® Molecul HDA tcdA M 10 80 91%-96% 89%-100%
uide olecular
Verigene® CDF, PCR tcdA, tcdB, cdt,
Lumi NBM 1edC. del 117 A 5 120 | 95.2%-98.7% 87.5%-99.4%
uminex cdC, de
GenomEra,
Ab D i RT-PCR tcdB A 5 50 95%-100% 96%-100%
acus Diagnostica
AdvanSure CD,
RT-PCR tcdA tcdB M 10 180 85%-100% 98%

LG Life Sciences
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4.5.3 Les algorithmes diagnostiques recommandés

Les recommandations européennes et francgaises (Barbut et al., 2018b; Crobach et al., 2016)
sont similaires et seront présentées de maniere conjointe. Les différences avec les recommandations

émanant d’autres pays seront présentées dans un second temps.

4.5.3.1 Recommandations frangaises et européennes

Les recommandations frangaises et européennes préconisent un algorithme diagnostique des
ICD en deux ou trois temps. Ces algorithmes sont décrits sur deux figures selon si la premiére étape
est constituée de TAAN ou de recherche de GDH seule (figure 17), ou si la premiére étape est
constituée de la détection concomitante de la GDH et des toxines A et B (figure 18).

TAAN ou GDH

)
; |
. Infection peu
Toxine A/B ELISA probable

Infection ou portage
Infection probable d’une souche toxinogéne

| possible

Optionnel' : TAAN (si
GDH fait en 1¢r ) ou
cT

Figure 17 : Proposition d’algorithme diagnostique en 2 étapes d’'une ICD d’aprés le référentiel en microbiologie
médicale (REMIC) (Barbut et al., 2018b; Seksik, 2019)

La premiere étape consiste a dépister la présence de C. difficile par la détection de GDH dans
les selles par EIA ou ELISA. Compte tenu de I'excellente VPN de ce test, un résultat négatif permet
d’exclure le diagnostic d’ICD. Si le résultat est positif, il doit étre confirmé par une seconde méthode
pour confirmer le caractére toxinogéne ou non. Une autre alternative est de réaliser d’'emblée un
TAAN sur les selles, cependant le colt engendré par la réalisation de ces tests peut constituer un
frein a leur mise en place en premiere ligne. Dans les deux cas, face a un résultat positif en premiere

ligne, il est recommandé de rechercher les toxines libres en deuxiéme ligne. Les toxines libres sont
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recherchées par EIA. En raison de leur faible sensibilité, un résultat négatif n’écarte pas avec certitude
la suspicion d'ICD. Nous avons vu précédemment que la VPN des tests EIA pour la recherche de
toxines n’était pas bonne. Dans ce cas de figure, il faut effectuer un TAAN ou une CT en troisieme
ligne, ce qui permettrait de conclure sur la présence ou non de C. difficile toxinogéne. Un résultat de
toxines négatif aprés TAAN positif pose la question d’'une possible infection ou d’'un portage
asymptomatique de C. difficile toxinogéne. Les résultats sont a confronter au contexte clinique et les

autres causes de diarrhée a explorer.

GDH et toxine A/B eLisa

|

Optionnel : | Infection treés Infection peu

Re-tester TAAN ou CT probable probable

Infection ou portage :
d’une souche Infection peu

toxinogéne | probable

Figure 18 : Proposition d’algorithme diagnostique d’'une ICD d’aprés le REMIC (Barbut et al., 2018b; Seksik,
2019)

Une alternative propose de dépister conjointement la présence de GDH et de toxines A et B
par EIA (figure 18). Si les deux reviennent négatifs, I'lCD est peu probable. S’ils sont positifs, I'ICD est
trés probable. Si la GDH est négative alors que les toxines sont positives, le test n’est pas valide et
doit étre réalisé de nouveau. Enfin, si la GDH est positive et les toxines négatives, un test
complémentaire doit étre réalisé. La réalisation de TAAN ou de CT en seconde ligne permet de
confirmer ou non I'ICD. En cas de TAAN ou de CT négatif, 'ICD est peu probable. En cas de TAAN
positif, la présence des génes codant pour les toxines est confirmée, sans confirmation de la présence
de toxines libres. Le résultat doit étre confronté au contexte clinique et aux autres causes potentielles
de diarrhée.

Les avantages de ces algorithmes résident en leur rapidité d’exécution par rapport aux deux
tests de référence (quelques heures versus 48 h) et une sensibilité élevée. Ces algorithmes

permettent un diagnostic rapide avec une excellente VPN.
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Les inconvénients de ces algorithmes sont leur complexité et leur évolution rapide au cours
des derniéres années. Les recommandations des sociétés savantes n’‘ont cessé d’évoluer ces
derniéres années avec l'arrive des TAAN. Leurs rééditions successives sont difficiles a appliquer par
les microbiologistes et cliniciens. Le colt des algorithmes est également un désavantage depuis
l'introduction des TAAN (Planche et al., 2013). Enfin, la difficulté la plus grande réside en l'information
et '’éducation des cliniciens concernant l'indication de ces algorithmes diagnostiques et I'interprétation
de leurs résultats. La réponse au sous diagnostic des ICD évoqué en 2014 (Davies et al., 2014) tend
vers le surdiagnostic aujourd’hui. Cette tendance est expliquée par la réalisation de « faux
diagnostics » chez des patients porteurs asymptomatiques, par demande de recherche d’'ICD sur
selles non diarrhéiques (Goret et al., 2018), ou avec une diarrhée non liée a C. difficile chez des
porteurs sains (Polage et al., 2015).

Les algorithmes diagnostiques des ICD peuvent étre classés pour les laboratoires exécutants
d’aprés Eckert et al. en stratégie optimale, suboptimale ou incompléete selon leur capacité a détecter la
présence de souche toxinogéne et/ou de toxines libres dans les selles (tableau 5), I'idéal étant d’allier
la détection des deux par une stratégie optimale (Eckert et al., 2015c).

Tableau 5 : Classification des stratégies diagnostiques des ICD (Eckert et al., 2015c¢)

Test de dépistage Test de confirmation

Stratégie optimale : Méthode moléculaire (TAAN) Détection des toxines (EIA)

Détection des toxines libres ET

d’'une souche toxinogéne ou L
. ) GDH et détection des toxines | Méthode moléculaire (TAAN)
des génes codant les toxines

. ) (EIA) ou culture toxigénique (CT)
(stratégie sensible et
spécifique)
Stratégie suboptimale : Méthode moléculaire (TAAN)
o GDH (EIA)
Détection d’'une souche ou culture toxigénique (CT)

toxinogéne ou des génes
codant les toxines (stratégie ]
) ) ) o Méthode moléculaire (TAAN) Aucun
sensible mais moins spécifique

qu’une stratégie optimale)

Stratégie incompléte Autres algorithmes

Le choix de ces différents algorithmes dépend donc de la stratégie diagnostique désirée par le
laboratoire et du colt de ces derniers. L’étude de Bartsch et al (Bartsch et al., 2015) correle les
performances diagnostiques de 4 algorithmes différents aux colts potentiellement engendrés
(diagnostic, traitement, hospitalisations, complications). Les 4 algorithmes étaient les suivants : la
recherche de toxines seule par EIA, la détection combinée de GDH-toxines par EIA (stratégies
incomplétes selon le tableau 5), la réalisation d’'un TAAN seul (stratégie suboptimale) et la recherche

combinée de GDH-toxines libres par EIA suivie d'un TAAN (stratégie optimale). Un modele de
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variation statistique de Monte-Carlo a montré que l'algorithme GDH-toxines libres EIA puis TAAN
(figure 18) demeure I'approche la moins colteuse, 'approche TAAN seule coltant selon 'étude 4 a 53
dollars de plus par patient testé. Lors de I'évaluation du délai avant mise sous traitement adapté du
patient, I'algorithme GDH-toxines libres EIA puis TAAN (figure 18) était également le plus performant,
conduisant a des traitements en temps opportun et générant les codts les plus faibles. L’approche
TAAN seule fournissait des résultats comparables. Ces données ont été confirmées par I'étude de
Bartsch et al qui décrivaient l'algorithme GDH-toxines par EIA puis TAAN (figure 17) comme
I'algorithme optimal en termes de performance diagnostique, de colt et d’optimisation de prise en
charge des patients. Cet algorithme répond donc en effet a une stratégie optimale sur le plan
diagnostique (Eckert et al., 2015c), mais également sur le plan financier (Bartsch et al., 2015). Les
approches toxines seules et GDH-toxines par EIA fournissaient toutes deux des résultats insuffisants.
L’évaluation de 'algorithme GDH-EIA puis TAAN (algorithme suboptimal) n’a pas été réalisée.

La recherche des toxines libres systématique serait un élément complémentaire pour
l'interprétation de I'algorithme. Nous avons vu précédemment que leurs performances diagnostiques a
I'heure actuelle étaient faibles avec une sensibilité insuffisante et la possibilité de faux négatifs. De
plus, selon Barbut (Barbut et al., 2018b) et Planche (Planche et al., 2013), la VPP de la détection des
toxines libres est inacceptable lorsque la prévalence est faible (<10%). Planche et al stipulent dans
leur étude portant sur plus de 12000 échantillons testés que la recherche des toxines libres est un
point essentiel dans le diagnostic d’'une ICD, afin de différencier les patients réellement infectés des
patients porteurs excrétant C. difficile toxinogéne du fait d’'une autre cause de diarrhée. Il est
également rappelé I'importance de linterprétation clinique des résultats obtenus et de la confrontation
au tableau clinique avant toute mise sous traitement (Planche et al., 2013). L'étude de Polage et al
compléte ce postulat en évaluant les résultats de TAAN et détection de toxines libres chez 1416
patients hospitalisés. 293 présentaient un TAAN positif dans les selles, et 44,7 % d’entre eux
(131/293) présentaient un test positif pour les toxines libres. La présence de facteurs de risques d’'ICD
tels que l'exposition a une antibiothérapie, et de signes cliniques tels qu’'une diarrhée étaient
significativement inférieure dans le groupe TAAN positif et toxines négatives que dans le groupe
TAAN et toxines positifs (p<0,001). Aucune complication relative a une ICD n’a été retrouvée dans le
groupe TAAN positif et toxines négatives, tandis que 7,6 % de complications en lien avec une ICD ont
été observées dans le groupe TAAN et toxines positives (p<0,001). Les auteurs s’appuient sur ces
chiffres pour mettre en lumiére le risque de surdiagnostic d’ICD. L'utilisation croissante d’algorithmes
avec réalisation de TAAN s’accompagne logiquement d’'un plus grand nombre de résultats positifs, de
par leur meilleure sensibilité. Cependant, I'absence de données sur la présence de toxines libres, qui
définissent historiguement la présence de la maladie, peut amener a de « faux diagnostics » d’ICD
chez des patients diarrhéiques porteurs de souches toxinogénes. Ce surdiagnostic engendre des
surcodts liés aux soins par mise en place de traitements non adaptés (Polage et al., 2015).

Afin de répondre a cette problématique, il est proposé de suivre les recommandations émises
par la société européenne de microbiologie clinique et de maladies infectieuses (Crobach et al.,
2016), a savoir de ne pas réaliser de dépistage de C. difficile sur selles moulées, lors de demandes

redondantes (tests négatifs dans les 7 jours précédant), et lors de demandes aprés traitement d’'une
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ICD. Il est également proposé de sensibiliser les cliniciens prescripteurs, par le biais d’'une formation
et/ou d’'un rappel, sur les indications de recherche de C. difficile, modalités de diagnostic et
interprétation des résultats de l'algorithme (présence de genes codant pour les toxines pouvant étre
interprétée a tort comme présence de toxines libres). Enfin, en vue d'une aide immédiate a
l'interprétation des résultats de I'algorithme, et ce pour chaque demande, il peut étre proposé d’ajouter
une phrase type en conclusion des compte-rendus lorsque la détection de GDH et des génes codant
pour les toxines est positive, telle que « La présence de GDH et des génes codant pour les toxines de
C. difficile ne présage pas de la présence de toxines libres, le diagnostic d’'ICD ne peut étre formel sur
ces éléments seuls. La présence de C. difficile toxinogéne sur ce prélévement doit s’accompagner
d’'une interprétation clinico-biologique. Le contexte clinique (antibiothérapie, terrain a risque, situation
d’épidémie...) les signes cliniques et de gravité (diarrhée, CPM...), ainsi que la prise en compte des
diagnostics différentiels doivent entrer en compte avant d’établir le diagnostic et de débuter le

traitement d’une ICD ».

4.5.3.2 Recommandations internationales

45.3.2.1 Américaines

Les Société américaine de maladies infectieuses (Infectious Diseases Society of America ou
IDSA) et la Société pour I'épidémiologie des soins de santé de I'Amérique (Society for Healthcare
Epidemiology of America ou SHEA) ont édité leurs dernieres recommandations pour le diagnostic des
ICD en 2018 (McDonald et al., 2018).

Les différences concernant les algorithmes diagnostiques sont basées sur l'accord
institutionnel entre les cliniciens et les biologistes. Cet accord stipule que seules les selles de patients
présentant une diarrhée inexpliquée peuvent étre soumises a une exploration diagnostique, et que ne
seraient jamais soumises les selles de patients sous laxatifs. S’il est applicable, cet accord permet de
ne pouvoir réaliser qu'un TAAN en premiere ligne diagnostique de recherche d’'ICD, sans réaliser de
tests de seconde ligne, quel qu’en soit le résultat. Cela s’oppose aux recommandations européenne
(Crobach et al., 2016) et frangaise (Barbut et al., 2018b) qui préconisent la recherche de toxines libres
par EIA en deuxieéme intention apres un TAAN positif, afin de différencier les patients porteurs
asymptomatiques des ICD vraies.

Dans le cas ou l'accord institutionnel évoqué précédemment n’est pas applicable, les
algorithmes proposés et l'interprétation des résultats sont similaires a ceux des recommandations

francaises et européennes.
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4.5.3.2.2 Anglaises

Les derniéres recommandations anglaises du Comité consultatif associé aux infections
concernant le diagnostic des ICD datent de 2012 (Advisory Committee Associated Infection (ARHAI),
2012). Elles recommandent le recours aux algorithmes similaires a ceux proposés par I'ESCMID
(Crobach et al.,, 2016) et le REMIC (Barbut et al., 2018b). Les tests EIA-GDH ou les TAAN sont
employés en premiere ligne, suivis par la recherche des toxines libres par EIA lorsqu’ils sont positifs.
L’algorithme est éventuellement complété par un TAAN lorsque la détection de GDH a été réalisée
initialement. Les critéres d’interprétation sont similaires a ceux des algorithmes proposés par les
recommandations européennes et frangaises. Il est rappelé au sein de ces recommandations
qu’aucun test ni algorithme diagnostique n’est infaillible, et que I'état clinique du patient doit toujours

étre pris en considération dans sa prise en charge.

4.5.3.2.3 Australiennes

Les recommandations émises par la Société Australienne de Maladies Infectieuses
(Australian Society of Infectious Diseases ou ASID) concernant le diagnostic des ICD datent de 2011
(Ferguson et al., 2011). La seule différence observée avec les algorithmes diagnostiques proposés en
Europe concerne la réalisation de TAAN en premiéere ligne, qui selon les recommandations
australiennes n’a pas besoin d’étre confirmé par une seconde méthode. Cette caractéristique rejoint
les préconisations de I'IDSA et de la SHEA mais ne fait pas mention d’accord institutionnel entre
cliniciens et biologistes pour ne soumettre a I'exploration diagnostique que les selles des patients
présentant une diarrhée. L'utilisation de TAAN seule aprés un résultat positif s’oppose donc aux
préconisations de 'ESCMID, du REMIC et de 'ARHAI qui justifient la recherche de toxines libres par

EIA en complément.

4.6 Algorithme diagnostique Meridian Bioscience

4.6.1 Principe

La société Méridian propose un test de détection ImmunoCard® C. difficile GDH-EIA et un
TAAN Alethia™ C. difficile ayant pour cible I'llot de pathogénicité PalLoc portant les génes codant pour
les toxines A et B. Méridian fournit donc un algorithme en deux temps « prét a I'emploi ». C'est la
seule société proposant actuellement a la fois un test de dépistage et un test de confirmation pour le
diagnostic de C. difficile.

Selon les recommandations du fournisseur, lorsque le test de détection de GDH est négatif, les
investigations concernant une éventuelle ICD s’arrétent et il est conclu a une absence de C. difficile
dans les selles. En revanche, lorsque la GDH est positive, la présence de C. difficile dans les selles
est établie. L'investigation est poursuivie en réalisant un test de détection des acides nucléiques
Alethia™ C. difficile afin de déterminer le caractére toxinogéne ou non. Si son résultat est « Négatif »,
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il est conclu a la présence de C. difficile non toxinogéne. S'il est rendu « Positif », il est conclu a la
présence de C. difficile producteur de toxines et potentiellement pathogéne. La présence de toxines
libres produites par la souche potentiellement toxinogéne n’est pas évaluée par cet algorithme. La
société Meridian posséde un test de détection des toxines libres A et B, Immunocard® Toxins A&B.

Celui-ci n’est pas proposé dans I'algorithme et n’est pas décrit dans cette thése.

4.6.2 Caractéristiques techniques

4.6.2.1 ImmunoCard® C. difficile GDH

L'lmmunoCard® C. difficile GDH consiste en une membrane maintenue dans un cadre en
plastique avec deux puits d’échantillon et deux puits de réaction. Des anticorps vis-a-vis de la GDH
sont immobilisés sur la membrane. Le conjugué enzymatique consiste en des anticorps de la GDH
couplés a de la péroxydase de raifort. Pour réaliser le test, 'échantillon de selle du patient est dilué a
l'aide du diluant échantillon auquel est ajouté le conjugué enzymatique, puis le mélange est incubé
pendant 15 minutes. Durant I'incubation, I'antigéne GDH, s'il est présent, est lié aux anticorps anti-
GDH du conjugué. A lissue de l'incubation, une aliquote de mélange est ajouté & chacun des deux
puits d’échantillon, puis le test est incubé pendant cing minutes supplémentaires entre 20 et 26°C.
Durant la seconde incubation, le complexe GDH-conjugué est séparé des matiéres particulaires tandis
que la portion liquide de I'échantillon migre a travers la membrane vers les puits de réaction. Les
complexes GDH-conjugué sont alors capturés par des anticorps immobilisés sur la membrane de
réaction. Un second puits de réaction sert de contrdle interne. Les deux puits sont ensuite lavés avec
une solution de lavage afin de diminuer I'interférence des protéines contaminantes avant I'ajout du
substrat. Les tests de réaction sont incubés pendant cing minutes supplémentaires, durant lesquelles
le conjugué enzymatique réagit avec le substrat. Il en résulte I'apparition d’'une couleur bleue. Les
réactions sont lues visuellement. L’apparition d’une couleur bleue dans le puits de réaction TEST
indique que le test est positif. Dans le puits CONTROLE, les anticorps anti-GDH du conjugué se lient
directement aux anticorps immobilisés sur la membrane. L’apparition de bleu dans le puits de réaction
CONTROLE indique que I'échantillon a été ajouté, que les réactifs étaient actifs au moment de
l'utilisation et que la migration de I'échantillon s’est effectuée correctement. Le mode opératoire du

test ImmunoCard® C. difficile GDH est présenté en figure 19.
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ImmunoCard”
C. difficile GDH TEST PROCEDURE How to perform the test

1. In a test tube, add 200 b of Sample 2. Add 25 pl of liguid stool (fest mark 3. Hold Enzyme Conjugate vertically
Diluent using the dropper assembly. on the transfer pipette) or 2 mm and add 3 drops 10 the test tube
diameter of solid stool® to the test Vartex for 10 seconds. Let the tube
e, Vortex mixture for 10 seconds stand at 20-26 C for 15 minutes,

4. Vortex for 10 seconds. Using a 5. Hold Wash Reagent vertically and 6. Once Wash Reagent s absorbed,
transfer pipette, add 150 pl [second add 3 drops to each reaction (upper) hold Substrate Reagent vertically
mark on the pipette] of diuted port and add 3 drops to bath reaction

specimen to the right and left sample {upper) ports. Incubate for 5 min-

{lower) ports. Incubate 5 minutes st utes at 2026 C. Visually read the
20-26C results within 30 seconds of the

end of incubation
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Figure 19 : Mode opératoire du test ImmunoCard® C. difficile GDH
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4.6.2.2 TAAN Alethia™ C. difficile

Le test d’amplification isothermique de 'ADN Alethia™ C. difficile est fondé sur la technique dite
LAMP (Amplification isotherme meédiée en boucle ou Loop-mediated isothermal amplification). Elle
utilise des amorces spécifiques qui amplifient une région de 204 pb parmi la séquence conservée en
5’ du géne fcdA dans le locus Paloc, directement a partir d’échantillons de selles. La technique LAMP
est une méthode d’ampilification isotherme mise au point par I'équipe de Notomi au début des années
2000. Elle utilise une ADN polymérase et un ensemble de quatre amorces spécialement congues pour
reconnaitre un total de six séquences distinctes sur I'ADN cible. Les différentes étapes sont
schématisées en figure 18.

Une amorce interne contenant des séquences des brins sens et anti sens de I’ADN cible initie
la LAMP. La synthése d’ADN par déplacement de brin, amorcée par une amorce externe, libére un
ADN simple brin. Celui-ci sert de matrice les deuxiémes amorces internes et externes qui s’hybrident
et forment une structure d’ADN en « épingle a cheveux ». Lors du cycle suivant de LAMP, une amorce
interne s’hybride a la boucle et initie la synthése d’ADN, produisant ainsi 'ADN en « épingle a
cheveux » avec une tige deux fois plus longue. La réaction cyclique se poursuit avec une
accumulation de 10° copies de la cible en moins d’une heure. Les produits finaux sont des ADN en
« épingles a cheveux » avec plusieurs répétitions inversées de la cible et une structure finale en
forme de « chou-fleur ». Du fait de la reconnaissance initiale de la cible par six séquences distinctes,
puis par quatre lors de l'initiation de I'amplification, la technique LAMP permet d’amplifier la séquence

cible avec une grande spécificité (Notomi et al., 2000).
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Figure 20 : Principe de la technique LAMP (Li et al., 2016)

A. La technique LAMP repose sur l'utilisation de six amorces. L’amorce FIP (Forward Inner Primer) contient a son
extrémité 3’ une séquence F2 complémentaire de séquence F2c et a son extrémité 5’ une séquence identique a
la séquence F1c. L’amorce F3 (Forward Outer Primer) correspond a la séquence F3 complémentaire de la
séquence F3c. L'amorce BIP (Backward Inner Primer) contient a son extrémité 3’ une séquence B2
complémentaire de séquence F2c et a son extrémité 5’ une séquence identique a la séquence B1c. L’'amorce B3
(Backward Outer Primer) correspond a la séquence B3 complémentaire de la séquence B3c. Deux amorces
additionnelles (LF — Loop Primer Forward — et LB — Loop Primer Backward -) favorisent la formation de boucles.

B. L’hybridation des différentes amorces couplée a I'action d’une polymérase dotée d’une activité de déplacement
de brin (« strand displacement activity ») aboutit a la formation d’'une structure en épingle a cheveux (cadre en

pointillé noirs), support de I'amplification exponentielle de la séquence d’intérét.

Un produit secondaire apparait lors de cette amplification, le pyrophosphate de magnésium. I
forme un précipité blanc troublant la solution de réaction. La présence du trouble indique une réaction
positive, alors que son absence représente une réaction négative. Les résultats de ce test sont
mesurés a l'aide de I'incubateur/lecteur Alethia'". Le résultat de I'échantillon de selle testé peut étre

« Non valide », « Positif » ou « Négatif » en fonction des changements observés dans I'absorbance.
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Afin d’assurer la validité du résultat obtenu, un contrble interne d’amplification est contenu
dans chacun des tests unitaires Alethia™ C. difficile. Le systéme de préparation et de dilution de
I'échantillon contient du tampon de phosphate salin et du Staphylococcus aureus traité a la formaline.

Le dispositif du test est formé de deux compartiments séparés contenant chacun une bille de
réactif lyophilisé. Le compartiment TEST contient les amorces spécifiques pour C. difficile et le
compartiment CONTROLE contient les amorces spécifiques pour S. aureus. L’échantillon du patient
et la cible de contrdle de S. aureus sont traités en paralléle durant les étapes restantes de préparation
de I'échantillon et de procédure de test. Le controle interne permet de déceler un probleme d’inhibition
de I'amplification, d’efficacité des réactifs du test ou du traitement des échantillons. Si I'amplification
de la cible de contréle de 'ADN du S. aureus n’est pas détectée dans la réaction finale, le test est
considéré comme étant non valide et les résultats du patient ne sont pas reportés par I'automate
Alethia™.

Le mode opératoire du test Alethia'" C. difficile est présenté en figure 21.
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Figure 21 : Mode opératoire du test Alethia™ C. difficile
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4.6.3 Performances analytiques de I'algorithme

Les performances analytiques de I'lmmunoCard® C. difficile GDH ont été décrites par plusieurs
études. Staneck et al avaient retrouvé apres étude de 927 échantillons de selles et comparaison des
résultats avec ceux obtenus en CTA une sensibilité de 84 %, une spécificité de 92 %, une VPP de
63 % et une VPN de 97 % (Staneck et al., 1996). Turgeon et al avaient étudié sur le méme modele
1003 échantillons et avaient retrouvé une sensibilité de 80,2 %, une spécificité de 92,5 %, une VPP de
54,4 % et une VPN de 97,7 % (Turgeon et al., 2003). Ces résultats sont en accord avec I'utilisation en
pratique des tests de détection de GDH comme tests de dépistage de la présence de C. difficile, avec
une excellente VPN.

Le test Alethia™ C. difficile présente d’excellentes performances avec une sensibilité et une
spécificité élevées. De nombreuses études ont été réalisées pour comparer les résultats du test avec
ceux obtenus en CT. Les effectifs des études retenues allaient de 94 a 989 échantillons testés.
D’aprés 'ensemble des résultats de ces études, la sensibilité du test s’éléeve de 86,7 a 98 % et sa
spécificitt de 91 a 100 %. Les VPP et VPN s’étendent de 67 a 100 % et de 97,1 a 99 %
respectivement (Buchan et al., 2012; Hong et al., 2014; Lalande et al., 2011; Neuendorf et al., 2016;
Norén et al., 2011, 2014; Viala et al., 2012; Ylisiurua et al., 2013).

L’algorithme diagnostique tel qu’il est proposé par Meridian a été étudié par Walkty et al en
2013 sur 428 échantillons dont les résultats étaient comparés a ceux obtenus en CT. La sensibilité
diagnostique de l'algorithme était de 68,3 % (IC 95 % : 55,2-79,1), la spécificité de 100 % (IC 95 % :
98,7-100), la VPP de 100 % (IC 95 % : 89,8-100) et la VPN de 94,8 % (IC 95 % : 92-96,7) (Walkty et
al., 2013). Eckert et al ont également étudié les performances de I'algorithme proposé par Meridian en
2014. Trois cent huit échantillons ont été inclus et les résultats comparés avec ceux obtenus en CT.
La sensibilité diagnostique de l'algorithme était de 91,7 % (IC 95 % : 76,4-97,8), la spécificité de
100 % (IC 95 % : 98,3-100), la VPP de 100 % (IC 95 % : 87-100) et la VPN de 98,9 % (IC 95 % : 96,6-
99,7) (Eckert et al., 2014b). Enfin, I'équipe de Goret et al a également testé les performances
diagnostiques de I'algorithme sur 468 échantillons en les comparant aux résultats obtenus par CT. La
sensibilité diagnostique était de 90 % (IC 95 % : 72.3-97.8), la spécificité de 98.9 % (IC 95 % : 97,4-
99,5), la VPP de 84.4 % (IC 95 % : 66,5-94,1) et la VPN de 99,3 % (IC 95 % : 97,8-99,8) (Goret et al.,
2015).

Ces études confirment des sensibilité et spécificité diagnostiques élevées et légitiment

l'utilisation de cet algorithme pour le diagnostic des ICD.

4.6.4  Stratégie algorithmique Meridian
4.6.4.1 Comparaison avec les recommandations des sociétés savantes
Cet algorithme diagnostique en deux temps répond partiellement aux recommandations

francaises (Barbut et al., 2018b) et européennes (Crobach et al., 2016) puisqu’il ne comprend pas

I'étape intermédiaire de recherche de toxines libres par EIA. Il répond cependant a une stratégie
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diagnostique suboptimale selon Eckert et al (cf. tableau 5 paragraphe 3.5.6.1). En l'absence
d’'information décelable sur la présence de toxines libres ne permettant pas de différencier le porteur
sain du patient infecté, il s’agit d’'une stratégie sensible mais moins spécifique qu’une stratégie
diagnostique optimale. Comme mentionné dans le paragraphe 4.5.3.1, nous considérons cette
stratégie diagnostique comme performante si la sélection des selles testées et les indications de la
recherche de C. difficile sont maitrisées par le laboratoire.

Cet algorithme ne répond également pas totalement aux exigences des recommandations
anglaises (Advisory Committee Associated Infection (ARHAI), 2012) puisqu’il ne comprend pas la
recherche de toxines libres, ni a celles des recommandations américaines (McDonald et al., 2018) et
australiennes (Ferguson et al., 2011) qui préconisent la réalisation de TAAN d’emblée sans détection
de GDH préalable.

4.6.4.2 Limites techniques

Le test de dépistage ImmunoCard® C. difficile GDH présente quelques limites. Les échantillons
présentant des niveaux extrémement élevés de GDH peuvent présenter un puits TEST positif et un
résultat négatif au puits de réaction CONTROL. Une réaction croisée avec I'lmmunoCard® C. difficile
GDH est observée en présence de Staphylococcus aureus (souche Cowan 1), et les échantillons
contenant du sang a des concentrations supérieures a 40 % produisent potentiellement des résultats
faussement négatifs.

Le TAAN Alethia™ C. difficile peut présenter un résultat « Non valide » (jusqu’a 2,9% selon les
données du fournisseur Meridian Bioscience), il n’est alors pas possible de statuer sur la présence de
C. difficile toxinogéne ou non. Le fournisseur recommande de réaliser le test une nouvelle fois a partir
de I'échantillon de selles primaire, afin de s’affranchir de toute éventuelle erreur de manipulation. En
effet, cette technique nécessite une prise en main par les opérateurs. D’autres causes peuvent étre a
I'origine de ce résultat invalide comme un réactif non opérant, une erreur de I'incubateur/lecteur ou
'échec du contréle interne. La non validité du test peut également étre attribuée a la présence
suspectée de substances interférentes dans les selles, impactant 'amplification isothermique. Les
substances pouvant impacter I'amplification des acides nucléiques dans les selles sont les sels
biliaires, 'héme, la bilirubine et les complexes polysaccaridiques (Lantz et al., 1997; Monteiro et al.,
1997; Oikarinen et al., 2009).

4.6.4.3 Analyse médico-économique

Concernant le colt engendré par cet algorithme, le test ImmunoCard® C. difficile GDH est 4 fois
moins cher que le test Alethia™ C. difficile. C'est pourquoi il est économique de ne réaliser le test
Alethia™ C. difficile qu’en cas de test ImmunoCard® C. difficile GDH positif. Rappelons que les
recommandations américaines (McDonald et al., 2018) proposent la réalisation de test TAAN en

premiere ligne, et que le colt engendré par de telles pratiques peut étre un facteur limitant.

63



L’étude de Le Guern et al classait le test Alethia™ C. difficile parmi les TAAN les moins onéreux
du marché, avec un colt approximatif de 33$ par test contre 52$ par test pour Xpert® C. difficile
(Cepheid, Sunnyvale, Etats-Unis), ou 43$ par test pour BD MAX™ Cdiff Assay (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, Etats-Unis) (Le Guern et al., 2013). Ces prix sont indicatifs.

La comparaison du cout de cet algorithme avec celui d’autres algorithmes proposés n’est pas
décrite dans la littérature. Lors de I'étude de marché pour sa mise en place au Centre Hospitalier
Universitaire (CHU) de Bordeaux, I'algorithme proposé par Meridian était le moins couteux en terme

de colt/patient.

4.7 Accréditation des algorithmes diagnostiques

Les laboratoires d’analyse médicales sont soumis a la démarche d’assurance qualité, d’apres la
norme NF EN ISO 15189. L’accréditation des laboratoires est accordée par le Comité Francais
d’Accréditation (COFRAC), et doit concerner 100% des analyses réalisées en 2020.

La validation d’'une méthode est le procédé par lequel on confirme que la procédure analytique

employée pour mener un test répond aux exigences de I'usage auquel elle est destinée. Les résultats
de la validation de méthode sont utilisés pour juger la qualité, la fiabilité et la cohérence des résultats
analytiques. Ce procédé fait partie intégrante de toute bonne pratique analytique, et dans le méme
temps de la démarche d’accréditation des laboratoires.
Le guide a suivre pour mener a bien cette validation de méthode est le SH GTA 04 (COFRAC, 2015),
qui expose les différents points a aborder et conditions a remplir selon la portée d’accréditation. Les
informations fournies par le SH GTA 04 peuvent étre complétées par les recommandations des
sociétés savantes telles que la la Société frangaise de microbiologie (SFM) qui propose un référentiel
spécifique de la microbiologie appelé QUAMIC (QUAMIC, 2016).

L’accréditation des algorithmes diagnostiques présente plusieurs difficultés. Le SH GTA 04
fournit les grands principes des conditions a remplir pour établir un dossier de validation/vérification de
méthode, sans évoquer les particularités adaptées aux tests EIA ou aux TAAN. La validation de
méthode des EIA et des TAAN mentionnées dans le QUAMIC (QUAMIC, 2016) ne sont traitées qu’au
sein de I'examen microbiologique des selles (chapitre 10), sans évocation des particularités liées aux
tests EIA et TAAN. La validation de méthode des TAAN peut étre traitée au sein de la PCR en temps
réel bactérienne (chapitre 8) bien que les méthodes ne soient pas similaires et nécessitent un
ajustement des données collectées. La deuxieme difficulté consiste en I'absence de publications,
posters ou communications traitant de la validation de méthode de I'algorithme diagnostique proposé

par Meridian Bioscience.

4.8 Sensibilité aux antibiotiques

La réalisation de I'antibiogramme de C. difficile n’a pas d’intérét en routine, car les souches

sont habituellement sensibles aux antibiotiques utilisés en thérapeutique (métronidazole, vancomycine
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ou fidaxomicine). Environ 3% des souches présentent une sensibilité intermédiaire au métronidazole
mais aucun échec clinique n’a pu étre relié a ces souches d’aprés Barbut et al (Barbut et al., 2018b).
A titre d’exemple, 'ensemble des souches de C. difficile toxinogénes envoyées au CNR sont testées
vis a vis du métronidazole. Aucune des 392 souches testées sur 'année 2012 n’était résistante (pour
un disque chargé a 5 pg, diamétre inférieur a 21mm ou CMI pour concentration minimale inhibitrice
>2 mg/L). Sur 'année 2013, 492 souches ont été testées et deux d’entre-elles présentaient une CMI a
3 et 4 mg/L; 19 souches présentaient un diamétre d’inhibition inférieur a 35 mm avec disque de
métronidazole chargé a 16 pg (sensibilité lorsque diamétre supérieur a 35 mm). Enfin, sur 'année
2014, 452 souches étaient testées vis a vis du métronidazole, deux d’entre-elles présentaient une CMI
a 3 mg/L et neuf présentaient un diamétre d’inhibition inférieur a 35 mm avec disque chargé a 16 pg
(Centre National de Référence Bactéries anaérobies et botulisme and Laboratoires associés C.
difficile, 2013, 2014, 2015). Il est précisé que les recommandations actuelles du comité de
I'antibiogramme de la SFM (CASFM, 2019) établissent une concentration critique de C. difficile vis a
vis du métronidazole de 4 mg/L, et un diamétre critique a 21 mm pour une charge de 16 ug de
métronidazole par disque. L’absence de données épidémiologiques récentes émanant du CNR ne
permet pas de présenter les derniéres tendances observées en matiere de résistance vis a vis du
métronidazole.

L’antibiogramme, en tant que marqueur phénotypique, peut avoir un intérét dans le cadre
d’études épidémiologiques ponctuelles. Par exemple, les souches épidémiques PR 027 sont
caractérisées par une résistance a I'érythromycine et a la moxifloxacine (Loo et al., 2005; McDonald et
al., 2005) documentées respectivement par la présence de mutations de 'ARN 23S (Schmidt et al.,
2007) et de I'ADN gyrase (Spigaglia et al., 2008). Une résistance hétérogéne au métronidazole a
également été décrite chez ces souches (Gao and Huang, 2015; Pelaez et al., 2008). Les souches
PR 078 présentent quant a elles une moindre sensibilité a la tétracycline (Barbut et al., 2018b), par la

présence de mutations de ’ARN 16S et par mécanisme d’efflux (Huang et al., 2009).

5 Traitement des ICD

L’ensemble des traitements médicamenteux traités dans ce paragraphe est résumé en figure
22.
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Figure 22 : Syntheése des recommandations thérapeutiques de 'TESCMID (Debast et al., 2014) d’apres (Eckert et
al., 2015b)

En Vert : recommandé (A-l)

En Rouge : non recommandé (D-I ou D-II)

* . augmentation possible de I'augmentation des posologies de vancomycine a 500mgx4 pendant 10j (B-lll),
recommandée par 'IDSA (McDonald et al., 2018)

**: Pas de preuve supportant 'utilisation de la fidaxomicine dans les formes d’ICD menagant le pronostic vital (D-
)

5.1 Traitements médicamenteux recommandés

Le but d'un traitement curatif bien conduit dans le cadre d'ICD est, comme pour tout
traitement, la guérison du patient. Les critéres de guérison sont exclusivement cliniques, définis par un
début de régression des symptdémes (amélioration de la consistance des selles, absence d’apparition
de signes de gravité) aprés le début du traitement antibiotique en 3 a 5 jours maximum, et un retour a
I'état normal du transit en quelques semaines (Debast et al., 2014). Le traitement et la guérison d’'une
ICD reposent en grande partie sur la restauration du microbiote intestinal. Dans 25% des cas, le
traitement symptomatique du patient (réhydratation) et l'arrét du traitement antibiotique, ou son
remplacement par un antibiotique a moindre risque, suffisent pour obtenir une amélioration clinique
(Eckert et al., 2015a).

Les antibiotiques indiqués pour I'éradication de C. difficile sont le métronidazole, la
vancomycine et la fidaxomicine. lls sont tous trois administrables par voie orale (Per os : PO), bien
que le conditionnement de la vancomycine soit prévu pour I'administration intraveineuse (1V). Le
métronidazole est également disponible pour I'administration IV. La vancomycine et la fidaxomicine ne

sont délivrés qu’en milieu hospitalier.
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Les schémas thérapeutiques sont définis d’aprés les criteres de sévérité, le niveau de récidive
de la maladie et la possibilité d’administration orale. lls font I'objet de recommandations européennes
(Debast et al., 2014) mais aussi américaines (McDonald et al., 2018). Les recommandations
frangaises du CMIT (Comité des Universitaires des Maladies Infectieuses et Tropicales, 2016)

reprennent les recommandations européennes de 'lESCMID.

5.1.1 Cas non sévere

Dans le cadre de situation non-épidémique et face a une ICD ne présentant pas de critéres de
séveérité, il est recommandé d’arréter toute antibiothérapie ayant potentiellement induit I'ICD et
d’observer I'évolution clinique a 48 h. Dans le cas d’une détérioration clinique malgré l'arrét de
I'antibiothérapie, une antibiothérapie dirigée contre C. difficile doit étre débutée par du métronidazole
500mg x 3/jour PO pendant 10j. La vancomycine (125mg x 4/jour PO, 10j) et la fidaxomicine (200mg x
2/jour PO, 10j) peuvent étre utilisés en seconde intention. La stratégie thérapeutique est similaire chez
I'enfant en adaptant les posologies et la femme enceinte : I'allaitement maternel est déconseillé lors
de la prise de métronidazole.

Lorsque l'administration orale n’est pas possible, le métronidazole peut également étre
administré par voie IV (500mg x 3/jour IV, 10j).

Il N’y a pas de traitement recommandé en association de I'antibiothérapie dans le traitement
des épisodes initiaux d’ICD sans signes de gravité. Les immunothérapies a base d’anticorps
monoclonaux dirigés contre les toxines A et B (Lowy et al., 2010) et 'immunisation passive a base
d'immunoglobulines IV fabriquées a partir de lait de vaches immunisées contre C. difficile et ses
toxines (Numan et al., 2007) n’'ont pas montré de niveau de preuve suffisant concernant leur efficacité
(Crobach et al., 2009; Debast et al., 2014). Concernant les probiotiques, leur efficacité ne serait pas
prouvée non plus au cours du traitement d’un premier épisode d’ICD (McFarland, 2009) et ne sont

donc pas recommandés (Debast et al., 2014; McDonald et al., 2018).

5.1.2 Cas sévere

Il est recommandé en premiére intention de traiter un cas d'ICD sévere par vancomycine
(125mg x 4/j PO pendant 10 jours) du fait de son efficacité supérieure au métronidazole (Al-Nassir et
al., 2008; Debast et al., 2014; Zar et al., 2007). Le traitement par fidaxomicine (200mg x 2/j PO
pendant 10 jours) peut aussi étre indiqué en premiéere intention. Son efficacité est équivalente a celle
de la vancomycine sur un épisode sévere (Gentry et al., 2019). De plus, le traitement par fidaxomicine
lors d’'un premier épisode d'ICD diminue la survenue de récidives (Al Momani et al.,, 2018). La
fidaxomicine n’est pas indiquée chez les enfants et les femmes enceintes, et l'allaitement est
déconseillé.

Les recommandations américaines préconisent une augmentation de la posologie de

vancomycine a 500mg x 4/j PO pendant 10 jours (McDonald et al., 2018), mais il n’est pas prouvé que
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ce dosage soit d'une efficacité supérieure en comparaison des 125mg x 4/j PO sur 10 jours a
I'exception de la présence d’iléus (Fekety et al., 1989).

La voie veineuse ne doit étre employée que si la voie orale est impossible. Pour les formes
compliquées (iléus, mégacdlon toxique, choc) les recommandations américaines préconisent
'administration de métronidazole IV (500mg/8h), ainsi que de vancomycine par sonde naso-gastrique
(500mg x 4/j) et/ou par lavements rectaux (500mg dans 100mL de solution saline toutes les 6h)
(McDonald et al., 2018).

La réalisation d’une colectomie sans délai a partir de I'apparition de signes de gravité tels
qu’un état de choc, une hyperlactatémie (>5mM), une défaillance d’organe dont la défaillance rénale,
et la nécessité d’intubation/ventilation (Debast et al., 2014) est associée a un meilleur taux de survie
(Koss et al., 2006; Stewart et al., 2013). Elle est de ce fait indiquée et recommandée en cas de
perforation colique, d’'inflammation systémique, de détérioration des signes cliniques malgré un
traitement antibiotique optimal et bien conduit avec I'apparition de mégacélon toxique, d’abdomen
chirurgical et d’iléus sévere. La colectomie doit étre envisagée et réalisée si possible avant I'apparition
d'une lactatémie > 5mM (Debast et al., 2014). L’intervention chirurgicale consiste classiquement en
une colectomie subtotale suivie d’'une iléostomie (Koss et al., 2006). Une autre alternative a la
colectomie est une iléostomie de décharge permettant de préserver le colon, associée a des lavages
peropératoires, dont 'avantage est de diminuer le risque de morbidité en plus du risque de mortalité.
Cette procédure est couplée a une administration IV de métronidazole (500mg x 3/jour 1V, 10 jours) et
a des lavages entéraux de vancomycine post-opératoires (500mg x 4/j voie entérale,10 jours) (Neal et
al., 2011).

5.1.3 Premiére récidive ou risque de récidive

Les recommandations européennes préconisent donc un traitement par fidaxomicine (200mg
x 2/j PO pendant 10 jours) ou vancomycine (125mg x 4/j PO pendant 10 jours) en cas de premiére
récidive ou de premier épisode d’ICD avec facteurs de risques de récidive (Debast et al., 2014).
D’aprés les recommandations américaines, le métronidazole n’est pas préconisé dans le cadre de
récidive d’'ICD (McDonald et al., 2018).

5.1.4 ICD récurrentes et multiples

Les recommandations européennes et américaines préconisent, un cas de deuxieéme récidive
ou plus, un traitement par vancomycine a dose dégressive (125mg x 4/j PO pendant 10 jours puis
diminution progressive jusqu’a 125mg/j PO pour une durée totale de 21 jours minimum) ou
intermittente (125mg x 4/j PO pendant 10 jours puis 125 a 500mg tous les 2 ou 3 jours pour une durée
totale de 21 jours minimum) (Debast et al., 2014; McDonald et al., 2018).

L’utilisation de la fidaxomicine est également préconisée (200mg x 2/j PO pendant 10 jours),
puisqu’elle est associée a un taux plus faible de deuxieme récidive lorsqu’elle est utilisée en

traitement de la premiére (Beinortas et al., 2018; Cornely et al., 2012; Louie et al., 2012). Cependant,
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I'efficacité de la fidaxomicine sur la survenue de récidives multiples aprés une premiére récidive n’est
a I'heure actuelle pas établie (Biggs et al., 2019; Enoch et al., 2018).

La transplantation de microbiote fécale (TMF) est fortement recommandée en cas de
récidives multiples et d’échec de traitements antibiotiques bien conduits, en paralléle d’une
antibiothérapie orale par vancomycine (500mg x 4/j PO) (Debast et al., 2014; McDonald et al., 2018).
Pour le moment en France, la transplantation fécale est encadrée par TANSM (Agence Nationale de
Sécurité du Médicament et des produits de santé, 2016). Les selles de donneur étant considérées
comme des médicaments potentiels, elles doivent étre préparées au sein des pharmacies des ES. La
sélection des donneurs est standardisée et rigoureuse, répondant aux exigences de 'ANSM, avec
questionnaire et entretien médical, suivis du dépistage d’infections potentielles dans le sang et les

selles. Sa formulation et sa standardisation est actuellement en cours de développement en Europe.

5.2 Alternatives thérapeutiques

5.2.1 Vaccination

Le réle des anticorps neutralisant les toxines de C. difficile a largement été démontré sur les
modeles animaux en prouvant leur efficacité par diminution de la mortalité chez les hamsters et les
souris (Anosova et al., 2013; Baliban et al., 2014).

La mise au point d’'un vaccin contre C. difficile est a I'étude chez 'homme. La société Sanofi
Pasteur a mis prématurément fin a I'étude de phase lll portant sur un vaccin anatoxinique baptisé
Cdiffense (Communication Sanofi, 2017). Une autre étude de phase lll est en cours par la société
Pfizer, sur un vaccin recombinant baptisé Clover (https://clinicaltrials.gov/). Ce vaccin pourrait, si son
efficacité est démontrée, étre utilisé en prévention de I'apparition d'ICD dans les populations a

risques.
5.2.2 Biothérapies

Des biothérapies ont prouvé leur efficacité dans la diminution des récidives aprés un épisode
d’'ICD : 'actoxumab et le bezlotoxumab sont des anticorps monoclonaux respectivement dirigés contre
les toxines A et B de C. difficile, et leur utilisation en association d’un traitement antibiotique adapté
permet de diminuer significativement l'incidence des récidives. A noter que I'association des deux
anticorps monoclonaux n’a pas montré d’efficacité supérieure a l'utilisation du bezlotoxumab seul,
dirigé contre la toxine B (Wilcox et al., 2017). Des études complémentaires sont nécessaires afin de

valider ou non leur utilisation en pratique.

5.2.3 Antibiotiques
5.2.3.1 Ridinilazole

Membre de la famille des azolés, le ridinilazole est un antibiotique bactéricide en cours

d’étude. Il constituerait une option intéressante dans le traitement des ICD. Son spectre étroit
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permettrait de cibler presque exclusivement C. difficile. Une étude a permis de prouver sa non-
infériorité vis a vis de la vancomycine (Vickers et al., 2017), et il a été démontré que son utilisation
était moins délétere que la vancomycine sur le microbiote fécal (Thorpe et al., 2018). Des études
complémentaires sont nécessaires afin d’évaluer I'utilité potentielle de la prescription du ridinilazole en

pratique clinique.
5.2.3.2 Teicoplanine

De la méme famille que la vancomycine, la teicoplanine pourrait étre une alternative
intéressante dans le traitement des ICD. Une étude de Manthey et al retrouvait un taux de guérison
clinique significativement plus élevé (90,7% contre 79,4%) et un taux de récidive significativement
plus faible (9,3% contre 34,3%) en comparaison avec la vancomycine (Manthey et al., 2017). Un plus
grand nombre d’études est nécessaire pour statuer sur I'utilité de la teicoplanine dans le traitement

des ICD sur plus long terme.

5.3 Mesures associées et prévention

5.3.1 Gestion des antibiotiques

Le bon usage des antibiotiques est primordial pour limiter la pression sélective sur C. difficile
et 'émergence d’épidémies. Des politiques de bon usage de ces derniers, en minimisant la fréquence
et la prescription des antibiotiques a haut risque d’engendrer une ICD, et la suspension dés que
possible de toute antibiothérapie non dirigée contre C. difficile chez les patients atteints, sont
essentielles pour la prévention des ICD (McDonald et al., 2018; Vonberg et al., 2008).

Les souches circulantes de C. difficile doivent étre prises en compte dans le choix des
antibiotiques prescrits pour d’autres pathologies infectieuses, et le choix des molécules a risque
(exemple : fluoroquinolones vis a vis du PR 027 qui leur est résistant) a limiter au maximum, en
appliquant une politique de substitution d’'une classe d’antibiotiques par une autre, moins a risque
(Ananthakrishnan, 2011; McDonald et al., 2018).

5.3.2 Gestion des patients et de I’environnement

La recherche d’'ICD est préconisée chez tout patient hospitalisé présentant une diarrhée en
vue d’'un diagnostic précoce et d’une prévention de la transmission croisée de C. difficile, et les
précautions de contact doivent étre prises dés la suspicion clinique, sans attendre les résultats
microbiologiques (Cohen et al., 2010). Il n’est en revanche pas conseillé de dépister et de prendre des
précautions de contact avec les porteurs asymptomatiques (McDonald et al., 2018).

Le patient atteint d'ICD doit étre isolé en chambre seule avec toilettes individuelles et du
personnel dédié, I'isolement doit étre maintenu jusqu’a 48 h aprés la fin des symptémes (diarrhées).
Les patients doivent étre informés de la contagiosité et du pouvoir de dissémination de la bactérie en
cause dans leur maladie, et une éducation du personnel de soins et d’entretien doit étre réalisée
(Gerding et al., 2008; McDonald et al., 2018; Vonberg et al., 2008).
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Le port de gants et de surblouses doit étre effectué par le personnel soignant et les visiteurs,
et un lavage des mains a I'eau et au savon (du fait de I'inefficacité des solutions hydro-alcooliques)
doit étre faite avant et apres I'entrée dans chaque chambre d’hospitalisation (Cohen et al., 2010;
Gerding et al., 2008; Vonberg et al., 2008).

Le matériel médical nécessaire a la prise en charge du patient infecté doit étre dédié, ou a
défaut désinfecté avec un produit sporicide avant et apres chaque utilisation (McDonald et al., 2018;
Vonberg et al., 2008). Les surfaces doivent étres désinfectées avec des produits sporicides, et les
chambres ayant accueilli un patient infecté doivent étre désinfectées aprés chaque séjour, voire
quotidiennement en contexte d’épidémie (Cohen et al., 2010; Gerding et al., 2008; McDonald et al.,
2018).
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CHAPITRE 1 : VALIDATION DU TEST ALETHIA™ C. DIFFICILE SUR
COLONIES DE CLOSTRIDIOIDES DIFFICILE ISOLEES EN CULTURE
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Contexte

Les tests d’amplification d’acides nucléiques (TAAN) sont maintenant largement utilisés dans
les laboratoires de microbiologie pour le diagnostic des infections a C. difficile. Leur utilisation est
facile et la rapidité d’'obtention du résultat est compatible avec une prise en charge clinique efficiente.
lIs sont intégrés dans les algorithmes en deux ou trois temps comme recommandé actuellement par
les sociétés savantes frangaises et européennes.

Le test Alethia™ C. difficile (Meridian Bioscience) est un TAAN fondé sur le principe
d’amplification isothermique trés sensible appelé LAMP pour Loop mediated isothermal amplification.
Il a été mis en place en 2014 au laboratoire de Bactériologie du CHU de Bordeaux. Ce TAAN est
utilisé en seconde étape d’un algorithme en deux temps composé d’un test de dépistage initial par
ImmunoCard® C. difficile GDH par méthode immuno-enzymatique (EIA).

Aprés la mise en place de la technique, le laboratoire a été confronté a des tests invalides en
TAAN ne permettant pas de fournir de résultat. Ceci peut étre lié a une préparation de I'’échantillon
incorrecte, un réactif non opérant, une erreur de l'incubateur/lecteur ou I'échec du contrdle interne.
Selon les recommandations du fournisseur, il faut alors répéter I'entiéreté du test en utilisant les selles
originelles et en respectant scrupuleusement le mode opératoire. Le laboratoire a observé des
patients pour lesquels les tests TAAN de contrble étaient également invalides suggérant la présence
d’inhibiteurs d’amplification. Bien que cela représente moins de 1% du nombre de tests réalisés, il a
fallu trouver une alternative diagnostique chez ces patients pour lesquels le TAAN ne peut étre
interprété.

La culture toxigénique est la méthode de référence pour mettre en évidence les souches de
C. difficile toxinogénes. Celle-ci permet de s’affranchir des inhibiteurs d’amplification présents dans
I'échantillon de selle. Cette méthode consiste a isoler C. difficile en culture a partir de milieux sélectifs,
puis de déterminer le caractére toxinogéne des colonies isolées. Les méthodes de mise en évidence
des toxines disponibles a partir des colonies sont : le test de cytotoxicité sur culture cellulaire (longs et
difficiles a mettre en place), les tests EIA détectant les toxines libres A et B (ne sont plus utilisés au
laboratoire) et les TAAN.

Le test Alethia'™ C. difficile n’est pas validé par le fournisseur pour la recherche des génes
codant pour les toxines a partir de colonies de C. difficile isolées en culture. Nous avons donc décidé
de valider cette technique sur les colonies en respectant les recommandations du guide technique
d'accréditation de validation (portée B) des méthodes de biologie médicale, le SH GTA 04 (COFRAC,
2015). Nous avons ainsi pu proposer de compléter I'algorithme Meridian mis en place au laboratoire

en cas de test Alethia™ C. difficile invalide.
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1. Introduction

C. difficile est actuellement a I'origine de la majorité des diarrhées infectieuses associées aux
soins chez l'adulte en Europe (Magill et al., 2014), et les infections communautaires qui lui sont
incombées suivent une incidence croissante (Chitnis et al., 2013; Khanna et al., 2012). La survenue
d’épidémies liées a des clones « hypervirulents » de ribotypes 027 ou 078 ainsi que la sévérité des
tableaux cliniques causés par ces derniers (Goorhuis et al., 2008; Kuijper et al., 2007) ont contribué a
en faire un probleme de santé publique majeur dans les pays industrialisés.

Une infection a C. difficile (ICD) est définie par un tableau clinique compatible avec celui d’'une
ICD (diarrhée, iléus, mégacdlon toxique) et un test bactériologique positif pour la présence de toxines
libres de C. difficile dans les selles ou la mise en évidence d’une souche toxinogéne, sans autre cause
de diarrhées (Cohen et al., 2010; Debast et al., 2014). Les stratégies diagnostiques différent selon les
pays. Des algorithmes diagnostiques sont préconisés par les sociétés savantes telles que la Société
Frangaise de Microbiologie (Barbut et al., 2018) ou la Société Européenne de Microbiologie Clinique
et de Maladies Infectieuses (Crobach et al., 2016). Elles préconisent toutes deux la réalisation
d’algorithmes en deux ou trois étapes, avec la réalisation de TAAN afin de mettre en évidence les
genes codant pour les toxines complétée par la recherche de toxines libres, ou bien la réalisation de
TAAN faisant suite a la détection de GDH et des toxines libres par tests EIA. De plus en plus de
laboratoires optent pour ces algorithmes significativement plus sensibles que les tests immuno-
enzymatiques seuls (Goret et al., 2015; Novak-Weekley et al., 2010).

La société Meridian (Meridian Bioscience™, Cincinnati, Etats-Unis) propose un test de
détection IlmunoCard® C. difficile GDH-EIA et un test de détection des acides nucléiques Alethia ™
C. difficile ayant pour cible I'ilot de pathogénicité PalLoc portant les genes codant pour les toxines A et
B. Il s’agit de deux méthodes qualitatives. Meridian fournit donc un algorithme en deux temps « prét a
'emploi » utilisable sur les selles des patients suspectés d’ICD. C'est la seule société proposant
actuellement a la fois un test de dépistage et un test de confirmation pour le diagnostic d’ICD. Cette
technique a été choisie et mise en place au laboratoire du CHU de Bordeaux en 2014. Alethia""
C. difficile est fondé sur le principe d’amplification isothermique trés sensible appelé LAMP pour Loop
mediated isothermal amplification. Elle utilise des amorces spécifiques qui amplifient une région de
204 pb parmi la séquence conservée en 5 du géne fcdA. La technique LAMP utilise une ADN
polymérase et un ensemble de quatre amorces spécialement congues pour reconnaitre un total de six
séquences distinctes sur 'ADN cible. Un produit secondaire, le pyrophosphate de magnésium,
apparait lors de cette amplification en boucle. Il forme un précipité blanc entrainant un trouble de la
solution de réaction qui est lu par spectrophotométrie. Cette réaction est évaluée par rapport a un
blanc initial et un contrdle interne. Chaque dispositif contient un puits de contrdle interne qui permet
de déceler un probleme d’inhibition de I'amplification, d’efficacité des réactifs du test ou de traitement
des échantillons. En effet, le systeme de préparation et de dilution de I'échantillon contient une souche
de Staphylococcus aureus traité a la formaline dont un géne cible est amplifié lors de la réaction.

Bien que cette technique soit robuste (Buchan et al., 2012; Hong et al., 2014; Lalande et al.,
2011; Neuendorf et al., 2016; Norén et al., 2011, 2014; Viala et al., 2012; Ylisiurua et al., 2013), les
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TAAN peuvent étre invalides en raison de la présence d’inhibiteurs ou de substances interférentes
qu'il n’est pas possible d’identifier en pratique courante. Selon les données du fournisseur, jusqu’a
2,9% des tests peuvent donner un résultat invalide (Meridian, Fiche technique Alethia® C. difficile). |l
n'a pas été retrouvé de données concernant le pourcentage de résultats invalides dans la littérature.
L’algorithme et le diagnostic microbiologique ne peuvent étre assurés dans ce cas. Une stratégie
alternative pour pallier a ce probleme pourrait reposer sur la mise en culture de la selle afin de tester
le caractére toxinogéne des souches isolées par TAAN. Bien que longue, la culture est trés sensible.
Alethia™ C. difficile n’est pas validé par le fournisseur pour mettre en évidence le caractére
toxinogéne de colonies de C. difficile isolées. Deux publications démontrent I'utilisation de Alethia™
C. difficile pour la culture toxigénique, mais la validation de la méthode est incompléte (Couturier et
al., 2013; Hong et al., 2014). Afin de répondre a cette problématique nous avons adapté et validé la
réalisation du test Alethia'™ C. difficile & partir de suspensions de colonies de C. difficile obtenues par
culture en respectant les recommandations du guide technique d'accréditation de validation (portée B)
des méthodes de biologie médicale (SH GT 04) éditées par le Comité frangais d'accréditation
(COFRAC). Nous avons ainsi pu développer une alternative aux tests invalides et compléter

I'algorithme utilisé au laboratoire dans ce cas.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Souches de C. difficile

Les deux souches de C. difficile de référence CD 630 (souche de PR 012 isolée en Suisse en
1982) (Stabler et al., 2009; Wust, 1982) et F (souche PR 017) (Depitre et al., 1993) ont été fournies
par le Laboratoire C. difficile associé au Centre national de référence des Bactéries anaérobies et
botulisme (Pr F. Barbut et Dr C. Eckert, Hépital Saint Antoine, Paris, France). La souche de référence
630 sécrete les deux toxines A et B (A+B+) et la souche F sécréte uniquement la toxine B (A-B+).

En routine, les souches isolées de patients atteints d’'ICD sévéres selon les criteres de TESCMID
(Crobach et al., 2016) (colite sévere, état de choc secondaire aux toxines, nécessité d’admission en
soins intensifs, colectomie, signes biologiques ou décés imputable a I'lCD) étaient envoyées au
laboratoire expert de Bactériologie-Hygiéne du CHU de Toulouse associé au CNR (Dr L. Cavalié)
pour typage. Un duplicata de ces souches conservé au laboratoire de bactériologie du CHU de
Bordeaux a -80°C a été utilisé rétrospectivement. Une extraction de données a partir du systéme
informatique du laboratoire a permis de référencer 32 patients atteints d'ICD pour lesquels les
souches ont été conservées entre octobre 2014 et novembre 2015. Ces souches cliniques sont
caractérisées par PCR ribotypage. La présence des génes fcdA (fragment A3), tcdB (fragment B1),
tcdC (taille délétion) et cdtB (toxine binaire) était également analysée par ce laboratoire par une PCR

« maison ».

2.2. Culture

Les souches ont été mises en culture sur gélose sélective CLO® (bioMérieux, Marcy I'étoile,
France), en étuve anaérobie a 35°C durant 48 & 72 h. Les colonies de C. difficile ont été identifiées
grace a leur aspect caractéristique : colonies plates, circulaires a bord irrégulier (aspect en verre
brisé), grises, mates et opaques, ainsi qu’a leur odeur de crésol ou de « crottin de cheval ». Une
confirmation de l'identification a été réalisée par coloration de Gram et Maldi-Tof Microflex (Bruker,
Billerica, Etats-Unis). Un réisolement des colonies isolées pures a été effectué sur gélose au sang de

mouton COS® non sélective (bioMérieux), placées en étuve anaérobie a 35°C durant 48 a 72 h.

2.3. Test Alethia' C. difficile

Cinquante microlitres d’'une suspension de colonies de C. difficile dans de I'eau physiologique
stérile aux différentes concentrations testées étaient ajoutés au tube de préparation, a la place de
'échantillon primaire de selle décrit dans le mode opératoire du test Alethia™ C. difficile. Le

prétraitement thermique et la réalisation du test suivaient les recommandations du fournisseur.
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2.4. Etendue de mesure : limite de détection

La limite de détection a été déterminée a partir d'une gamme de dilutions d’'une suspension de
colonies de C. difficile dans de 'eau physiologique stérile a partir des souches de référence F et CD
630. La suspension initiale avait une concentration de 1,5.10° UFC/mL correspondant & une densité
optique de 0,5 McF mesurée a l'aide d’'un densitomeétre (bioMérieux). Des dilutions de raison 10 ont
été réalisées en cascade jusqu’a la concentration de 1,5.10° UFC/mL. Puis elles ont été poursuivies

avec un facteur de dilution égal a deux jusqu’a la concentration de 4,7.10° UFC/mL.

2.5. Fidélité : répétabilité et fidélité intermédiaire

L'essai de répétabilité consiste a analyser un méme échantillon dans les conditions suivantes :
méme opérateur, méme lot de réactifs, méme instrument, méme étalonnage dans un délai le plus
court possible. Il a été effectué a partir des deux souches de référence dans les conditions suivantes :
méme opérateur, méme lot de réactifs, méme instrument, méme étalonnage sur une demi-journée. Il
a été choisi d’établir cing mesures pour chacune des souches, du fait de considérations économiques
(prix du test unitaire élevé), pratique (dix tests par série sur le lecteur Alethia) et des recommandations
du SH GTA 04 (racine carré du nombre d’échantillons analysés quotidiennement). Un témoin négatif a
été réalisé.

L'essai de fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire) consiste a analyser un méme
échantillon dans des conditions différentes en faisant varier au moins un des facteurs. La
reproductibilité a été évaluée grace a l'étude de la variabilité inter-opérateur sur la souche de
référence F. L'étude a été réalisée dans les conditions suivantes: quinze opérateurs, mémes
instrument et lot de réactifs, sur trois demi-journées en I'espace de dix jours. Le nombre d’opérateurs,
et donc de tests réalisés, a été choisi en rapport avec l'effectif d’équipe technique pouvant étre
rencontré dans le laboratoire, quelle que soit I'importance de I'activité.

Les tests pour la répétabilité et la reproductibilité ont été effectués a partir de suspensions de
C. difficile a 0,5 McF (équivalent a 1,5.10° UFC/mL). L’évaluation de la conformité des résultats a été

réalisée par calcul du nombre de test positif obtenu rapporté au nombre de test positif attendu.

2.6. Contamination

Le risque de contamination inter-réactif n’a pas été évalué puisque les dispositifs des tests
sont unitaires. Le risque de contamination inter-échantillons a été évalué lors de I'étude de la limite de

détection (cf. supra).

2.7. Robustesse

La robustesse d’'une procédure d’analyse est une mesure de sa capacité a ne pas étre

affectée par des variations faibles, mais délibérées, des paramétres de la méthode. La robustesse a
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été étudiée sur les deux souches de référence en faisant varier 'dge des colonies (2, 3 ou 5 jours de
culture en étuve anaérobie a 35°C), les températures de conservation des géloses aprés culture
(+4°C, +20-25°C, +35°C) et les conditions atmosphériques de conservation (anaérobiose ou
aérobiose) des cultures. Les essais étaient réalisés en triple sur les deux souches pour chacun des
parameétres étudiés. La suspension a 0,5 McF était utilisée. Les essais ont été réalisés par le méme
opérateur, sur plusieurs jours. Ces variations des parameétres ont été étudiées afin de mettre en
pratique les variations pouvant étre observées dans n'importe quel laboratoire de bactériologie
(exemple : défaut de I'enceinte anaérobie, culture non repiquée, culture laissée sur la paillasse de
lecture avant réalisation du test, etc...). L’évaluation de la conformité des résultats a été réalisée par
calcul du nombre de test positif obtenu rapporté au nombre de test positif attendu.

La stabilité des réactifs n’a pas été évaluée puisque les conditions d’utilisation et de conservation

de ces derniers ne différaient pas des recommandations du fournisseur.

2.8. Sensibilité analytique

La sensibilité du test a été évaluée grace aux souches cliniques provenant de vingt-deux patients
atteints d'ICD sévere et caractérisées par PCR ribotypage. Les essais ont été effectués par le méme
opérateur, le méme jour, au cours de différentes séries, a partir de suspensions des colonies a
0,5 McF. L’évaluation de la conformité des résultats a été réalisée par comparaison des résultats
obtenus avec les deux méthodes.
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3. Résultats

Nous avons commencé par établir la limite de détection de la méthode. Les résultats observés

aux fortes concentrations validaient le principe de la méthode sur les colonies avec I'obtention de

résultats positifs attendus (détection des génes des toxines sur les colonies). Lors de la premiére série

de dilution de série 10, la derniere dilution positive pour les deux souches de référence était de

1,5.10* UFC/mL (Tableau 1, en blanc). Nous avons donc décidé de réaliser des dilutions

intermédiaires (Tableau 1, en gris). La limite de détection a été déterminée comme étant la

concentration la plus basse pour laquelle les résultats positifs concordants étaient obtenus pour les

deux souches de référence. Celle-ci est inchangée et est égale a 1,5.10* UFC/mL.

Tableau 1 : Limite de détection du test Alethia' C. difficile a partir de suspensions de colonies.

Concentrations

Turbidimétrie

Résultat qualitatif

en UFC/ml en McF Souche F Souche CD 630
1,5.10° 5.107 Positif Positif
1,5.10° 5.10% Positif Positif
1,5.10° 5.10° Positif Positif
1,5.10° 5.10" Positif Positif
1,5.10* 5.10° Positif Positif
1,5.10° 5.10° Négatif Négatif
7,5.10° 2,5.10° Négatif Négatif

3,75.10° 1,2.10° Positif Négatif
9,4.10° 7,5.10" Positif Négatif
4,7.10° 1,5.10" Négatif Positif

Dans le cadre de la validation de la méthode, nous avons décidé de nous placer a une

concentration de 0,5 McF dans de l'eau physiologique stérile (équivalent a 1,5.108UFC/mL). La

répétabilité et la reproductibilité (variabilité inter-opérateur) ont été réalisées avec cette dilution

(Tableau 2 et 3, respectivement). Les résultats obtenus ont montré une conformité de 100%.

Tableau 2 : Etude de la répétabilité du test Alethia™ C. difficile sur colonies

Résultat du test

Opérateur
Souche F Souche CD 630

Opérateur 1 Positif Positif

Opérateur 1 Positif Positif

Opérateur 1 Positif Positif

Opérateur 1 Positif Positif

Opérateur 1 Positif Positif
Concordance 100% 100%
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Tableau 3 : Reproductibilité et variabilité inter-opérateur du test Alethia™ C. difficile sur colonies a partir

de la souche de référence F.

Opérateur Résultat du test
Opérateur 1 Positif
Opérateur 2 Positif
Opérateur 3 Positif
Opérateur 4 Positif
Opérateur 5 Positif
Opérateur 6 Positif
Opérateur 7 Positif
Opérateur 8 Positif
Opérateur 9 Positif

Opérateur 10 Positif
Opérateur 11 Positif
Opérateur 12 Positif
Opérateur 13 Positif
Opérateur 14 Positif
Opérateur 15 Positif
Concordance 100%

Lors de I'analyse de la robustesse de la méthode, les parameétres analysés correspondent a
ceux observés en routine au laboratoire. Les tests ont tous montré des résultats positifs. Le délai de
culture en anaérobiose a +35°C (&ge des colonies), la conservation des géloses en aérobie (aprés
culture en anaérobiose) et la conservation des géloses en aérobie a température ambiante (TA)

n’'impactent pas la méthode.

Tableau 4 : Etude de la robustesse du test Alethia’™ C. difficile sur colonies. Les tests ont été réalisés en

triplicata. TA : température ambiante.

Parameétre de variation Souche
F CD 630

Délai de culture 48h +/+/+ ++/+
72h +/+/+ ++/+
5j +/+/+ +/+/+
Conservation en aérobie 24h +4°C +/+/+ ++/+
TA +/+/+ ++/+
+35°C +/+/+ ++/+
Conservation a TA 1h ++/+ ++/+
4h +/+/+ ++/+
24h +/+/+ ++/+
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Nous avons appliqué la méthode a des souches cliniques. Sur les 32 souches cliniques

conservées au laboratoire, 30 ont été réisolées en culture. Six d’entre-elles ont été écartées suite a

I'absence de détermination du ribotypage et de conclusion sur les genes codant pour les toxines. Les

souches en double issues d’'un méme patient ont été exclues. Au final, 22 souches cliniques distinctes

ont été analysées en culture toxigénique avec le test Alethia™ C. difficile. Les résultats obtenus ont

montré une concordance de 100% avec les résultats attendus. L'ensemble des résultats sont

présentés dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Caractéristiques, PCR ribotype et résultats du test Alethia™ C. difficile pour les souches

cliniques de C. difficile.

Patient PCR tcdA tcdB tcdC cdtB Résultat
ribotype TAAN
Alethia™

Patient 1 106 Positif Positif 18pb Pseudogenes Positif
Patient 2 014/020/077 Positif Positif Absence Pseudogenes Positif
Patient 3 014/020/077 Positif Positif Absence Pseudogenes Positif
Patient 4 014/020/077 Positif Positif Absence Pseudogenes Positif
Patient 5 autre Positif Positif Absence Absence Positif
Patient 6 014/020/077 Positif Positif Absence Pseudogenes Positif
Patient 7 001 Positif Positif Absence Pseudogenes Positif
Patient 8 078/126 Positif Positif 39pb Présence Positif
Patient 9 002 Positif Positif Absence Pseudogenes Positif
Patient 10 015 Positif Positif Absence Pseudogenes Positif
Patient 11 autre Positif Positif Absence Absence Positif
Patient 12 014/020/077 Positif Positif Absence Absence Positif
Patient 13 014/020/077 Positif Positif Absence Absence Positif
Patient 14 autre Positif Positif Absence Absence Positif
Patient 15 078/126 Positif Positif 39pb Présence Positif
Patient 16 autre Positif Positif Absence Absence Positif
Patient 17 autre Positif Positif Absence Absence Positif
Patient 18 012 Positif Positif Absence Pseudogenes Positif
Patient 19 014/020/077 Positif Positif Absence Pseudogenes Positif
Patient 20 015 Positif Positif Absence Pseudogenes Positif
Patient 21 002 Positif Positif Absence Pseudogenes Positif
Patient 22 078/126 Positif Positif 39pb Présence Positif
Concordance 100%

Aucun résultat invalide n’a été observé au cours de la réalisation des différentes étapes de

validation.
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4. Discussion

Nous avons validé le test Alethia'™ C. difficile pour la recherche des genes codant pour les toxines
a partir de colonies de C. difficile isolées en culture. Nous avons respecté les recommandations du
guide technique d'accréditation de validation des méthodes de biologie médicale (SH GT 04). Cette
évaluation des performances nous permet ainsi de répondre aux exigences de I'accréditation selon le
COFRAC. Nous pouvons ainsi proposer de compléter I'algorithme Meridian mis en place au
laboratoire en cas de test Alethia™ C. difficile invalide. Celui-ci repose tout d’abord sur un test de
détection ImmunoCard® C. difficile GDH-EIA puis sur le test de confirmation Alethia™ C. difficile. En
cas de TAAN invalide, la répétition du test peut étre effectuée mais si celui-ci s’avére a nouveau
invalide, il faut alors réaliser la culture toxigénique en utilisant ce méme TAAN. Si la culture
toxigénique avec le test Alethia™ C. difficile est décrit par quelques auteurs, le complément
d’algorithme que nous proposons n’est pas publié a ce jour dans la littérature. Il est facile a mettre en
place au laboratoire et n’exige pas de matériel ou de technique supplémentaire. Sa seule contrainte
repose sur I'allongement significatif du délai de rendu du résultat. En effet, alors que les résultats des
algorithmes classiques de diagnostic des ICD fournissent une réponse le jour méme (a J0), la culture
nécessite 48 a 72h (J+2 a J+3). Le clinicien doit donc étre alerté de cet allongement de délai et
prendre les mesures nécessaires en cas de forte suspicion d’ICD.

L’étude de la limite de détection n’a pas permis de retrouver les seuils décrits par d’autres auteurs
dans la littérature. En effet, Hong et al retrouvaient une limite de détection de 250 UFC/mL avec la
souche de C. difficile ATCC 9688 (tcdA+, tcdB+, cdtB-) et de 1,1.10* UFC/mL avec la souche ATCC
43598 (tcdA-, tcdB+, cdtB-) en utilisant le test Alethia™ C. difficile. Nos analyses ne nous permettent
pas d’écarter des résultats faussement négatifs avec des concentrations de suspensions de colonies
strictement inférieures a 1,5.10% UFC/mL. La différence observée par Hong et al entre les limites de
détection de souches ayant les phénotypes toxines A+B+ et A-B+ n’a en revanche pas été observée
dans notre étude, puisque nos deux souches de références (aussi A+B+ et A-B+) retrouvaient la
méme limite de détection. Il doit étre précisé que I'absence de données concernant le volume de la
suspension de colonies utilisée lors de chaque test dans I'étude de Hong et al ne nous permet qu’une
comparaison relative avec nos résultats (Hong et al., 2014).

L’analyse de 22 souches provenant de patients a montré une excellente corrélation (100%) avec
les résultats obtenus au centre expert considérés comme référence. Le choix de la dilution de 0,5 McF
a été réalisé par souci de simplification lors de la manipulation technique et pour s’affranchir des
risques liés aux faux négatifs. Cette dilution rejoint les consignes d’autres manipulations techniques
rencontrées en laboratoire de bactériologie, telles que la réalisation des concentrations minimales
inhibitrices et/ou d’antibiogrammes qui repose sur des suspensions bactériennes de 0,5 McF
également.

Plusieurs éléments n’ont pas été abordés dans cette validation de méthode en raison du
développement du test initial sur les selles et desquelles nous nous affranchissions dans notre
méthode. En effet, la réalisation de la PCR sur suspension de colonies isolées pures en eau stérile
permet de s’affranchir de I'analyse de la spécificité déja réalisée par le fournisseur. Des données
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indépendantes ont également été publiées dans la littérature. Il n’a pas été décrit de réactivité croisée
du test Alethia™ C. difficile avec 40 souches distinctes de bactéries phylogénétiquement proches de
C. difficile, dont trois souches de C. sordellii (Couturier et al., 2013; Hong et al., 2014). Les
interférences n’ont pas été étudiées : le test posséde un contrdle d’amplification interne permettant de
valider chaque test. La contamination est déja maitrisée en routine par une formation du personnel, le
nettoyage et la décontamination de la paillasse et la présence de patients testés négatifs. La stabilité
des réactifs n'a pas été évaluée. lls sont stables 18 mois a température ambiante et le laboratoire
respecte les conditions fournisseurs (métrologie et gestion des stocks). L’exactitude de la méthode
doit étre contrélée en continu. La participation a un programme d’EEQ pour des souches de C. difficile
doit étre étendue a la culture toxigénique que nous proposons.

Enfin, il ne faut pas oublier que le test Alethia™ C. difficile ne met en évidence que le caractére
toxinogéne des souches de C. difficile, sans en évaluer I'excrétion des toxines libres. Il ne permet pas
a lui seul, de différencier les porteurs asymptomatiques des patients réellement infectés. La culture
toxigénique utilisant le TAAN présente les mémes défauts. La culture provoque la germination de
spores portées par le patient. Bien que I'utilisation de TAAN (quel qu’il soit) est préconisée aux Etats
Unis sans recherche complémentaire (McDonald et al., 2018), elle est en France (Barbut et al., 2018)
et en Europe (Crobach et al., 2016) préconisée au sein d’algorithmes proposant la détection conjointe
des toxines libres A et B par tests immuno-enzymatiques. Le résultat de I'algorithme complété doit

étre corrélé a un contexte évocateur d’ICD et confronté a la clinique.
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5. Conclusion

La réalisation du test Alethia™™ C. difficile appliquée aux colonies de C. difficile isolées en culture
permet de répondre aux cas ou la présence de C. difficile toxinogéne n’a pu étre déterminée sur
I'échantillon de selles en raison d’un inhibiteur d’amplification. Cette culture toxigénique est applicable
facilement en routine sans acquisition de matériel supplémentaire. Son inconvénient réside en sa
durée de réalisation et I'allongement du délai de résultat. Nous avons montré que nous répondions
aux exigences de I'accréditation du COFRAC en respectant les recommandations du guide technique

d'accréditation de validation en portée B des méthodes de biologie médicale (SH GTA 04).
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CHAPITRE 2 : ACCREDITATION DE L’ALGORITHME MERIDIAN
BIOSCIENCE POUR LE DIAGNOSTIC DES ICD
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Contexte

L’article L.6221-1 du Code de la santé publique rend obligatoire I'accréditation des
laboratoires de biologie médicale (LBM) sur 'ensemble de I'activité qu'ils réalisent. Cette accréditation
est délivrée par le Comité frangais d’accréditation (COFRAC) et repose notamment sur la norme
NF EN ISO 15189. L'accréditation de 'ensemble des examens (100% des analyses) doit étre réalisée
en 2020.

Pour répondre a ces exigences, les examens soumis a l'accréditation doivent étre validés.
Cette validation de méthode s’effectue en fonction de la portée d’accréditation de 'examen concerné.
L’ensemble des points a aborder lors d’'une validation de méthode sont présentés au sein du
SH GTA 04 (COFRAC, 2015a), et listés au sein d’un formulaire SH FORM 43 (COFRAC, 2015b). Ces
éléments peuvent étre complétées par les recommandations de la Société Francaise de Microbiologie
(SFM) qui propose un référentiel spécifique pour la microbiologie appelé QUAMIC (QUAMIC, 2016).
Ces derniers ne proposent pas d’exemples de validations de méthodes.

Nous proposons donc de définir 'ensemble des points nécessaires a la validation de
I'algorithme Meridian Bioscience (Cincinnati, Ohio, Etats-Unis) utilisé au laboratoire de Bactériologie
du CHU de Bordeaux. Nous proposons un formulaire SH FORM 43 pré-rempli, utilisable pour les LBM
souhaitant valider cette méthode. L’algorithme diagnostique proposé par Meridian Bioscience est un
processus qualitatif complexe composé de 2 sous processus (ImmunoCard® C. difficile GDH-EIA et
Alethia™ C. difficile dans les selles), et complété par un troisiéme sous processus (Alethia™
C. difficile sur colonies isolées en culture — culture toxigénique) développé dans le premier chapitre de
cette thése. Les deux premiers sous-processus font I'objet d’'une validation en portée A, puisque le
laboratoire suit les recommandations techniques du fournisseur. Le troisieme fait I'objet d’une
validation en portée B, du fait de I'adaptation de la méthode Alethia™ C. difficile a la culture

toxigénique.
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1. Introduction

Clostrioides difficile est un acteur majeur des diarrhées infectieuses associées aux soins
(Magill et al., 2014). Le diagnostic des infections a C. difficile (ICD) repose sur un tableau évocateur et
la mise en évidence microbiologique de C. difficile toxinogéne par des algorithmes diagnostiques.
L’algorithme proposé par la société Meridian Bioscience (Cincinnati, Ohio, Etats-Unis) est constitué
d'un test de dépistage initial dans les selles par la détection de la glutamate déshydrogénase (GDH)
par méthode immuno-enzymatique (EIA) ImmunoCard® C. difficile GDH, suivi dans un second temps
du test d’amplification des acides nucléiques (TAAN) Alethia™ C. difficile. Ce dernier permet de
détecter le locus de pathogénicité Paloc portant les génes codant pour les toxines A et B dans les
selles. Meridian fournit un algorithme en deux temps « prét a 'emploi ».

Selon les recommandations du fournisseur, lorsque le test de détection de GDH est négatif,
les investigations concernant une éventuelle ICD s’arrétent et il est conclu a une absence de
C. difficile dans les selles. En revanche, lorsque la GDH est positive, la présence de C. difficile dans
les selles est établie. L'investigation est poursuivie en réalisant un test de détection des acides
nucléiques Alethia™ C. difficile afin de déterminer le caractére toxinogéne ou non. Si son résultat est
« Négatif », il est conclu a la présence de C. difficile non toxinogéne. S’il est rendu « Positif », il est
conclu a la présence de C. difficile producteur de toxines et le diagnostic microbiologique d’'ICD est
établi. Cet algorithme diagnostique des ICD a été mis en place au laboratoire de Bactériologie du
CHU de Bordeaux en juin 2014. Il a été complété depuis. Lorsque le TAAN est invalide a deux
reprises, le TAAN Alethia™ C. difficile est réalisé sur les colonies de C. difficile isolées en culture.
Cette culture toxigénique (CT) complémentaire est utilisée dans un troisieme temps. Bien que plus
longue (48h de culture minimum), elle permet de s’affranchir de I'effet d’inhibiteurs d’amplification
génique contenus dans les selles. La CT utilisant le test Alethia™ C. difficile n’est pas validée par le
fournisseur.

L’article L.6221-1 du Code de la santé publique rend obligatoire I'accréditation des
laboratoires de biologie médicale (LBM) sur 'ensemble de I'activité qu'ils réalisent. Cette accréditation
est délivrée par le Comité frangais d’accréditation (COFRAC) et repose sur des normes européennes
harmonisées et notamment la norme NF EN ISO 15189. L’objectif de I'accréditation est de garantir la
fiabilité des examens de biologie médicale réalisés et la qualité de la prestation médicale offerte par
un LBM. L’accréditation de I'ensemble des examens (100% des analyses) doit étre réalisée pour
2020. Pour répondre a ces exigences les examens soumis a 'accréditation doivent étre validés. Cette
validation de méthode s’effectue en fonction de la portée d’accréditation de I'examen concerné,
établie par le SH REF 08 (COFRAC, 2017). L’ensemble des points a aborder lors d’'une validation de
méthode sont présentés au sein du SH GTA 04 (COFRAC, 2015a), et listés au sein d’un formulaire
SH FORM 43 (COFRAC, 2015b). Les informations fournies par le SH GTA 04 peuvent étre
complétées par les recommandations des sociétés savantes telles que la Société Frangaise de
Microbiologie (SFM) qui propose un référentiel spécifique pour la microbiologie appelé QUAMIC
(QUAMIC, 2016).
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L’accréditation des algorithmes diagnostiques présente plusieurs difficultés. Le SH GTA 04
fournit les grands principes des conditions a remplir pour établir un dossier de validation/vérification de
méthode, sans évoquer les particularités adaptées aux tests EIA et TAAN. La validation de méthode
des algorithmes diagnostiques des ICD est mentionnée dans le QUAMIC (QUAMIC, 2016) au sein de
'examen microbiologique des selles (chapitre 10), sans évocation des particularités liées aux tests
EIA et TAAN. La validation de méthode des TAAN pourrait étre traitée au sein du chapitre abordant la
PCR en temps réel bactérienne (chapitre 8) mais les méthodes ne sont pas similaires et nécessitent
un ajustement des données collectées. La deuxiéme difficulté consiste en I'absence de publications,
posters ou communications traitant de la validation de méthode de I'algorithme diagnostique des ICD
proposé par Meridian Bioscience.

Nous proposons donc de définir 'ensemble des points nécessaires a la validation de
I'algorithme diagnostique des ICD proposé par la société Meridian Bioscience. Au travers de notre
expérience, nous proposons un formulaire SH FORM 43 pré-rempli pour les LBM souhaitant valider et
accréditer la technique. L’algorithme diagnostique proposé par Meridian Bioscience est un processus
complexe. Dans notre étude, le champ d’application de la vérification correspond donc a trois
examens de biologie médicale : le test ImmunoCard® C. difficile GDH dans les selles, le test Alethia™
C. difficile dans les selles et le test Alethia™ C. difficile sur les colonies recueillies aprés mise en

culture (culture toxigénique).
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2. Matériel et méthode

Nous avons suivi la méthodologie décrite par le SH GTA 04 (Révision 0 — avril 2015) (COFRAC,
2015a) pour le design du plan expérimental nécessaire a la validation de méthode.

L’algorithme diagnostique proposé par Meridian Bioscience est un processus complexe composé
de trois examens de biologie médicale : le test ImmunoCard® C. difficile GDH dans les selles, le test
Alethia™ C. difficile dans les selles et le test Alethia™ C. difficile sur les colonies recueillies aprés
mise en culture (culture toxigénique). lls relévent pour les deux premiers de la portée flexible standard
(A) et pour le troisitme de la portée flexible étendue (B) car l'utilisation du TAAN dans la culture
toxigénique n’est pas validée par le fournisseur. Les tests ImmunoCard® C. difficile GDH-EIA et
Alethia™ C. difficile appartiennent a deux lignes de portée différentes : respectivement, il s’agit de la
ligne BM MGO03 en microbiologie générale (MICROBIOBM) et de la ligne BM BAO2 en microbiologie
spécialisée (BACTH)selon le SH REF 50. La culture des souches de C. difficile n’a pas été traitée en
tant que quatriéme sous processus. En effet, la culture bactérienne a un réle central en bactériologie
et il est plus simple d’en faire I'objet d’'une validation de méthode a part entiére, afin de pouvoir s’y
référer lors de la validation des autres examens standard de microbiologie.

L’analyse des modes de défaillances, de leurs effets et de leur criticité (analyse de risque) et le
diagramme d’Ishikawa ont été réalisés grace a la méthode des « 5 M » pour « Matiére, Milieu,
Matériel, Méthode, Main d’ceuvre ». Pour chaque risque identifié, un indice de criticité a été calculé
selon la formule suivante : fréquence x gravité x détectabilité. Les cotations de la fréquence, de la
gravité et de la détectabilité sont issues des grilles du SH GTA 06 (COFRAC, 2012). Nous avons
choisi de retenir en particulier les points dont 'indice de criticité était supérieur ou égal a 9, car cela
correspond a une cotation maximale du risque pour au moins 2 des 3 composantes parmi la
fréquence, la gravité et la détectabilité.

Le test ImmunoCard® C. difficile GDH dans les selles et le test Alethia™ C. difficile dans les selles
étant de portée A, la répétabilité, la reproductibilité ou fidélité intermédiaire et la variabilité inter-
opérateurs ont nécessité des essais sur site a partir de selles provenant de patients. Les méthodes
appliquées sont détaillées dans le SH FORM 43 pré-rempli ci-dessous. La spécificité analytique, la
sensibilité diagnostique, la comparaison avec d’autres méthodes et I'étude des interférences ont été
argumentées grace aux données provenant de la littérature. La justesse, [I'exactitude, la
contamination, la stabilité des réactifs, la robustesse, I'étendue de mesure et l'intervalle de référence
n’ont pas été évalués car les essais ne sont pas applicables ou ces éléments maitrisés.

Le test Alethia'™ C. difficile sur les colonies recueillies aprés mise en culture étant de portée B, la
répétabilité, la reproductibilité ou fidélité intermédiaire, la variabilité inter-opérateurs, la sensibilité
diagnostique, la contamination, la stabilité des réactifs, la robustesse et la comparaison de méthode
ont nécessité des essais sur site. Les méthodes aplliquées sont détaillées dans le SH FORM 43 pré-
rempli ci-dessous. La spécificité analytique, la justesse, I'exactitude, I'étendue de mesure et l'intervalle
de référence n'ont pas été évalués, du fait de la non applicabilité des essais, ou de la maitrise de ces
éléments. Deux souches de référence CD 630 et F ont été utilisées pour les essais de répétabilité,

reproductibilité, variabilité inter-opérateurs, contamination, limite de détection, robustesse et stabilité
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des réactifs. La souche CD 630 sécréte les toxines A et B (A+B+) tandis que la souche F ne sécréte
que la toxine B (A-B+). Elles ont été fournies par le Laboratoire C. difficile associé au Centre national
de référence des Bactéries anaérobies et botulisme (Pr F. Barbut et Dr C. Eckert, Hopital Saint
Antoine, Paris, France). Des souches issues de patients atteints d’'ICD séveres ont été utilisées pour
les essais de sensibilité diagnostique et de comparaison des méthodes.

Les résultats obtenus lors de la validation des différents parameétres testés ont ensuite été
reportés dans un formulaire SH FORM 43 (COFRAC, 2015b). Le formulaire SH FORM 43 vierge est
accessible via leur site internet (www.cofrac.fr), de maniere gratuite. Dans le SH FORM proposé dans
ce chapitre apparaissent en bleu les conseils de réalisation et explications permettant aux LBM
d’appliquer la validation de méthode sur leur site. Pour faciliter la lecture, ces conseils ont été inscrit

sur le premier sous-processus concerné et non répétés par la suite.

93



3. Proposition de SH FORM 43 pour l'algorithme diagnostique des ICD par Meridian

Bioscience

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE

Identification du paramétre : Recherche de C. difficile toxinogéne dans les selles (méthode

qualitative)

Processus simple [] ; Processus complexe X Nombre de sous-processus : 3

Sous processus 1 :

Détection qualitative de I'antigéne
spécifique de C. difficile (glutamate
déshydrogénase, GDH) dans les selles par
test unitaire (méthode immuno-
enzymatique, EIA)

Modalités de vérification/validation " :

XE
XE
XE
CINA
CINA
XB
XIADR
CINA
XB
XB
CINA
CINA
[CINA

13.

Répétabilité

Fidélité intermédiaire

Variabilité inter-opérateurs
Justesse

Exactitude

Sensibilité et spécificité analytique
Incertitudes

Etendue de mesure

Comparaison de méthodes
Interférences

Contamination

Robustesse et fiabilité des réactifs
Intervalle de référence

Sous processus 2 :

Détection qualitative des acides
nucléiques bactériens codant pour les
toxines de C. difficile dans les selles par
extraction et amplification isothermique

Modalités de vérification/validation :

XE
XE
XE
CINA
CINA
XB
XIADR
CINA
XB
XB
CINA
CINA
[CINA

13.

Répétabilité

Fidélité intermédiaire

Variabilité inter-opérateurs
Justesse

Exactitude

Sensibilité et spécificité analytique
Incertitudes

Etendue de mesure

Comparaison de méthodes
Interférences

Contamination

Robustesse et fiabilité des réactifs
Intervalle de référence

Sous processus 3 :

Détection qualitative des acides
nucléiques bactériens codant pour les
toxines de C. difficile sur les colonies
isolées en culture a partir de selles par
extraction et amplification isothermique

Modalités de vérification/validation :

XE
XE
XE
CINA
CINA
XE +B
XIADR
X E

X E
CINA
X E + ADR
X E
CINA

COoNORON =

10.
11.
12.
13.

Répétabilité

Fidélité intermédiaire

Variabilité inter-opérateurs
Justesse

Exactitude

Sensibilité et spécificité analytique
Incertitudes

Etendue de mesure (limite détection)
Comparaison de méthodes
Interférences

Contamination

Robustesse et fiabilité des réactifs
Intervalle de référence

! Note : Pour la vérification/validation de méthodes quantitatives, le renseignement des items 1, 2, 4, 5,7, 8,9, 10, 11, 12 et 13
est attendu a minima. Pour la vérification/validation de méthodes qualitatives, le renseignement des items 3, 6, 8, 9, 10, 11, 12

et 13 est attendu, a minima.

Le types de vérification est indiqué : B, bibliographique ; E, essais ; ADR, analyse de risque.
L’absence d’applicabilité de certains items (NA) doit étre justifiée dans le corps du document.
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TABLEAU DES EVOLUTIONS

Date Motif de mise a jour Paragraphes mis a jour

01/08/17 | Mise en ceuvre Tous

Dupliquer les paragraphes a modifier et préciser dans le titre de chaque tableau « MAJ-date de mise a jour »

MISE EN CEUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s) Cécile Juillard, Interne

compétent(s) ayant réalisé la Julien Goret, AHU

vérification/validation de méthode :

Procédure de validation/mode opératoire : SH GTA 04

Procédure de gestion de la portée flexible : | PR_QUA 8536

Période d’étude : Du 02/11/15 au 06/05/16

Date de 1° utilisation : 02/06/14

Localisation des documents de Les données sont conservées sur un disque partagé N

preuve (données brutes...) : Les éléments de preuve comprennent le numéro de lot des
réactifs utilisés et les noms des opérateurs

Le laboratoire veillera a citer les procédures propres au LBM.




SOUS-PROCESSUS 1 : Détection qualitative de I’antigéne spécifique de C. difficile (glutamate
déshydrogénase, GDH) dans les selles par test unitaire (méthode immuno-enzymatique, EIA)

Portée A [X ; Portée B []

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Détection qualitative de l'antigene spécifique de C. difficile
(glutamate déshydrogénase, GDH) dans les selles par test
unitaire sur support solide

Principe de la Méthode :

Test unitaire immuno-enzymatique (EIA)

Type d'échantillon primaire :

Selle

Type de récipient, additifs :

Pot stérile sans additifs

Les milieux de transports peuvent étre utilisés, a condition
gu’ils soient validés par le fournisseur ou que des études aient
prouve leur performance pour le test étudié.

Prétraitement de I'échantillon :

Homogénéisation puis dilution dans mélange de diluant
échantillon

Unités : Pas d’'unité, résultat qualitatif
Critéres d’interprétationZ : Positif/Négatif

Marquage CE (Oui/Non) : Oui

Codage C.N.Q. (s'il existe) : NA

Equipement (instrument, analyseur, etc.) : NA

Référence du réactif :

ImmunoCard® C. difficile GDH référence 716050

Matériau d'étalonnage (références) :

NA

Type d'étalonnage, nombre de niveaux et
valeurs :

Controle interne de qualité (ClQ) positif/inégatif lors de
I'ouverture de chaque nouveau coffret de réactifs.
Témoin interne a chaque test

Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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MAITRISE DES RISQUES
(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour
chaque parameétre vérifié/validé)

Pour chaque risque identifié, une analyse AMDEC (Analyse des Modes de Défaillance, de leurs Effets et de leur
Criticité) a permis d’attribuer un indice de criticité (IC) calculé selon la formule suivante : Indice de criticité =
Fréquence x Gravité x Détectabilité.
Les paramétres de la formule sont définis selon les grilles suivantes dans le SH GTA 06 (COFRAC, 2012) :
- Fréquence (F) d’apparition des anomalies constatées :

1=0a 1 fois paran

2 =2 a 3 fois par an

3 = supérieure a 3 fois par an
- Gravité (G) de I'anomalie sur le processus analytique et ses incidences sur le diagnostic, le traitement ou
I’épidémiologie :

1 = Aucune incidence

2 = Incidence probable

3 = Incidence certaine
- Détectabilité (D) de 'anomalie au cours du processus analytique incluant la phase pré et post-analytique :

1 = Anomalie détectable au cours du processus analytique

2 = Détection possible de 'anomalie au cours du processus analytique

3 = Anomalie non détectable au cours du processus analytique

Ces risques sont représentés au sein d’un diagramme d’Ishikawa ci-dessous. Ce dernier porte sur 'ensemble des

trois sous processus.

Diagramme d’Ishikawa appliqué aux trois sous processus composant I'algorithme diagnostique d’ICD :

MATIERE MATERIEL

Mauvaise conservation /
ondition d’utilisation (18 / 2

N\ Périmés (8)
Rupture stock (8)

Type de contenant
inadapté (8)

Réactifs

Nature/Volume
inadapté (8)

\

Demande

Echantillon

/

Redondance (3) , .
Interférences (6) Dérive CIQ (3) Equipements

Conditions d’acheminement non

Identitovigilance (6) tées (18)
respectees

Contamination

(18)
Conditions de conservation au Mauvaise
laboratoire (4) maintenance (6)
Demande Résultat
de |
recherche
d’1ICD Validation/ Performances sur site non =
A e conformes (1) Mauvaise Formation Personnel
Conditions T /\l\ homogénéisation / volume i it
environnementales degprise esson (12) Insuffisante (8) habilité (8)
non respectées (8) EEQ/CIQ non bsence (8)
\ conformes (8) Documentation
non a jour (8)
Transmission des Perte des données (12) / Habllltatlon
résultats y; Erreur identification / ode opératoire Entretien
Erreur lecture (12 tubes (12) 4
( ), . Erreur pré-traitement (4) competences
Erreur saisie (12)
)
MILIEU METHODE MAIN D’OEUVRE

97



MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour

chaque paramétre vérifié/validé)

Moyens de maitrise (formation du
personnel, vérification

Echelle expérimentale, jeux d’essai, ...) /
5M Points critiques de Eléments a maitriser Documents (procédure,
criticité® instruction, enregistrement, ...)
avec les références du SMQ du
laboratoire
Identité 6 Formation et information du Maintien des compétences
(2*3*1) personnel IN LAB 16 2010 Critéres de
conformité des échantillons et des
demandes d’examens vérifiés a
I'enregistrement
IN LAB 16 1481 Enregistrement
étiquetage et acheminement des
échantillons de bactériologie
Préparation du Information des patients et Catalogue des actes
patient préleveurs Instructions de prélévement
Type de contenants | 2 Formation des préleveurs Instructions de prélévement
(1*2*1)
Nature, volume de 6 Contréle a réception : Document Critéres d’acceptation/de
I'échantillon (3*2*1) consistance, volume de refus
selles Instructions de prélévement
Redondance de la 3 Recherche négative de Mode opératoire IN LAB 557
demande (3*1*1) moins de 7 jours Paramétrage informatique :
Recherche positive de moins | génération du code « analyse
de 14 jours redondante » automatique a
I'enregistrement
Délai et 18 Recommandations fournisseur
température avant (3*2*3) +4°C jusqu’a 5 jours, -20°C Vérification des prescriptions a
traitement jusqu’a 30 jours I'enregistrement
analytique (date Gestion des non-conformités
d’émission/délai Paramétrage informatique
d’acheminement)
Conditions de 4 Instructions de conservation des
conservation des (1*2*2) selles « Température de stockage
échantillons au des échantillons » (EN LAB 079)
laboratoire
Interférences 6 Risque de faux négatif si Formation et habilitation du
7 (2*3*1) présence de sang>40% personnel
c Contréole a la réception Notice fournisseur
o . :
= Formation des préleveurs Catalogue des actes
k= Renseignements cliniques Instructions de prélévement
£ Diffusion sur le compte rendu :
@ commentaire au moment de la
o validation biologique si selle
4 sanglante testée rendue négative
g Appel du clinicien en cas de test

invalide

3 A préciser par le laboratoire, par exemple 1 non critique — 5 tres critique ;
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MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour

chaque parameétre vérifié/validé)

Moyens de maitrise (formation du
personnel, vérification

Echelle expérimentale, jeux d’essai, ...) /
5M Points critiques de Eléments a maitriser Documents (procédure,
criticité® instruction, enregistrement, ...)
avec les références du SMQ du
laboratoire
Exigences 8 Température ambiante (+20 | Notice fournisseur
= 5 environnementales | (2*2*2) a +26°C) Suivi métrologique (sonde Sirius)
=0 pour le matériel
Conditions 18 Conservation a +2 a +4°C Procédure de gestion des stocks —
d’utilisation et de (3*2*3) gestion des approvisionnements
conservation des 2 (1*2*1) | A ramener a température (PR_EQU_9139) ,
réactifs ambiante (+20 & +26°C) lors Suivi métrologique, notice
v de chaque test fournisseur o
= Formation et habilitation du
S personnel
= Acceptation a 8 Suivi des péremptions Procédure de gestion des stocks —
° réception des (2*2*2) Suivi des stocks gestion des approvisionnements
© réactifs, gestion (PR_EQU_9139)
© des stocks
=
Acquittement et 12 Identification/acquittement Echantillons a acquitter/identifier un
préparation des (2*3*2) lors du début de réalisation par un (en cas de série)
échantillons Homogénéisation, volume Formation du personnel, respect du
d’échantillon utilisé, dilution mode opératoire (IN-LAB 557)
Fiche technique fournisseur
Formation et habilitation du
personnel
Saisie manuelle 12 Erreur de saisie, lecture, « TD Micro - Saisie de résultats
des résultats (2*3*2) perte des données (WIP) » (MO_INF_9626)
Cahier de tracabilité de la paillasse
(EN-LAB 106)
Formation et habilitation du
personnel
Performances des 1 Vérification de méthode de Procédure de validation de méthode
techniques (1*1*1) I'algorithme : résultats (SH-GTA-04 SH-FORM-43)
conformes
3 Surveillance des 3 ClQ et EEQ Procédure de gestion des controles
8 dérives (1*3*1) Suivi des CIQ a chaque qualité
@ ouverture de coffret Formation et habilitation du
= personnel
Compétence et 8 Formation Enregistrements des compétences
< maintien de (2*2*2) Habilitation du personnel : fiche d’habilitation
o £ compétence du Entretien des compétences Tracabilité de I'occupation des
‘g S personnel postes de travail
< -
‘© [}
3¢
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

REPETABILITE
Applicable [X ; non applicable (a justifier) []

Echantillons | Nombre de 1% 2°me 3eme 4°m 5eme Conclusion®
valeurs (N) passage passage passage passage passage

Selle patient
connue 5 Positif Positif Positif Positif Positif Conforme
positive

Selle patient
connue 5 Négatif Négatif Négatif Négatif Négatif Conforme
négative

Méthode : Les essais ont été réalisés sur des selles provenant de patients, 'une positive et I'autre négative. Cinq
mesures ont été réalisées pour chacune, au sein de la méme série, par le méme opérateur, le méme jour
Objectif : 100% de concordance pour I'échantillon positif et négatif.

Argumentaire de la conclusion : En I'absence de recommandations, le nombre de mesures a été établi a 5 par le

laboratoire.
Conclusion : La répétabilité du test ImmunoCard® C. difficile GDH est conforme aux objectifs du laboratoire.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable [X ; non applicable (a justifier) []

Opérateurs évalués Essai sur site — résultats de la variabilité
1 Positif
2 Positif
3 Positif
4 Positif
5 Positif
6 Positif
7 Positif
8 Positif
9 Positif
10 Positif
11 Positif
12 Positif
13 Positif
14 Positif
15 Positif
Pourcentage de concordance 100%

Méthode : 15 essais ont été réalisés sur la selle congelée d’'un patient positif. Quinze mesures ont été réalisées
par quinze opérateurs différents. Les essais ont été réalisés sur trois demi-journées en I'espace de dix jours (25,
27/04 et 04/05/16). La reproductibilité sur patients négatifs n’a pas été réalisée pour limiter le cout des réactifs.
Des résultats négatifs obtenus sur d’autres selles le méme jour, avec méme lot de réactifs par des opérateurs
différents ont été obtenus en paralléle. De plus, la contamination inter échantillon est maitrisée par le laboratoire
(cf. ADR)

Obijectif : 100% de concordance de résultat positif.

4
Conforme/non conforme
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Argumentaire de la conclusion : Le nombre de mesures établi a 15 a été justifié en rapport avec I'effectif de

personnel technique pouvant étre rencontré dans le laboratoire.

Conclusion : La reproductibilité du test ImmunoCard® C. difficile GDH est maitrisée et conforme aux attentes du
laboratoire.

La fidélité intermédiaire peut également étre évaluée grace au suivi des CIQ sur une période donnée.

Il N’y a pas d’information disponible concernant le nombre d’essais minimum a réaliser, que ce soit dans le SH
GTA 04 ou dans le QUAMIC. Le nombre de quinze a été établi du fait de I'étude conjointe de la variabilité inter-
opérateurs, en I'absence d’exploitation des CIQ. Le nombre de mesures peut étre étendu lorsque les résultats
des CIQ sur une période donnée sont analysés de maniére rétrospective.

Le choix d’étudier la fidélité intermédiaire via I'étude de la variabilité inter-opérateurs permet de limiter les

manipulations techniques et la consommation de réactifs, tout en répondant aux exigences du SH GTA 04.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable X ; non applicable []

Méthode : Les essais ont été réalisés sur 1 selle dun méme patient. Quinze mesures ont été réalisées par
quinze opérateurs différents. Les essais ont été réalisés sur trois demi-journées en I'espace de dix jours (25,
27/04 et 04/05/16). Les résultats sont présentés dans le paragraphe « fidélité intermédiaire ».

Les essais sur selles de patients négatifs n’ont pas été réalisés pour limiter I'utilisation des réactifs. Des résultats
négatifs obtenus sur d’autres selles le méme jour, avec méme lot de réactifs par des opérateurs différents ont été
obtenus en paralléle. De plus, la contamination inter échantillon est maitrisée par la laboratoire (cf ADR)

Obijectif : 100% de concordance de résultat positif.

Argumentaire de la conclusion : Le nombre de mesures établi a 15 a été justifié en rapport avec I'effectif de

personnel technique pouvant étre rencontré dans le LBM.

Conclusion : La variabilité inter-opérateurs du test ImmunoCard® C. difficile est maitrisée et conforme aux
attentes du laboratoire.

La variabilité inter-opérateur peut étre étudiée avec un nombre d’opérateur moins élevé (n=5 par exemple) et
comporter une selle positive et une selle négative. Elle pourra également servir pour I'étude de la reproductibilité

décrite plus haut.

JUSTESSE (a partir des ClQ externalisés)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) X

Argumentaire de la conclusion: L'absence de programme de CIQ externalisés ne permet pas I'étude de

I'exactitude.
La justesse peut étre évaluée grace a la mise en place de CIQ externalisés. Il n’existe pas de programmes ou
campagnes de ClQ externalisés disponibles a I'heure actuelle. La société Meridian Bioscience ne propose pas

de programmes de CIQ externalisés.

EXACTITUDE (a partir des contréles externes ponctuels : EEQ/CNQ)
Contréles quantitatifs [ ] ; Controles qualitatifs [X]

Argumentaire de la conclusion : Au moment de la réalisation de la validation de méthode, le laboratoire ne

disposait pas de programme d’EEQ. L’étude de I'exactitude n’ pas pu étre réalisée.
L’exactitude peut étre évaluée grace a I'adhésion du laboratoire a un programme d’EEQ et a I'étude des résultats

de ces derniers.
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Les évaluations externes de la qualité des examens a résultats qualitatifs sont moins fréquentes que pour les
examens a résultats quantitatifs, mais il est possible d'en trouver en France ainsi que dans des réseaux ou
structures européennes et/ou internationales afin de participer a de telles comparaisons de résultats Par
exemple, le programme LABQUALITY (distribué par la société R-Biopharm) est disponible pour le diagnostic

microbiologique des ICD.

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
Applicable X ; non applicable []

Références bibliographiques

(Staneck et al., 1996)

(Turgeon et al., 2003)

(Meridian, Fiche technique Immunocard® C. difficile GDH)

Sensibilité 97,6%
Spécificité 87%
VPP NA
VPN 99,6%

Méthode : Analyse des données de la littérature et des données fournisseur.
Objectif : Sensibilité >95% et spécificité > 85%.

Argumentaire de la conclusion : La technique choisie par le laboratoire doit présenter une excellente sensibilité

analytique et valeur prédictive négative puisqu’il s’agit d’'un test de dépistage. La spécificité exigée est acceptable
du fait de la présence du test Alethia™ C. difficile en confirmation du test Immunocard® C. difficile GDH positif.
La VPP n’est pas applicable (NA) pour ces mémes raisons.

Conclusion : Les sensibilité et spécificité décrites par le fournisseur et la littérature sont conformes aux attentes

du laboratoire.

LIMITE DE DETECTION
Applicable X ; non applicable []

Limite de détection : 10 ng/mL de selles ou 1,0 ng/mL lorsque la selle est diluée dans un systéme non-

matrice.

Méthode : Analyse des données fournisseur, fiche technique (Meridian, Fiche technique Immunocard® C. difficile
GDH).
Objectif : Détection de toute selle qui présente C. difficile en quantité significative.

Argumentaire de la conclusion : D’apres les données du fournisseur, la sensibilité analytique décrite plus haut

(97,6%) permet d’interpréter la conformité de la limite de détection décrite.
Conclusion : La limite de détection décrite par le fournisseur est conforme aux attentes du laboratoire et

correspond aux performances décrites dans le paragraphe sensibilité et spécificité analytique.
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COMPARAISON DE METHODES :
Applicable X ; non applicable []

Données bibliographiques (fournisseurs, Goret et al. Gut Pathog (2015) 7:33
publications,...) : DOI 10.1186/s13099-015-0079-8

Méthode précédente, autre méthode utilisée dans le

laboratoire, appareil en miroir ou back-up, EBMD : GDH Diasorin® par CLIA sur Liaison random access

Nombre de mesures : 468 échantillons testés

Intervalle de comparaison adaptée a I’étendue des Echantillons positifs et négatifs

mesures du laboratoire :

Méthode d'exploitation des résultats : Analyse des résultats discordants (CT)
Diagramme des différences et/ou des rapports : 95,7% de concordance, avec 15% de positifs

Méthode : Le laboratoire a réalisé une analyse comparative des stratégies algorithmiques portant sur 468 selles,
Goret et al. Gut Pathog (2015)
Objectif : Concordance > 90%.
Argumentaire de la conclusion : Il n’existe pas de différence significative entre les tests GDH-EIA des sociétés

Alere et Meridian lors de I'essai sur site.

Conclusion : La comparaison des méthodes est conforme aux attentes du laboratoire.

Le SH GTA 04 évoque 30 échantillons au minimum pour étudier la comparaison des méthodes, tandis que le
QUAMIC n’évoque pas de nombre minimum d’échantillons concernant la comparaison de méthodes des tests
EIA. Il conviendra donc au LBM de justifier de son choix.

En cas d’absence de comparaison de méthode pour cause d’examen « en miroir » non disponible, la différence
entre la nouvelle et I'ancienne technique diagnostique doivent étre notifiés sur le compte-rendu d’examen par une
phrase informant du changement de technique, de sa date d’application et de I'absence de comparabilité entre
les deux méthodes. Cette phrase informative peut apparaitre sur les comptes-rendus pour un délai d’'un an a
compter du changement de la technique, et étre supprimée ensuite (partant du principe que les prescripteurs
auront été informés sur cette période).

Enfin, les résultats antérieurs des examens effectués avec I'ancienne technique ne doivent pas apparaitre en
antériorité des résultats obtenus avec la nouvelle technique, cela nécessite le paramétrage d’'un nouvel examen

sur le SIL.

INTERFERENCES
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Méthode : Analyse des données fournisseur., fiche technique (Meridian, Fiche technique Immunocard® C.
difficile GDH).

Objectif : Les substances pouvant interférer lors de la réalisation du test Immunocard® C. difficile GDH doivent
étre connues du laboratoire en cas de test invalide.

Argumentaire de la conclusion : D’apres les données fournisseur, les substances suivantes, aux concentrations

solvant / diluant spécifiées, n’interférent pas avec les résultats du test dans les concentrations finales présentées:
Le sulfate de baryum (5 mg/mL), la graisse fécale (2,65 mg d'acide stéarique et 1,3 mg d'acide palmitique/mL),
I'hémoglobine (3,2 mg/mL), Imodium AD® (chlorhydrate de lopéramide) (6,67.103 mg/mL), Kaopectate®
(salicylate de bismuth) (0,87 mg/mL), métronidazole (12,5 mg/mL), mucine (3,33 mg/mL), Mylanta® (hydroxyde
d'aluminium sans hydroxyde de magnésium) (4,2 mg/mL), Pepto-Bismol® (salicylate de bismuth) (0,87 mg/mL),
polyéthylene glycol (79,05 mg/mL), Prilosec® (oméprazole) (0,5 mg/mL), siméthicone (0,625 mg/mL), Tagamet®
(cimétidine) (0,5 mg/mL), Tums® (carbonate de calcium) (5,0 mg/mL), la vancomycine HCI (2,5 mg/mL), le sang

total (40%) et les globules blancs (5%).
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Les échantillons contenant du sang total a des concentrations supérieures a 40 % peuvent produire des résultats
faussement négatifs.

Conclusion : Le laboratoire connait les substances pouvant interférer lors du test Immunocard® C. difficile GDH
grace a I'étude réalisée par le fournisseur. Comme mentionné dans I’ADR, un appel du clinicien pour analyser les

cause d’invalidité du test doit étre réalisé. Les interférences sont maitrisées.

CONTAMINATION
Applicable [] ; non applicable (a justifier) [X

Le risque de contamination inter-réactif n’a pas été évalué puisque les dispositifs des tests sont unitaires (pipettes
a usage unique, tubes a hémolyse usage unique, etc). L'analyse de risques, la formation et I‘habilitation du

personnel technique permettent la maitrise du risque de contamination inter-échantillon

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
Applicable [] ; non applicable (a justifier) [X

Données bibliographiques | Meridian, Fiche technique Immunocard® C. difficile GDH

Argumentaire de la conclusion : La fiche technique des réactifs indique les conditions de conservation (Conserver

le coffret entre +2 et +8°C et le remettre rapidement au réfrigérateur aprés chaque utilisation), les réactifs doivent
étre utilisés selon les recommandations du fournisseur (amener tout le coffret, y compris la pochette de cartes de
test, entre +20 et +26°C avant utilisation). Ces paramétres n'ont pas été testés mais sont maitrisé par le

laboratoire (Cf. ADR).
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SOUS-PROCESSUS 2 : Détection qualitative des acides nucléiques bactériens codant pour les
toxines de C. difficile dans les selles par extraction et amplification isothermique

Portée A [X ; Portée B [] (a justifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Détection qualitative des acides nucléiques bactériens
codant pour les toxines de C. difficile dans les selles par
extraction et amplification isothermique

Principe de la Méthode :

Détection d'acides nucléiques — Biologie moléculaire —
PCR isothermique commercialisée

Type d'échantillon primaire :

Selle

Type de récipient, additifs :

Pot stérile a coproculture

Les milieux de transports peuvent étre utilisés, a condition
qgu’ils soient validés par le fournisseur ou que des études
aient prouvé leur performance pour le test étudié.

Prétraitement de I'échantillon :

Homogénéisation du prélévement et préparation +
traitement thermique selon le mode opératoire du
fournisseur

Unités : Absence d’'unité, résultat qualitatif
Critéres d’interprétationb : Positif // Invalide // Négatif
Marquage CE (Oui/Non) : Oui

Codage C.N.Q. (s'il existe) : NA

Equipement (instrument, analyseur, etc.) :

lllumipro-10 ref 610172 SN 1P2432

Référence du réactif :

lllumigene® C. difficile DNA amplification assay - Réf
280050, version notice rev 04/15

Matériau d'étalonnage (références) :

Réactif de contrble externe IIIumigene® réf 279920

Type d'étalonnage, nombre de niveaux et
valeurs :

Controle interne de qualité (CIQ) positif/négatif lors de
'ouverture de chaque nouveau coffret de réactifs.

Puits de contréle interne d’extraction et d’amplification
pour chaque test.

5, . rs e . S . A
Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour

chaque paramétre vérifié/validé)

Moyens de maitrise (formation
du personnel, vérification

. Echelle . . , .
Points . s S expérimentale, jeux d’essai,
5M o de Eléments a maitriser <
critiques i i 26 ...) | Documents (procédure,
criticité : . -
instruction, enregistrement,
...)
—_ Points critiques déja évoqués et maitrisés au moment de la détection de la GDH (sous processus n°1)
g
o
=
D ©
= £
© O
=2
- Exigences 8 Température ambiante (+21 Fiche technique du fournisseur
o environnemen- (2*2*2) a+27°C) Enregistrements et suivi de la
= tales pour le température ambiante a la paillasse
= matériel
Surveillance des 8 Suivi des CIQ a chaque Procédure de gestion des contrbles
dérives (2*2*2) ouverture de coffret qualité
Programme d’EEQ
E Maitrise des 6 Maintenance/métrologie Enregistrements maintenances et
c équipements (1*3*2) automate — plaque interventions SAV — Calibration
aa . . ) X
£ chauffante — pipettes — bain thermomeétre/cartographie plaque
g_ marie chauffante — Calibration pipettes
'35 Maitrise des performances
~g métrologiques des équipements » (
= Suivi métrologique
.g Contamination 18 Respect conditions Manipulation sous hotte
9 (2*3*3) opératoires fournisseurs + Fiche technique fournisseur
) régles d’hygiéne du Mode opératoire Nettoyage et
= laboratoire désinfection d’'une surface de travail
Conservation et 4 +2 a +27°C, a ramener entre | Suivi métrologique de la chambre
conditions (1*2*2) +21 et +27°C lors de chaque | froide et de I'environnement a la
- d’utilisation test paillasse
- Fiche technique fournisseur
E Formation et habilitation du
‘0 personnel
= Acceptation a 8 Suivi des péremptions Procédure de gestion des stocks —
.g réception des (2*2*2) Suivi des stocks gestion des approvisionnements
9 réactifs, gestion
©
= des stocks
Traitement 12 Identification/acquittement Echantillons a identifier/acquitter un
manuel des (2*3*2) lors du début de réalisation par un (en cas de série)
échantillons Homogénéisation, volume Formation du personnel, respect du
d’échantillon utilisé mode opératoire (IN-LAB 557)
Fiche technique fournisseur
Formation et habilitation du
personnel
Prétraitement : 4 Respect de la température et | Notice fournisseur
traitement (1*2*2) du temps de chauffage Mode opératoire
thermique Formation et habilitation du
o personnel
'8 Saisie manuelle 12 Erreur de saisie, lecture, Mode opératoire
< des résultats (2*3*2) perte des données Formation et habilitation du
‘g personnel
Cahier de tracabilité de la paillasse

6 A préciser par le laboratoire, par exemple 1 non critique — 5 tres critique ;
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MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour

chaque paramétre vérifié/validé)

Moyens de maitrise (formation
du personnel, vérification
. Echelle . . , .
5M Points de Eléments a maitriser expérimentale, jeux d’essai,
critiques i i 26 ...) | Documents (procédure,
criticité : : -
instruction, enregistrement,
...)
Performances des | 1 Vérification de méthode de Procédure de validation de méthode
techniques (1*1*1) I'algorithme : résultats Suivi métrologique
conformes Mode opératoire
Suivi du bain marie a sec
Surveillance des 8 Suivi des CIQ a chaque Procédure de gestion des contrbles
dérives (2*2*2) ouverture de coffret qualité
Programme d’EEQ
_| Compétence et 8 Formation Enregistrements des compétences
‘@ | maintien de (2*2*2) Habilitation du personnel : fiche d’habilitation
(o E compétence du Entretien des compétences Tracabilité de I'occupation des
c ; g personnel postes de travail
580
=

Le diagramme d’Ishikawa reprenant I'ensemble des risques et leur index de criticité est développé en

sous processus 1 et porte sur 'ensemble des trois sous-processus.

107




EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

REPETABILITE
Applicable [X ; non applicable (a justifier) []

Echantillons Nombre 1°" 2°me 3eme 4°me 5°Me Conclusion’
de valeurs | passage passage passage passage passage
(N)
Selle connue 5 Positif Positif Positif Positif Positif Conforme
positive
Selle connue 5 Négatif Négatif Négatif Négatif Négatif Conforme
négative

Méthode : Les essais ont été réalisés sur des selles provenant de patients, I'une positive et I'autre négative. Cing
mesures ont été réalisées pour chacune, au sein de la méme série, par le méme opérateur, le méme jour
Objectif : 100% de concordance pour I'échantillon positif et négatif.

Argumentaire de la conclusion : En I'absence de recommandations, le nombre de mesures a été établi a 5 par le

laboratoire.
Conclusion : La répétabilité du test Alethia™ C. difficile est maitrisée et conforme aux objectifs du laboratoire.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable [X ; non applicable (a justifier) []

Opérateurs évalués Essai sur site — résultats de la variabilité
1 Positif
2 Positif
3 Positif
4 Positif
5 Positif
6 Positif
7 Positif
8 Positif
9 Positif
10 Positif
11 Positif
12 Positif
13 Positif
14 Positif
15 Positif
Pourcentage de concordance 100%

Méthode : 15 essais ont été réalisés sur la selle d’un patient positif. Quinze mesures ont été réalisées par quinze
opérateurs différents. Les essais ont été réalisés sur trois demi-journées en I'espace de dix jours (25, 27/04 et
04/05/16). La reproductibilité sur patients négatifs n’a pas été réalisée pour limiter le cout des réactifs. Des
résultats négatifs obtenus sur d’autres selles le méme jour, avec méme lot de réactifs par des opérateurs
différents ont été obtenus en paralléle. De plus, la contamination inter échantillon est maitrisée par le laboratoire
(cf. ADR)

Obijectif : 100% de concordance de résultat positif.

7
Conforme/non conforme
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Argumentaire de la conclusion : Le nombre de mesures établi a 15 a été justifié en rapport avec I'effectif de

personnel technique pouvant étre rencontré dans le laboratoire.

Conclusion : La reproductibilité du test Alethia™ C. difficile est maitrisée et conforme aux attentes du laboratoire.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable X ; non applicable []

Méthode : Les essais ont été réalisés sur 1 selle congelée d’'un méme patient. Quinze mesures ont été réalisées
par quinze opérateurs différents. Les essais ont été réalisés sur trois demi-journées en I'espace de dix jours (25,
27/04 et 04/05/16). Les résultats sont présentés dans le paragraphe « fidélité intermédiaire ».

Les essais sur selles de patients négatifs n’ont pas été réalisés pour limiter I'utilisation des réactifs. Des résultats
négatifs obtenus sur d’autres selles le méme jour, avec méme lot de réactifs par des opérateurs différents ont été
obtenus en paralléle. De plus, la contamination inter échantillon est maitrisée par la laboratoire (cf ADR)

Obijectif : 100% de concordance de résultat positif.

Argumentaire de la conclusion : Le nombre de mesures établi a 15 a été justifié en rapport avec I'effectif de

personnel technique pouvant étre rencontré dans le LBM.
Conclusion : La variabilité inter-opérateurs du test Alethia™ C. difficile sur selles est maitrisée et conforme aux

attentes du laboratoire.

JUSTESSE (a partir des ClQ externalisés)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) X

L’absence de programme de CIQ externalisés ne permet pas I'étude de I'exactitude.
La justesse peut étre évaluée grace a la mise en place de CIQ externalisés. Il n’existe pas de programmes ou
campagnes de ClQ externalisés disponibles a I'heure actuelle. La société Meridian Bioscience ne propose pas

de programmes de CIQ externalisés.

EXACTITUDE (a partir des contréles externes ponctuels : EEQ/CNQ)
Contréles quantitatifs [ ] ; Controles qualitatifs [X]

Argumentaire de la conclusion : Au moment de la réalisation de la validation de méthode, le laboratoire ne

disposait pas de programme d’EEQ. L’étude de I'exactitude n’ pas pu étre réalisée.

L’exactitude peut étre évaluée grace a I'adhésion du laboratoire a un programme d’EEQ et a I'étude des résultats
de ces derniers.

Les évaluations externes de la qualité des examens a résultats qualitatifs sont moins fréquentes que pour les
examens a résultats quantitatifs, mais il est possible d'en trouver en France ainsi que dans des réseaux ou
structures européennes et/ou internationales afin de participer a de telles comparaisons de résultats Par
exemple, les programmes tels que NEQAQ, LABQUALITY (distribué par la société R-Biopharm) et QCMD

(distribué par la société CSQD Switzerland) sont disponibles.
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SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

(Buchan et al., 2012)
(Hong et al., 2014)
(Lalande et al., 2011)
(Neuendorf et al., 2016)
(Norén et al., 2011)
(Viala et al., 2012)
(Ylisiurua et al., 2013)

(Meridian, Fiche technique Alethia® C. difficile)

Sensibilité 95,2%

Spécificité 95,3%

Méthode : Analyse des données de la littérature et des données fournisseur.
Obijectif : Sensibilité et spécificité acceptables (>95%).

Argumentaire de la conclusion : Selon le Quamic et les données de la littérature, les techniques de biologie

moléculaire sont considérées comme acceptables quand elles présentent des valeurs de sensibilité et de
spécificité supérieures a 95%.
Conclusion : Les sensibilité et spécificité décrites par le fournisseur et la littérature sont conformes aux attentes

du laboratoire.

LIMITE DE DETECTION
Applicable X ; non applicable []

Limite de détection : 250 UFC/mL (Hong et al., 2014)

Méthode : Analyse des données de la littérature.
Objectif : Détection des génes codant pour les toxines dans toutes selles avec présence de C. difficile
toxinogéne.

Argumentaire de la conclusion : D’apres les données du fournisseur, la sensibilité analytique décrite plus haut

(95,2%) permet d’interpréter la conformité de la limite de détection décrite.

Conclusion : La limite de détection décrite par le fournisseur est conforme aux attentes du laboratoire.
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COMPARAISON DE METHODES :
Applicable [] ; non applicable (a justifier) [X

Données bibliographiques (fournisseurs, Goret et al. Gut Pathog (2015) 7:33
publications,...) : DOI 10.1186/s13099-015-0079-8

Méthode précédente, autre méthode utilisée dans le

laboratoire, appareil en miroir ou back-up, EBMD : GDH Diasorin® par CLIA sur Liaison random access

Nombre de mesures : 468 échantillons testés

Intervalle de comparaison adaptée a I’étendue des Echantillons positifs et négatifs
mesures du laboratoire :

Méthode d'exploitation des résultats : Analyse des résultats discordants (CT)

Tableau : Performances de tests diagnostiques en comparaison de la CT pour C. difficile (Goret et al., 2015)

(%) Sensitivity (%) Spedficity Positive predictive Negative predictive

(95% CI) (95%C1) value (%) (95% CI) value (%) (95% CI)
DiaSorin algorithm = CLIA GDH + CLIA toxins A/B 86.7 (68.4-95.6) 99.1 (97.7-99.8) 86.7 (683-95.6) 98.1 (97.5-997)
Meridian algorithm = EIA GDH 4 NAAT for toxin gene 90.0(723-97.8) 98.9 (97.4-99.5) 844 (665-94.1) 993 (97.8-99.8)
2-Step Alere algorithm = EIA GDH 4- EIA toxins A/B 50.0(31.7-683) 995 (98.1-999) 882(622-979) 96.7 (94.5-98.1)
3-Step Alere algorithm = EIA GDH 4 EIA toxins 60.0 (40.7-76.7) 995 (98.1-999) 90.0 (66.8-98.2) 973 (95.2-985)

A/B + toxigenic culture

CUA chemiluminescence, GDH glutamate dehydrogenase, EIA enzyme immunoassay, NAAT nucleic acid amplification test, CJ 95 % confidence interval

Méthode : Le laboratoire a réalisé une analyse comparative des stratégies algorithmiques portant sur 468 selles
avant la mise en place de I'algorithme Meridian au laboratoire, Goret et al. Gut Pathog (2015). La recherche de
toxine par TAAN n’était pas utilisée auparavant au laboratoire et n’a pas pu étre comparée. Toutefois, les
résultats de I'algorithme GDH-TAAN et GDH/Toxines-EIA précédemment utilisés ont été obtenus.

Objectif : Augmentation significative du nombre de résultats positifs en raison des meilleures performances
diagnostiques de I'algorithme Meridian.

Argumentaire de la conclusion : D’apres les résultats obtenus, le nombre de patients positifs a été doublé

(augmentation significative) en utilisant I'algorithme Meridian. La sensibilité diagnostique était de 86,7% pour cet
algorithme alors qu’elle était de 50% pour 'algorithme EIA utilisé précédemment.

Conclusion : Selon les données de la littérature, le test Alethia™ C. difficile est comparable a la culture
toxigénique, méthode de référence (91%, cf. paragraphe sensibilité et spécificité analytique). La comparaison des

méthodes algorithmiques est conforme aux attentes du laboratoire.

INTERFERENCES
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Méthode : Analyse des données fournisseur, fiche technique (Meridian, Fiche technique Alethia™ C. difficile).
Objectif : Les substances pouvant interférer lors de la réalisation du test Alethia™ C. difficile doivent étre
connues du laboratoire exécutant en cas de test invalide.

Argumentaire de la conclusion : D’aprés les données du fournisseur, les substances suivantes, présentes dans

les selles humaines aux concentrations indiquées, n’ont provoqué aucune interférence sur les résultats du test:
sulfate de baryum (5 mg/mL), graisses fécales (équivalentes a 2,65 mg d’acide stéarique plus 1,3 mg d’acide
palmitique par mL), hémoglobine (en tant que méthémoglobine) (3,2 mg/mL), IgA (5 mg/mL), Imodium AD®
(0,00667 mg/mL), Kaopectate® (0,87 mg/mL), Metronidazole (12,5 mg/mL), mucine (3,33 mg/mL) Mylanta®
(4,2 mg/mL), Pepto-Bismol® (0,87 mg/mL), Prilosec® (0,5 mg/mL), Tagamet® (0,5 mg/mL), TUMS® (0,5 mg/mL),
Vancomycin (12,5 mg/mL), globules blancs (5 % V/V), sang total (5% V/V).
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Conclusion : Le laboratoire connait les substances pouvant interférer lors du test Alethia™ C. difficile grace a
I'étude réalisée par le fournisseur.

Conclusion : Le laboratoire connait les substances pouvant interférer lors du test Alethia™ C. difficile grace a
I'étude réalisée par le fournisseur. En cas de test invalide, le test est répété. S’il est a nouveau invalide, la CT

(sous-processus 3) permet de s’affranchir des inhibiteurs d’amplification. Les interférences sont maitrisées.

CONTAMINATION (
Applicable [] ; non applicable (a justifier) [X

Le risque de contamination inter-réactif n'a pas été évalué puisque les dispositifs des tests sont unitaires.
L’analyse de risques, la formation et I'habilitation du personnel technique permettent la maitrise du risque de

contamination inter-échantillon.

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) [X

Données bibliographiques | Meridian, Fiche technique Alethia™ C. difficile

Argumentaire de la conclusion : La fiche technique des réactifs indique les conditions de conservation (Conserver

la trousse entre +2 et +27°C), les réactifs sont utilisés selon les recommandations du fournisseur (s’assurer que
les réactifs de la trousse sont bien a température ambiante, +21 a +27°C, avant de les utiliser. En cas de non
respect, des résultats incorrects peuvent étre observés). Ces parameétres n'ont pas été testés car ils sont
maitrisés par le laboratoire (Cf. ADR). L’analyse des puits du bain-marie a sec n’a pas été réalisée car celui-ci

bénéficie d’un contréle métrologique (Cf. ADR).
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SOUS-PROCESSUS n°3 : Détection qualitative des acides nucléiques bactériens codant pour
les toxines de C. difficile sur les colonies isolées en culture a partir de selles par extraction et
amplification isothermique

Portée A [ ; Portée B [X (a justifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Détection qualitative des acides nucléiques bactériens
codant pour les toxines de C. difficile sur les colonies
isolées en culture a partir de selles par extraction et
amplification isothermique

Principe de la Méthode :

Détection d'acides nucléiques — Biologie moléculaire —
PCR isothermique commercialisée

Type d'échantillon primaire :

Culture de C. difficile (colonies)

Type de récipient, additifs :

Milieu de culture CLO® et COS® (bio Mérieux)

Prétraitement de I'échantillon :

Dilution des colonies de C. difficile dans eau
physiologique stérile : suspension a 0,5 McF (équivalent a
1,5.10° UFC/mL)

50 microlitres de la suspension sont transférés dans la
solution d’extraction (solution tampon)

Puis pré-traitement thermique selon mode opératoire
fournisseur

Unités :

NA, résultat qualitatif

Critéres d’interprétation8 :

Positif // Invalide // Négatif

Marquage CE (Oui/Non) :

Oui

Codage C.N.Q. (s'il existe) :

NA

Equipement (instrument, analyseur, etc.) :

lllumipro-10 ref 610172 SN 1P2432

Référence du réactif :

lllumigene® C. difficile DNA amplification assay - Réf
280050, version notice rev 04/15

Matériau d'étalonnage (références) :

Réactif de contrdle externe lllumigene® réf 279920

Type d'étalonnage, nombre de niveaux et
valeurs :

Contréle interne de qualité positif/négatif lors de
I'ouverture de chaque nouveau coffret de réactifs.

Témoin interne = contrdle d’extraction et d’amplification
pour chaque test.

8, . rs e . S . A
Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour
chaque paramétre vérifié/validé)

Moyens de maitrise (formation

Echelle Coips
_ - de ) . o du p’e_rsonnel, v_erlflcatlon _
5M Points critiques criticité Eléments a maitriser expérimentale, jeux d’essai, ...)
9 / Documents (procédure,
instruction, enregistrement, ...)
Identité 6 Identification des cultures Formation et information du
(2*3*1) Etiquetage personnel
Maintien des compétences
Procédure d’identitovigilance
Paramétrage informatique
Type de gélose sur | 8 Gélose sélective CLO® pour | Mode opératoire
laquelle le C. (2*2*2) mise en évidence optimale Formation et habilitation du personnel
difficile est de C. difficile, réisolement Maintien des compétences
ensemencé des colonies pures sur Métrologie
Atmosphére gélose COS®. Indicateurs de suivi de I'enceinte
Culture en anaérobie anaérobie
Nature, volume et 8 |dentification correcte du C. Mode opératoire
choix des colonies (2*2*2) difficile (caractéristiques, Formation du personnel et maintien
identification MALDI-TOF®) des compétences
Repiquage si nécessaire
pour quantité de colonies
suffisantes (>3UFC/boite)
Echantillon de plusieurs
colonies (palier a la
—_ coexistence de souches
2 toxinogénes et non
Q toxinogénes)
g Délai et température | 2 Conservation de la souche Essai sur site : non critique pour age
S de conservation (1*1*2) avant analyse (aprés culture de la culture (jusqu’a 5j) et conditions
L avant traitement 48H en anaérobie a +35°C). de conservation (+4,+20 a 26, +35°C,
g analytique en air ambiant ou anaérobiose) Cf
< Robustesse
g Mode opératoire
Formation et habilitation du personnel
Exigences 8 Température ambiante (+21 Exigences / fiche technique du
- environnementales (2*2*2) a+27°C) fournisseur
o pour le matériel Enregistrements et suivi de la
E température ambiante a la paillasse
Formation et habilitation du personnel
Surveillance des 3 CIQ a chaque ouverture de Procédure de gestion des contrbles
dérives (1*3*1) coffret qualité
0
c
o
£ Maitrise des 6 Maintenance/métrologie Enregistrements maintenances et
8_ équipements (1*3*2) automate — plaque interventions SAV - Calibration
'S chauffante — pipettes — thermomeétre/cartographie plaque
.g densitométre chauffante — Calibration pipettes
;: Maitrise des performances
= métrologiques des équipements
‘% Suivi par le biomédical
=

o A préciser par le laboratoire, par exemple 1 non critique — 5 tres critique ;
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MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour
chaque paramétre vérifié/validé)

EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Moyens de maitrise (formation

Echelle Coaes
du personnel, vérification
. o de . 5 - . . , .
5M Points critiques criticité Eléments a maitriser expérimentale, jeux d’essai, ...)
9 / Documents (procédure,
instruction, enregistrement, ...)
Contamination 18 Respect conditions Manipulation des colonies sous hotte
(2*3*3) opératoires fournisseurs + Fiche technique
régles d’hygiéne du Mode opératoire de nettoyage et
laboratoire désinfection d’'une surface de travail
Formation et habilitation du personnel
Conservation et 4 +2 a +27°C, a ramener entre Formation et habilitation du personnel
conditions (1*2*2) +21 et +27°C lors de chaque | Fiche technique
—_ d’utilisation test Mode opératoire
£ Suivi métrologique de la chambre
E froide et de I'environnement a la
‘0 paillasse
= Acceptation a 8 Suivi des péremptions Procédure de gestion des stocks —
.g réception des (2*2*2) Suivi des stocks gestion des approvisionnements
9 réactifs, gestion des
©
= stocks
Traitement manuel 12 Identification lors du début de | Echantillons a identifier un par un (en
des échantillons (2*3*2) réalisation cas de série)
Nombre et type de colonies a | Formation et habilitation du personnel
prélever Mode opératoire
Homogénéisation, volume de | Fiche technique fournisseur
prise d’essai
Prétraitement : Concentration suffisante de Formation et habilitation du personnel
-préparation de la 2 la solution, a partir de Mode opératoire
solution a 0,5 McF (1*2*1) plusieurs colonies (>=3) Notice technique
-traitement 4 Respect de la température et
thermique (1*2*2) du temps de chauffage
[
'8 Rendu manuel des 18 Erreur de lecture, saisie, Cahier de tracabilité de la paillasse
< résultats (2*3*3) perte des données Formation et habilitation du personnel
‘g Mode opératoire
Compétence et 8 Formation Enregistrements des compétences
maintien de (2*2*2) Habilitation du personnel : fiche d’habilitation
o compétence du Entretien des compétences Habilitation réalisation sur culture
5 personnel Tracabilité de I'occupation des postes
S0 de travail
8 c
~ C
T O
£ 8
S

Le diagramme d’Ishikawa reprenant 'ensemble des risques et leur index de criticité est développé en

sous processus 1 et porte sur 'ensemble des trois sous processus.

115




REPETABILITE
Applicable X ; non applicable []

Echantillons Nombre de | Passage 1 | Passage 2 | Passage 3 | Passage 4 | Passage 5 | Conclusion'’
valeurs (N)
Souche F 5 Positif Positif Positif Positif Positif Conforme
Souche CD 630 5 Positif Positif Positif Positif Positif Conforme
Blanc 4 Négatif Négatif Négatif Négatif - Conforme
Méthode : Les essais ont été réalisés sur deux souches de référence toxinogénes F et CD 630. Cinquante

microlitres d’'une suspension de C. difficile a 0,5 McF (équivalent a 1,5.10° UFC/mL) étaient utilisés pour chaque
test. Cing mesures ont été réalisées pour chacune des souches, au sein de la méme série, par le méme
opérateur, le méme jour. Les témoins négatifs ont été évalués lors des essais concernant la limite de détection,
réalisés le méme jour par le méme opérateur (04/05/16).

Obijectif : 100% de concordance pour I'échantillon positif et négatif.

Argumentaire de la conclusion : En I'absence de recommandations, le nombre de mesures a été établi a 5 par le

laboratoire.
Conclusion : La répétabilité du test Alethia™ C. difficile sur colonies est maitrisée et conforme aux objectifs du

laboratoire.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable X ; non applicable []

Opérateurs évalués Essai sur site — résultats de la variabilité
1 Positif
2 Positif
3 Positif
4 Positif
5 Positif
6 Positif
7 Positif
8 Positif
9 Positif
10 Positif
11 Positif
12 Positif
13 Positif
14 Positif
15 Positif
Pourcentage de concordance 100%

Méthode : Quinze essais ont été réalisés a partir de la souche de référence F. Quinze analyses a partir d’'une
culture différente ont été réalisées par quinze opérateurs différents. Les essais ont été réalisés sur trois demi-
journées en I'espace de dix jours (25, 27/04 et 04/05/16).

La reproductibilité sur échantillons négatifs (colonies non C. difficile ou eau stérile) n’a pas été réalisée pour
limiter I'utilisation des réactifs. La technique est spécifique. La contamination inter échantillon est maitrisée par le
laboratoire (cf ADR).

Obijectif : 100% de concordance de résultat positif.

Argumentaire de la conclusion : Le nombre de mesures établi a 15 a été justifié en rapport avec I'effectif de

personnel technique pouvant étre rencontré dans n’importe quel LBM.
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Conclusion : La reproductibilité du test Alethia™ C. difficile est maitrisée et conforme aux attentes du laboratoire.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable X ; non applicable []

Méthode : Quinze essais ont été réalisés a partir de la souche de référence F. Quinze analyses a partir d’'une
culture différente ont été réalisées par quinze opérateurs différents. Les essais ont été réalisés sur trois demi-
journées en I'espace de dix jours (25, 27/04 et 04/05/16).

La reproductibilité¢ sur échantillons négatifs (colonies non C. difficile ou eau stérile) n’a pas été réalisée pour
limiter I'utilisation des réactifs. La technique est spécifique. La contamination inter échantillon est maitrisée par le
laboratoire (cf ADR). Les résultats sont présentés dans le paragraphe « fidélité intermédiaire ».

Obijectif : 100% de concordance de résultat positif.

Argumentaire de la conclusion : Le nombre de mesures établi a 15 a été justifié en rapport avec I'effectif de

personnel technique pouvant étre rencontré dans n’importe quel LBM.
Conclusion : La variabilité inter-opérateurs du test Alethia™ C. difficile sur colonies est maitrisée et conforme aux

attentes du laboratoire.

JUSTESSE (a partir des ClQ externalisés)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) X

L’absence de programme de CIQ externalisés ne permet pas I'étude de I'exactitude.
La justesse peut étre évaluée grace a la mise en place de CIQ externalisés. Il n’existe pas de programmes ou
campagnes de ClQ externalisés disponibles a I'heure actuelle. La société Meridian Bioscience ne propose pas

de programmes de CIQ externalisés.

EXACTITUDE (a partir des contréles externes ponctuels : EEQ/CNQ)
Contréles quantitatifs [ ] ; Controles qualitatifs [X]

Argumentaire de la conclusion : Au moment de la réalisation de la validation de méthode, le laboratoire ne

disposait pas de programme d’EEQ. L’étude de I'exactitude n’ pas pu étre réalisée.

L’exactitude peut étre évaluée grace a I'adhésion du laboratoire a un programme d’EEQ et a I'étude des résultats
de ces derniers.

Les évaluations externes de la qualité des examens a résultats qualitatifs sont moins fréquentes que pour les
examens a résultats quantitatifs, mais il est possible d'en trouver en France ainsi que dans des réseaux ou
structures européennes et/ou internationales afin de participer a de telles comparaisons de résultats Par
exemple, telles que le CTCB (Centre toulousain pour le controle de qualité en biologie) et I'association Biologie
prospective proposent des programmes permettant la réception de souches de références mais la présence

d’'une souche de C. difficile n’est pas systématique.
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SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
(étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Souche testée Résultat
Souche 1 Positif
Souche 2 Positif
Souche 3 Positif
Souche 4 Positif
Souche 5 Positif
Souche 6 Positif
Souche7 Positif
Souche 8 Positif
Souche 9 Positif

Souche 10 Positif
Souche 11 Positif
Souche 12 Positif
Souche 13 Positif
Souche 14 Positif
Souche 15 Positif
Souche 16 Positif
Souche 17 Positif
Souche 18 Positif
Souche 19 Positif
Souche 20 Positif
Souche 21 Positif
Souche 22 Positif
Pourcentage de concordance 100%

Méthode : La spécificité du test a été évaluée grace aux souches cliniques provenant de vingt-deux patients
atteints d’'ICD séveére et caractérisées par PCR de référence au laboratoire expert partenaire du CNR C. difficle.
Les essais ont été effectués par le méme opérateur, le méme jour (05/05/16), au cours de différentes séries, a
partir de suspensions des colonies a 0,5 McF. L’évaluation de la conformité des résultats a été réalisée par
comparaison des résultats obtenus avec la méthode de référence.

Objectif : 100% de concordance

Argumentaire de la conclusion : Seule la spécificité a été évaluée par essais sur site. Il n’ pas été choisi de tester

des échantillons négatifs devant le risque négligeable de faux positifs par une méthode de biologie moléculaire.
De plus, le test Alethia™ C. difficile est déja validé sur les selles par le fournisseur avec analyse de la spécificité
vis a vis de souches bactériennes. La sensibilité diagnostique n'a pas été démontrée sur site car elle est déja
bien décrite dans la littérature. en effet, Neuendorf et al (Neuendorf et al. BMC Microbiology, 2016) ont montré
que le test Alethia™ C. difficile est comparable a la culture toxigénique, méthode de référence, avec une
concordance de 91%.

Conclusion : L’étude des performances de la technique est conforme aux attentes du laboratoire.
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LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable X ; non applicable []

Concentrations Turbidimétrie Résultat qualitatif
en UFC/ml en McF Souche F Souche CD 630
1,5.10° 5.10" Positif Positif
1,5.10° 5.10% Positif Positif
1,5.10° 5.10° Positif Positif
1,5.10° 5.10" Positif Positif
1,5.10* 5.10° Positif Positif
1,5.1 0; 5.1 0"’6 Négatif Négatif
7,5.10° 2,5.10° Négatif Négatif
3,75.10° 1,2.10° Positif Négatif
9,4.10° 7,5.10”7 Positif Négatif
4,7.10° 1,5.10" Négatif Positif

Méthode : La limite de détection a été déterminée a partir d'une gamme de dilutions d’'une suspension de
colonies de C. difficile dans de I'eau physiologique stérile a partir des souches de référence F et CD 630. La
suspension initiale avait une concentration de 1,5.10% UFC/mL correspondant a une densité optique de 0,5McF
mesurée a l'aide d’'un densitométre (bioMérieux). Des dilutions de raison 10 ont été réalisées en cascade jusqu’a
la concentration de 1,5.10° UFC/mL. Puis elles ont été poursuivies avec un facteur de dilution égal a deux jusqu’a
la concentration de 4,7.102 UFC/mL.

Objectif : Déterminer la limite de détection de la méthode, en vue de la standardisation de la technique (choix
d’'une concentration de colonies bien plus élevée que la limite de détection pour éviter tout risque de faux-
négatifs).

Argumentaire de la conclusion : La limite de détection a été déterminée comme étant la concentration la plus

basse pour laquelle les résultats positifs concordants étaient obtenus pour les deux souches de référence F et
CD 630. La limite de détection a été arrétée a 1,5.104 UFC/mL.

Conclusion : La détermination de la limite de détection est conformes aux attentes du laboratoire. La
concentration retenue de la suspension pour réaliser le test Alethia™ C. difficile sur colonies est de 1,5.10°

UFC/mL, soit 0,5 McF. Il s’agit d’une dilution facile a mettre en ceuvre au laboratoire par le personnel technique.

COMPARAISON DE METHODES :
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Données bibliographiques (fournisseurs, Exploitation des données d’ICD graves : envoi et

publications,...) : caractérisation des souches en cause au centre
expert du CHU de Toulouse

Méthodes comparées : méthode précédente, autre PCR multiplex maison de référence et analyse des

méthode utilisée dans le laboratoire, appareils en produits d’amplification par migration sur gel

miroir ou back-up, EBMD, ...

Nombre de mesures : 22

Intervalle de comparaison adaptée a I’étendue des Echantillons positifs

mesures du laboratoire :

Méthode d'exploitation des résultats : Analyse de concordance

Exploitation des résultats de comparaison Aucun résultat discordant

(diagramme de différences, concordance 100% de concordance

catégorielle) :

Méthode : 22 souches cliniques distinctes ont été analysées en culture toxigénique avec le test Alethia™
C. difficile. Elles avaient été envoyées en parallele au centre expert du CHU de Toulouse (laboratoire expert,
associé au CNR C. difficile) pour PCR ribotypage en raison de leur implication dans des tableaux d'ICD graves.

Les résultats des 22 souches sont revenus positifs en PCR multiplex et en Alethia™ C. difficile.
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Objectif : Le laboratoire veut s’assurer de la comparabilité de sa méthode avec la technique proposée par le
laboratoire partenaire du CNR. Le but est d’obtenir plus de 99% de comparabilité entre les deux méthodes.

Argumentaire de la conclusion : Les résultats obtenus ont montré une concordance de 100% avec les résultats

attendus.

Conclusion : D’aprés les résultats obtenus, le test Alethia™ C. difficile sur culture est comparable a la PCR
multiplex du laboratoire de référence (100%). La comparaison de méthodes est conforme aux attentes du
laboratoire.

Le nombre minimum d’échantillons requis pour la comparaison des méthodes est établi a 30 selon le SH GTA 04.
Cependant, le QUAMIC préconise un nombre de 10 échantillons lors de la comparaison de la méthode avec la
culture, et de 20 échantillons lorsque la méthode est comparée a une méthode autre que la culture. Nous ne

disposions pas de souches supplémentaires au laboratoire.

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) [X

L’'impact des interférences potentielles est évalué par le contrble interne a chaque dispositif de test.
De plus, le test Alethia™ C. difficile est validé sur les selles pour lesquelles les substances interférentes sont
nombreuses alors que nous travaillons sur des colonies isolées mises en suspension dans de I'eau stérile. Nous

considérons ainsi que le risque d’interférence est négligeable.

CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable [ ] ; non applicable (a justifier) [X

Le risque de contamination inter-réactif n'a pas été évalué puisque les dispositifs des tests sont unitaires.
L’analyse de risques, la formation et I'habilitation du personnel technique permettent la maitrise du risque de

contamination inter-échantillon.

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Paramétre de variation Souche
F CD 630

Délai de culture 48h +/+/+ 4+
72h +/+/+ ++/+
5j +/+/+ +/+/+
Conservation en aérobie +4°C +/+/+ 4+
TA +/+/+ ++/+
+35°C +/+/+ ++/+
Conservation a TA 1h +/+/+ 4+
4h +/+/+ ++/+
24h +/+/+ ++/+
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Méthode : La robustesse a été étudiée sur les deux souches de référence en faisant varier 'dge des colonies (2,
3 ou 5 jours de culture en étuve anaérobie a 35°C), les températures de conservation des géloses apres culture
(+4°C, +20-25°C, +35°C) et les conditions atmosphériques de conservation (anaérobiose ou aérobiose) des
cultures. Les essais étaient réalisés en ftriplicate sur les deux souches pour chacun des parameétres étudiés. La
suspension a 0,5 McF était utilisée. Les essais ont été réalisés par le méme opérateur, sur plusieurs jours.
Objectif : Le laboratoire souhaite prouver que la confirmation du caractére toxinogene des colonies de C. difficile
peut se révéler possible jusqu'a 5 jours apres le début de mise en culture, quelle que soit la température et
'atmosphére de conservation.

Argumentaire de la conclusion : La confirmation du caractére toxinogéne des colonies de C. difficile peut se

révéler possible jusqu’'a 5 jours aprés le début de mise en culture, quelle que soit la température et I'atmosphére
de conservation.

Conclusion : L’étude de la robustesse est conforme aux attentes du laboratoire.

Lors de l'analyse de la robustesse de la méthode, les paramétres analysés correspondent a ceux observés en
routine au laboratoire. Il appartient a chaque LBM d’identifier et analyser les parametres entrant en compte dans

I’évaluation de la robustesse.
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4. Discussion

Nous avons proposé une validation et un formulaire SH FORM 43 pour I'algorithme diagnostique
des ICD de la société Meridian Bioscience, a partir de selles et de colonies de C. difficile isolées en
culture. Nous avons respecté les recommandations du guide technique d’accréditation en portée A et
B des méthodes de biologie médicale (SH GTA 04), nous permettant ainsi de répondre aux exigences
d’accréditation selon le COFRAC. Nous n’avons présenté que la validation du processus analytique
mais les processus pré-analytique et post-analytiques doivent étre maitrisés. Cette maitrise s’effectue,
entre-autres, par la formation, I'habilitation et le maintien de compétences du personnel ; par la
gestion du paramétrage informatique ; par la mise a jour du catalogue des examens ; par le suivi des
avancées concernant la méthode dans la littérature (mise a jour des références bibliographiques), etc.

Les points de I'analyse de risque retenus comme « critiques » sont ceux pour lesquels I'indice de
criticité calculé était le plus élevé. Parmi les points les plus critiques, sont retrouvés les conditions
d’acheminements des échantillons pour les tests Immunocard® C. difficile GDH et Alethia™ C. difficile
sur selles, les conditions d’utilisation des réactifs (Immunocard® C. difficile GDH), la manipulation
technique et la lecture couplée a la saisie manuelle du résultat pour les trois tests, et la contamination
via du matériel souillé pour le test Alethia™ C. difficile sur selle et sur culture. Concernant les
conditions d’acheminement des échantillons, ces derniers étaient, au moment de I'étude, acheminés a
température ambiante au laboratoire de bactériologie. Or les recommandations du fournisseur des
tests ImmunoCard® GDH et Alethia™ C. difficile stipulent bien la nécessité¢ de conserver les
échantillons de selle a +4°C jusqu’a 5 jours. La durée tolérée de conservation de I'échantillon a
température ambiante aprées I'émission n’est pas précisée. Ceci peut faire I'objet d’'une étude d’impact
en évaluant l'influence de la conservation a température ambiante des selles avant réalisation des
tests ImmunoCard® GDH et Alethia™ C. difficile. Cette étude d'impact porte sur le processus pré-
analytique tandis que notre travail porte sur le processus analytique seul, et n’a donc pas été réalisée
dans cette thése. La maitrise des processus pré-analytique, analytique et post-analytique est
nécessaire. Les conditions d'utilisation des réactifs du test InmunoCard® GDH posent également
probléme. lls doivent étre conservés entre +2 et +4°C, et ramenés a température ambiante avant
chaque test. Du fait de la fréquence des demandes et de I'éloignement entre la paillasse et le lieu de
conservation a +4°C, les réactifs peuvent étre laissés a température ambiante plusieurs heures.
L'effet de cet usage sur la conservation des réactifs n’est pas connu. Une étude d’'impact peut
également étre réalisée afin de prouver I'absence d’influence sur les résultats des tests ImmunoCard®
GDH, et la formation du personnel technique approfondie en ce sens. Le traitement manuel des
échantillons, I'acquittement du prélevement a l'identification du test, ainsi que ’homogénéisation et le
volume de prise d’essai sont également des points critiques. L’ensemble de ces manipulations
nécessite un opérateur alerte, sensibilisé a l'idenditovigilance, et formé a la technique réalisée
(respect des recommandations fournisseur pour le traitement de I'échantillon). La lecture du résultat,
sa saisie manuelle sur le SIL et la perte de données potentielle sont également critiques. En cas de
demandes concomitantes, I'erreur de lecture du résultat et de retranscription manuelle dans le SIL est

possible. Enfin, si I'échantillon n’est pas identifié correctement au sein d’'une série réalisée sur le
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lecteur Alethia, que la position du test n’est pas retenue et que le résultat n'est pas récupéré
immédiatement aprés la fin du test, il peut étre perdu. Ces derniers points nécessitent une formation
rigoureuse et une sensibilisation du personnel technique. La contamination du test via le matériel
souillé est possible lors de la réalisation du test Alethia™ C. difficile, par défaut de respect des
conditions opératoires (manipulation sous hotte, sens de circulation lors de tests de biologie
moléculaire), des conditions d’entretien et d’hygiéne. Les regles de désinfection du matériel et de la
paillasse doivent étre impérativement respectées et font partie de la formation du personnel
technique. Tous ces points sont a maitriser pour I'accréditation de I'algorithme.

La validation de méthode de I'algorithme diagnostique d’ICD proposé par Meridian Bioscience est
accessible a n’importe quel LBM souhaitant accréditer cette technique. Les essais sur site préconisés
par le SH GTA 04 sont simples a réaliser.

Ce formulaire SH FORM 43 constitue une proposition de validation de méthode et est soumis a
amélioration continue. Il illustre les informations des référentiels. Des informations plus précises
concernant la validation des méthodes EIA et TAAN au sein du référentiel QUAMIC proposé par la
SFM et du guide technique SH GTA 04 proposé par le COFRAC, ainsi que la publication d’articles, de
posters ou de communications dans la littérature a ce sujet seraient d’'une aide précieuse pour les

LBM souhaitant soumettre a accréditation cet algorithme diagnostique.
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5. Conclusion

La validation de méthode de l'algorithme diagnostique d'ICD proposé par la société Meridian
Bioscience peut étre réalisée facilement dans les LBM. Les référentiels et guides techniques, ainsi
que les formulaires proposés par le COFRAC sont des outils nécessaires et indispensables a la
réalisation des dossiers de validation de méthode. Toutefois, 'absence de standardisation des
référentiels de microbiologie quant a la validation de méthode des algorithmes diagnostiques des ICD
constitue un frein a la démarche qualité.

Comme dans toute démarche qualité, la proposition de ce dossier de validation de méthode
est soumise a remarques, modifications et amélioration continue, dans le but de satisfaire pleinement
aux exigences de l'accréditation et aux spécificités de chaque LBM. Ce travail a pour finalité de

faciliter les démarches qualité de tous les LBM.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Depuis vingt ans, il est établi que C. difficile est devenu un acteur incontournable des
diarrhées associées aux soins dans les pays industrialisés. A partir du milieu des années 2000 aux
Etats-Unis et en Europe, I'apparition d’épidémies liée aux clones hypervirulents ainsi que I'émergence
d’infections communautaires sont des éléments confirmant le réle de C. difficile en tant que probléme
majeur de santé publique.

Dans cette étude, nous avons proposé une solution a la survenue de résultats invalides lors
de la réalisation du test Alethia™ C. difficile dans les selles, ne permettant pas de statuer sur
I'absence ou la présence de C. difficile toxinogéne. La culture toxigénique, méthode de référence du
diagnostic des ICD, est une méthode longue (48 a 72h) mais trés sensible. L’application du TAAN
Alethia™ aux colonies de C. difficile obtenues en culture a été réalisée dans le but de s’affranchir des
résultats invalides de ce méme TAAN dans les selles, lors de la présence d’inhibiteurs de
'amplification génique. Le test Alethia™ C. difficile n’étant pas validé par le fournisseur pour la
recherche des génes codant pour les toxines a partir de la culture de C. difficile, nous avons décidé de
valider cette technique en respectant les recommandations du guide technique d'accréditation de
validation des méthodes de biologie médicale, le SH GTA 04 (COFRAC, 2015). Nous avons ainsi pu
proposer de compléter I'algorithme mis en place au laboratoire en cas de test Alethia™ C. difficile
invalide. Cette alternative permet, pour n'importe quel LBM utilisant cet algorithme diagnostique, de
pouvoir répondre, malgré un test invalide sur selles, a la question posée par les cliniciens
prescripteurs, et ce sans équipement supplémentaire. De plus, la réalisation du test Alethia™
C. difficile sur culture est simple a mettre en place. La limite principale de cette technique est
I'allongement du délai d’obtention du résultat, puisque la culture de C. difficile nécessite 48 a 72h de
délai, versus quelques heures lorsque le résultat peut directement étre obtenu a partir des selles.

Cette validation permettait également de répondre aux exigences d’accréditation du COFRAC
et de la norme NF EN ISO 15189. Elles nous ont permis de remplir les conditions a une validation en
portée B. En effet, 'accréditation des LBM par le COFRAC doit étre réalisée pour la totalité des
analyses en 2020. Nous avons également réalisé les vérifications nécessaires a la validation de
méthode de I'algorithme diagnostique. L’algorithme diagnostique complet constituant un processus
complexe, trois sous processus ont été étudiés. Les sous-processus de la détection de GDH et de la
réalisation du TAAN dans les selles ont fait I'objet d’'une étude en portée A, tandis que le sous-
processus de la réalisation de TAAN a partir de cultures de C. difficile a fait I'objet d’'une étude en
portée B. L’'ensemble des paramétres vérifiés selon les directives du SH GTA 04 sont présentés au
sein d’'un formulaire SH FORM 43. En l'absence de publications indépendantes et d’exemples
proposés par les sociétés savantes, nous avons proposé un SH FORM 43 pré-rempli diffusable a
'ensemble des LBM afin de les aider a accréditer cette méthode diagnostique. La culture de
C. difficile en tant que sous-processus complémentaire n'a pas été traitée. Cette derniére peut faire
'objet d’une validation de méthode a part entiére, dont la référence peut étre utilisée au sein de

'ensemble des dossiers de validation de méthode utilisant la culture. De plus, notre travail ne porte
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que sur le processus analytique. Les processus pré et post-analytiques n’ont pas été étudiés a
I'occasion de cette thése mais doivent étre maitrisés.

En conclusion, 'ensemble de ce travail a permis de compléter I'algorithme Meridian utilisé pour le
diagnostic des ICD au CHU de Bordeaux, d’en vérifier et référencer les différentes étapes au sein d’un

formulaire SH FORM 43, en vue d’'une accréditation de la technique.
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