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L'importance de Clostridioides difficile est en cours d’évaluation chez un de ses hotes animaux, I'Equidé. Dans le projet CloDifEqui en cours, C. difficile est
systématiquement recherché chez des équidés autopsiés, dans le contenu digestif du caecum dans tous les cas et éventuellement, d’'un autre compartiment intestinal en
cas de consistance liquide. Les souches isolées forment la collection CloDifEqui dont la diversité est caractérisée au niveau moléculaire et phénotypique.

C. difficile est présent dans 22 des 100 équidés autopsiés a ce jour et 31 souches sont déja isolées. Les 26 premieres souches étudiées, qui proviennent de 18 Equidés,
appartiennent a 7 PCR ribotypes. La présence ou non des genes de virulence qui codent les toxines majeures est mise en évidence par PCR : 19 souches sont toxinogenes et
7 non-toxinogenes. En parallele, la présence des toxines dans les contenus digestifs est recherchée et corrélée a celle d’'une souche toxinogene et aux signes d’infection
intestinale éventuels enregistrés a I'autopsie, pour établir un diagnostic post-mortem d’infection a C. difficile ou non.

Introduction

Clostridioides difficile est un entéro-pathogene anaérobie strict et sporulant, qui pose un probleme de santé humaine, a I’'hopital et dans la communauté, mais aussi vétérinaire. Le plus
souvent apres un traitement antibiotigue qui provoque une dysbiose du microbiote intestinal, il provoque, par ses toxines, des diarrhées difficiles a traiter et qui récidivent souvent.
Uinfection est causée par une souche toxinogene qui exprime ses toxines. Si elle ne les exprime pas, son portage est asymptomatique mais elle peut participer a la persistance des
infections, apres transmission a un autre héte ou sa virulence pourra s’exprimer. Les hotes animaux peuvent, apres dissémination des spores de C. difficile, contribuer a la contamination
de 'lhomme. Or I'importance de C. difficile chez les animaux reste mal évaluée : sa recherche n’est pas systématique, et celle de ses toxines encore plus rare. Les souches d’origine
animale sont relativement peu étudiées par rapport aux souches d’origine humaines, et leurs collections moins nombreuses. Les objectifs du projet CloDifEqui sont :

i) Evaluer la fréquence et la prévalence de C. difficile chez les équidés autopsiés

ii) Constituer et caractériser une collection de souches d’origine équine a comparer a des souches d’autres origines, animales ou humaines

Materiels et Méethodes

Equidés autopsiés par I’Anses en Normandie

- Données animales ante et post-mortem enregistrées a |I'autopsie :
- individuelles (race, sexe, age...),

- cliniques, épidémiologiques (traitements) et nécropsiques (diagnostic de cause de mort...)

- Contenus digestifs préleves dans les intestins, au niveau :

- du ceecum (CAE), systématiquement, pour tous les equides,
- et d’'un autre compartiment, en cas de consistance liquide (CDL)

Recherche systematique de C. difficile

- Croissance en milieu sélectif (ChromID ...)
- Confirmationde l'espece et isolement :

- PCR du gene marqueur tpi
- et Spectrométrie de masse (MALDI TOF)

Caracteérisation moléculaire des souches

- PCR et PCR multiplex des genes de virulence intacts

- tcdAB codant les toxines majeures TcdA et TcdB
- cdtAB codant la toxine binaire CDT
- PCR Ribotypage

Diagnostic post-mortem d’infection a C. difficile ou non

Recherche des toxines dans les contenus digestifs notamment en cas
d’une souche toxinogene
chez un équidée ayant des signes cliniques d’infection intestinale

Perspectives

Caracteérisation phénotypique des souches

Analyse globale des données et résultats
- Comparaison avec la littérature

- Analyse croisée par couple souche/ animal et recherche de corrélations
e.g. ribotype de souches et origine géographique des équidés : liens épidémiques ?

Conclusions

Soutiens financiers

Recherche de C. difficile
100 Equidés /150 prévus
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Caracterisation

Contenus digestifs 30 caE + cDL

Résultats

Contenu(s) digestif(s) ﬂfl
- ceecum systématiquement ,f/f
- autre éventuellement

colon replié, flottant ... / \:

1 70 CAE seul

C. difficile ?

negatifs
non confirmes (faux positifs ou souche non cultivable)
positifs confirmes

C. difficile présent chez 22 Equidés sur 100 autopsiés

1 souche (1 contenu): 13 souches = 10 (CAE seul) + 3 (CAE ou CDL)
2 souches (2 contenus) : 18 souches (CAE et CDL), possibles doubles d’un clone

Collection CloDifEqui 31 souches a ce jour

26 souches (18 Equidés)

PCR Ribotype 078,126 005,012,020 017 009

PCR tcd cdt

tcdA*B*cdt* tcdA*B? tcdB* tcd cdt
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Toxinogenes (19) Non Toxinogenes (7)

Potentiel de virulence + -

Virulence exprimée in vivo

Souches Toxinogenes
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Signes Toxi- autre Pathologie ou non

intestinaux infe«Ition patlho. ltmd-im‘e«:tion ou nonl
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Diagnostic Infection a Sur- Portage

post-mortem  C. difficile infection?

asymptomatique
autre pathogene si infection

Le projet CloDifEqui permet de constituer la premiere collection de souches de C. difficile isolées d’Equidés en France. Le choix d’Equidés autopsiés pour rechercher la
présence de C. difficile permet d’appréhender la relation hote - pathogéne a un niveau rarement atteint dans le cas d’un hote animal.

Le projet contribuera a mieux décrire la diversité des souches de C. difficile d’origine équine et a mieux comprendre son épidémiologie. La comparaison des souches
entre elles permettra d’évaluer leur circulation chez les Equidés et leur comparaison avec les souches d’origine humaine ou animale de la littérature contribuera a mieux
appréhender le potentiel de transmission inter-espece de C. difficile.
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