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Résumé

Contexte : De plus en plus on utilise la spectrométrie de masse a temps de vol avec désorption/ionisation
par impact laser assistée par matrice (MALDI-TOF) pour identifier les bactéries, y compris les espéces de
Corynebacterium, de facon rapide, précise et peu colteuse. Seulement trois espéces de Corynebacterium
sont capables de produire la toxine diphtérique (TD) et les souches isolées peuvent étre toxigénes ou non
toxigénes. Il semble que I'identification bactérienne plus précise fournie par les systémes MALDI-TOF ait
entrainé une hausse du nombre de demandes d'analyse des toxines soumises au Laboratoire national de
microbiologie (LNM).

Objectif : Décrire le nombre d'isolats de C. diphtheriae, de C. ulcerans et de C. pseudotuberculosis
identifiés et soumis au LNM entre janvier 2006 et le 30 juillet 2019, y compris leur région géographique,

leur source et s'ils produisent la TD.

Méthodes : Les isolats humains ou animaux soumis au LNM pour lesquels une de ces trois especes de
Corynebacterium a été identifiée ont été analysés sur les plans de la province, la source et la toxigénicité.
L'identification de |'espéce a été confirmée, puis les spécimens ont été testés par réaction en chaine de la
polymérase afin de détecter la présence de génes tox et, si ces génes sont détectés, de déterminer s'ils
expriment la TD & I'aide de la méthode Elek modifiée. L'analyse était descriptive.

Résultats : Au cours de la période d'étude, 639 isolats de C. diphtheriae et 22 isolats de C. ulcerans

ont été identifiés; aucun isolat de C. pseudotuberculosis n'a été identifié. Il y a eu une hausse d'isolats
de C. diphtheriae soumis pour analyse de la TD : de huit par année en 2006 a 15 par mois en moyenne
en 2019, soit une hausse de 1 200 % sur une période de 13,6 ans. Les demandes d'analyse provenaient
principalement de |'ouest du Canada (n = 609/639; 95 %). La plupart (638/639, 99 %) étaient des isolats
humains et la plupart provenaient de sites cutanés. De ces isolats, 87/639 (13,6 %) étaient toxigénes et
552/639 (86,4 %) étaient non toxigénes. Parmi les demandes d'analyse d'isolats de C. ulcerans soumises,
17/22 (77 %) étaient des isolats humains et cing (23 %) étaient des isolats animaux; 10/22 (45 %) étaient

toxigenes.

Conclusion : Il y a eu une hausse marquée du nombre d’'espéces de Corynebacterium soumises au LNM

pour analyse de la TD. Cette hausse pourrait étre attribuable a la capacité accrue d’identifier ces bactéries

a l'aide des systemes MALDI-TOF. Une surveillance continue aidera a déterminer si cette hausse découle

uniquement d'une plus grande précision du diagnostic ou s'il s'agit de nouveaux pathogénes cutanés.
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Introduction

L'infection a la Corynebacterium diphtheriae (C. diphtheriae)
classique, qui cause un mal de gorge, de la fiévre et des
symptoémes respiratoires, est rare au Canada (1-3). Comme le
vaccin contre la toxine diphtérique (TD) fait maintenant partie

année (4,5).
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du schéma de vaccination systématique, moins de quatre cas
de cette maladie a déclaration obligatoire sont recensés chaque
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Dans le passé, les espéces de Corynebacterium isolées de
spécimens cliniques non respiratoires n'étaient pas suffisamment
analysées et déclarées. Ces bactéries étaient presque toujours
considérées comme des contaminants et n'étaient pas identifiées
(genre et espece) ni soumises a des tests de sensibilité aux
antimicrobiens, méme si elles étaient isolées en culture pure
dans des liquides organiques stériles ou des abces de plaies
profondes (3). De plus, |'identification non ambigué du genre

et de I'espece des souches pouvait étre difficile et coliteuse a
réaliser a I'aide de tests phénotypiques uniquement (1,3).

Il est maintenant plus largement reconnu que C. diphtheriae
non respiratoire peut causer des infections de la peau et des
plaies. La diphtérie cutanée se présente souvent sous forme
d’ulceres fétides bien délimités ou de nodules a guérison lente
et hautement contagieuses. Les personnes particulierement

a risque sont celles présentant des comorbidités comme le

VIH, I'hépatite B ou C, le diabéte, des antécédents d'ulcéres
récurrents, |'abus d’alcool, des antécédents de consommation de
drogues injectables, les personnes qui vivent dans de mauvaises
conditions socio-économiques, des refuges pour sans-abri

ou des camps de réfugiés, ou qui voyagent dans des pays ou
ces pathogénes sont endémiques (6-11). Le traitement de la
diphtérie cutanée comprend souvent |'utilisation des mémes
antibiotiques a action systémique utilisés pour le traitement des
maladies respiratoires, plus la prise de précautions d’isolement
(6-10) pour empécher que les bactéries des |ésions servent

de réservoir et que l'infection se propage davantage (11,12).
Toutefois, dans certains cas, des souches de C. diphtheriae
multirésistantes difficiles a traiter ont été détectées dans des

cas de diphtérie cutanée (13). Ces cas entrainent parfois une
septicémie et la mort. Le réle de la vaccination préalable par
I'anatoxine diphtérique dans la prévention des infections
cutanées n'est pas bien compris. L'utilisation de |'antixotine n’est
généralement pas recommandée, sauf en présence de signes de
toxicité systémique (7).

L'identification du genre et de I'espece de Corynebacterium

a été simplifiée par |'utilisation répandue d'instruments de
spectrométrie de masse a temps de vol avec désorption/
ionisation par impact laser assistée par matrice (MALDI-TOF)

et de méthodes moléculaires plus précises. Les protéines

sont extraites des bactéries et les empreintes digitales qui en
résultent sont ensuite comparées aux entrées contenues dans

la bibliotheque de données du systéme. Une identification tres
fiable des espéces peut étre obtenue en quelques minutes
seulement, pour moins de 1 $ canadien par échantillon (14,15).
La procédure MALDI-TOF permet d'identifier automatiquement
les espéces productrices de la toxine diphtérique :

C. diphtheriae, C. ulcerans et C. pseudotuberculosis. Les
infections a C. ulcerans et C. pseudotuberculosis sont rares chez
les humains et sont contractées au contact d'animaux infectés.
Les infections a C. ulcerans chez les humains sont liées au contact
avec des animaux de compagnie malades, comme les chiens

ou les chats, tandis que C. pseudotuberculosis est présent chez
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les moutons et les chévres, ce qui rend les vétérinaires et les
gardiens d'animaux plus a risque de contamination (3).

Au Canada, I'utilisation d'instruments MALDI-TOF a commencé
en 2012 environ. Ces instruments sont maintenant largement
distribués partout au pays, soit dans tous les laboratoires
provinciaux de santé publique, dans de nombreux établissements
hospitaliers privés/publics et dans des laboratoires vétérinaires
spécialisés dans les maladies infectieuses chez les animaux. Les
avantages évidents de |'utilisation systématique des systémes
MALDI-TOF sont une réduction considérable des colts liés a la
caractérisation des bactéries et |'identification beaucoup plus
rapide des pathogénes comme C. diphtheriae. Ces avantages
permettent de mettre en ceuvre rapidement les traitements
appropriés. Toutefois, les systémes MALDI-TOF permettent
seulement d'identifier ces bactéries et non d’établir si I'une de
ces especes de Corynebacterium produit la TD. Depuis quelques
années, le Laboratoire national de microbiologie (LNM) regoit
un plus grand nombre de demandes d'analyse de la TD de
laboratoires de santé publique et de laboratoires vétérinaires
partout au pays. L'objectif de cette étude était de décrire le
nombre d’échantillons de C. diphtheriae, de C. ulcerans et de
C. pseudotuberculosis soumis au LNM entre janvier 2006 et le
30 juillet 2019, leurs caractéristiques, ainsi que le pourcentage
ayant produit la TD.

Méthodes

Examen des dossiers

Les dossiers de laboratoire datés de 2006 au 30 juillet 2019

de l'unité de bactériologie spéciale (UBS) du LNM ont été
examinés afin de relever les demandes d’analyse de la TD. Les
renseignements examinés comprenaient la province, le site
d'infection (si connu), I'espece de Corynebacterium produisant
la TD et la toxigénicité de la souche. Les demandes d'analyse
regues entre janvier et juillet 2019 ont été examinées de maniére
plus approfondie afin de connaitre la source de la souche, car ces
données faisaient normalement partie des demandes d'analyse
les autres années. Les renseignements sur les antécédents de
vaccination et les antécédents médicaux du patient étaient
généralement rares ou absents.

Apercu des types de spécimens regus

Depuis 2011, le Laboratoire provincial Cadham (laboratoire

de santé publique du Manitoba) ne soumet au LNM que

les souches pour lesquelles un test par réaction en chaine

de la polymérase (RCP) a permis de détecter des génes tox
(D. Alexander, communication personnelle, 24 juillet 2019).
D’autres centres provinciaux transmettent au LNM toutes les
souches qui pourraient exiger une analyse de la TD, car leurs
propres laboratoires n'effectuent pas ce type d’'analyse. Le LNM
recoit des cultures pures d'isolats de bactéries isolées par des
laboratoires provinciaux de santé publique ou par leurs clients,
puis transmis au LNM par les laboratoires pour analyse des
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toxines. Des souches sont regues de laboratoires vétérinaires a
I'occasion.

Confirmation des isolats de Corynebacterium
diphtheriae

De 2006 a 2018 environ, le phénotype des souches de I'UBS
était analysé a partir d'un panel API CORYNE (bioMérieux,
France), afin d'identifier I'espéce et d'aider a classer |'isolat

dans un des quatre biovars de C. diphtheriae (c'est-a-dire

les biotypes gravis, mitis, belfanti et intermedius) (1,3). Le

panel APl CORYNE a identifié formellement C. diphtheriae

dans les souches précédemment caractérisées a I'aide de

la méthode de séquencage du géne ARNr 16S avec test de
référence; le LNM utilise aussi des méthodes moléculaires pour
corroborer l'identification des espéces au besoin. Le LNM a
cessé d'effectuer la caractérisation des souches de biovars

en mai 2019, sauf sur demande. L'isolat de Corynebacterium
diphtheriae identifié a été validé par le LNM pour utilisation dans
la bibliotheque Bruker Microflex et Biotyper, car cette méthode
permet aussi d'identifier formellement les espéces (données non
montrées).

Identification d'isolats de Corynebacterium
ulcerans et de C. pseudotuberculosis

Ces espéces se distinguent facilement des autres par le genre
Corynebacterium, y compris C. diphtheriae, mais sont difficiles
a différencier des autres a I'aide des méthodes de laboratoire
courantes (1). Les phénotypes de ces espéces, établis a partir
de sucres traditionnels ou de panels APl CORYNE, sont trés
similaires (1,2). Ces espéces sont similaires a 99,4 % selon la
méthode de séquencage des génes ARNr 16S, trop similaires
pour pouvoir les différencier clairement les unes des autres, et
peuvent produire des résultats similaires a I'aide des systemes
MALDI-TOF (données non montrées) (1). Par conséquent,
I'identification précise de ces espéces est corroborée par le LNM
grace a un séquengage partiel du géne rpoB (16).

Détection des génes tox cibles de la diphtérie
et expression de la toxine diphtérique

L'UBS effectuait des tests RCP classiques pour détecter des
geénes tox cibles (13), mais elle s’est tournée vers des tests RCP
en temps réel en 2018. Le test RCP en temps réel permet de
détecter le géne tox et une partie du géne rpoB spécifique a

C. diphtheriae a I'aide de la plateforme Quant Studio (Applied
Biosystems) (17,18). La souche toxigene, C. diphtheriae ATCC
19409 (NCTC 3984), et la souche non toxigene, C. xerosis
ATCC 373T, ont été utilisées comme contrdles positif et négatif,
respectivement. L'expression de la TD a été détectée a I'aide du
test Elek modifié uniquement pour les souches pour lesquelles
le test RCP a permis de détecter des génes tox (19,20). Les
résultats positifs du test Elek peuvent étre déclarés dans les

48 h ou dés que |'expression est visuellement détectée, et
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les résultats négatifs peuvent étre déclarés apres 48 heures.
Les isolats pour lesquels le géne tox est détecté grace au test
PCR mais qui n'expriment pas la TD a la suite du test Elek sont
déclarés non toxigénes (20); ces cas sont rares au Canada,
représentant 8 % ou moins de toutes les souches contenant le
gene tox (21).

Résultats

Au cours de la période d'étude, un nombre total de 639 isolats
de C. diphtheriae ont été identifiés, dont 638/639 (99 %)
provenant d’humains et 1/639 (1 %) d’'un cheval. Vingt-deux
isolats (n = 17; 77 % provenant d’humains et n = 5; 23 %
provenant d'animaux) de C. ulcerans ont été identifiés, et aucun
isolat de C. pseudotuberculosis n'a été identifié.

Corynebacterium diphtheriae

Entre 2006 et 2012, un nombre moyen de quatorze isolats

de C. diphtheriae ont été soumis pour analyse chaque année.
Entre 2013 et 2015 (soit la période coincidant avec la hausse
de 'utilisation de la technique MALDI-TOF), le nombre

de demandes d’'analyse annuelle était de 40 en moyenne.
Entre 2016 et 2018, le nombre de demandes d’analyse a
augmenté a 115. Entre janvier et juillet 2019, un nombre moyen
de 15 a 16 demandes d'analyse ont été recues au LNM chaque
mois : en extrapolant, cela représente environ 185 demandes
pour cette année. Si l'on compare la période avant |utilisation
de la technique MALDI-TOF pour I'analyse des toxines de

huit souches (en 2006) aux 185 demandes d'analyse prévues
pour 2019, cela représente une hausse de 1 200 % ou 12 fois
plus au cours de la période d'étude (figure 1).

Figure 1 : Demandes d'analyse de toxines pour
Corynebacterium diphtheriae par année, par nombre de
souches toxigénes
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Les souches de C. diphtheriae identifiées provenaient
principalement de I'ouest du Canada (n = 609/639; 95 %),
plus précisément de la Colombie-Britannique, de |'Alberta, de
la Saskatchewan et du Manitoba, et un plus petit nombre de



|’Ontario, du Québec et du Nouveau-Brunswick et de |'extérieur
du Canada (figure 2).

Figure 2 : Demandes d'analyse de Corynebacterium
diphtheriae et de C. ulcerans par province
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Les demandes d'analyse de C. diphtheriae par province

étaient les suivantes (% de n = 631) : Colombie-Britannique,

375 (59 %); Alberta, 134 (21 %); Saskatchewan, 35 (5 %);
Manitoba, 65 (10 %); Ontario, 13 (2 %); Québec, six (0,9 %); et
Nouveau-Brunswick, trois (0,4 %). Aucune demande d’analyse
de C. diphtheriae n'a été regue de la Nouvelle-Ecosse, de
I'lle-du-Prince-Edouard et de Terre-Neuve-et-Labrador, et huit

(1 %) demandes ont été recues de I'extérieur du Canada. Les
demandes d’analyse de C. ulcerans par province étaient les
suivantes (% de n = 22) : Colombie-Britannique, neuf (41 %);
Alberta, deux (9 %); Manitoba, une (5 %); Québec, quatre (18 %);
et Tle-du-Prince-Edouard, cing (23 %, toutes d'isolats d'animaux).
Aucune demande d'analyse de souche n'a été regue de la
Saskatchewan, de I'Ontario, du Nouveau-Brunswick, de la
Nouvelle-Ecosse ou de Terre-Neuve-et-Labrador.

La plupart des 105 souches de C. diphtheriae soumises

en 2019 ont été obtenues a partir d'infections cutanées.
Quatre-vingt-neuf (85 %) spécimens provenaient de sites
cutanés, notamment de I'abdomen et d'abcés/plaies a la
cheville, au bras, au coude, au pied, au doigt, a la téte ou au
crane, a la hanche, a la jambe, au genou, au menton, a la cuisse,
au pouce, au tibia et a I'orteil; 16 spécimens (15 %) provenaient
de sites non cutanés, notamment de culture sanguine (n = 1),
de I'utérus (n = 1), de l'oreille (n = 2), des sinus, du lavage des
sinus, de plaies nasales et du nez (n = 5), de la gorge (n = 4),
d’expectorations (n = 1) et d’origine inconnue (n = 2).

En 2019, 10 souches toxigénes ont été isolées a partir du nez
ou de sites cutanés. Ces demandes d'analyse provenaient

de |'Alberta (n = 8), de la Colombie-Britannique (n = 1) et du
Manitoba (n = 1). Aucun patient ne présentait les symptémes
classiques de la diphtérie respiratoire.
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Corynebacterium ulcerans

Un petit nombre de demandes d'analyse (n = 22, figure 3)

ont permis d'identifier C. ulcerans. Dix-sept (77 %) spécimens
étaient d'origine humaine, obtenus a partir de pus ou de la peau
(plaie au bras, au coude, au pied, a la jambe ou a I'orteil). Cing
spécimens étaient d'origine animale, c’est-a-dire d'un vison

(n =1, poumon), d'un chien (n = 1, oreille), d'un chat (n = 1)

et d'un cheval (n = 2, abcés, peau). Ce type d’analyse a aussi
augmenté d’environ 35 % entre 2006 et 2012 et entre 2013

et 2019 (figure 3). Fait trés important, méme si leur nombre était
faible, nous avons constaté que 10/22 (45 %) des souches de

C. ulcerans produisaient la TD.

Figure 3 : Demandes d'analyse de toxines pour
Corynebacterium ulcerans par année, par nombre de
souches toxigénes
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Notes de bas de page : Cing des souches de C. ulcerans pour 2019 ont été recues d'un
laboratoire vétérinaire. Les 17 autres spécimens ont été obtenus de sources humaines

Discussion

Le LNM a documenté une hausse de 1 200 % ou 12 fois plus

de demandes d’'analyse de la TD pour des spécimens de
Corynebacterium en moins de 15 ans. La plupart sont des
souches de C. diphtheriae non toxigénes d’origine cutanée chez
des humains, isolées en culture pure ou co-isolées en méme
temps que d'autres bactéries Gram positif (6). Méme si leur
nombre était faible dans I'ensemble, une augmentation de 35 %
des demandes d’analyse pour C. ulcerans a été enregistrée,
incluant des souches provenant d’humains et d’animaux.

Des hausses similaires pour C. diphtheriae et C. ulcerans ont
été déclarées dans d'autres pays, notamment aux Etats-Unis
(7-11). Cette hausse est probablement attribuable en partie a
I'utilisation de plus en plus répandue des systemes MALDI-TOF
et a la précision des méthodes d'identification moléculaire.

Elle pourrait également indiquer que C. diphtheriae est un
pathogene émergent pour les infections non respiratoires.

Facteurs cliniques

Les cliniciens canadiens doivent savoir qu'il est de plus en plus
courant d'isoler C. diphtheriae et C. ulcerans chez certains
patients et dans certains types de spécimens. Les souches
doivent étre analysées pour savoir si elles sont toxigenes et, si
oui, une intervention des services de santé publique, incluant
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I'analyse et la surveillance des contacts des patients, pourrait
étre requise en plus des traitements habituels (5).

Un antibiogramme de ces espéces est rarement requis mais
pourrait s'avérer utile. Dans un article récent, nous avons décrit
les résultats d'un test de susceptibilité antimicrobienne d'apres
une étude auxiliaire de 195 souches de C. diphtheriae et de

20 souches de C. ulcerans (22). Bien que ces espéces soient
habituellement sensibles aux antibiotiques de premiére intention
(22), la souche occasionnelle de C. diphtheriae s'est révélée
résistante a la pénicilline ou résistante a plusieurs médicaments
(13,23); I'azithromycine pourrait étre indiquée dans certains

cas (10). Il convient de remarquer que la définition de maladie a
déclaration obligatoire pour la diphtérie au Canada comprend
C. diphtheriae, ainsi que C. ulcerans et C. pseudotuberculosis et,
si la souche est isolée chez un patient symptomatique, elle sera
considérée comme un cas confirmé (5). La diphtérie cutanée sera
aussi considérée comme un cas confirmé si une souche toxigéne
est isolée a partir d’'une plaie ou d'un site cutané (5).

Limites

Les résultats contenus dans le présent document comportent
des limites inhérentes. Les laboratoires ne sont pas tenus de
transmettre ces taxa au LNM aux fins de caractérisation. Par
exemple, le Laboratoire provincial Cadham a lui-méme analysé
la TD par test PCR pour plus de 600 souches de C. diphtheriae
durant les six premiers mois de 2019, et aucune ne présentait
de génes tox (D. Alexander, communication personnelle,

24 juillet 2019). Comme ces analyses n'ont pas été effectuées
par le LNM, les données du LNM contenues dans le présent
document sont sous-estimées.

Pour pouvoir isoler C. diphtheriae ou C. ulcerans dans divers
spécimens cliniques, en particulier a partir de sites cutanés, les
laboratoires locaux doivent étre en mesure de sélectionner et de
reconnaitre ces agents dans la flore présente dans les biomes des
sites cutanés ou respiratoires infectés. Un algorithme pourrait
aider a déterminer les souches putatives de C. diphtheriae ou
de C. ulcerans (1). En outre, il est difficile d'établir si I'absence
de souches révélée par le test de la TD dans le centre et I'ouest
du Canada signifie une absence de cas, ou si ces cas sont plus
rares dans |'ouest du pays. Cela pourrait refléter |'utilisation de
différents documents d’orientation ou de différentes pratiques
de laboratoire.

Recherche future

Idéalement, les prochaines étapes pourraient comprendre des
recherches cliniques et en laboratoire, notamment I'évaluation
de la diphtérie cutanée a titre d'infection émergente et la
collecte de données cliniques plus complétes sur les traitements
et leurs résultats. D'autres recherches en laboratoire sur ces
agents comprennent |I'élaboration consensuelle d’'un systéme
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de typage national et international pour la caractérisation de

ces souches au niveau de la séquence génomique entiére, qui
serait utilisé pour faire le suivi in silico des souches et pour mieux
caractériser leur virulence.

Conclusion

En moins de 15 ans, on a assisté a une hausse marquée du
nombre de demandes d’analyse de la TD pour C. diphtheriae
et C. ulcerans au Canada. Cela pourrait étre attribuable d'une
capacité accrue d'identifier ces agents a |'aide des systémes
MALDI-TOF. Une surveillance continue de ces souches de
bactéries aidera a déterminer si la hausse de demandes
d'analyse au LNM découle uniquement d'une plus grande
précision du diagnostic ou s'il s'agit de nouveaux pathogénes
cutanés.
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