BIOLOGIE & HISTOIRE Diphtérie et zoonose

Actualités sur la diphtérie,
zoonose, a l'occasion
du centenaire des anatoxines
par Gaston Ramon
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RESUME

Apres 10 ans passés dans la préparation peu gratifiante de sérums antidiphtérique, antitétanique, anti-
gangréneux et antivenimeux, le vétérinaire Gaston Ramon a mis au point les anatoxines diphtérique et
tétanique des 1923. Son sens aiguisé de U'observation 'amena a tester le formol pour une meilleure conser-
vation des sérums antitoxiques et finalement découvrir la floculation, le titrage in vitro des toxines et enfin
leur inactivation (formol + chaleur) sans perdre leur pouvoir immunogéne, ouvrant ainsi la voie des vaccins
par anatoxines. Lors de linjection de toxines aux chevaux, il nota que la présence d’'un abces générait une
meilleure production d’antitoxines, y compris chez U'animal multivacciné. Ces observations allaient per-
mettre d’autres découvertes capitales dont les adjuvants de U'immunité, les vaccinations associées et les
rappels vaccinaux. Bien que le plus souvent cité, il n'obtint jamais le Prix Nobel de Médecine. Si la diphtérie
reste trés minoritaire dans les pays pratiquant la vaccination par anatoxine, elle est devenue une zoonose
due & Corynebacterium ulcerans, transmise surtout par le chat et le chien et capable de synthétiser la toxine
diphtérique véhiculée par un prophage.
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INTRODUCTION

L'année 1923 est marquée par la découverte par un
vétérinaire, le docteur Gaston Ramon, d’'un nouveau
type de vaccin antitoxine, Uanatoxine diphtérique,
obtenue en inactivant la toxine diphtérique par le
formol et la chaleur (Ramon, 1923). Jusqu'alors, les
vaccins étaient vivants atténués depuis Edward Jen-
ner avec la vaccine vers 1790, les vaccins de Louis
Pasteur contre le choléra des poules, le charbon
ovin, le rouget du porc ou encore la rage, en parti-
culier chez le chien et le lapin entre 1872 et 1882
et enfin en 1921, le vaccin antituberculeux chez
les bovins, puis le nouveau-né avec le BCG (Bilié
Calmette Guérin). Cette toute nouvelle étape de
la vaccination, ouverte par la découverte du vaccin
antidiphtérique, est suivie en 1925 par la vaccina-
tion antitétanique également proposée par Gaston
Ramon (Figure 1). Un tel succés planétaire dans la
prévention d'au moins deux importantes maladies
infectieuses, la diphtérie et le tétanos, justifie d’en
rappeler certains faits, un siecle apres, d'autant que
ce vétérinaire reste le candidat le plus souvent cité
(155 fois entre 1930 et 1953) au prix Nobel de Méde-
cine sans Uobtenir (https://www.nobelprize.org/
nomination/archive/show_people.php?id=7930).

Le nombre de vies sauvées a été récemment estimé
d, au moins, 60 millions (www.linternaute.com/
actualite/societe/1421062-les-30-inventions-qui-
ont-sauve-le-plus-de-vies/1421522-vaccin-diphte-
rie-et-tetanos).

Fig.1- Gaston Ramon (Wikimedia commons).

LA DIPHTERIE EN 1923

Cette maladie infectieuse et contagieuse propre
a U'homme est due au bacille de Klebs-Loeffler
(Corynebacterium diphtheriae) découvert en 1884.
Cette bactérie produit une toxine provoquant des
lésions locales, congestives, hémorragiques et
enfin nécrotiques au point de pénétration dans
l'organisme, le plus souvent, la gorge. Vers 1820,
Pierre Bretonneau distingue la diphtérie des autres
angines «couenneuses>». Il observe la formation
d’un réticulum de fibrine constituant la «fausse
membrane» ou en grec, «diphthera» donnant le
nom ¢ la maladie. Sa gravité dépend de la locali-
sation de celle-ci, Uatteinte du larynx entrainant la
forme suffocante ou croup, et surtout de la diffu-
sion de la toxine par voie sanguine, génératrice de
diverses lésions organiques (nerveuses, rénales, sur-
rénales...) susceptibles d’entrainer la mort. Armand
Trousseau décrivait déja, en 1861, les paralysies
diphtériques et la forme maligne de cette maladie.
On parle donc de toxi-infection, frappant surtout les
enfants.

Au XIXe siecle, la diphtérie était la premiere cause
de mortalité infantile en Europe. Cette angine tou-
chait jusqu'd 30 000 personnes par an en France et
tuait un enfant infecté sur deux. En 1894, Emile Roux
annonga qu'un sérum équin riche en anticorps contre
cette toxine faisait chuter la mortalité de moitié.
Ainsi la sérothérapie antidiphtérique précédera la
vaccination par U'anatoxine découverte trente ans
plus tard par Gaston Ramon. Cette découverte
tardive obtenue en plusieurs étapes mérite d'étre
contée (Ramon, 1957).

DECOUVERTE DE LA REACTION
DE FLOCULATION (1922)

Gaston Ramon, dipldmé de UEcole Vétérinaire d’Al-
fort, entre en 1911 & Uannexe de Ulnstitut Pasteur
de Garches pour étre affecté & la production de
sérums (Ramon, 1957). Pendant prés de 10 ans, sa
téche ingrate consiste, sous la direction du vétéri-
naire Alexis Prévot, & immuniser des chevaux, et
produire des sérums antidiphtérique, antitétanique,
antigangréneux, voire antivenimeux... (Figure 2). La
demande par les armées était particulierement
importante lors du premier conflit mondial. Afin
d’éviter la contamination microbienne des sérums
et suite & la demande d’Emile Roux, directeur de
Ulnstitut Pasteur, il a lidée d'adjoindre du formol
aux sérums afin d’éviter les contaminations acci-
dentelles. Il avait appris au cours de ses études
vétérinaires que l'adjonction du contenu d’'un dé a
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Fig. 2 - Prélevement de sang contenant des anti-

toxines & Uannexe de UlInstitut Pasteur de Garches
(https://phototheque.pasteur.fr).

coudre de formol dans un litre de lait lempéchait
de tourner. De plus, il utilisa le chauffage & 55 °C
qui avait été largement utilisé plusieurs années
auparavant par Louis Pasteur pour la conservation
des vins envoyés en Angleterre (pasteurisation)
(Ramon, 1957).

Désireux d'effectuer des recherches et malgré Uop-
position d'Alexis Prévot, il obtient d’Emile Roux en
1920, un minuscule local de quelques metres carrés
¢ Garches prés de son logement, mais sans aucun
laborantin. Disposant de toxines et d’antitoxines,
d’'un bain-marie, de tubes de verre, de seringues et
de pipettes, Gaston Ramon découvre fortuitement
que Uadjonction de formol destinée & éviter les
contaminations au mélange toxine-antitoxine préa-
lablement chauffé & 37 °C entrafinait une réaction
de floculation : de fins flocons, visualisés dans le
tube de verre gréce & une vieille lampe de projec-
tion, apparaissaient d'abord uniformément répartis,
puis s‘agglutinaient (Ramon, 1957). Cette flocula-
tion était d’autant plus intense que les mélanges
de la toxine et d'antitoxine s'étaient mutuellement
saturés. Cette observation permet alors une nou-

Diphtérie et zoonose

velle méthode de dosage in vitro de Uantitoxine
diphtérique, plus rapide et moins dispendieuse que
U'épreuve in vivo d’Ehrlich par injection au cobaye.
Ainsi @ 10 ml de filtrat diphtérique est ajouté 1,
0,9, 0,8, 0,7.. ml de sérum antidiphtérique d’origine
chevaline. La floculation ou forme d'immunoprécipi-
tation est un phénomene d'agrégation de matiéres
en suspension et les flocons sédimentent permet-
tant un processus d’enrichissement. Ce procédé
est utilisé pour la préparation des anatoxines diph-
térique et tétanique, respectivement en 1923 et
1925 ou encore pour titrer Uantitoxine diphtérique
(Ramon, 1957).

DECOUVER'I:E DE L’ANATOXINE
DIPHTERIQUE (1923)

En 1888, Emile Roux et Alexandre Yersin montrent
gue le bacille de la diphtérie (C. diphtheriae) pro-
duit une toxine. Puis Emil von Behring, assisté de
Kitasato Shibasaburd dans le laboratoire de Robert
Koch & Berlin, découvre U'antitoxine diphtérique en
1890 dans le sang des cobayes inoculés avec de la
toxine diphtérique, préalablement traitée au trichlo-
rure d’'iode, autre antiseptique. En 1894, Emile Roux
annonce aprés des essais ¢ grande échelle qu'un
sérum riche en anticorps contre la toxine diphté-
rique, préparé chez le cheval, fait chuter la mortalité
infantile de moitié (Bazin, 2008).

Finalement, ce n'est qu'en 1923 que Gaston Ramon
démontre que la toxine diphtérique ayant subi l'ac-
tion simultanée d’'une petite quantité de formol
(3-5 ml/l) et de la chaleur (40-42 °C) pendant
un mois se transforme en un dérivé inoffensif qui
conserve intact son pouvoir vaccinant : il lui donne
le nom d’anatoxine diphtérique (Ramon, 1923). En
Angleterre a la méme période, Alexander-Thomas
Glenny obtient par hasard une forme atténuée
de toxine diphtérique gu’'il dénomme « toxoid» en
immunisant des chevaux avec un lot de toxine pré-
paré dans un grand récipient ayant été au préalable
en contact avec du formol, car non autoclavable
(Bazin, 2008).

Gaston Ramon s’injecte U'anatoxine pour bien mon-
trer son innocuité, puis & quelques condisciples qui
consentent aussi & vacciner leurs enfants et a les
mettre ensuite en contact avec des malades ou des
convalescents de diphtérie (Bazin, 2008). Apreés
quelques essais, la vaccination par U'anatoxine est
introduite en France & partir de 1927 et obligatoire
G partir de 1938 pour les enfants dgés d'un an ¢
14 ans. Elle avait déja été rendue obligatoire dans
Uarmée francaise en 1930 (Ramon, 1957).
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AUTRES DECOUVERTES VACCINALES
(1925-1926)

Anatoxine tétanique

Avant la découverte de U'anatoxine tétanique, divers
essais ont eu lieu comme lindigue lui-méme Gaston
Ramon : «nous rappellerons les toutes premiéres
tentatives d’immunisation antitétanique active
effectuées par notre collegue Henri Vallée et Louis
Bazy, durant la guerre 1914-1918, chez des blessés
hospitalisés, & l'aide de mélanges préparés extempo-
ranément, de toxine tétanique et de liquide de Gram
(que nous leur fournissions d’ailleurs nous-méme),
mélanges en tout point semblables & ceux que nous
utilisions & l'époque pour l'immunisation des che-
vaux producteurs de sérum antitétanique et que
Vallée et Bazy employaient chez leurs blessés sous
le couvert de l'antitoxine spécifique » (Ramon, 1957).
En 1923, Uanatoxine tétanique est obtenue selon la
méme méthode que U'anatoxine diphtérique et en
1925, Gaston Ramon vaccine les animaux domes-
tiques en collaboration avec Pierre Descombey. De
1925 & 1927, les essais de vaccination sont poursui-
vis sur plus de 300 chevaux de fagon & préciser les
conditions d’'une immunisation pleinement efficace :
double injection, perfectionnement de Uimmunité
par Uemploi de substances adjuvantes et par lin-
jection de rappel, on peut alors passer & 'homme...
et les premiers vaccinés sont des militaires du Val-
de-Gréce avec la collaboration de Pr. Christian
Zoeller (Ramon, 1957). Ce procédé d'inactivation a
été étendu dés 1924 aux venins introduisant la notion
d’anavenins ainsi qu'a d’autres microorganismes tels
Uanatoxine botulinique, celle du bacille de Preisz-
Nocard (Corynebacterium pseudotuberculosis)...

Vaccins associés

Des 1923-24, Gaston Ramon établit le «prin-
cipe des vaccinations anatoxiques (diphtérique,
tétanique, etc.)», puis en 1926, celui des «vac-
cinations associées» en ajoutant lUanatoxine
diphtérique aux vaccins bactériens antityphoidique
et antiparatyphoidique (vaccin TA.B. = triple associé
bactériologique) (Ramon, 1957). La pratique séparée
de trois vaccinations (antidiphtérique, antitéta-
nique, antityphoidique) exige sept & neuf injections
& espacer d’'une quinzaine de jours, sans compter
les injections de rappel. Cette vaccination triple est
alors rendue obligatoire dans Uarmée des 1931.

Adjuvants de Uimmunité

Gaston Ramon remarque que, chez certains che-
vaux producteurs de sérums, la présence d'une forte

réaction inflammatoire (abces) au point d’injection
de la toxine est corrélée a laugmentation du taux
sérigue d’antitoxines. Continuant ses observations, il
constate qu'un abcés n'est pas nécessaire pour cette
forte production d’anticorps, un simple cedeme
inflammatoire suffit. Cette observation le met sur la
voie des adjuvants de Uimmunité. A cette fin, il ajoute
au début & Uanatoxine des substances inertes, diffi-
cilement résorbables, comme le tapioca, le chlorure
de calcium, ou encore Ualun... (Ramon, 1957). Ainsi le
«principe des substances adjuvantes et stimulantes
de Uimmunité>» est introduit en 1925. Poursuivant
patiemment ses titrages, il démontre que des injec-
tions de rappel & intervalles relativement éloignés
entrafnent, par une exaltation d’anticorps, un renfor-
cement considérable de Uimmunité.

LA DIPHTERIE EN 2023::
PLUTOT UNE ZOONOSE

Gréce & Gaston Ramon, la vaccination a été si effi-
cace que la maladie a pratiquement disparu dans les
pays la pratiquant. Cependant, & la suite & la chute
de U'empire soviétique dans les années 1990, une
recrudescence de cas de diphtérie est observée chez
homme (Zakikhany & Efstratiou, 2012). A Uheure
actuelle, il est possible de constater que la diphtérie
sous la forme d’'une angine pseudo-membraneuse a
pratiquement disparu en France et dans les autres
pays pratiquant la vaccination. Néanmoins, quelques
cas sont rapportés annuellement avec aussi d'autres
localisations, en relation avec Uimmigration, du
moins dans certains départements d’outre-mer ou
encore et surtout chez les propriétaires de chats
ou de chiens. Ainsi, la diphtérie est devenue une
zoonose si 'on considere que plus de la moitié des
cas sont en relation avec un animal, porteur d'une
souche de Corynebacterium ulcerans et non de C.
diphtheriae, rarement Corynebacterium pseudo-
tuberculosis (www.pasteur.fr/fr/centre-medical/
fiches-maladies/ diphterie). D’ailleurs, lors d’une
séance commune de 'Académie Nationale de Méde-
cine et de UAcadémie Vétérinaire de France, tenue
le 9 mars 2006 et intitulée : «les zoonoses, passé,
présent et G venir», nous avions évoqué le terme
de : «future maladie émergente» avec le déve-
loppement de la zoothérapie (www.persee.fr/doc/
bavf_0001-4192_2006_num_159_2_8913). L'ob-
servation de diverses infections chez 'homme avec
une souche de C. ulcerans toxinogéne est mainte-
nant mondiale, mais avec une préférence pour les
pays européens (Both et al. 2015 ; Dias et al. 2011 ;
Hacker et al. 2016 ; Otshudiema et al. 2021). Tiwari
et al. (2008) rapportent 38 cas mortels lors d'infec-
tion a C. ulcerans, producteur de toxine.
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Le réservoir animal

La notion de transmission de C. ulcerans du bétail
& Uhomme date surtout des années 1980 et per-
siste depuis (Bostok et al. 1984, Hart, 1984, Hacker
et al. 2016). Cependant cette corynébactérie a été
isolée depuis dans divers réservoirs animaux sau-
vages (cerf, dromadaire, écureuil, hérisson, hibou,
orque, panthére, putois, rat, renard, sanglier, singe)
et domestiques (chat, chévre, chien, cheval, porc,
vache) (Abbott et al. 2020 ; Berger et al. 2013 ; Ber-
ger et al. 2019 ; Boschert et al. 2019 ; Boschert et
al. 2014 ; Bostock et al. 1984 ; Eisenberg et al. 2014 ;
Eisenberg et al. 2015 ; Hart et al. 1984 ; Hoefer et
al. 2022 ; Katsukawa et al. 2016a ; Katsukawa et al.
2016b ; Marini et al. 2014 ; Morris et al. 2005 ; Olson
et al. 1988 ; Seto et al. 2008 ; Sting et al. 2015 ;
Tejedor et al. 2000 ; Thomas et al. 2022 ; Zendri et
al. 2021).

Diphtérie et zoonose

L'épidémiologie

Si diverses espéces animales peuvent transmettre
C. ulcerans & 'homme, il convient d’avoir a Uesprit,
la prédominance d’'une part, des especes domes-
tigues comme le chat et le chien et d’autre part, de
souches toxinogenes (Tableau 1). Les femmes sont
nettement plus exposées en raison des soins pro-
digués & U'animal, particulierement au moment de
son repas. En général, U'dge du patient est supérieur
0 60 ans. Cette borne liée & U'dge s’explique par le
fait que, comme pour la vaccination antitétanique,
les vaccinations par anatoxine généerent une immu-
nité de longue durée. Dans les rares cas de survenue
plus précoce, l'infection humaine peut étre liée d un
état d'immunodépression ou & une activité profes-
sionnelle plus exposée, éleveur de porc ou étudiant
vétérinaire (Berger et al. 2013 ; Lartigue et al. 2005;
Taylor et al. 2010 ; Yoshimura et al. 2014).

Pays | Patient | Age | Clinique | Toxine | Animal Référence
F 86 Laryngopharyngite + Chat Berger et al. 2011
H 53 Lésion cutanée + Chien Meinel et al. 2015
Allemagne Lésion cutanée + Chat, chien Jenssen et al. 2017
H Diphtérie cutanée + Porcs Berger et al. 2011
H 53 Fasciite nécrosante + Chiens Meinel et al. 2015
Belgique B 72 Ulcération jambe + Chat Detemmerman et al. 2013
Danemark H 61 Lésion cutanée - Chien Fuursted et al. 2015
F 47 Laryngopharyngite + Chien Lartigue et al. 2005
France F 71 Laryngopharyngite + Chien Aaron et al. 2006
F 80 Cellulite + Chat Vandentorren et al. 2014
F 52 Diphtérie cutanée + Chat, chien... Levi et al. 2021
H 20 Amygdalite + Animaux Taylor et al. 2010
Grande- F 67 Infection cutanée + Chat, chien Moore et al. 2015
Bretagne F 67 Laryngopharyngite + Chien Haywood et al. 2017
F 60 | Lésion cutanée (doigt) + Chien Othieno et al. 2019
[talie F 70 Pneumonie Chien Monaco et al. 2017
F 55 Péritonite - Chien Kimura et al. 2011
F 37 Abceés sous-cutané + Chat Urakawa et al. 2014
H 55 | Abces ganglionnaire + Chat Yoshimura et al. 2014
Japon F 66 Laryngopharyngite + Chat Otsuji et al. 2017
F 66 Pneumonie + Chat Yasuda et al. 2018
F 63 Dyspnée membrane + Chat Wake et al. 2021
F 73 Pneumonie + Chat, chien Takahashi et al. 2023
Suisse H 29 Ulcere cutané = Chat Corti et al. 2012

Tableau 1 - Revue de la littérature sur les infections humaines a Corynebacterium ulcerans et réservoir animal.
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Figure 3 - Examen microscopique aprés coloration de Gram
et culture de 24 heures sur gélose au sang.

La bactérie

Le diagnostic bactériologique d’'une corynébactérie
telle que C. ulcerans ne pose pas de difficulté parti-
culiere. En l'absence de localisation oropharyngée,
mais plutdt cutanée, il s'agit d’'un diagnostic le plus
souvent fortuit. L'examen direct oriente aisément
vers une corynébactérie en présence de bacilles &
Gram-positif (1-8 uw/0,3-0,8 u), droits ou incurvés
avec des renflements (poire ou massue) et quel-
quefois, des formes ramifiées avec une disposition
particuliere en caractéres chinois ou encore en
palissade (Figure 3). La rareté d'isolement de cette
espece expligue 'absence de certains milieux spé-
cifiques préparés & U'avance tels que le milieu de
Loeffler ou celui de Tinsdale. Aussi l'isolement est-il
plutdt obtenu en 24-48 heures sur gélose au sang
(Figure 3) et lidentification, soit avec une galerie API
Coryne, soit en disposant d'un équipement MALDI-
TOF (Moller et al. 2020 ; Rau et al. 2019).

Cependant, la réelle difficulté est de rechercher la
production de toxine (test d’Elek, PCR, multiplex en
temps réel, séquencage génomique) et de confir-
mer le diagnostic bactériologique, d'autant que la
taxonomie de ce genre a évolué avec la création
de nouvelles espéces (Badell et al. 2019 ; Melni-
kov et al. 2022 ; Seth-Smith & Egli, 2019). Aussi
Uenvoi le plus rapide possible au Centre Natio-
nal de Référence correspondant (Institut Pasteur)
est-il nécessaire, d'autant que C. ulcerans entre
maintenant dans les corynébactéries du complexe
diphtheriae, donc soumise @ déclaration obligatoire
en France (www.pasteur.fr/fr/sante-publique/CNR/
les-cnr/). Une troisieme espéce, Corynebacterium
pseudotuberculosis, transmise & Uhomme par les
petits ruminants, pourrait également produire la
toxine, ce qui n‘a pas été le cas en France en 2020.

CONCLUSION

Apres la découverte des vaccins vivants atténués, le
plus souvent par Louis Pasteur dés les années 1880
contre le choléra des poules, le charbon ovin, le rou-
get du porc, la rage canine, puis par les pastoriens
Calmette et Guérin contre la tuberculose bovine,
puis humaine, une deuxiéme étape triomphante des
vaccins allait honorer un autre pastorien, le vété-
rinaire Gaston Ramon. Celui-ci avec la découverte
des toxines atténuées ou anatoxines (diphtérique,
tétanique) a permis la presque disparition de la diph-
térie et du tétanos lors de vaccinations obligatoires.
Il est étonnant que de simple vétérinaire occupé ¢
produire des sérums ou antitoxines chez le cheval
pendant 10 ans, tdche ingrate il est vrai, Gaston
Ramon se soit servi de cette longue expérience
gréce & son sens de l'observation tres aigu et son
esprit curieux pour proposer ses inestimables décou-
vertes et ce, en moins de cing ans (1923-1928), a
savoir le vaccin antidiphtérique, le vaccin antitéta-
nique, les adjuvants de U'immunité, les vaccinations
associées et les rappels vaccinaux. Cependant je
ne cite que ses découvertes les plus importantes
(https://webext.pasteur.fr/biblio/ressources/ his-
toire/ramon.php). On comprend ainsi qu’il ft le
savant le plus souvent remarqué par UAcadémie
suédoise entre 1930 et 1953 sans toutefois étre
honoré par le Prix Nobel de Médecine (www.nature.
com/articles/nature.2016.20781). Le premier cen-
tenaire du vaccin antidiphtérique justifiait une telle
reconnaissance d’'autant qu'au paradigme bien com-
préhensible d'«Une Médecine» des années 1890 ait
succédé celui tout aussi justifié d'«Une Santé» des
années 2010. Enfin, le nobélisé pastorien, Charles
Nicolle, n‘avait pas prévu ce curieux destin d'une
maladie infectieuse humaine, la diphtérie, devenant
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une zoonose transmise plutdt par Uanimal de com-

pagnie (chat, chien), et ceci, gréce & un corynéphage

baladeur, porteur du gene tox.

Conflit d’intérét : aucun.
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