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1. Introduction 1

L INTRODUCTION

LL GENERALITES

L'encéphalite 3 tiques verno-estivale dEurope centrale (couramment
abrégée FSME en Suisse, d'aprés sa dénomiration en allemand: Friihsommer
Meningoenzephalitis), est une atteinte cérébrale due au variant enropéen do
virus TBE. Bien que grave, c'est en Suisse une affection rare ayant
exceptionnellement une issne fatale.

La borréliose de Lyme est une maladie systémique due & une bactérie,
Borrelia burgdorferi Johusou et al. Beancoup plus fréquente que
I'encéphalite A tiques, elle se manifeste clinviquement par des atteintes
cutanées, rhumatologiques, neurologiques, voire cardiagues.

Les deux agents pathogéues sont transmis i I'homme principalement par le
méme vecteur: [xodes ricinus (L.). Cette tique, la plus commune de Sunisse,
abonde dans toutes les foréts de feunillus situées en-dessous de 1'000 m.
d'altitude. Peu exigeante quant au choix de ses hotes, elle pique facilement
I'homme, qui peut aiusi &tre infecté par les microorgavismes qu'elle
transporte. Toute personne fréquentant les milieux forestiers, réguliérement
ou non, s'expose au risque potentiel de contracter l'une ou l'autre de ces
maladies.

Le présent travail vise a apporter une contribution 3 'actualisation et 3 la
compréhension de I'épidémiologie de l'encéphalite & tiques et de la
borréliose de Lyme en Suisse.

2. L’ENCEPHALITE A TIQUES

L'encéphalite 2 tiques est considérée par 'Organisation moudiale de la santé
{OMS) comme I'une des plus importantes arboviroses d'Europe [315]. Sur le
plan des affections du systéme nerverx ceetral d'origine virale, elle arrive
en Suisse eu quatridme position aprés les iofections & Picomavirus, virus
ourlien et Varicella-zoster [163).



2 I. Introduction

1.2.1, DEFINITION ET SYSTEMATIQUE

"Encéphalite a tiques” est un terme désignant uue entité clinique, un
eusemble de symptémes nenrclogiques ayant pour cause une infection par un
Flavivirus transmis lors d'une piqiire de tique.

Les virus faisant intervenir dans leur cycle des arthropodes vecteurs sout
regroupés sous le terme général d'Arbovirus. Les arbovirus sont définis par
I'OMS comme des "virus qui subsistent dans la nature esseuntiellement ou en
grande partie grice 4 la transmission biclogique entre hétes vertébrés
sensibles par des arthropodes hématophages; ils se multiplient et provoquent
une virémie chez le vertébré, prolifeérent dans les tissus de I'arthropede et
sont transmis A un nouveau vertébré par l'arthropode piqueur aprés une
période d'incubation extrinséque” [314].

Sur plus de 500 Arbovirus catalogués, 68 appartiennent au genre Flavivirus
(famille des Flaviviridae). 18 d'entre eux sont considérés comme étant
transmis par des tiques [141].

Les Flavivirus sont des particules sphéniques de 40-50 nm de diamétre.
Leur génome consiste en une molécule monecaténaire d'acide ribonucléique
(ARN) de polarité positive et de poids moléculaire (PM) de 4x106( = 10,5
kb). 11 est protégé par uve capside de nature protéique de 25-30 nm de
diamétre. La nucléocapside est entourée d'une enveloppe lipoprotéique de
35-45 nm omée de péploméres ("spikes”) de 5-10 nm, formant un hale
continu visible sur certaines préparations (78, 323).

3 polypeptides de structure ont été mis en évidence: la glycoprotéine E
{envelope} de PM 51'000-59'000, la protéine C (core) de PM 13-16'000 (ces
deux protéines E et C, associées A des lipides, constituant 'enveloppe), et une
protéine M (membrane-like) de PM 7'000-9'000 (78, 323). Dans les
particules virales intracellulaires, la protéine M est remplacée par un
précurseur, la protéine preM, de PM 20-24'000 [78]. Heinz et Kunz [120]
ont déterminé, pour divers isolats européens du virus TBE, des poids
moléculaires respectifs de 55'000 (E), 15000 (C) et 6'500-7'500 (M). La
glycoprotéine E est le plus important déterminant antigénique viral induisant
la réponse immunitaire [120, 323],

La répiication de I'ARN viral a liew dans la région périnucléaire de la
cellule-héte; 1a maturation s'effectue dans des vésicules intracytoplasmiques.
La preduction virale dure 3-4 jours et n'interrompt pas la synthése dARN
et de protéines de la cellule infectée [78, 219, 323).

Les virus responsables d’encéphalites 4 tiques sont classés dans un sous-
groupe antigénique du geure Flavivirus, le "complexe TBE” (de tick-borne
encephalitis). La piupart des 12 virus et sous-types viraux de ce complexe
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{78] sont connus pour occasionner des encéphalites chez 1'homune, certaines
de ces affections évoluant par ailleurs en formes hémorragiques.

En Europe, on rencontre trois formes d'encéphalite liées 2 des piqiires de
tiques:’

I'encéphalite d'Europe centrale (CEE), objet du présent travail, est due
au variant européen do virus TBE. C'est une maladie typiquement
biphasique, de pronostic généralement favorable; son taux de mortalité
dépasse rarement 1% [126, 134, 282, 315), bien que le chiffre de 4,6 %
ait été atteint lors d'une épidémie survenue en Autriche [106]. Son aire
de répartition recouvre toute I'Europe 2 l'exception du Portugal, de
I'Espagne, du Bénélux et des Iles britanniques; son principal vecteur est
L. ricinus.

l'encéphalite vemo-estivale russe (RSSE) s'étend de 1'ouest de la Russie

au Kamtchatka et au nord de la Chine [117]. De type monophasique,
c'est une affection sévére, dont le taux de montalité peut atteindre 30-
38% lors de certaines épidémies [230, cité par 37]. Les séquelles sont
courantes [115] et la maladie peut évoluer en des formes chroniques
[247}. Son agent étiologique, le variant extréme-oriental du virus TBE,
est véhiculé par plusieurs espices de tiques, la plus importante étant /.
persulcatus.

L'aire de répartition des deux variants du virus TBE recouvre celle de
leurs principaux vecteurs. Ainsi, on peut observer, dans les zones
marquant la limite de répartition d/. ricinus et I, persulcatus, des foyers
de CEE et de RSSE 2 faible distance les uns des antres [115].

le Louping T1l, dii an virus du méme nom (L1} se trouve essentiellement
en Grande-Bretagne, en Irlande et en Ecosse, ol il est connu depuis des
sigcles [63]). De récentes études ont en outre démontré 'existence d'une
forme semblable de maladie en Espagne, en Bulgarie, en Turquie et en
Norvege {136, 264]. Transmis par /. ricinus, qui semble étre son unique
vecteur, il affecte essentiellement le mouton. Il peut cependant
provoquer de graves épidémies chez le lagopéde d'Ecosse (Lagopus
lagopus scoticus), avec une mortalité proche de 80 % [263]. Chez
I'homme, ce virus ne provoque généralement qu'une encéphalite 1égere,
de type biphasique. Les cas d'infection sont rares et concement surtout
les bergers et e personnel de laboratoire manipulant le virus [63].

Par commodité, et bien qu'il n'ait pas de statut spécifique, nous désignerons
dans ce travail le virus responsable de l'encéphalite 3 tiques d'Europe
centrale par le terme "virus CEE".
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1.2.2. MANIFESTATIONS CLINIQUES

La description des symptomes de 'encéphalite A tiques varie légérement d'un
auteur A l'autre. Nous présentons ci-dessous une synthése de diverses
publications [13, 106, 162, 163, 282, 293, 329].

L'encéphalite 4 tiques se déroule en deux phases distinctes:

La phase primaire débute 1-30 jours (généralement 1-2 semaines) aprés la
piqiire. Elle se manifeste par un mal-étre général évoquant une affection
grippale, et une fitvre ne dépassant pas 39 ©C. Elle correspond a la phase
virémique de la maladie [152]. Les symptdmes disparaissent spontanément
apres 1-7 jours. La maladie évolue alors le plus souvent vers une guérison
définitive.

La phase secondaire se développe dans 5-30% des cas d'infection (en
Suvisse: moins de 10% [197, 329]). Elle survient aprés une phase
intermédiaire asymptomatique d'une durée de 1-12 jours (généralement 1
semaine) et correspond 2 I'envahissement du systéme nerveux central par le
virus. Elle prend la forme d'une méningite, méningoencéphalite,
méningoencéphalomyélite, méningoradiculonévrite ou radiculomyélite, et
occasionne, selon la forme de I'atteinte, une figvre élevée (jusqu'a 42 °C),
des vomissements, des paralysies (localisées le plus souvent dans les
membres supérieurs ct les épaules), une photophobie, des troubles du
sommeil, des symptomes psychiatriques (délires, psychoses), des difficultés
respiratoires ou des atteintes neurologiques diverses pouvant entrainer un
coma, voire la mort. Des formes épileptiques ont également été décrites
1107, 163, 315). D'une maniére générale, 1a maladie est d'autant plus sévére
que le patient est 4gé, surtout a partir de 60 ans [27, 126, 163, 266]. Selon le
type d'atteinte (méningite, méningoencéphalite, etc), les sympidmes peuvent
durer quelques jours A plusieurs semaines, et 1a convalescence plusicurs mois
[134, 162, 163]. Des troubles résiduels tels que maux de téte ou de dos,
paralysies, vertiges, faiblesses, problemes sensoriels, peuvent persister
quelques mois, voire des années [134, 163].

1.2.3, TRAITEMENT, PREVENTION

Le traitement de I'encéphalite A tiques est purement symptomatique. Une
protection individuelle peut étre assurée par le recours 2 la vaccination. Le
produit disponible en Suisse confére une immunité proche de 100% aprés 3
injections intramusculaires échelonnée sur 10 mois {18]; un rappel est ensuite
nécessaire tous les 3 ans. Une protection postexpositionnelle ou pour un
séjour de courte durée dans ume région i risque peut étre apportée par
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I'administration d'immunoglobulines (60-70% de protection) [18]. Selon le
producteur, cette sérothérapie peut étre administrée jusqu'a 96 heures apres
la piqiire de tique; néanmaeins, I'Office fédéral de la santé publique (OFSP)
recommande de ne pas dépasser le délai de 48 heures, l'efficacité d'une
administration tardive n'étant pas démontrée de maniére convaincante [224].

On considére que le fait davoir été en contact avec le virus, avec ou sans
développement de la seconde phase de la maladie, confére une immunité
définitive {40].

1.2.4, HISTORIQUE

L'encéphalite a tiques a été reconnue comme maladie bien définie & 1a suite
d'épidémies survenues en Sibérie au début des années 1930, dans des
chantiers de défrichage [115). Des recherches entreprises dés 1937
permirent d'isoler le virus responsable i partir du sang de patients et de
tiques de l'espéce I. persulcatus [337].

La forme occidentale de Ja maladie est connue depuis 1927 au moins en
Autriche [284]. C'est Schneider qui, en décrivant en 1931 une maladie
survenant régulierement, au début de 1'été, dans le district de Neunkirchen
(sud de Vienne), donna i ce syndrome une entité propre. Il ne put cependant
en €lucider I'étiologie et il fallut attendre 1957 pour que Moritsch et
Krausler, en isolant le virus & partir d'un patient, scient en mesure de
prouver que l'affection décrite en Autriche était une encéphalite & tiques

[208].

Mais c'est aux chercheurs tchécoslovagues que l'on doit la reconnaissance de
Iagent éticlogique et de 1'épidémiologie de I'encéphalite 2 tiques d'Europe
centrale: en 1948, des cas cliniques de cette maladie furent décrits chez des
habitants du centre de la Bohéme [123]; le virus CEE fut isolé la méme
année a partir du sang d'un patient et d'/. ricinus [81, 255].

1.2.5, DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE

Actuellement, la présence du virus CEE, attestée par des cas cliniques de
maladie, dcs sérologies positives ou des isolements viraux, est reconnue dans
la presque totalité des pays d'Europe: cuest de la Russie [115], Biélorussie
[144], Lenonie, Lituanie, Ukraine [115], Pologne [250], République tchéque
[255), Slovaquie {104, 154], Hongrie {206], Roumanie {315], Bulgarie [234],
Grece [19, 54], Turquie [315], Albanie [71], Slovénie [186], Croatie [42],
ancienne Yougoslavie [43], ltalie [313], Suisse [330], France [116, 189],
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Liechtenstein [164], Autriche [208], Allemagne [262], Danemark [315],
Norvége [308), Sugde [332] et Finlande [48].

I.2.6. CYCLE EPIDEMIOLOGIQUE

De unombreux isolements de virus CEE ont éié effectués, tant A partir
d'arthropodes que de vertébrés capturés dans la vature ou infectés
expérimentalement. Ces résultats doivent &tre interprétés avec prudence dans
la mesure ob la présence du virus dans Y'organisme d'un animal ue signifie
pas nécessairement que celui-ci joue un réle prépondérant dans
I'épidémiologie de la maladie. Ainsi, la transmission du virus CEE a £té
vérifiée expérimentalement chez Rhipicephalus appendiculotus [170],
Haemaphysalis spinigera [223], Hm. turturis (223] et Hyolomma dromedarii
[144], quatre espices de tiques ixodides absentes de l'aire de répartition de
I'encéphalite & tiques. Dans le méme ordre d'idées, Ernek ef of ont démontré
la présence du virus CEE dans le sang de canards colverts (Anas
platyrhynchos) infectés par des I. ricinus virulents; cependant, les
opportunités de rencountre naturelle de ces Anatidés avec . ricinus sont trop
faibles pour qu'ils puissent étre considérés comme partie prenante du cycle
épidémiologique du virus [74].

Plutét que de dresser la liste exhaustive des hétes et vecteurs poteutiels ou
avérés du virus CEE, nous n'en citerons douc que les plus importants, ou
ceux qui présentent des particularités épidémiologiques.

1.2.6.1. Vecleurs

I. ricinus est le vecteur principal du vims CEE. L'incidence d'infection chez
cette tique varie eutre moins de 0,1 % et prés de 6 % selon le foyer [99,
133, 197, 315]. La transmission transovarienne est un phénomeéne rare (62,
259] et les larves & jeun ne sont qu'exceptionnellement trouvées porteuses de
virus CEE dans la nature.

Le réle de vecteur et l'isclement du virus & partir de tiques sauvages ont
également été démontrés avec /. {Pholeoixodes) hexagonus [167, 300}, Hm.
concinna [158, 267), Hm. punctata {98, 234] et Hm. inermis (102, 160, 222).
Selon Gresikova et al [102), cette dernitre espéce pourrait fonctionner
comme vecteur principal du virus CEE dans les zones xérothermiques du
sud de I'Europe. /. trionguliceps est considéré comme un vecteur non
négligeable en Slovénie [161], tandis qu'/. gibbosus fonctionne comme
vecteur de remplacement d'l. ricinus dans cerntains foyers méditerranéens de
Croatie [315]. En raison de leurs préférences trophiques [207], ces tiques
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doivent cependant n'étre considérées que comme des agents occasionnels de
transmission du virus 3 'homme - & I'exception peut-étre d. gibbosus, dont
de nombreux spécimens ont €t retrouvés fixés sur 'homme [207).

La transmission transstadiale a éié vérifiée chez Dermacentor reticulatus
[157), D. andersoni [144] et D. marginatus [157), des isolats de virus ayant
en outre été obtenus A partir de spécimens sauvages de cette demiére espéce
[182]. Les taux d'infection naturelle et de transmission transstadiale assez bas
de D. marginatus et D. reticulatus, par rapport aux Haemaphysalis et aux
Ixodes, n'en feraient des vecteurs importants que dans certains foyers [157].
Selon Nosek [217], ils pourraient jouer un réle, quoique faible, dans
linfection des animanx de traite, et par 1A contribuer au cycle d'infection
humaine par le lait ¢cru. Enfin, I. (Ph.) arbaricala, une tique d'oiseau, s'est
révélé un vecteur compétent en laboratoire [183).

Les Argasides ne semblent pas jouer de réle significatif dans la circulation
du virus CEE. Selon Streissle [301], les virions ne parviendraient pas a
traverser 1'épithélium intestinal. Dans ses travaux en effet, la tique
Ornithadorus moubata n'a pu transmettre le virus 3 des poussins que
lorsqu'elle avait été infectée par voie transcutanée,

Le rble potentiel des insectes dans I'épidémiologie de la maladie a également
été étudié: moustiques [231], puces [122, 257, 258, 292], et méme
coléoptéres carnivores [122]. D'une maniére générale, la virémie chez les
insectes est de courte durée (1-7 jours), et la transmission virale, de ces
arthropodes a l'hdte, n'a pas pu étre réalisée expérimentalement. La
présence du virus chez les coléopires a é1é vérifiée aprés 24 h, mais ces
insectes avaient été infectés par ingestion de viande contaminée et les auteurs
n'excluaient pas que des reliefs de nourriture, restés collés a la cuticule,
soient en fait 4 l'origine de la virémie observée. Notons que certains
coléoptéres, tels les Carabes, sont prédateurs de tiques [90]; les insectes
pourraient donc théoriquement compléter le processus de transmission
"classique” du virus CEE entre I. ricinus et les insectivores {cf 1.2.6.3.2.).

Kocianova et Kozuch [147] ont pour leur part démontré 1a présence du virus
CEE dans des broyats mixtes d'acariens euryphages et hématophages récoltés
dans des nids dhiver de taupe, sans établir cependant le role de vecteurs de
ces arthropodes.

1.2.6.2. Hoétes et réservoirs

Chez les hdtes naturels, le virus CEE peut &tre mis en évidence dans le sang
circulant (virémie) mais, bien qu'il puisse dans certains cas y avoir
multiplication dans le cerveau, il n'y a que trés rarement apparition de
symptomes de maladie {277]. La virémie - soit la période durant laquelle le
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vims est accessible au vecteur - est courte: de l'ordre d'une semaine
{généralement 2-3 jours) [73, 119]. Pour cette raison, on parle d'«hétes
d'amplification» plutdt que de réservoirs.

De nombreuses espéces de rongeurs ont été impliquées comme hétes
d'amplification du virus CEE en Europe. Les plus importantes sout les
mulots Apodemus flavicollis et A, sylvaticus: ces animaux sont nombreux,
abondamment parasités par 1. ricinus, et ils développent une virémie
suffisamment élevée pour permettre la transmission des virions aux tiques
[98, 252].

Le campagnol roussitre (Clethrionomys glareoius) est également considéré
comme un hote important, bien que sa virémie n'atteigne pas toujours le
seuil d'infection pour les tiques [73, 194]. La taupe (Talpa europoea)
intervient surtout au début du printemps, lorsque la densité de rongeurs est
encore faible [153]). La musaraigne (Sorex araneus), la souris (Mus
musculus), le campagnol souterrain (Pitymys subterraneus) et le rat des
moissens (Micromys minutus) semblent également jouer un réle non
négligeable dans la circulation du virus CEE [160, 221]. Matile [197] a pour
sa part relevé la présence d'anticorps spécifiques chez le campagnel agreste,
M. agrestis. Enfin, certains mammiféres hibermants présentent une virémie
latente prolongée durant leur sommeil hivernal [159, 220]. Ainsi, des
hérissons (Erinaceus roumanicus) et des loirs (Glis glis), iufectés
expérimentalement, ont présenté une virémie décelable pendant plus de 30
jours (y compris la période d’hibernation); le virus s'est multiplié A nouveau
au réveil et a disparu du sang circulant aprés 7-8 jours [159].

Des virémies élevées, suivies parfois d'encéphalites pouvant entrainer des
paralysies, ont €té observées chez le renard (Vulpes vulpes) et le mouton
(Ovis aries) [234, 251]. Une virémie bréve et faible a été relevée chez des
blaireaux (Meles meles) infectés par injection sous-cutanée [251]; I'infection
de ces mustélidés par des tigues infectieuses n'a pas entrainé de
multiplication virale. Chez la belette (Mustela nivalis), les mémes auteurs ont
décelé des virémies courtes et variables selon les individus.

Chez les oiseanx, une souche de virus CEE a été isolée & partir du sang d'un
chevalier cul-blanc (Tringe ochropus) capturé dans la nature [103]. La buse
variable (Buteo burea), le faucon crécerelle (Falco tinnunculus), le merle,
(Turdus merula) et le meineau domestique (Passer domesticus) présentent
quant & eux une résistance naturelle au virus CEE: l'inoculation naturelle ou
expérimentale (périphérique ou intracérébrale) n'entraine pas de
multiplication du virs [75, 261].

Chez les reptiles enfin, des virémies aprés infection expérimentale ont été
mises en évidence chez le 1ézard vert (Lacerta viridis) [97], tandis que des
anticorps spécifiques étaient décelés dans le sang de l'orvet (Anguis fragilis),
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de la couteuvre d'Esculape (Elaphe longissima) et de 1a couleuvre 2 collier
(Natrix natrix) [290].

1.2.6.3. Modes de transmission particuliers

1.2.6.3.1. Contamination par le lait ¢cru

En conditions expérimentales, le virus CEE a été isolé du lait de chévre [94,
307], de mouton [9€] et de vache [95] jusqu'a 8 jours aprés I'infection [307].
Les habitudes alimentaires de certaines populations d'Europe centrale, qui
boivent du lait cru, les exposent donc 4 un risque supplémentaire d'infection
par le virus CEE. De fait, plusieurs cas de maladie, isolés ou épidémiques,
ont ét¢ mentionnés en Europe.

Entre 195] et 1952, une épidémie d'encéphalite & tiques affecta plus de 600
personnes dans une ville du sud-est de l'actuelle Slovaquie; le lait de chévre
fut incriminé comme source probable d'infection {36, cité par 37). En 1989,
Sixl et al [291] décrivirent des cas d'encéphalite & tiques survenns en Styrie
(Autriche) chez un couple dgé consommateur de lait de chévre; ces auteurs
mentionnérent en outre un cas de maladie comsécutif, selon toute
vraisemblance, i l'ingestion de lait de vache.

Le lait cru de bovin a également été mis en cause lors d'une épidémie
d'encéphalite 2 tiques en Pologne ; le tablean clinique de la maladie ne
différait pas des cas d'infection par piqiire de tiques [315]. En 1984, Jezyna
et af [134)] estimaient que 6% des cas d'encéphalite & tiques du nord-est de la
Pologne étaient dus & I'ingestion de lait de vache.

Enfin, une épidémie d'encéphalite 2 tiques consécutive a I'absorption de lait
de brebis a été décrite en Slovaquie par Gresikova et al [104].

1.2.6.3.2. Contamination par ingestion de viande contaminée

Ce type d'infection a été observé chez le hérisson [156]. Ces animaux
peuvent en certaines ¢irconstances devenir prédateurs de petits mammiferes
tels que M. minutus, C. glareolus ou A. flavicollis, surtout si ceux-ci sont
affaiblis par le virus.
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1.2.6.3.3. Contamination_par aéroscls

La plupart des infections de laboratoire sont dues & la respiration d'aérosols
[13], produits lors d'une mauvaise manipulation des suspensions virales.

Bien que le virus CEE ait été décelé dans les feces d'1. ricinus [30], aucun
cas de contamination de vertébré par contact avec des excréments
contaminés de tiques n'a été décrit A ce jour,

Dans les cas d'ingestion d'aliments infectés oun d'inhalation d'aérosols
contaminés, le virus CEE atteint le cerveau par le nerf olfactif [132].

1.2.7. L'ENCEPHALITE A TIQUES EN SUISSE

Les premitres mentions d'encéphalite 2 tiques dans notre pays remontent 2
1969: cette année-13, Krech er al [165] et Spiess er al [293] metient en
évidence des anticorps spécifiques chez 2 patients atteints d'affections du
systéme nerveux central. En 1970, Wandeler er al [319] en isolent lagent
étiologique & partir dut cerveau d'un chien de la région de Hallau/SH mort de
méningo-encéphalite. Les premiers isolements de virus CEE 2 partir de
tiques sont effectués par Wyler et af [330) et Radda er af [253] en 1972, avec
des I. ricinus capturés dans le canton de Schaffhouse et le nord du canton de
Ziirich. Des souches de virus ont ensuite été isolées d'autres populations d'7.
ricinus entre 1978 et 1981, les tiques du genre Dermacentar (D. marginatus,
D. reticulatus), analysées il est vrai en faible nombre, sont restées négatives
(1971.

Des isolats ont été obtenus & partir d'un A. flavicollis [197], d'une hermine
{Mustela erminea) (Steck, comm. pers., cité par [197]) et d'un poney de
Hergen/ZH euthanasié 2 la snite d'une encéphalite en 1979 [317]. En 1982,
un cas d'encéphalite 2 tiques a ét€ diagnostiqué chez un bouc de Seewis im
Prittigan/GR [33R).

Des émdes sérologiques entreprises en 1973 par Wandeler er al [318] sur des
renards ont révélé un taux d'infection de 16,2 % et une répartition de
I'incidence uniforme dans le nord et l'est du pays. Entre 1978 et 1981,
Matile [197) met en évidence des anticorps spécifiques chez des C. glareolus
et M. agrestis de la région de Thoune. Il reléve également des sérologies
positives chez des chiens des cantons de Ziirich (4,8%), Bile (5,6%) et
Beme (1,9%), ainsi que chez des moutons de la vallée du Haut-Rhin (0,2%).

D2s 1973, des enquétes sérologiques menées chez des patients dhépitaux, des
forestiers, des chasseurs et des donneurs de sang font état de prévalences
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comprises entre 0 et 54% selon l'origine géographique, et révélent des
zones 3 risque dans les cantons de Ziirich, de Schaffhouse, de Bemne et des
Grisons [198, 199, 211, 281, 330].

H est & noter qu'en dépit de l'isolement du virus CEE chez un bouc des
Grisons, on ne déplore A ce jour aucun cas de contamination par le lait en
Suisse. La consommation crue de ce liquide est du reste exceptionnelle dans
notre pays.

L'encéphalite 2 tiques se distribue géographiquement selon des zones
d'endémie bien délimitées, appelées "foyers naturels” [168). Pour cette
raison, le taux d'infection d'/. ricinus par le virus CEE est variable et
discontinu: il est inférieur 3 0,2% en moyenne, mais peut dépasser 0,8%
dans des régions endémiques [197].

En 1984, Wyler et Matile [329] reconnaissaient 12 foyers d'encéphalite &
tiques, établis sur la base d'isclements de virus on de cas cliniques répétés:
Horgen/ZH, Eglisau/ZH, Glattfelden/ZH, Hallan/SH, Osterfingen/SH, Stein
am Rhein/SH, Rheinau/SH, Griisch-Seewis-Landquart/GR, Thun/BE,
Spiez/BE, Steffisburg/BE et Ins/BE.

13. LA BORRELIOSE PE LYME

1.3.1. DEFINITION ET SYSTEMATIQUE

On désigne sous le nom de Borréliose de Lyme l'ensemble des
manifestations cliniques dues A une infection par Borrelia burgdorferi sensu
lato, un complexe de bactéries Gram négatives appartenant 3 la Famille des
Spirachetaceae.

De forme hélicoidale, flexible, B. burgdorferi s.l. mesure 4-30 um de long
et 0,18-0,25 pm de diamatre. 7 flagelles en mayenne sont fixés 4 chacune de
ses extrémités et se croisent en son milieu. Elle est microaérophile et se
déplace par mouvements de rotation et de translation [135). Son géneme
comprend un chromosome linéaire d'environ 1'000 kb et plusieurs
plasmides lin€aires on circulaires de 15-60 kb [24]. Elle posséde au moins 4
protéines majeures de surface, de nature lipoprotéique et de fonction encore
non définie: 'OspA (Outer surface protein A), de 30-33 kDa, I'OspB, de 33-
36 kDa, I'OspC, d'environ 20-24 kDa et 1'OspD, de 28 kDa [23, 80, 216,
325, 326).

De nombreuses sonches différentes de B. burgdorferi s.l. ont été isolées
jusqua ce jour, essentiellement en Europe. Un spirochéte non déterminé a,
quant A Iui, été isolé d']. ricinus de Tunisie [334]. Si les souches américaines
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semblent assez homogénes, une certaine diversité antigénique est observée
parmi les isolats européens. Baranton ef af [21] distinguent 3 espéces: B.
garinii, B. burgdorferi sensu stricto et le groupe V8461, chaque type étant
vraisemblablement responsable d'un aspect particulier de la
symptomatologie de la maladie.

Dans le présent travail, nous n‘avons pas fait de distinction entre ces
différents groupes. Par commeodité, nous utiliserons simplement le terme “B.
burgdorferi” pour désigner ce complexe.

1.3.2. MANIFESTATIONS CLINIQUES

La borréliose de Lyme est une maladie i évolution lente. Elle comprend
théoriquernent 3 phases successives, mais une ou plusieurs de ces phases
peuvent ne pas survenir. La qualité et la fréquence des symptdmes sont
différentes aux Etat-Unis de celles que I'on rencentre dans 1'Ancien Monde
[69]. Nous décrivons ci-dessous les manifestations cliniques observées
ordinairement en Europe [55, 69, 128, 316].

La phase primaire commence 1-32 jours aprés la pigiire de tique; elle se
traduit par l'apparition d'un érythdme (ECM, ou Erythé¢me chronique
migrant) 2 l'endroit de la pigilire de tique. Cette rougeur, de structure
généralement annulaire, s'étend, persiste quelques jours 4 quelques semaines
puis diparait spontanément. En fait, I'érythéme n'est chronique que dans la
minorité des cas [69].

Cette période peut s'accompagner ou étre snivie de manifestations de type
grippal (dovleurs diverses, fatigue, malaise généralisé) [15].

La phase secondaire survient quelques semaines & plusieurs mois aprés la
premiére. Elle se manifeste typiquement par des arthrites ou des douleurs
articulaires [15, 121, 316), affectant essentiellement le genou. Des douleurs
radiculaires peuvent apparaitre, ainsi que des complications cardiaques [15,
69, 316] ou oculaires (conjonctivites, nvéites, kératites) [124, 128, 285]. Le
spirochéte a également ét€ mis en évidence dans les organes intemes (foie,
rate, poumons) [129]. Une paralysie de la moitié de la face, consécutive 2a
une atteinte des nerfs crinicns, est également caractéristique de ce stade {69,
128, 316).

La phase tertiaire peut apparaitre des années aprés la piqiire infectieuse.
Elle se traduit par des manifestations dermatologiques telles que
l'acrodermatite chronique atrophiante (ACA, ou maladie de Pick-
Herxheimer) ou des sclérodermies localisées [35), par des arthrites
chroniques [55, 121], ou par des atteintes neurclogiques et psychiatriques
(encéphalomyélite évoquant la sclérose en plaques, troubles de la mémoire,
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démence, dépression, anorexie, hallucinations, troubles de la personnalité)
[69, 229].

Un nodule d'infiltration lymphoréticulaire, souvent localisé sur le lobe de
l'oreille ou au nivean du sein, pent se former: c'est le lymphocytome bénin
cutané (LBC). En l'absence de traitement, il peut persister plusieurs mais,
voire des années, avant de disparaitre progressivement [55]. Le LBC
apparait simnltanément ov plusieurs mois aprés la pigiire de tique; pour cette
raison, il est classé selon les antenrs parmi les symptdmes de la phase
primaire, secondaire ou tertiaire de la maladie (69, 296, 316, 333].

Les cas d'issue fatale lors d'infections 3 B. burgdorferi chez 1'adulte sont
rares et pas tonjours formellement démontrés. Un décés di A des
complications cardiaques a été décrit chez un patient présentant une infection
mixte & B. burgdorferi et Babesia microti [196]; nn antre cas mortel a éié
observé chez une personne atteinte d'une donble infection & B. burgdorferi
et virus CEE [225]; deux patients ont succombé I'nn & un arrét respiratoire,
I'antre & une coagulation intravasculaire disséminée, atteintes attribnées 4 des
complications secondaires de la maladic [25, 145].

D'nne manidre générale, si des tiques omt été trouvées infectées
simnltanément par B. burgdorferi ct le virus de I'encéphalite & tiques [151],
les cas décrits d'infection mixte sont souvent sujets A discussion. En effet, le
diagnostic en est extrémement délicat, et il n'est pas toujours possible de
démontrer que les symptémes observés sont dus 3 l'action conjuguée des
deux microorganismes (3, 166, 324].

En comparaison, les avortements et les décds précoces sont plus
fréquemment décrits; ils concernent des foetus et nouveaux-nés contaminés
par voie transplacentaire {cf 1.3.6.3.1).

I.3.3. TRAITEMENT, PREVENTION

Le traitement de la borréliose de Lyme se fait par antibiothérapie. Il n'existe
pas encore de vaccin humain contre cette maladie. Le fait d'avoir éé en
contact avec le spirochéte ne semtle pas protéger d'nne nouvelle infection,
quoique tous les auteurs ne s'accordent pas sur ce point [109, 232, 233, 321]).

1.3.4. HISTORIQUE

Comrme sonvent dans des cas de maladies faisant intervenir un héte
intermédiaire on un vectenr, la découverte du cycle épidémiologique de la
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borréliose de Lyme a pris un certain temps. Les symptémes des différentes
phases de la maladie, notamment I'ACA, étaient déja connus en Europe au
sitcle demier [49, 243 cité par [69]], mais ce n'est que dans le courant de ce
sidcle que la relation entre les signes cliniques et la notion de piqire de
tique, puis la parenté existant entre les symptémes eux-mémes, ont £1é mises
en évidence.

On doit la premiére description de manifestations primaires de la borréliose
de Lyme au Suédois Afzélius qui, en 1909, relate le cas d'une patiente ayant
développé une lésion cutanée annulaire migrante aprés avoir été piquée par
une tique [11]. Le terme d'érythé¢me chronique migrant (ECM)}, qui désigne
ce type d'affection, est proposé 4 ans plus tard par Lipschiitz {188]. En 1922,
Garin et Bujadoux décrivent en France un cas de "paralysie 2 tique" faisant
suite & une piqfire d'/. {Ph.) hexagonus et 4 un érythéme [83].

En 1946, Svartz [304] démontre 1'efficacité de la pénicilline dans le
traitement de 'ACA. Hollstrom [125] fait de méme, 5 ans plus tard, avec
TECM. A cette époque, Yagent étiologique de ces dermatoses n'a toujours
pas été isolé, cela bien que Lennhoff, en 1948, ait observé des organismes
rappelant des spirochétes sur des coupes histologiques d'érythémes [180].

Jusqu'en 1955, un doute subsistera quant 2 1a nature (toxique ou infecticuse)
de I'agent responsable de cette maladie. En 1955, Binder er al [34] inoculent
des fragments de biopsies d'ECM A quatre volontaires, qui développent &
leur tour un ECM. Traitées a la pénicilline, ces 4 personnes voient leurs
symptdmes disparaitre en quelques jours. L'origine infectieuse de la maladie
est dés lors établie.

Il faudra attendre les années 70 pour que la connaissance de la maladie
progresse sensiblement. En 1970, Scrimenti [287] effectue la premiére
description d'ECM contracté aux Etats-Unis, dans le Wisconsin, Dés 1972,
des arthrites inflammatoires, parfois précédées d'érythémes, apparaissent
chez des adultes et surtout des enfants de trois agglomérations du sud du
Connecticut, aux Etats-Unis: Lyme, Old Lyme et East Haddam. Le
regroupement insolite de ces cas, ainsi que leur prévalence élevée, vont
amener Steere er al [299] 2 entreprendre une enquéte épidémiologique et
étiologique. Ces auteurs établiront rapidement le lien entre ces
manifestations cliniques et les pigiires de tiques [297].

En 1981 est décrit le premier cas européen d'«arthrite de Lyme». Cette
affection, précédée d'un ECM, fait suite & une pigire d'arthropode non
identifié survenue en 1979 & Payerne/VD [89).

Ce sont Burgdorfer et af, en découvrant des spirochétes dans l'intestin d'/.
scapularis® américains et en les isolant, qui envisagent les premiers le réle

* Anciennement £, dammin. (Seton la révision de Oliver er al [226]).
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d’un spirochéte transmis par des tiques, [52]. En 1983, Barbour er af isolent
des borrélies A partir d'/. ricinus capturés en Suisse en 1982 [22]. La méme
année, Benach er al [28] isolent le spirochéte & partir du sang de deux
patients atteints d'ECM et de myalgies, tandis que Steere [298] démontre que
les spirochetes isolés d'une tique et dwn patient réagissent avec les mémes
sérums immuns.

En 1984 enfin, la bactérie recoit de Johnson er @! son nom de B.
burgdorferi, en 'honneur de son découvreur [135].

1.3.5. DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE

Depuis la description de [a borréliose de Lyme au toumant de ce sitcle, la
présence du spirochéte a é1é relevée dans de nombreux pays d’Europe:
Finlande [276], Norvége [201], Danemark [173], Pays-Bas [35], Suéde [110],
Irlande [209], Grande-Bretagne [111, 209], Belgique [33], Allemagne [121,
210], Autriche [283], France [68], Suisse [10, 89], Italie {310], Portugal [64],
Espagne [108], Croatie [50], Slovénie [302], Gréce [56], Hengrie [172],
Slovaquie [260], République tchéque [236], Russie [65], Pays baltes [65].
Schmidt es-al [279] mentionnent encore la Turquie, sans citer leurs sources;
nous n'avons pas pu trouver confirmation de cette affirmation.

En Afrique et au Proche-Orient, des cas sporadiques ou des sérologies
positives ont été repeortés en Algérie [270], en Tunisie [335], en Egypte
[114], en 1sraél [2], en Afrique noire [91, 275, 294, 309] et en Afrique du
sud [46]. ’

Dans le Nouveau Monde, B, burgdorferi est reconnue dans au moins 41 états
des Etats-Unis [205, cité par [295]].-La question de la présence du spirocheéte
au Canada [66], en Amérique centrale [328], au Chili [113], au Pérou [214]
et au Brésil [20] a également été soulevée.

L'Asie et 'Océanie ne sont pas en reste puisque des cas de borréliose ont été
décrits en Chine [12], au Japon [142] et en Australie [79].

1.3.6. CYCLE EPIDEMIOLOGIQUE
T1.3.6.1. Vecteurs

1. scapularis Say et I. pacificus Cooley et Kohls sent-les principaux vecteurs
de B. burgdorferi aux Etats-Unis. La capacité¢ d'/. dentatus de transmettre le
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spirochite a été démontrée par Telford et Spielman [305], ainsi que la
transmission transstadiale chez Hm. leporispalustris, dont des exemplaires
ont été trouvés naturellement infectés dans la nature [174]. Les essais peu
concluants de transmission expérimentale de B. burgdorferi par A,
americanum et I. cockei laissent 4 penser que ces deux espéces ne constituent
que de pauvres vecteurs [246, 271]. Enfin, des spirochétes ont été observés
chez des stades libres ou gorgés de D. variabilis, D. occidentalis, D.
parumapertus, Hm. leporispalustris, A. maculatum, 1. neatomae et RA.
sanguineus, sans que leur capacité de transmettre le spirochéte 2 un nouvel
hbte ait été démontrée [16, 174, 175, 256].

En Asie, la transmission du spirochéte est assurée par 1. persulcatus (142,
151, 213]. Un spirochéte, considéré comme un variant peu virulent de B.
burgdarferi, a par ailleurs été trouvé en abondance chez I. avatus [213].

I. ricinus apparait comme le vecteur le plus vraisemblable de B. burgdorferi
en Afrique du nord [334].

En Europe, [. ricinus a longtemps été considéré comme l'unique vecteur de
B. burgdarferi. Mais en 1989, Liebisch et al [184] observaient des borrélies
chez des [. (Ph.) hexaganus capturés sur un hérissen (Erinaceus eurapaeus).
Le rdle de vecteur important de cette tique, qui pourrait remplacer /. ricinus
en zone urbaine, n'a été démentré que 2 ans plus tard par Gem er al {88].
Des spirochetes ont également ét€ mis en évidence en France chez des larves
et nymphes d'l. trianguliceps et I. gcuminatus [67], ainsi que, sur une ile
suédoise, chez /. uriae [227]. En Allemague, Kahl e al [(137] ont observé des
borrélies, morphologiquement identiques & B. burgdorferi, dans des adultes
de D. reticulatus collectés en phase de quéte. Enfin, le réle éventuel d'Argas
reflexus dans la circulation urbaine du spirochéte a été évoqué [85].

L'isclement du spirochete 4 partir d'insectes hématophages {(puces,
moustiques, tabanides) a soulevé la questicn de leur rdle dans
I'épidémiologie de 1a borréliose [17, 66, 67, 118, 187, 190, 191, 192, 193].
Leur capacité de vecteurs n'a toutefois pas été formellement démontrée.

I.3.6.2. Hates et réservoirs en Europe

Les micromammiféres jouent un réle prépondérant dans I'épidémiclogie de
la borréliose de Lyme. Parmi eux, A. flavicollis, A. sylvaticus et Cl.
glareolus apparaissent comme les réservoirs principaux du spirochéte (131,
143, 289, 312]. Ces rongeurs restent spirochétémiques toute leur vie et
peuvent ainsi infecter un grand nombre de tiques {131, 289].
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Chez les oiseaux, le rble des Turdidés, hotes importants des stades
immatures - notamment des nymphes - d'/. ricinus, a été éudié. Selon des
investigations menées par Turrian-Vittoz et Humair [312} dans la forét du
Staatswald (Grosses Moos/BE), les merles noirs (7. merula), les grives
musiciennes (7. phiiomeias) et, dans une moindre mesure, les rouges-gorges
(Erithacus rubecula), joueraient un réle non négligeable dans la transmission
et la dispersion de B. burgdorferi. En Snuéde, Olsén et af ont par aillcurs mis
en évidence la circulation de B. burgdorferi selon un cycle ne faisant
apparemment intervenir que des oiseaux marins (pingouins) et [. urige {227).

Les chevreuils {C. capreolus) ont quant 3 eux révélé des séroprévalences
élevées (59% selon Kesseler [143]); un spirochéte non identifi€ a en outre été
observé dans le sang de Yun d'eux [143].

1.2.6.3. Modes de transmission particuliers

1.2.6.3.1. Transmission transplacentaire

11 a été relevé quelques cas de contamination transplacentaire chez la femme
enceinte lors de 1a phase secondaire de la maladie. L'infection du foetus se
solde généralement par un avortement spontané ou par un décés rapide du
nourrisson, conséquences de malformations graves dues & I'envahissement
des organes vitaux par les spirochétes [130, 278].

1.2.6.3.2. Contamination par contact

Un curieux cas d'ECM a été décrit en 1989 par Rockstroh et al [269]. Le
patient, souffrant d'une plaie superficielle, s'était infecté en manipulant du
fumier de volaille contenant des asticots porteurs de spirochétes.

Enfin, la transmission directe de B. burgdorferi, sans pigiire d'arthropode, a
été observée dans des €levages de rongeurs; cette contamination résulte
vraisemblablement de contacts avec l'urine des animaux infectés, d'oli des
spirochétes vivants ont été isolés {45]. La théorie de la transmission par
ingestion est étayée par les travaux de Burgess et Patrican {53], qui ont
démontré que des Peramyscus maniculatus (rongeurs présents dans les
foyers américains de borréliose), infeciés par voic orale, développaient nne
spirochétémie suffisante pour infecter des larves dY. scapularis.
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1.3.7. LA BORRELIOSE DE LYME EN SUISSE

En Suisse, la distribution des infections humaines 4 B. burgdorferi (ECM,
ACA) recouvre celle de son principal vecteur [10]. Le nombre moyen de
nouveaux cas annuels de borréliose {(tous symptomes confondus) a été estimé
par Chamot [55] & plus de 500, soit une incidence de 1,1 3 12,9 selon les
cantons. D'apres cet auteur, I'ECM, qui survient dans 43% des cas, est le
symptome le plus fréquent de la maladie; les atteintes articulaires sont
relevées dans 24% des cas, les complications neurologiques chez 38% et les
ACA chez 19% des patients; les LBC et les complications cardiaques
n'apparaissent que dans quelques pour-cent des cas [55].

Toutes les populations d'I. ricinus étudiées A ce jour out ét€ trouvées
porteuses du spirochéte [204]. Sur le Platcau, lenr prévalence varie entre 5
et 34%, le taux d'infection des tiques s'abaissant avec 1'élévation en altitude
[10]. 3,1% des larves de cette espéce ont été trouvées transovariellement
infectées dans la nature [336). Av Valais, le pourcentage de tiques parasitées
a é1¢ déterminé, selon les sites, entre 4.4 et 55% pour les nymphes et 3-43%
pour les adultes [240]. Au Tessin, Miserez a mis en évidence le spirochéte
chez 36,2% des nymphes, 25% des adultes et 3,2% des larves [203]). Des
especes sympatriques, telles D. marginatus, D. reticulaius, Rh. sanguineus et
Hm punciate, n'ont jamais été trouvées infectées par B. burgdorferi [10,
204).

En ce qui conceme les insectes, Kesseler [143) a recberché sans succés B.
burgdorferi chez le diptére hématophage de chevrenil Lipoptena cervi et
chez 4 puces de micromammiféres (Megabothris walkeri, Palaeopsyila
sorecis, Ct. agyries impavidus et Typhloceras poppei).

14. IXODES RICINUS

1.4.1. SYSTEMATIQUE

Les tiques sont des arthropodes hématophages de la classe des Arachnida et
de l'ordre des Acari. Elles forment la super-famille des Ixodoidea, qui
compte quelque 800 espéces [127]. Les tiques se répartissent en 3 familles:
les Argasidae, ou "tiques molles”, dépourvies de scutum, les Ixodidae, oun
"tiques dures”, au scutum toujours présent, et la famille des Nuttalliellidae,
qui réunit certaines caractéristiques des deux autres familles et ne compte
qu'une seule cspéce, du reste fort mal connue: Nuttalliella namaoua Bedford,
193].



I. Introduction 19

{. ricinus L., 1758, appartient 2 la famille des Ixodidae; c'est l'espéce de
tique la plus commune en Snisse.

1.4.2. REPARTITION GEOGRAPHIQUE

La distribution géographique d'l. ricinus comprend les régions tempérées
d'Europe, ainsi que certains pays d'Afrique du nord et du Proche-Orient
[207, 331]. Au sein de son aire de répartition, cette tique colonise les milienx
assurant les conditions thermiques et hygrométriques nécessaires 2 son
dévelopement {90]. La prédilection de cette tique pour les milienx forestiers
n'exclut pas sa présence en milien milieu déconvert, comme en Grande-,
Bretagne, ou dans des sites urbains: parcs, jardins, terrains en- friche,
vergers [150, observations personnelles]. En Suisse, I. ricinus abonde dans
les haies, bosquets, buissons, sons-bois et lisiéres des foréts de feunillus. La
densité de ses populations décroit avec l'altitude; l'espece se fait rare dés
1'000 m et ancune population d'f. ricinus n'a été recensée an-dessus de 1'500
m [6, 139, 202].

1.4.3. CYCLE EPIDEMIQLOGIQUE

Le développement d'l. ricinus comprend 3 stades successifs (larve, nymphe
et aduolte) séparés chacun par une mue. Les trois stades doivent
obligatoirement se nournr de sang de vertébré pour ponvoir panrsuivre
leur développement, Ce repas, unique pour chaque stade, dure 2-6 jours
pour les larves, 2-7 jours pour les nymphes et 6-14 jours pour les femelles
[6], aprés quoi la tique se laisse tomber an sol & la recherche d'un endroit
adéquat pour muer ou - si c'est une femelle - ponr pondre. C'est lors d'un de
ces trois repas que des agents pathogénes peuvent &tre transmis 3 1'héte
nourricier.

Il est & noter que les méles d'lxodides ne se gorgent pas de sang; ils sont
cependant capables de piquer et, de par I'activité de leurs glandes salivaires,
peuvent transmettre les microorganismes qu'ils transportent [14].

Le cycle de vie d'l. ricinus se déroule sur 2- 3 ans, voire plus en conditions
défavorables [6]. Son activité de quéte, tous stades confondus, s'étend de
mars % décembre, mais on l'observe essentielement d'avril & octobre; des
pics d'abondance apparaissent en mai-juin ou jnin-juillet, selon la région, et
de septembre & début octobre, ce second pic étant tontefois beauconp moins
important que le premier [90, 197].
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Dans des conditions favorables, I. ricinus est une tique exophile [6]. Elle
attend 2 t'afflt sur des herbes, des branches basses, voire des champignons,
des mousses ou des fenilles mortes [90], saccrochant 3 tout héte potentiel
venant la froler. Elle ne se fixe pas tout de suite, se promenant quelque
temps 3 la surface du corps a la recherche d'un endroit adéquat pour piquer.
Triphasique et télotrope, elle se fixe A chaque stade de son développement
sur un animal différent et se nourrit sur un large éventail d'hétes. Elle
manifeste néanmoins certaines préférences trophiques: les larves se fixent
sur des amimaux de petite taille (essenticllement rongeurs, mais aussi
lagomorphes, insectivores, oiseaux, lézards), tandis que les nymphes
parasitent plut6t les oiseaux, les ligvres et de plus grands mammiféres
comme le renard; les aduites, quant & eux, se nourrissent presque
exclusivement sur des htes de grande taille tels que les canidés, les ongulés
sanvages et le bétail [6, 143, 237, 312]. Tous les stades sont susceptibles de
piquer 'homme.

L'occupation de la végétation par les tiques en période de quéte peut étre
mise en relation avec ces préférences trophiques: larves et nymphes occupent
les couches basses de la végétation, tandis que les adultes privilégient les
hauteurs supérieures & 30 cm, parfois jusqu'a plus de 150 ¢m [90]. En
fonction des conditions microclimatiques, les tiques vont effectuer des
déplacements verticaux fréquents. Par contre, les migrations horizontales,
liées a 1a recherche d'un support ou d'un site de mue, sont peu importantes
et s'effectuent sur de courtes distances, de l'ordre du métre [90].

1.4.4. IMPORTANCE MEDICALE ET VETERINAIRE

Outre B. burgdorferi et le virus CEE, I. ricinus a ét€ trouvé porteur de
nombreux agents pathogénes affectant I'homme ou les animaux: Filaire
(Dipetalonema rugasicauda) [8), Trypanosome (Trypanasoma theileri) 8],
Rickettsies et autres bactéries (Rickettsia helvetica (8, 241], dont le statut
taxonomique n'a ét¢ confirmé que récemment [26), R. slovaca (8], Coxiella
burnetit [8], Ehrlichia phagocytophila) [242] et piroplasmes (Babesia
divergens) [86]. En cas de charge parasitaire élevée, les tiques sont
également responsables d'anémies. Enfin, leurs pigiires servent de voie
d'entrée 3 des infections secondaires.

En fréquentant les milieux forestiers, 'homme intervient dans te cycle de
vie nature! d'/. ricinus. Ce faisant, it encoure le risque d'gtre infecté par les
microorganismes que cette tique abrite. De par sa sensibilité au virus CEE ¢t
a B. burgdorferi, il agit ainsi comme un révéiateur de l'existence des foyers
de maladie.
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II. CONTEXTEET BUTS DU TRAVAIL

Les buts de ce travail ont consisté & mettre ‘en évidence les quatre aspects
suivants:

ILL. RECHERCHE D'UNE METHODE PERMETTANT DE VISUALISER
LE VIRUS CEE DIRECTEMENT DANS LA TIQUE, SANS DEVOIR
RECOURIR A L'INFECTION DE PETITS RONGEURS

Les faibles quantités de virus CEE présentes dans les tiques rendent sa
détection malaisée. La méthode considérée comme étant la plus sensible
consiste & infecter des souriceanx nouveaux-nés et & observer I'apparition de
symptémes d'encéphalite, avant de caractériser le virus isolé a partir du
cerveau de ces animaux. Qutre le fait qu'elle pose des problémes d'éthique 2
I'heure ol I'on tente de réduire le recours 4 I'expérimentation animale, cette
méthode présente le désavantage d'impliquer d'importants élevages de
rongeurs, plusieurs scuriceaux étant requis pour chaque isclement. Pour
cette raison, elle s¢ préte mal & l'analyse individuelle des tiques, pourtant
nécessaire  une bonne compréhension de 1'épidémiclogie du virus.

Nous avens donc cherché i établir, puis introduire, un protocole de mise en
évidence du virus CEE censtituant une altemative satisfaisante aux méthodes
conventionnelles de détection.

o2  MISE A JOUR DE LA DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE DES
FOYERS D'ENCEPHALITE A TIQUES

En Suisse, le diagnostic des cas cliniques d'encéphalite 2 tiques est soumis &
déclaration cbligatoire aupres de I'Office fédéral de la santé publique, et cela
depuis 1984. Cette centralisation des données a permis de mettre en évidence
l'appariticn de nouveaux cas en-dehors des foyers naturels de virus CEE
recannus par les travaux de Wyler et Matile (329], relangant du méme coup
la question de I'éventuelle progression du virus vers Pouest et le sud de la
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Suisse [163]. Pour tenter d'y répondre, nous avons recoure aux méthodes
suivantes:

- analyse de la répartition géographique des cas cliniques de maladie
déclarés depuis 1984;

- recherche d'anticorps spécifiques (IgG) dans le sang de populations
humaines peu ou fortement exposées aux piqires de tiques, et cela
essentiellement dans 'ouest du pays;

- isolements de virus 4 partir de tiques capturées dans la nature,
principalement dans les régions ol des foyers d'encéphalite a tiques
semblent émerger.

113, EVALUATION DU RISQUE COMPARE D'ENTRER EN CONTACT
AVEC LE VIRUS CEE ET/OU B. BURGDORFERI

Du fait que B. burgdorferi et le virus CEE sont propagés par le méme
vecteur, les personnes exposées 3 l'encéphalite 4 tiques le sont aussi A la
borréliose de Lyme. Nous avons tenté d'estimer le risque, pour différentes
populations humaines, d'entrer en contact - ou d'étre infecté - avec 1'un ou
l'autre de ces agents pathogénes. Nows avons pour cela procédé 2

- une recherche systématique d'anticorps spécifiques (1gG) dirigés contre
B. burgdorferi, cela dans tous les échantillons analysés pour le virus
CEE;

- un suivi sérologique (IgG, IgM) et clinique des personnes piquées par
des tiques porteuses du virus cu dv spirochete;

- une analyse des conpaissances acquises concemant la distribution et la
proportion des /. ricinus infectés.

II4. ETABLISSEMENT D'UN CENTRE DE DIAGNOSTIC-CONSEIL
POUR L'ENCEPHALITE A TIQUES A L'INSTITUT DE ZOOLOGIE
DE NEUCHATEL

Enfin, il était sovhaité que les connaissances acquises au cours de ce travail
soient mises 2 la disposition de 1'Institut de Zoologie de Neuchatel et de son
Laboratoire de diagnostic parasitaire, cela dans le but d’enrichir les
compétences de ce centre déja spécialisé dans I'épidémiclogie de la
borréliose de Lyme et son diagnostic.
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IIL

MISE EN OEUVRE DE L'ETUDE

Pour atteindre les buts fixés, nous avons procédé, simultanément ou
successivement, selon les étapes suivantes:

Recherche d'une méthode de détection du virus CEE dans la
figque

Ces investigations visaient a satisfaire au but exposé sous 11.1.; elles ont
par ailleurs servi & l'analyse virologique de tiques capturées dans
diverses régions de Suisse.

Trois protocoles de détection du virus CEE dans les tiques ont été
comparés avec la méthode conventionnelle d'isolement sur souriceaux:
I'ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), la PCR (Polymerase
chain reaction) et l'lmmunofluorescence indirecte sur cultures de
cellules (IF/C). En cours de travail, une variante de 1'IF/C a en outre été
introduite: 'i"mmunofluorescence sur "squashes” (IF/S); son protocole a
été appliqué directement, sans comparaison de son pouvoir de détection
avec les autres techniques.

Etude des cas cliniques d'infection par le virus CEE déclarés
depunis 1984 4 I'OFSP

Cette analyse nous a permis, dans un premier temps, de dégager la
surface de la zone 2 investiguer; dans un second temps, ces données ont
é1é exploitées de maniére & pouvoir réaliser une carte de distribution
géographique des zones i risque d'encéphalite & tiques, et donc de
satisfaire au but exposé sous 1I.2.

rd

Investigations sérologiques chez des personnes fortement ou
faiblement expesées aux piqiires de tiques

La recherche d'anticorps spécifiques dirigés contre le virus CEE et B,
burgdorferi avait pour but d'évaluer le risque comparé d'entrer en
contact avec I'un ou l'autre de ces agents pathogénes (cf H.3.). D'autre
part, les résultats sérologiques concernant le virus CEE sont venus
compléter les déclarations de I'OFSP pour I'établissement de la carte des
foyers d'encéphalite 2 tiques (11.2).
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Plusieurs types de populations, représentant des facteurs de risque
différents, ont été étudiés:

- les forestiers-biicherons, cantenniers et autres personnes fréquentant
régulierement le milieu feorestier;

- les donneurs de sang participant aux campagnes de la Croix-Rouge
suisse;

- les patients dhépitaux de divers cantons, les causes de la consultation
ne nous étant pas connues;

- les militaires dans le cadre des Ecoles de recrues d’été.

Les sérums ont §té analysés, selon les objectifs poursuivis, par ELISA,
ELISA-Capture, Western blot ou Immunoflucrescence indirecte.

Analyse virologique des tiques

La recherche dans I. ricinus de B. burgdorferi, mais surtout du virus
CEE, devait nous permettre de comparer le risque, pour les populations
humaines, d'entrer en contact avec l'un ou l'autre de ces agents
pathogénes (but IL3). La mise en évidence de l'agent viral dans des
populations de tiques devait en outre permettre de déceler - ou de
confirmer - l'existence de wouveaux foyers naturels, ces données
s'ajoutant aux résultats des investigations cliniques et sérologiques pour
la réalisation de la carte de distribution géographique du virus en Suisse
(I1.2.).

Les tiques ont €té analysées, individuellement ou par lots, selon les
méthodes appropri€es & chaque cas (IF/C, IF/S, PCR).

Enfin, les connaissances acquises, les contacts établis et les techniques
maitris€es au cours de ce travail devaient €tre mis i la disposition de
I'lnstitut de Zoologie de Neuchdtel et de son Laboratoire de diagnostic
parasitaire {I1.4.).
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IV. MATERIEL ET METHODES

Nous avons utilisé, pour nos analyses, du matériel infectieux de provenances
diverses. Pour plus de clarté, nous en présentons ci-dessous l'origine et les
caractéristiques.

Sources de vims CEE:
Souche 1.40: Souche isolée A partir d'J. ricinus capturés en 1972 dans la

région de Schaffhouse {330]. Ce virus est maintenu 2 - et nous a &t remis
par - I'Instimt de Virologie de Ziirich. 11 a ét€ utilisé dans nos tests:

- sous forme d'antigéne purifié, dans 'ELISA pour la détection des
anticorps (IgG) dirigés contre le virus CEE (cf IV.4.1.1);

- sous forme de dilutions d'une suspension 4 20% de cerveaux de souriceaux
infectés, dans les tests de PCR (cf IV.5.5.1.) et, comme témoin de contrdle
positif, lors des étapes d'amplification sur cultures cellulaires (IF/C, cf
IV.5.3.3.).

Souche Hypr: virus isolé en 1953 2 partir d'un patient atteint d'encéphalite 4
tiques, en ancienne Tchécoslovaquie [248, cité par 181]. Il représente le
virus-type du virus TBE d'Europe centrale. La souche utilisée est maintenue
3 - et nous a été remise par - I'Institut de Virologie et de microbiologie de
I'environnement d'Oxford (GB). Nous avons utilisé ce virus, sous forme de
dilutions de suspensions 4 20% de cerveaux de souriceaux, dans les tests
dTF/C (cf 1V.5.3.3) et de PCR (cf IV.5.5.1.), et lors des titrations sur
cellules PS (cellules rénales de porc) (cf IV.5.4.). Des broyats de Rh.
appendiculatus infectés par la méme souche virale ont été utilisés, comme
témoins de contrdle positifs, dans 'ELISA pour la détection du virus dans
les tiques (cf IV.5.6.).

Nous avons utilisé pour nos tests la souche-type borrélienne B31, isolée d7.
scapularis aux Etats-Unis. Cette souche, présente en Europe, est maintenue 3
I'Institut de Zoclogie de Neuchitel. Ces spirochétes ont été utilisés, sous
forme d'antigdéne soniqué, pour la réalisation du test ELISA pour la
détection des anticorps dirigés contre B. burgdorferi (cf TV.4.1.3.), ainsi
que comme antigéne dans les tests dTFAT (cf IV.4.4.) et de Western blot
{IV.4.3.).
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IV.L ANALYSE DES CAS DECLARES D'ENCEPHALITE A TIQUES ET
CHOIX DE LA ZONE D'INVESTIGATIONS

Les données relatives aux cas cliniques d'encéphalite A tiques recensés en
Suisse depuis 1984 nous ont ét€ communiquées annuellement, sous forme de
tableaux récapitulatifs, par 'OFSP. Le report cartographique des licux de
morsure et du domicile des patients nous a permis de mettre en évidence des
zones suspectes dans la moitié septentrionale de la Suisse.

Par conséquent, notre étude s'est concentrée sur les cantons situés 3 I'ouest
du pays, soit BE, NE, JU, FR, VD, GE et VS (cf Annexe 1). Toutefois, pour
répondre aux demandes qui nous ont été faites au cours de ce travail, nous
avons élargi notre surface d'étude  d'autres cantons. A des degrés divers, la
presque totalité du territoire suisse a ainsi été couverte.

V2. CHOIX DES POPULATIONS HUMAINES ET OBTENTION DES
ECHANTILLONS DE SANG

Nous avons concentré nos investigations sérologiques sur des groupes
humains fortement exposés aux pigiires de tiques en raison soit de leur
profession (forestiers, cantonniers), soit d'activités forestiéres sporadiques
mais relativement intenses {(militaires dans le cadre des écoles de recrues).
Nous y avons adjoint des patients d'hépitaux cantonaux ou régionaux, ainsi
que des donneurs de sang pris au hasard. Ce choix nous a permis de couvrir
un large échantillon de la pepulation.

Les sérums ont été collectés selon le principe dc la libre participation,
Lorsque les conditions de prises de sang le permettaient, les participants ont
eu 3 compléter des questionnaires, établis d'aprés Zhioua [333] en
collaboration avec les autorités concernées (OFSP, Office fédéral des
affaires sanitaires de l'armée: OFSAN). Les questions posées visaient i
établir la fréquence des contacts des participants avec la forét, leurs
antécédents médicaux, ainsi que d'éventuels souvenirs de piqires de tiques.

L'analyse des échantillons sanguins de forestiers, cantonniers, patients
d'hépitaux et donneurs de sang avait pour but de mettre en évidence de
précédents contacts avec B. burgdorferi et le virus CEE. Pour cette raison,
nous avons procédé i une seule prise de sang et recherché des anticorps de
classe IgG uniquement (cf IV .4.).

Au contraire, I'étude entreprise parmi les militaires visait & établir le risque
d'une infection-par I'un ou Fautre des agents pathogénes au cours de I'école
de recrues. Nous avons par conséquent procédé 3 un minimum de 2 prises de
sang, celles-ci étant suffisamment espacées dans le temps pour permettre de
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déceler une éventuelle séroconversion. Les échantillons de sang ont été
analysés pour la présence d'anticorps de classes 1gM et IgG.

IV.2.i. COLLECTES DE SANG AUPRES DU PERSONNEL
FORESTIER ET DES CANTONNIERS

Les prises de sang ont été opérées entre janvier 1989 et janvier 1990 parmi
les éleéves de I'Ecole forestizre de Lyss/BE et les forestiers ou cantonniers
des cantons de NE, JU, VS, VD, GE, FR, BE et GR,

A Lyss et dans les cantons de NE, JU et VS, les échantillons de sang ont &té
collectés en notre présence. Chaque séance de prise de sang était précédée
d'une séance d'information, illustrée de diapositives, sur les tiques et les
maladies étudiées. Les questionnaires étaient ensuite remplis sous notre
contréle.

Pour les forestiers des cantons de GE, FR, BE (excepté les éleves forestiers
de Lyss) et GR, ainsi que pour 1a plupart des forestiers et cantonniers du
canton de VD, les séances de prises de sang ont été organisées par les
autorités sanitaires cantonales. Nous n'avons exercé de contrdle ni sur
I'information dispensée 3 cette occasion, ni sur le remplissage des
questionnaires.

Quelques semaines avant le début de cette &tude, les forestiers du canton de
GE ont été analysés pour la recherche d'anticorps dirigés contre le virus
CEE, Ces tésts ont é1é effectués par Plnstitut de virologie de Ziirich. Les
résultats nous en ayant été communiqués, nous n'avons pas procédé a de
nouvelles prises de sang. Par conséquent, seuls 5 forestiers ont pris part 2
notre enquéte dans ce canton.

Le questionnaire présenté aux forestiers et cantonniers est reproduit en
Annexe 2.

1V.2.2. COLLECTES AUPRES DES DONNEURS DE SANG

Ces collectes ont été organisées dans les cantons des GR et du VS par les
centres régionaux de la Croix-Ronge lors de leurs campagnes de don de
sang, respectivement en aoiit-septembre et en octobre 1989.

Dans le canton des Grisons, les donneurs de sang habitant 3 proximité du
foyer d'encéphalite i tiques de Griisch-Seewis-Landquart [329] ont rempli le
questionnaire (Annexe 2) sous le contrdle des équipes locales de prises de
sang. Les autres donneurs du canton des GR, ainsi que ceux du canton du



28 IV. Matériel et méthodes

VS, n'ont pas requ de questionnaire; la Croix-Rouge nous a néanmeins fait
parvenir des informations concernant leurs dge, sexe et domicile.

IV.2.3. ECHANTILLONS DE SANG EN PROVENANCE DES
PATIENTS D'HOPITAUX

Nous avons analysé des prélévements sanguins effectués, entre mars et juin
1987, chez des patients de I'Ospedale civico de Lugano/TT ainsi que dans les
cliniques neurologiques universitaires de Bile/BS, Ziirich/ZH, Bemne/BE et
Lausanne/VD. Ces échantillons, collectés sans avoir connaissance des
symptémes ayant conduit les patients en milien hospitalier, avaient déja été
analysés par d'autres auteurs pour la recherche d'anticorps dirigés contre B.
burgdorferi [15, 203].

Nous avons en outre regu, entre mars et juillet 1989, des échantillons de
sang prélevés an hasard chez des patients de I'ndpital régional de La Béroche
(St-Aubin)}/NE.

Les patients d’hopitaux n'ont pas rempli de questionnaire.

1V.2.4. COLLECTES DE SANG AUPRES DES MILITAIRES DANS LE
CADRE DES ECOLES DE RECRUES (ER)

Cette enquéte a porté sur I'ensemble des ER de Suisse lors de leur exercice
d'été, entre juillet et novembre 1991. Au début des Ecoles de recrues, les
soldats ont été sensibilisés an probltme des tiques et des maladies qui leur
sont associées. Cetie information levur a été délivrée par le médecin d'ER ou
au moyen de panneaux illustrés élaborés par nos soins. A la découverne
d'une piqiire de tique, les militaires recevaient un questionnaire i remplir
avec l'aide du médecin d'ER (Annexe 3), et une premiére prise de sang était
effectuée. Un second échantillon sanguin était prélevé au moins 4 semaines
plus tard.

Certains militaires ont été recontactés 1 année aprés la piqire pour une
nouvelle prise de sang. A cette occasion, ils ont en 3 remplir un
questionnaire supplémentaire (Annexe 4).
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IV3. CHOIXET CAPTURE DES POPULATIONS DE TIQUES

Les investigations virologiques et bactériologiques ont porté essentiellemeut
sur les phases libres (en période de quéte, ou 2 jeun) du vecteur principal de
B. burgdorferi et du virus CEE: I. ricinus. Dans le cadre de l'enquéte
entreprise au sein des écoles de recrues, nous avous analysé les tiques
prélevées sur les militaires.

1V.3.1. CAPTURE ET CONSERVATION DES TIQUES EN PHASE DE
QUETE

Les tiques a l'affiit ont été capturées selon la méthode dite "du drapean” [6],
qui consiste & trainer sur la végétation un linge éponge blanc d'uve surface
de 1 m2. Aprés quelques essais de quadrillage systématique des zones de
capture, il est rapidement apparu que les tiques étaient particuliérement
abondantes en bordure des voies d'accds, sur 50 cm 4 1 m de part et d'autre
des chemins, Pour cette raison, et parce que les promeneurs se contentent
généralement de suivre les chemins tracés, nous avons concentré nos
captures sur les seutiers forestiers, le plus souvent selou des bandes de 50-
100 m de long sur environ 1 m de large. Sur les chemins carrossables, nous
avons séparé les tigues provenant de chaque c6té de la voie; sur les sentiers
étroits, o la portion de terrain @ découvert ne coustitvait pas uu obstacle au
passage des tiques, les deux c6tés n'ont pas éi€ distingués.

En raison du trés faible pourcentage de larves infectées par voie
transovarienne par les deux agents pathogénes daps la nature - et, par
conséquent, de leur réle négligeable d'indicatenrs de foyers - nous n'avons
analysé que des nymphes et des adultes.

Les tiques ont été brievement lavées dans une solution de H202 & 3% puis
dans de I'éthanol & 709, ensuite de quoi elles ont été rincées et placées par
groupes de 5-60 individus, selop le stade évolutif et le sexe, dans un milien
de congélatiou stérile (solution saline selon Hank, pH 74, enrichie de 0,05%
d'albumine sérigue de bovin (BSA) et additionnée de 100 U.l./ml de
pénicilline (Gibco BRL) et 100 pg/ml de kanamycine {(Gibco BRL). Elles
ont ensuite été congelées et conservées & -60 °C* jusqu'an moment de leur
analyse. . :

* Les diverses étapes de notre avail ont été effectuses dans des laboratoires différents,
disposant de congélateurs de températures variables, comprises entre -60 0C et -§0 oC.
Nous inrcéjquons dans ce chapitre la température maintenue par chacun des congélateurs
considérés.
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1V.3.2. CAPTURE ET CONSERVATION DES TIQUES EN COURS DE
GORGEMENT

Les tiques découvertes par les militaires en train de piquer ont été soit
directement préparées pour la détection du virus CEE et de B. burgdorferi
par immunofluorescence (cf IV.5.2.), soit congelées 2 -60 ©C,
individuellement et 4 sec, en prévision des tests de PCR (cf IV .5.5.).

IV4. ANALYSE DES ECHANTILLONS DE SANG

L'irruption d'un corps étranger dans un organisme déclenche une avalanche
de processus de défense, spécifigues ou non. Parmi les mécanismes
spécifigues, I'immunité 3 médiation humorale est caractérisée par la
production d'anticorps, notamment les immunoglobulines M (IgM) et les
immunoglobulines G (IgG). Les IgM apparaissent rapidement, atteignent un
titre maximal en quelques semaines, puis disparaissent progressivement. Les
1gG sont produites plus tardivement, mais persistent durant des mois, voire
des années. Le dosage d'anticorps spécifiques permet donc de mettre en
évidence des cas d'infection par des microorganismes, alors méme que ceux-
ci ont disparu du sang circuiant ou ne peuvent étre mis en évidence par des
méthodes directes.

Dans notre étude, nous avons procédé 3 la recherche des anticorps de classe
1gG pour la mise en évidence de contacts anciens avec B. burgdorferi ou le
virus CEE, les IgM n'étant quantifiées que pour vérifier l'existence d'une
infection récente.

1vV.4.1. ELISA

Cette technique permet la mise en évidence d'antigénes ou d'anticorps
contenns dans un échantillon, par formation d'un complexe immun révéié
par une réaction enzymatique.

Dans I'ELISA pour la détection des anticorps, I'antigéne viral ou bactérien
est adsorbé sur une surface de plastique (plagues de microtitration). Une
dilution du sérum 2 tester est ajoutée. Si I'écbantillon contient des anticorps
spécifiques, ceux-ci vont se fixer i I'antigéne immobilisé sur le plastique. Un
conjugué (globulines dirigées contre les anticorps recherchés), marqué avec
une ¢nzyme, est ajouté; il va se fixer au complexe antigéne-anticorps
précédemment formé. Chague étape est suivie dune série de ringages
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destinés A é&liminer les éléments non fixés qui pourraient provoquer des
réactions non spécifiques. Le substrat est enfin ajouté. Sa dégradation par
I'enzyme va provoquer une réaction colorée, d'autant plus intense que la
.quantité d'anticorps spécifiques présents est importante. L'ELISA permet
donc, A partir d'une seule dilution de sérum, d'obtenir des résultats A la fois
qualitatifs et quantitatifs.

IV.4.1.1._ ELISA pour la détection des anticorps de classe IgG
dirigés contre le virus CEE

Ce test a &€ adapté d'aprds Matile [197].

L'antigéne viral (souche 1.40 du virus CEE, isolée & partir d'f. ricinus
capturés dans la région de Schaffhouse [330)) a ét€ produit sur cultures
primaires de fibroblastes de poulet et purifié sur gradient de saccharose
selon 1a méthode décrite par Matile [197]. Il a ét€ dilué dans un tampon TEA
(Triethanolamine 0,05M, NaCl 0,1M - pH 8,0), puis aliquoté et conservé i

-60 ©C. Le méme lot d’antigéne nous a servi pour la totalité des tests.

Pour le test ELISA, l'antigéne est dilué a4 0,8 pg de protéines par ml [197]
dans un tampon carbonate-bicarbonate 0,05M, pH 9,6. 60 ul en sont pipetés
dans chacune des cupules d'une plaque de microtitration & fond plat
(Dynatech Microelisa Plates M129A, Dynatech Produkte AG). Pour éviter
un "effet de bord" indésirable, les puits situés en périphérie de la plaque ne
sont pas utilisés. La plaque est incubée durant la nuit & 4 ©C en chambre
humide. Elle est ensuite rincée trois fois avec du tampon PBS enrichi de
0,05% de Tween 20 (PBS-Tween).

Les sérums 2 tester et le sérum de contréle négatif sont dilués & 1:40 dans du
tampon Tris (NaCl 0,15M, Na,EDTA -1mM, Tris-HCl 0,05M, BSA-0;1%, -
Tween 20 0,05% - pH 7,4). 1Is sont ajoutés 4 raison de 50 pl par puits (2
puits par sérum). 2 cupules ne sont remplies que de tampon Tris ("blancs”):
elles permettront de déterminer le "bruit de fond” du test. Une courbe
standard est établie au moyen de dilutions successives {1:20, 1:40 ... 1:640)
d'un sérum positif de référence (dans notre cas: sérum provenant d'une
personne ayant récemment subi une immunisaticn active compléte, et dont le
titre dTgG s'est avéré supérieur & 480 VIEU (Vienna Units) du test de
référence commercialisé en kit {Immunozym FSME lgG, Immuno]). La
plaque est incubée pendant 1h30 & 37 ©C en chambre humide, puis rincée
trois fois dans du PBS-Tween. .

Le conjugué (Goat anti-Human 1gG (Fc)/Po, Nordic, Biogenzia Lemania
SA) est dilué 4 1:1'000 dans le tampon Tris. 50 pl en sont pipetés dans les
cupules et la plaque mise a incuber 3h & température ambiante. Aprés avoir
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été rincée comme décrit plus haut, Ia plaque est encore lavée 3 fois avec de
I'eau distillée.

Le substrat {Orthophényléne diamine (OPD), Fluka AG) est dilué a 0,4
mg/ml dans un tampon phosphate-citrate 0,1M - pH 5,0 additionné de 0,4
pl/ml de H;0, & 30%. 200 l de cette solution sont pipetés dans les cupules.
Aprés environ 30 minutes d'incubation A I'obscurité, la réaction
colorimétrique est stoppée avec 50 pl de H,SO4 2,5M. La densité optique est
mesurée 4 490 nm avec un ELISA-Reader (Dynatech, MR 580).

Le seuil de positivité a été établi sur la base de Fanalyse d'échantillons de
sang provenant de 66 donneurs de sang habitant des régions situées au-dessus
de 1'000 m. d'altitude - on le risque de contacts avec des tiques est tres faible
- et de 39 personnes vaccinées contre le vims CEE (forestiers ayant subi au
minimum 3 injections, la demi&re effectuée moins de 3 ans avant la prise de
sang) ou ayant souffert d’'une encéphalite A tiques. Les résultats ont été
exprimés en logarithmes de la dilution correspondante du sérum positif de
référence (courbe standard), abrégés log.dil (log.dil = a-DO+b, ol a=pente,
DO=densité optique et b=constante). La valeur log.dil. de 2,6 a été choisie
comme seuil de positivité, avec un risque d'erreur (faux négatifs) de 7,7%;
elle correspond & une valeur comprise entre 30 et 60 VIEU (Vienna Units)
du test commercialisé de référence (Immunozym FSME IgG, Immuno}.

1V.4.1.2. ELISA pour la détection des anticorps de classe 1gM
dirigés contre le virus CEE

Pour la détection des IgM dans les sérums, nous avons recourn au test de
référence commercialisé en kit (Immunozym FSME 1gM, Immunc), en
respectant le protocole conseillé. Conformément aux instructions du
fabricant, tous les sérums présentant une DO supérieure au sérum de
référence 1gM-positif "low level” (livié avec le kit) sont considérés comme
positifs.

I1V.4.1.3. ELISA pour la détection des anticorps de classe 1gG
dirigés contre B. burgdotferi

Les caractéristiques du test utilisé ont é1é décrites par Fahrer et al [76].

Brigvement, l'antigéne, constitué de sonicats de B. burgdorferi (souche
B31), est dilué & 5 pug de protéines/ut; 50 (d de cette suspension sont répartis
dans chacun des puits d'une plaque de microtitration & fond plat (Dynatech
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Microelisa Plates MI129A, Dynatech Produkte AG). Les cupules
périphériques ne sont pas utilisées en raison de 'effet de bord. L'antigéne est
laissé & adsorber toute une nuit en chambre humide 4 4 ©C. La plaque est
ensuite lavée 3 fois dans du PBS-Tween (cf 1V .4.1.1.).

Les sérums 2 tester sont dilués & 1:200 dans une solution de dilution
composée de tampon PBS additionné de 2% de BSA et 2% de Tween 20. Le
sérum de controle négatif est dilué a 1:300. Une courbe standard est
effectnée avec 6 dilutions (1:300, 1:600, 1:1°200, ..., 1:9'600) d'un sérum de
référence positif ("pool” de sérums définis comme fortement positifs lors
d'autres émdes sérologiques). 2 puits sont utilisés pour le contréle du "bruit
de fond". La plague est incubée durant 2 heures & 37 ©C en chambre
humide, puis lavée.

50 pl du conjugué i la péroxydase (Goat anti-Human IgG (Fc)/Po, Nordic,
Biogenzia Lemania SA, Lausanne) sont ajoutés i la dilution 1:1'000, puis
incubés 1 heure & 37 OC en chambre humide.

Aprés ringage. 100 pl de substrat sout distribués dans les cupules
(Orthophényléne diamine (OPD), Fluka AG) dilué 4 0,4 mg/ml dans un
tampon phosphate-citrate, pH 5,0, additionné de 0,4 pl/ml de H;0, & 30%.
La réaction est stoppée aprés environ 5 min. avec 50 pl de H,S50, 2,5M. La
densité optique est mesurée 3 450 nm (ELISA-Reader, Dynatech, MR 580).

Le seuil de positivité a été &tabli par les auteurs du test i la valeur log.dil de
3,74 [76]. On considére qu'il y a variation significative du titre si la valeur
du log.dil. augmente ou diminue d'an moins 0,38 [333] et fanchit le seuil de
positivité,

Le titre d'anticorps peut étre également exprimé en "unités ELISA". Le seuil
de positivité (correspondant au log.dil. de 3,74) y a été établi & 123 unités
ELISA. Contrairement au log.dil, dont les valeurs basses indiquent un tanx
élevé d'anticorps, les unités ELISA augmentent avec le titre.

1V.4.2. TEST DE CAPTURE (ELISA-CAPTURE) POUR LA
DETECTION DES ANTICORPS DE CLASSE 1GM DIRIGES
CONTRE B. BURGDORFERI

Dans ce test sérologique, plus sensible qu'un ELISA classique, les anticorps
contenus dans un échantillon sont "capturés” entre des immunoglobulines
anti-humaines fixées sur le plastique et 1'antigéne bactérien. La démarche est
ensuite la méme que pour un ELISA classique.

Ce test a été effectué, altemativement, et avec les mémes résultats, selon le
protocole décrit par Robert {268], ou au moyen d'un test commercialisé
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(Dako ELISA ,u-cépture Lyme Borreliosis Kit, Instrument Gesellschaft), en
respectant le protocole indiqué.

Le seuil de positivité correspond 4 la valenr atteinte par le plus faible de
trois sérums positifs de référence, livrés avec le kit.

1v.4.3. TEST DE WESTERN BLOT POUR LA DETECTION DES
ANTICORPS DE CLASSE IGG DIRIGES CONTRE B.
BURGDORFERI

La technique de Western blot permet l'identification des anticorps dirigés
contre un ou plusieurs antigénes présents dans un échantillon protéique.
Dans le cas qui nous intéresse, les protéines de B. burgdorferi (antigéne)
sont fragmentées sur un gel d'électrophorése et transférées sur filtre de
nitrocellulose. Aprés blocage des sites non spécifiques, le sérum 2 tester est
ajouté, puis le conjugué qui se fixera sur le complexe antigéne-anticorps fixé
sur la nitrocellulose. La révélation fera apparaitre les bandes correspondant
aux antigénes contre lesquels les anticorps spécifiques ont €té formés.

Les tests de Western blot ont été effectués par R. Lienhard, du Laboratoire
de diagnostic parasitaire de I'Institut de Zoologie de Neuchitel; il utilise un
test modifié d'aprés Laemmli [171], Knecht et al [146] et Leary et af [177].
Les principes et les étapes en ont été détaillés par Bovet [47] et Lienhard
[185], et son application & B. burgdorferi par Garcia [82].

L'antigéne utilisé correspond 2 la souche-type B31 de B. burgdorferi
{Deutsche Sammlung von Mikroorganismus, D-3300 Braunschweig, No
4680). 11 est dilué dans un tampon d'échantilion selon Laemmii [171] A une
concentration déterminée par turbidimétrie et correspondant 4 environ 10%
bactéries/ml (Lienhard, comm. pers.).

Les prot€ines sont fragmentées par migration sur gel d'électrophorése 12%
(SDS-PAGE) selon Laemmli [171). Le transfert sur filtre de nitrocellulose
0,2 um {Schleicher & Schuell) est effectué par électrotransfert en milieu
semi-sec utilisant le systéme Novablot (LKB).

Les sites non spécifiques sont saturés durant 1h avec un tampon PBS-lait 5%
(PBS 10mM, NaCl 150mM, lait 5%, pH 7,35). Aprés ringage, les bandes
sont mises & incuber avec le sérum 2 tester, dilué 4 1:200 dans du tampon de
dilution (PBS-lait 1%). : .

La révélation est effectuée d'aprés Leary et af [177). Aprés un nouvean
ringage, le conjugué (anticorps anti-IgG (y) humaines de chévre marqués a
la phosphatase alcaline, KPL), est ajouté et incubé pendant 2h, dilué A
1:2°000 dans le tampon de dilution. La solution de révélation consiste en un
mélange de 50 pl de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate dans du
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diméthyl-formamide 4 33 mg/ml, et de 100 ul de nitro blue tetrazolium dans
de I'éthyléneglycol monométhyléther 4 10 mg/mI le tout dans 10 ml de
tampon phosphate AP.

iV.4.4. IMMUNOFLUOQORESCENCE INDIRECTE (IFAT: IMMUNO-
FLUORESCENCE ANTIBODY TEST) POUR LA DETECTION
DES ANTICORPS DE CLASSE IGG DIRIGES CONTRE B.
BURGDORFERI

Dans ce test dimmunoflucrescence, le complexe immun formé par
I'antigéne et l'anticorps recherché est mis en évidence en lumiére UV par un
conjugué marqué A la flunorescéine.

La preparanon de I'antigéne et sa fixation ("spots”) sur des lames de
microscopic ont été décrites en détail par Chamot [55] et Zhioua [333].

Le sérum A tester est dilué 4 1:8, 1:16, ... 1:1024 dans dn tampon FBS 0,3M
- pH 7,35 - et distribué sur les "spots” d'antigéne. Deux "spots” sont réservés
aux sérums de contrdle positif et négatif. Aprés 30 min. d'incubation 4 37

©C en chambre humide, les lames sont lavées dans le tampon PBS et séchées.

Le conjugué (Fluorine-G, Globuline anti-1gG humaine marquée a la
flnorescéine, Bio Mérienx), dilué 4 0,5% dans le PBS, est distribué sur
chaque "spot”.

Aprés incubation, ringage et séchage, les lames sont montées dans un
mélange Glycérol/PBS 9:1 et lues an microscope UV (Olympus BH-2) au
grossissement 400x.

Le senil de positivité est fixé 3 1/256. Une différence de 2 dilations
correspond & une variation significative du titre (séroconversion).

IVvS. ANALYSE DES TIQUES

L'analyse des tiques a été effectuée soit A partir d'échantillons homogénéisés,
soit avec des tiques écrasées sur des lames de microscopie.

1V.5.1. PREPARATION DES HOMOGENATS DE TIQUES

Les tigues, individuellement ou par lots ("pools”) de méme stade, méme lien
¢t méme date de capture, sont broyées dans des homogénéisatenrs de verre
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contenant | ml de milieu de maintenance pour cultures de cellules PS (voir
ci-dessous: 1V.5.3.3.). Le broyat est filtré sur membrane millipore de 0,22
pm (Millipore Corporation), puis aliquoté en prévision des analyses
ultéricures (homogénat).

1V.5.2. PREPARATION DES TIQUES SUR LAMES DE MICROSCOPIE
{("SQUASHES")

Des lames de microscopie 1éflonnées sont dégraissées au moins 48 h dans un
mélange acétone-Ether 3:1. La rique, A I'éiat frais, est maintenue sur un
"spot” au moyen d'un instrument appuyé sur le scutum. A l'aide d'une
brucelle pointue, l'extrémité de l'abdomen est percée, puis la tique est vidée
de ses entrailles par pressage (“squash”). Au cours de cette opération, la
tique est déplacée sur d'autres "spots” de manitre que son contenu ne forme
qu'une fine pellicule sur chaque "spot”. La lame est ensuite séchée toute une
nuit en incubateur 4 37 ©C, puis fixée 10 min dans de l'acétone froid. Elle
peut ensuite étre conservée 3 -20 OC jusqu'd la réalisation du test
d'immunofluorescence.

1V.5.3. IMMUNOFLUORESCENCE (IF)

Dans cette technique, I'agent pathogéne recherché est mis en évidence grice
A un anticorps spécifique marqué A la fluorescéine.

1V.5.3.1. Immunofluorescence indirecte sur "squash" (IF/S)
pour la détection du virus CEE

Nous avons utilisé pour la détection du vimes CEE une méthode de détection
indirecte basée sur les particularités chimiques de la biotine et de la
streptavidine. La streptavidine posséde des sites de forte affinité pour la
biotine et ne se fixe pas de maniZre non spécifique aux lectines et antres
composants cellnlaires. Il en résulte une amplification de l'intensité du signal
avec réduction du "bruit de fond” et augmentation de la sensibilité et de la
fiabilité [93].

La sensibilité accrue du complexe streptavidine/biotine, par rapport aux
méthodes conventionnelles d'immunofluorescence, a été démontrée par
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Gould et al en 1985 [93]. Le protocole d'immunofluorescence que nous
avons utilisé est inspiré des travaux de ces auteurs.

Les lames préparées sclon IV.5.2, sont lavées 5 min. dans du PBS, puis
égouttées. Un anticorps monoclonal de souris dirigé contre les Flavivirus
(TCF H86.13, produit a I'Institut de Virologie et de microbiologie de
l'environnement d'Oxford/GB, ci-aprés IVEM) est ajouté non dilué. Les
lames sont incubées 45 min. 2 37 ©C en chambre humide, puis rincées 10
min. dans du PBS ¢t égouttées,

Le conjugué (Sheep anti-mouse Ig, biotinylated whole antibody, Amersham,
UK}, dilué a 1:50 dans du PRS, est ajouté. Les lames sont remises 3 incuber

45 min. &4 37 °C,

Aprés un nouvean -ringage et égouttage, le complexe
streptavidine/fluoorescéine (Amersham) est ajonté et incubé 10 min. 2
température ambiante. Aprés un demier ringage dans le PBS, les lames sont
égouttées, montées dans du glycérol/PBS 9:1 et observées en lumitre UV
(Olympus BH-2) au grossissement 200x.

Les contrles positifs et négatifs utilisés pour ce test sont, respectivement,
des nymphes d'l. ricinus infectées i I'état larvaire par le viras Louping I,
et des adultes d'. ricinus d'élevage indemnes de tout virus.

IV.5.3.2. Immunofloorescence directe sur "squash" (IF/S) pour
la détection de B. burgdorferi

Sur chaque "squash" sont déposés quelques microlitres d'on conjogué
marqué 2 la fluorescéine (IgG anti-B. burgdorferi humaines, préparées selon
Peacock et al [235], dont la dilution a été déterminée lors de tests
préalables). Aprés 30 minutes d'incubation & 370C, les lames sont rincées
dans du tampon PBS (0,15M, pH 7,35); elles sont ensuite séchées, puis
montées dans du glycérol/PBS 9:1. La lecture est effectuée en lumidre UV
an grossissement 400x (Olympus BH-2).

Cette méthode est applicable, avec obtention d'une excellente flucrescence, &
des tiques préalablement conservées 4 sec i -20 ©C [observation personnelle].
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1V.5.3.3. Immunofluorescence indirecte sur cultures de cellules
(IF/C} pour la détection du virus CEE

Le test d'immuncfluorescence proprement dite est effectué sur des lamelles
couvre-cbjet aprés multiplication préalable du virus dans des cellules
susceptibles.

Les protacoles de mise en culture et d'immunofluorescence ont £té modifiés
d'aprés Gould et al [93] en collaboration avec cet anteur.

4 lamelles couvre-objet de verre (1 cm de diamétre) sont disposées aprés
stérilisation dans des boites de Petri de 5 cm de diamétre. Dans chaque boite
sont distribués 2,5 ml de suspension de cellules rénales de porc (PS, lignée
continue), & une concentration de 2x107 cellules/ml dans du milien de
croissance [Eagle’s Minimum Essential Medium modifié (E-MEM) (Gibco
BRL) additionné de 2mM de L-glutamine, 1,5 g/1 de NaHCQ3, 50000 UL/l
de pénicilline (Gibco BRL), 150 mg/l de streptomycine (Gibco BRL) et 5%
de sérum de veau foetal inactivé (FCS, Gibco BRL) - pH 7,2]. Les cultures
sont mises 4 incuber 4 h & 37 ©C pour permettre aux cellules de se fixer. 1,5
ml de milieu est ensuite retiré de chaque culture, de fagon que seule une fine
pellicule de liquide recouvre les cellnles. 100 pl dhomogénat cu de solution
de contréle sont inocnlés (témoin de contréle négatif: milien de maintenance,
voir plus loin; t¥moin positif: suspension de cerveaux de souris infectées par
le virus CEE, souches Hypr ou 1.40). Aprés 1 h 30 d'incubation 3 37 ¢C, le
liquide est entiérement retiré et remplacé par 2,5 ml de milieu de
maintenance frais (milieu de croissance avec seulement 1% de FCS). Cette
opération a pour but d'éliminer les substances contenues dans les tiques qui
pourraient s'avérer toxiques pour les cellules. Les cultures sont remises a
incuber. Aprés 4 jours & 37 ©C, le snmageant cellulaire est recueilli et
couservé & -70 ©C en prévision des tests ultérienrs. Les lamelles couvre-
objet sont retirées, rincées 5 min. dans du PBS, séchées et fixées 10 min.
dans de l'acétone i -20 ©C. Si nécessaire, elles peuvent étre conservées a
-200C.

Le protocole d'immunoflucrescence est ensnite le méme que décrit sous
IV.5.3.1. Deux lamelles au moins sont lues pour chaque échantillon.



IV. Matériel et méthodes 36

1V.5.4. TITRATION DU VIRUS CEE SUR CULTURES
CELLULAIRES ("PLAQUE ASSAY")

Des dilutions décimales (1G-1...10-5) de I'échantilion & tester sont effectuées
dans du PBS. Parallélement, des cellules PS sont diluées & 4x105 cellules/ml
dans du milien de maintenance (milieu de croissance contenant 3% de FCS).
0,5 ml de 1a suspension cellulaire sont répartis dans chacun des 24 puits
d'une plaque de titration (Linbro Plates, Flow Laboratories). 100 pl de
chaque dilution d'échantillon, ainsi que des témoins de contrble négatif
(PBS) et positif (suspension dans du PBS de cerveaux de souris infectées par
le virus CEE, souche Hypr), sont immédiatement ajoutés, & raison de 2 puits
par inoculum. La plaque est mise a incuber 4 ha 37 ©C.

Les cultures sont ensuite recouvertes par 0,5 ml/puits d'une solutien a 1,25%
de carboxyméthylcellulose (CMC) dans du milieu de maintenance
("overlay"). Les plaques sont alors remises en incubateur et ne sont plus
manipulées durant 5 jours.

Passé ce délai, les cultures de virus sont inactivées an moyen de quelques
gouttes (environ 0,5 ml) d'une solution saline de formol & 10%. Apres 10
minutes de fixation, le surmageant est éliminé, puis les cellules colorées au
violet cristal durant 2 minutes. Aprés ringage, les plages (zones de
destruction cellulaire) sont comptées et le titre établi. Par convention,
chaque plage correspend an site d'infection d'un seul virion de Tinoculum;
connaissant 1a dilution et la quantité d'inoculum de chaque puits, il est aisé de
calculer le titre viral de la suspension testée. Le titre est exprimé en PFU
{Plaque Forming Units)/ml de la suspension d'origine.

IV.5.5. PCR

La technique de PCR est une méthode d'amplification in vitro, an travers
d'une série de réactions catalysées par une enzyme pelymérase, de segments
spécifiques choisis d'ADN compris entre deux régions de séquence connue.
Deux cligonucléotides (amorces, ou "primers”) de séquences différentes,
complémentaires de celles du double brin d'ADN, flanquent chaque
extrémité de la portion choisie d'acide nucléique. Par une succession de
cycles de dénaturation de I'ADN, fixation des amorces et polymérisation, la
quantité d'ADN initialement contenue dans I'échantillon testé sera augmentée
de fagon théoriquement exponentielle. Ce fort pouveir d'amplification
permet la détection de trés faibles quantités d’ADN, et cela méme en
présence importante d'acides nucléiques non spécifiques {72, 272].
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Pour assurer I'uniformité des tests, les réactifs ont é1é préparés et mélangés
immédiatement avant la PCR; ce "cocktail" était ensuite aliquoté selon le
nombre d'échantillons 2 tester.

IV.5.5.1. PCR pour la détection du virus CEE

Le protocole de PCR nous a été communiqué par le Dr E. Gould, de
YIVEM. Nous avons amplifié une séquence du géne codant pour la
glycoprotéine E. Aprés des essais préliminaires, notre choix s'est porté sur
les amorces LIE 3 (5-CATGAGGAGCGCCAAA-T) et LIE 4 (5-CCCCT
GGGGGAAGCTGCATCTCTATGA-3Y), qui correspandent respectivement
anx nucléctides 1600-1615 et 1982-2008 du virus Leuping Hi [288]. Ces
amorces permettent 'amplification d'une séquence de 409 bases comprises
entre les nucléotides 1682 et 2090 du virus CEE [195]. Des tests préalabies
ont montré que ces amorces assurent la détection de différentes souches de
virus CEE et ne réagissent pas avec des virus n'appartenant pas 2 la famille
des Flaviviridae.

IV.5.5.1.1. Extraction de YARN

L'ARN viral est extrait selon Chomezynski et Sacchi [57] dans des tbes
Eppendorf de 1,5 ml.

100 ul d'homogénat de tiques sont ajoutés 3 500 pl de solution de
dénaturation (thiocyanate de guanidinium 4M, citrate de sodium 25 mM (pH
7,0), 2-mercaptoethanel 0,1 M, sarcosyl 0,5%). Y sont ajoutés
successivement, et aprés mélange par inversion: 100 pl d'acétate de sodium
2ZM (pH 4,0}, 500 pl de phénol saturé d'eau et 100 pl d'une solution de
chloroformefalcool isoammyl 49:1. Le mélange est homogénéisé (vortex)
pendant 10 secondes, puis refroidi I5 min. dans de Ia glace. :

Aprés 20 min. de centrifugation a8 4 ©C (10000 g), la phase agueuse
(supérienre) est transférée dans un nouveau récipient, mélangée 4 1 ml
d'isopropanol et placée 1 h 4 -20 OC (ou 20 min. dans de l'azote liquide)
pour permettre 3 FARN de précipiter.

Une nouvelle sédimentation 2 4 ©C (10°000 g) pendant 20 min est effectuée.
Le culot est resuspendu dans 150 ul de solution de dénaturation et précipité

dans 150 pl d'isopropanol, pendant 1 h a -20 0C,
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Aprés 10 min. de centrifugation & 4 C, I'ARN est rincé dans de 1'éthanol

T5% a -20 ©C, sédimenté et séché sous vide d'air. Il est conservé dilué dans
10 w1 d'H,0 milliperée.

1v.5.5.1.2, Transcription réverse

1 pl de Iamorce LIE 4 est ajouté 4 10 pl de snspension d'ARN pour un
volume total de 12 pl dans de I'HzO milliporée. Les “"primers” sont appariés
a I'ARN par chauffage durant 10 min. 2 70 ©C. L'ARN viral est converti en
ADNc dans 25 pl de réactif de transcription (Annexe 5-1) 3 37 ©C durant
1h. La synthése d'ADNc est stoppée par maintien durant 10 minutes dans un
bain a 70 °C.

1V.5.5.1.3. PCR

La PCR est effectuée avec 10 pl d'ADNc dans du réactif de PCR (Annexe 5-
2} pour un volume total de 100 pl. Le programme d'amplification consiste
en 1 cycle initial de dénaturation de 3 min. & 95 ©C, suivi de 35 cycles de
dénaturation (1 min.30 & 95 O0C), appariement (2 min. 3 55 0C) et
polymeérisation (2 min. & 72 0C). Une éape finale d'extension (10 min. & 72
0C) est ajoutée en fin de programme.

Le prodnit de la réaction est visnalisé aux rayons UV aprés migration sur
gel d'électrophorése & I'agarose 1,3% et coloration au bromure d'éthidinm.

IV.5.5.2. PCR pour la détection de B. burgdorferi

Nous avons recouru & un protocole de PCR développé par le Dr D. Carey,
de I'IT'VEM (non publié), faisant intervenir le principe dit des “nested
primers”: une seconde amplification est effectnée avec le prodnit de la
premiére, en notilisant un set d'amorces correspondant 3 une pertion de la
séquence amplifiée.

Pour la premigre amplification, nous avons utilisé la paire d'amorces OspA-
N1 (5-GAGCTTAAAGGAACTTCTGATAA-3") et OspA-Cl (5'-GTATTG
TTGTACTGTAATTGT-3"), correspondant respectivement aux nacléotides
Nos 334-356 et 874-8%4 du géne codant ponr la protéine OspA de la souche
borrélienne B31 [32, 112].
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Pour la seconde amplification, nous avons introduit les amorces OspA-N2
(5-ATGGATCTGGAGTACTTGAA-3") et OspA-C2 (3-CTTAAAGTAAC
AGTTCCTTCT-3'), complémentaires des nncléotides Nos 362-381 et 693-
713 du méme géne [32, 112].

I1V.5.5.2.1. Extraction de ' ADN

A 100 pl dhomogénat de tiques sont ajoutés 400 pl de solution de
dénaturation (voir IV.5.5.1.1.). Apr¢s mélange par inversion, 500 pl d'une
solution de phénol/chloroforme 3:1 sont ajoutés. Le mélange est
homogénéis€é (Vortex) puis centrifugé 5 minntes (IEG Centra-
microcentrifuge).

400 pl de l1a phase aqueunse (sumageant) sont transférés dans un fube propre
contenant 40 pl d'acétate de sodium 3M, pH 5,2. 900 pi d'alcool absoln A
-20 OC sont ajoutés. Les protéines sont laissées A précipiter an moins 30
minutes 4 -20 °C,

L'ADN est sédimenté 1 minute (IEG Centra-microcentrifuge), séché sous
vide d'air puis resuspendu dans 10 pl d'H,0.

Iv.5.5.2.2. PCR

La premigre amplification est effectuée dans du réactif de PCR (Annexe 5-3)
avec 1 pl de suspension d'ADN pour un volume total de 25 pl.

La seconde amplification est réalisée avec 1 [ du produit de la premiére
PCR pour un volume total de 100 p! (réactif selon Annexe 5-4).

Le programme de PCR utilisé pour les deux amplifications consiste en 1
cycle préliminaire de dénaturation de 5 min. 2 94 0C, snivi de 30 cycles de
dénaturation-appariement-polymérisation (respectivement et successivemnent
30 sec. 4 94 ©C, 45 sec. 4 37°C et 1 min. 2 72 0C). La PCR est achevée sur
un ultime cycle de polymérisation de 10 min. 4 72 0C.

Le produit de la réaction est visualisé aux rayons UV aprés migration sur
gel d'électrophorése & I'agarose 1,3% et coloration an bromure d'éthidium.
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I1V.5.6. ELISA POUR LA DETECTION DU VIRUS CEE

Le protocole d'ELISA et les immunoglobulines anti-CEE (souche Hypr) ont
été mis A& notre disposition par le Dr J. Kopecky, de l'Institut de
Parasitologic de Ceské Budejovice (Rép. tcheque). Il s'agit dun test de
"capture” d'antigéne. Son principe est le méme que pour la détection des
anticorps, sauf qu'ici l'antigéne viral contenu dans 1'échantillon est "capturé”
entre un anticorps spécifique immobilisé sur le plastique et un sérum
hyperimmun dirigé contre I'antigéne. Sa sensibilité en a éé augmentée par
l'utilisation d'un complexe streptavidine/biotine.

5 pg de gammaglobulines lyophilisées anti-CEE (souche Hypr) de chévre
(Institut de parasitologie, Ceské Budejovice, Rép. tchéque) sont dilués dans 5
ml de tampon carbonate-bicarbonate, pH 9,6. 50 ul de cette solution sont
distribués dans les puits d'une plaque de microtitration 4 fond plat (Dynatech
Immulon). Les rangées de cupules périphériques sont utilisées, des essais
préalables ayant démontré 'absence d'un “"effet de bord”. Aprés une nuit
d'adsorption & 4 ©C, la plaque est rincée 3 fois avec une solution de lavage
(PBS - 0,05% Tween 20).

Les sites naon spécifiques sont bloqués avec 200 pl/puits de solution de lavage

enrichie de 5% de FCS. La plaque est alors incubée 30 min. & 37 °C en
chambre humide, puis rincée 3 fois comme décrit plus haut.

Les homogénats (préalablement inactivés durant la nuit avec une solution de
B-propriolactone (Sigma) d'une concentration de 1:1'000), ainsi que les
contrdles positifs (RA. appendiculatus infectés avec le virus CEE, souche
Hypr} et négatifs (/. ricinus d'élevage), sont ajoutés non dilués & raison de 50
pl/puits (2 puits par échantillon).

Aprés 1 h d'incubation 3 37 ©C, un nouveau cycle de ringages est effectué.

50 ul de sérum hyperimmun anti-CEE (souche Hypr) de lapin (Institut de
Parasitologie, Ceské Budejovice, Rép. tcheéque), dilué & 1:2'000 dans la
solution de lavage enrichie de 2% de FCS (solution de dilution), sont pipetés
dans chaque cupule et incubés 1h 4 37 OC,

Aprés ringage, les puits sont incubés 1 h a 37 ©C avec 50 pl
d'immunoglobulines conjuguées A de la biotine (Donkey anti-Rabbit serum,
biotinylated, Sigma), diluées & 1:500 dans la solution de dilution.

Une nouvelle série de ringages est effectuée, puis 100 pl de streptavidine
conjuguée 3 de la péroxydase (Streptavidin-biotinylated horseradish
peroxidase complex, Amersham), diluée & 1:500 dans la solution de dilution,
sont distribués dans chaque puits. La plaque est incubée 15 min. & 37 °C,
puis rincée.
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Le substrat (OPD, dilué a 0,45 mg/ml dans un tampon acétique, additionné
de 1 pi/ml de HyO,) est ajouté i raison de 100 pl par puits. Aprés 2-3 min 2
'obscurité, le développement colorimétrique est stoppé avec 100 pl de 4N
H,80,. La densité optique est mesurée 4 490 nm (ELISA-Reader). Un
échantillon d'une densité optique (DO) supérienre 4 0.200 (soit environ 4x la
valeur du contrdle négatif) est considéré comme positif. Une DO comprise
entre 0.150 et 0.200 est interprétée comme "douteuse”.

IV.5.7. INFECTION DE SOURICEAUX POUR LA DETECTIONDU
VIRUS CEE

Les souriceaux d'une portée de 2-3 jours (souris blanches, souche TQ,
IVEM, Oxford/GB) sont infectés par injection intracérébrale de 10 ul
d’homogénat de tiques. L'état de santé des rongeurs est contrdlé
quotidiennement durant 21 jours. Les animanx présentant des signes de

paralysie sont tués par décapitation, et leurs cerveaux conservés i -70 °C.
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V. RECHERCHE D'UNE METHODE DE DETECTION DU
VIRUS CEE DANS LA TIQUE

Nous avons comparé le pouvoir de détection et l'intérét pratique de 4
méthodes de détection du virus CEE:

- l'infection intracérébrale de souriceaux de 2-3 jours (cf IV.5.7.),

- 'ELISA (cf IV.5.6)),

- l'immunofluorescence sur cultures de cellules (IF/C) (cf IV.5.3.3)),
- la PCR (cf IV.5.5.1.).

Les tigues utilisées pour ces tests ont é¢€ capturées dans les foyers suspects
de Fribourg/FR, Lyss/BE, Belp/BE, du bas-Simmental/BE (2 sites) et de la
colline du Santenberg/LU. Les lots importants de tiques ont été fractionnés
selon la notation suivante (exemple):

-Z1: ensemble des tiques capturées a une date et sur un site donnés;

-Z1/1:  ensemble des tiques contenues dans un seul tube de congélation et
correspendant au méme jour et au méme lieu de capture,

-Z1/1-1; fraction de cet ensemble, constituant 1 homogénat.

Les tiques ont été homogénéisées par "pools” de 4-30 selon la méthode
décrite sous TV.5.1. Les expériences faisant intervenir le pouveir infectienx
du virus {inoculation 3 des souriceaux, mise en culture) ont été effectuées
sans attendre. Pour les autres tests, les aliquots ont été congelés et conservés

a-7009cC,

V.. COMPARAISON DE LA FIABILITE DES METHODES TESTEES

Les différentes méthodes de détection du virus ont été appliquées anx
homogénats et aux sumageants des cultures de cellules selon le schéma de la
Figure 1: :
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Hgure 1 Etapes de la comparaison des méthodes de détection du virus CEE.
Hom: Homogénat Snr: Sumageant cellulaire.

100 yl dhomogénat ont été affectés sans attendre A l'infection d'une portée
de souriceaux; dans le méme temps, 100 pl étaient inoculés aux cellules PS.
Le reste a ét€ aliquoté (100 pl} en prévision des tests ultérieurs de PCR et
ELISA, et congelé immédiatement 4 -70 9C. Aprés 4 jours d'amplification,
le surnageant des cultures cellulaires (snt) a été recueilli et aliquoté (100 ui)
en prévision des analyses par ELISA et PCR. Les lamelles ont été préparées
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pour I'TF/C (cf IV.5.3.3. et IV.5.3.1.). Nous avons pu ainsi analyser, pour
chaque échantillon, I'homogénat par PCR, ELISA et inoculation a des
souriceaux, et le produit d'amplification virale par PCR, ELISA et IF/C.

Nous avons également testé, par les mémes méthodes, les milieux de
congélation ou de maintenance de certains lots, ainsi que des tiques d'élevage
{I. ricinus, Institut de Zoologie, Neuchitel) indemnes de tout virus.

Au total, 28 échantillons ont ét¢ analysés par infection de souriceaux, IF/C,
ELISA et/fou PCR. Les résultats en sont résumés dans le Tableau 1.

Méthodes d'analyse
No de Nature de
I'échantlion | I'échantillon | Souris | IF/C ' ELISA PCR
hom | smt hom | snt
Z.40/1-1 10M + / + / ! /
Z40/1-2 5M + / + / ! /
Z40/1-3 10F + / + / / /
Z52/1-1 10F - ! ! / / !
Z5211-2 6F/IM - / + / / /
Z521-3 10M - !/ / / !/ /
Z52/1-4 4M - / d / / /
Z 5411 SF - / - / / /
Z 42/1-1 10M + + + + - +
Z421-2 10M - - - - - -
242113 10F + + + + - +
Z 42/1-4 10F - . / . - .
Z 42/1-5 10F - - + . - -
Z4X41-6 10F + + + + - +
Z421-7 30N - - - - - -
Z421-8 30N - - - - - -
MMZ 42 MM - - - - / /
I. ricinus 5M /5F - - / - / /
MCZ 40/1 MC - - - - / /
MCZ 42/1 MC - - - - / /
Z61/1 10F + + + . / )
Z 70711 10F . . + . / /
Z70/1-2 1F . . + - / /
Z 60/1-1 10M - - + - / !
Z 6072-1 10F - - + - / /
Z 60/2-2 6F - - + - / /
XL 10/1 11F - - + - / /
X1 103 12M - - + . / /

Tableag 1: Analyse comparative de différentes méthodes de détection du virus CEE dans
des "pools” de tiques (I, ricinus).
M: Males F: Femelles N: Nymphes /. ricinus: tiques d'élevage.
MC: Milieu de congélation MM: Milieu de maintenance.
MMZ 42; Milieu de mainicnance utilis€ dans l'analyse des lots Z 42/1-1 2 8.
MCZ 40/1 ou 42/1: Milieu de congélation des tubes Z 40/1 cu Z 42/1.
+: Positif -: Néganif d: Donteux /: Non effectué.
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La fiabilit¢ des différentes méthodes, en comparaison avec I'isolement sur
souriceaux, est résumée dans le Tablean 2 et schématisée sur la Figure 2.
L'IF/C et 1a PCR sur surnageant cellnlaire apparaissent comme les méthodes
les plus fiables, avec 100% de correspondance pour les échantillons tant
positifs que négatifs. Par contre, la PCR appliquée aux homogénats ne
permet pas la détection du virus. Enfin, I'ELISA donne des résultats mitigés:
si tous les homogénats positifs ont £té détectés par cette méthode, plus de la
moitié des homogénats négatifs (9/17) apparaissent faussement positifs; en
outre, 1/4 des sumageants cellulaires contenant des virus ne provoque pas de
réaction mesurable. Des analyses ultérieures ont démontré l'existence
d'importantes réactions non spécifiques lors ‘de I'examen des homogénats 2
partir de "pools” de tiques.

Figure 2 Schéma comparatif de la fiabilit de diverses méthodes d'analyse employées
pour la détection du virus CEE dans des "pools” de tiques.
Méthode de référence: infection IC de souriceanx.
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Qualité do EC ELISA (hom)| ELISA{snt}| FPCR (hom)| PCR (snt)
diagnostic | % effectifs*| % effectifs*| % effectifs*| %  effectifsy % effectifs¥

Correct 100 (20720} 58,3 (14724)]95.0 (19/20)| 62,5 (58)| 100 (&/B) |
Incorrect 0 0201375 2450 (1200(37.5 ((3/8)] 0 (08)
Doutzux 0 (@201 42 (4] 0 ©200]| O (VL] (0/8)

Tableau2:  Concordance de diverses méthodes d'analyse avec l'infection 1C de
souriceanx pour la détection du virus CEE dans des "pools” de tiques.
* nombre d'échantillons répondant aux crittres/nombre d'échantillons
analysés.

V2. COMPARAISON DU POUVOIR DE DETECTION DES METHODES
TESTEES

Comme matériel infectieux, nous avons utilisé des dilutions décimales de
suspensions & 20% dans du PBS de cerveaux de souris infectées par le virus
CEE, souches 1.40 et Hypr. Les dilutions ont été réparties en aliquots de 100
pl en prévision des tests & effectuer, puis congelées et conservées & -70 ©C
jusqu'aux tests.

Le titre des dilutions a été déterminé par titration sur cellules PS aprés 5
jours d'incubation (cf IV.5.4.).

100 pl de chaque dilution ont été analysés respectivement par ELISA, par
PCR et par inoculation 2 des cultures de cellules (cf Figure 1, en gardant 3
T'esprit que tous les échantillons ont préalablement ét€ congelés pour assurer
une identité de leur pouvoir infectieux). Aprés 4 jours d'incubation, les
lamelles ont été testées par IF/C et le sumageant cellulaire par ELISA (50
Wi/puits).

Les limites de détection observées pour chaque méthode sont reportées dans
le Tableau 3. La multiplication virale durant les 4 jours de culture est
suffisante pour permettre la détection par IF/C d'un titre initial d'environ 10
PFU/100 pl. L'ELISA appliqué au surnageant cellulaire est en tout cas dix
fois moins sensibie, avec un sewil de détection compris entre 95 et 950
PFU/100 pl de titre initial. '

En ce qui conceme l'analyse des échantillons non soumis 4 Famplification
par culture (homogénats de cerveanx), c'est la PCR qui denne les meilleurs
résultats, avec un pouvoir de détection permettant de déceler 10 4 100 PFU.
Quant 2 I'ELISA appliqué 2 I'échantillon initial, sa sensibilité ne lui permet
de détecter que 103 PFU ou plus de virus.
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Souche Avant culture Aprds culture (4 jours)

virale Titre ELISA /dil! PCR /dil| ELISA /sm?2  TF/C2
1.40 9,5 x 105 PFU/100 p1* +
9,5 x 104 PEU/100 pu1* d

9,5 x 103 PFU/100 p1* -
9,5 x 102 PFU/100 p1* -
9,5 x 101 PFU/100 pui* -

9,5 PFU/100 pi* R
9,5 x 10-1 PFU/100 pi* . -
9,5 x 10-2 PFU/100 pi* - - .

-
B =

Hypr 105 PFU** +
164 PFU** -
103 PFU** .
102 PFj** -
101 pFU*» -

1 PFU** -

10-1 PFU#+ - -

102 PR #+ - -

vE 4+ + o+

Tableau3:  Pouvoir de détection des différentes méthodes des mise en évidence du virus
CEE.
1: La contenance de chaque puits est ds 50 pl (2 puits/échantillon),
2; Résultat aprés 4 jours de culture, pour 100 P d'inoculum.
*: Titre de la dilution/de I'inoculum.
**: Titre de I'échantillon (ELISA: 50 pl; PCR: 10 pl).
ELISA/dil: ELISA effectué sur 50 p/puits de dilution (2 puits).
PCR/dil: PCR effectuée sur I'ADN exmrait de 100 ul de dilution,
ELISA/snt: ELISA effectué sur le surnageant cellulaire.
TF/C: Immuncfluorescence sur culbire cellulaire,
L: Lyse compléte des cellules +: Positif -: Négatif
d: Douteux +/-: Parfois positif, parfdis négatf selon l'expérience.

Il apparait donc qu'appliquée & des suspensions "pures” de virus, la PCR est
une méthode de grande sensibilité. Cette constatation étant en contradiction
avec les résultats présentés sous V.1. (¢f Tableaux 1 et 2 et Figure 2), nous
avons vérifié l'influence du matériel génétique provenant des tiques sur le
déroulement de la PCR. Pour ce faire, nous avons procédé de la maniére
suivante:







52 V. Recherche d'une méthode de détection du virus CEE dans la tique

Si la détection du virus seul est encore possible avec 10 PFU dans
I'échantillon de départ (10 PFU/25 pl, soit 4 PFU/Echantillon de PCR), la
méme quantité de virus, mélée A de l'extrait de tique, n'est plus décelée. La
méme différence d'intensité de 1a réaction est observée avec 100 PFU dans
I'échantillon de départ. Tl apparait donc que le matériel extrait d'f. ricinus
contient des facteurs qui soit inhibent I'action de I'enzyme Taq polymérase,
soit interferent avec l'amplification de la séquence désirée. La sensibilité du
test s'en trouve réduite d'environ 10x.

V.3. DISCUSSION

Nous avons comparé et déterminé le seuil de détection de trois méthodes
altemnatives & I'expérimentation animale pour la mise en évidence du virus
CEE dans les tiques.

L'intérét majeur de I'ELISA et de la PCR réside dans leur rapidité
d'exécution et le nombre élevé d'échantillons pouvant Etre testés
simultanément. Basés respectivement sur la reconnaissance de l'antigéne et la
séquence génétique du virus, ils présentent un certain avantage sur les
méthodes de détection faisant intervenir son infectivité. On sait en effet que
le virus CEE connait une phase d'éclipse, avec perte du pouvoir infectieux,
lors de la mne de la tique (218, 252). En outre, des souches peu pathogénes
de ce virus ont ét€ mises en évidence.

L'efficacité de ce type dELISA a déja été démontrée [149] avec un variant }
pathogénicité réduite du virus CEE: le virus "Skalica”, isolé de C. glareolus
dans I'ouest de la Slovaquie [101] {ce virus thermosensible n'est pas
pathogéne pour la souris adulte aprés inoculation exiracérébrale). Elle s'est
vérifiée dans notre cas avec un broyat de Rh. appendiculatus infectés par une
autre souche thermosensible du virus CEE (ts 263, isolée de tiques capturées
dans le sud de la Bohgme (Rép. tchéque) [148], aimablement mise & notre
disposition par le Dr Kopecky), ainsi qu'avec une suspension pure de cette
méme souche (résultats non reproduits; DO respectivement 0.265 et 0.695
au-dessus de la DO du témoin négatif constitué de Rh. appendicularus sains),
Matile avait également rclevé la supéricrité de cette technigue appliquée A
des organes contenant des virions 3 faible pouvoir infectienx [197].
Théoriquement, 1a PCR et I'ELISA pemmettraient donc la mise en évidence
d'éventuels variants peu ou non pathogénes du virus CEE en Suisse.
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La quantité de virus CEE contenue dans /. ricinus varie considérablement.
Ainsi, Labuda et al [170) ont déterminé pour des nymphes infectées
expérimentalement des titres maximums de 2,0 log;o (soit 102) PFU/tique
sur cellules PS. Kozuch et al [155] ont pour leur part établi sur des cellules
primaires d'embrycn de poule des taux de 12-24 PFU/ml pour les nymphes
et de 0,2-28x103 PFU/ml pour les adultes, le titre observé dans les
exemplaires capturés dans la nature n'excédant pas 180 PFU/mI (femelle).
Toujours avec f. ricinus, Faivre (résultats non publiés) a mesuré des titres
compris entre 2,50 et 6,25 log,o IDsg (Infectious Dosis 50% - dilution virale
pour laquelle 50% des animaux infectés tombent malades ou meurent) chez
des femelles infectées A 1'état nymphal sur souris virfmiques (titre viral
établi entre 4 et 75 jours aprés la mue imaginale). L'ELISA tel que nous
l'avons effectué se situe donc en-dessous de la limite de détection pour
I'analyse individuelle d'/. ricinus capturés dans la nature. Nos résultats
corroborent ceux d'autres auteurs, pour qui un passage préliminaire sur
souriceaux ou sur cultures de cellules reste recommandé [149].

L'existence de facteurs inhibant l'activité de I'enzyme Tag polymérase dans
les tests de PCR a déji été observée dans des éléments tels que le sang,
Yurine ou le liquide céphalo-rachidien [178, 228, 320); i.ebech et Hansen
[178] relévent que le pouvoir de détection de B. burgdorferi par la PCR est
réduit de 10 fois en présence d'urine ou de liquide céphalo-rachidien. Ward
et al [320], appliquant la PCR & l'amplification du virus Dugbe
{Bunyaviridae), observent le méme phénomene en présence de sang de
rongeur, sans €tablir quelle étape du protocole serait plus particulierement
affectée par ce facteur antagoniste. Bien que des protocoles de PCR aient
déja été appliqués 2 la recherche d'agents pathogénes chez les tiques, tels B.
burgdorferi chez I. scapularis [239], ou le virus Dugbe chez A. variegatum
[320], c’est & notre connaissance la premiére fois qu'un tel phénoméne est
relevé chez des tiques 2 jeun.

Outre une inhibition partielle de I'activité de 'enzyme Tag polymérase, des
interférences par excds d'acides nucléiques peuvent survenir lorsque
I'échantillon est trop important [320]. Une moindre quantité d'’ADNc (moins
de 10 pl/100 pl de réaction de PCR) contribuerait peut-étre 3 augmenter la
sensibilité du test, la dilution des acides nucléiques compensant ceile de
I'ADN viral.

Nous n'avons pas cherché 2 déterminer la nature du facteur antagoniste
observé, ni s'il intervient également lors de la transcription. Notons qu'un
cycle supplémentaire de dénaturation dans la solution de guanidinium, lors
de l'extraction, n'a pas entrainé un accroissement notable du pouveir de
détection de la PCR.

La sensibilité de la PCR pourrait sans doute étre augmentée grice A
TI'hybridisation par dot-blot, dont Ward et al [320], pour la mise en évidence
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VL. CAS CLINIQUES D'ENCEPHALITE A TIQUES
DECLARES A L'OFSP DE 1984 A 1992

271 cas cliniques de maladie ont été recensés par I'OFSP pour la période
janvier 1984 - décembre 1992, Ce chiffre ne tient pas compte des personnes
s'étant fait piquer an Liechtenstein ou dans des pays ou des foyers de virus
CEE sont reconmus {Allemagne, Auntriche, ancienne Yougoslavie). Nons
avons également écarté de nos statistiques une déclaration de 1984 relative &
nn cas d'encéphalite survenn en 1983,

Par contre, nous avons tenu compte de deux personnes domiciliées 3
Iétranger (respectivement en Allemagne et en Afrique dn Sad), dont la
piqiire est survenue en Snisse.

Dans 21 des 271 cas recensés, le diagnostic d'encéphalite 4 tiques n'a pas pu
étre posé avec certitude. Sauf indication contraire, notre analyse ne tient
compte gue des 250 cas restants.

V1L  APPARITION SAISONNIERE DES CAS (DIAGNOSTIC SUR)

_En moyenne, 28 cas cliniques certains de maladie onr été déclarés chaque
année en Suisse péndant la période considérée. 51,6% des cas sont apparus
en juillet et en aciit (Figure 5).
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Cette distribution a été €tablie sur la base des dates de déclaration des
laboratoires ou des médecins, la date d'apparition des symptdmes n'étant pas
toujours mentionnée. Dans les 135 cas ou la date de la pigire a pu étre
établie avec exactitude, la premigre annunce de diagnostie (via le laboratoire
ou le médecin) est armvée environ 1 mois plus tard (Figure 6).
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Figure 6: Dynamique saisonnizre des piqires de tiques et des cas cliniques consécutifs

d'encéphalite & oques (diagnostic siir), Période 1984-1992,
n = 135 (sans donnée: 115/250).
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Ce laps de temps, qui correspond 2 la durée d'incubation du virus jusqu'au
déclenchement de la deuxiéme phase de la maladie, nous autorise 2
considérer la date de la premiére déclaration comme étant celle de
1'apparition des symptémes. :

‘La distribution mensuelle des cas d'encéphalite A tiques suit globalement
I'évolution de l'activité saisonniére d'1. ricinus telle qu'clle a été établie par
d'autres auteurs {90, 197]. Toutefois, bien que cette tique connaisse un
second pic d'activité en septembre-octobre, on n'observe pas d'augmentation
du nombre de déclarations 3 cette période. Ce phénomeéne se répéte chaque
année, i l'exception de 1988 qui a vu un second pic d'incidence apparaitre en
octobre-novembre (Figure 7). Les éléments dont nous disposons ne nous
‘permettent pas pour I'heure de déterminer les causes de cette exception.

107
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Figure 7. " Distribution mensuelle des cas d'chcéphalitc A tdques en 1988
(diagnostic siir). n = 31,

VL2. AGE,SEXEET ACTIVITES "A RISQUE" (DIAGNOSTIC SUR)

Toutes les catégories d'dge sont touché: : par le virus (Figure 8); le plus
jeune patient enregistré est un enfant de 2 ans et le plus 4gé, un retraité de
B8 ans (médiane: 41 ans). 4% des patients ont moins de 10 ans, 18% ont plus
de 65 ans. L'incidence annuelle moyenne (rapport entre le nombre annuel
moyen de patients et le nombre d'habitants), pour l'ensemble de la
population suisse, atteint 0,4/100'000 hab. Les personnes les plus fortement
touchées sont celles de 30-39 ans et les retraités (Tableau 4).
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Incidence annuelle moyenne
Catégorie d'ige Nb de cas (pour 100°000 hab.!
de chague catégoric d'fige)
0-9 10 0,15
10-19 13 0,41
20-29 25 0,28
30-39 ‘ 51 0,56
40-49 40 0.50
50-59 35 0,53
60-69 26 0,49
70-719 26 0.66
280 3 0,16
Sans indication 1 -
Total 250 0,43

Tablean d:  Incidence annuoelle moyenne de I'sncéphalite 3 tiques selon les classes d'ige.
Période 1984-1992,
1: Population r€sidante permanente (moyenne des populations an 31 décembre
1980, 1985 et 1990). Source: [1].

Des activités régulitres eun forét (principales ou accessoires) accroissent le
risque d'exposition aux piqlres de tiques. Nous considérons comme activités
A risque la chasse, la randonnée en forét, le ramassage de champignonus, le
jogging, le scoutisme, la course d'crientation, Je travail en milien forestier et
Tagriculture. L'indication relative aux risques encourus par les patients
figure sur 214 des 250 annonces de cas sfirs qui nous sont parvenues
(Tableau 5).

Activit€ A risque Hommes Femmes Total
oui 96 26 122
non 56 36 02
Total 152 62 214

Tableaus:  Répartition par sexe et existence d'activités A risque chez les patients ateints
d'encéphalite & tiques. Période 1984-1992.

Une activité A risque est relevée dans 57% des cas (63% des hommes, 42%
des femmes). Parmi les personnes encourant un risque élevé de piqiires,
79% sout des hommes; pour les personnes sans contacts particuliers avec la
forét, le pourcentage de patients de sexe masculin s'abaisse & 61%. Sur
I'ensemble des déclarations, 71% des patients sont des hommes. Il y a
prédominance masculine dans toutes les catégories d'Age (Figure 8). Par
rapport & la population suisse (48,75% dhommes, moyenne des années
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1980, 1985 et 1990 [11), la proportion élevée d'individus de sexe masculin
atteints d'encéphalite 2 tiques est significative (p < 0,0001, test de Fischer-
exact).
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Figure §; Distribution par fige et sexe des cas cliniques d'encéphalite 3 tiques.
Période 1984-1992. n = 249 (sans indiceton; 1/250).

Senls 17,1% des patients atteints d'encéphalite A tiques {39/228 - I'indication
de la profession manque dans 22 des 250 cas recensés) sont
professionnellement fortement exposés aux piqfires de tiques: les forestiers
et gardes-chasse (7, dont deux dgés de plus de 65 ans) et les agriculieurs (32,
dont neuf dgés de plus de 65 ans). 11/228 patients - dont un 4gé de plus de
65 ans - courent, de par leur métier, une risque éventuel d'entrer en-contact
avec des biotopes 2 tiques ou des animaux parasités par ces acariens. 11 s'agit
des jardiniers et fleuristes, policiers (cf VII.1.), géométres, bouchers et
vétérinaires. Le reste des patients est constitué d'enfants et écoliers agés de
moins de 16 ans (34), d'étudiants et apprentis (13), de personnes travaillant
dans des bureaux ou n'ayant pas de contacts avec les tiques (professions
techniques et artistiques, médecins, employés du bitiment et de I'hétellerie,
vendeurs, enseignants, concierges, secrétaires) (80, dont deux agés de plus
de 65 ans), de personnes n'exergant pas d'activité lucrative {femmes au foyer
et personnes en incapacité de travail) (21+1), et enfin de retraités (29).



60 V1. Cas clinigues d'encéphalite A tiques déclarés a4 'OFSP...

Profession

Forestiers/Gardes-chasse
Agriculteurs

Risques éventuels
Enfants/Ecoliers
Emdiants/Apprentis
Bureaux

Sans activité lucrative
Retmaités

] Jufogi] o|m|

Eigure 9: Proportions relatives des diverses professions exercées par les patients atteints
d'encéphalite & tiques (diagnostic sir).
Période 1584-1992. n = 228 (sans indicauion: 22/250).

A notre connaissance, 2 décés (0,8% des cas siirs, 0,7% de l'ensemble des
271 déclarations) sont imputables au virus de l'encéphalite A tiques. 11 s'agit
de deux retraités agés de 73 et 75 ans, infectés respectivement en 1985 et
1990, Le premier a été piqué dans les environs de Triillikon/ZH; le second,
domicilié 4 Stein am Rhein/SH, n'a pas pu détznniner le lieu d'infection.

V13, ORIGINE GEOGRAPHIQUE DES PIQURES INFECTIEUSES (TOUS
CAS CONFONDUS)

L'origine des cas déclarés d'encéphalite 3 tiques est représentée sur la Figure
10. Considérant que 68% des patients ayant pu désigner le lien d'infection se
sont fait piquer 4 proximité immédiate de leur domicile (dans un rayon de 5
Km, soit 1h de marche), nous avons également reporté les lieux d'habitation
des personnes ne se rappelant pas l'endroit de la pigtire. Enfin, nous y avons
inclu les cas de diagnostic douteux.
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Figure 1G.  Origine géographique des cas déclarés d'encéphalite 3 tigues, d'aprds les
indications des patients.
Période 1984-1992, n = 269 (2 cas, de lien de piqiire et de domicile inconnus,
ne sont pas représentés).

® : localisation exacte de la pigiire
» : localisation approximative de fa pigiire
4 : domicile des patients ne s& rapj-.:ant pas le lieu de piqiire

En noir: diagnostic sir En blanc: diagnostic douteux

Tous cas confondus, c'est du canton de Zirich que provient le plus grand
nombre de déclarations, avec en moyenne 15 cas cliniques par année, snivi
de BE (4) et SH (3). Le canton de ZH comptabilise A lui seul 49% (134/271)
des annonces et 46% (72/157) des lieux de pigfire connus. Sur les 13 cas
déclarés dans les cantons de l'onest et du sud de la Suisse (NE, GE, VD, VS,
FR, TI), 10 (77%) sont soit de diagnostic donteux (1 cas), soit de lien de
piqiire inconnu (9 cas, dont 4 douteux). Dans les autres cantons, la
propertion des cas douteux ou d'origine inconnue n'atteint que 43%.
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Par rapport 2 la population résidante, Schaffhouse apparait comme étant le
canton le plus sévérement touché par la maladie, suivi de ZH et TG.
L'apparition d'encéphalites 2 tiques dans les cantons de SO, BS/BL, VS, VD,

GE et T1 est exceptionnelle (Tableau 6),

Période 1984-1992,
Diag.: Diagnostic
1: Population tésidante permanente (moyenne des populations recensées pour

les années 1980, 1985 et 1987-90). Source: [1].

dox: Douteux

*: Pour 'ensemble de 1a Suisse.

Incidence annuelle
Canton Nombre de cas moyenne
(licu de pigiire connu) | (lieu de piqiire inconnu) | Total |[{pour 100'000 hab.!
Diag. sir Diag. dux | Diag. sfir Diag. dix de chaque canton)
SH 17 - 5 3 25 3,95
ZH 67 5 59 3 134 1,31
TG 10 1 6 - 17 0,96
BE 26 1 8 1 36 0,43
AG 12 - 4 - 16 0,37
5G 4 - 8 1 13 0,35
Ly 7 - 2 - 9 0,32
FR 1 - 2 2 5 0,28
ZG 1 - 1 - 2 0,27
NE - 1 2 - 3 0,21
GR 2 - 1 - 3 0,20
BS/BL - - 2 - 2 0.05
SO - - 1 | 0,05
VS - I - 1 0,05
11 1 - - - { 0,04
vD | - l 2 0,04
GE - - 1 | 0,03
Toml 149 B 161 13 271 0.46*
Tableau f:  Distribution par canton des cas déclarés d'encéphalite 2 tiques.

Vi4, DYNAMIQUE DES FOYERS (TOUS CAS CONFONDUS)

La Iocalisation annuelle des pigires de tiques et du domicile des personnes
ne se rappelant pas le lieu de pigiire est reportée sur la Figure 11. On n'y
observe aucune évidence de progression des lieux d'infection dans une
quelcongue direction,
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Figure Ji:  (Déplier le feuillet)

Distribution annuelle des cas d'encéphalite A tiques en Suisse.
Période 1984-1992.
n = 269 (2 cas, de lieu de pigire et de domicile inconnus, ne sont pas
représentés).

# : localisation exacte de la pigfire

w : localisation approximative de la pigiire

4 : domicile des patients ne se rappelant pas le liex de piqire

En noir: diagnostic sir En blanc: diagnostic douteux
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Sur la base du nombre de cas d'encéphalite A tiques diagnostiqués dans les
cantons de St-Gall et de Ziirich de 1970 2 1981, Matile, en 1982, relevait un
apparent cycle triennal du virus, des "années records” apparaissant en 1973,
1976 et 1979 [197]. La Figure 12 montre que cette tendance s'est maintenue
entre 1982 et 1992, A l'exception de 2 pics biennaux en 1984 et 1986.

Nb do cas
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Cas cliniques recanséds dans Mensemble da la Suisse (d'aprds les indications de POFSP).
H Cas cliniques recensés dans ls canton de Zirich (d'aprés Malile, 1982),
Sérologies positives observées 4 [nstitul de microbiologie médicale de St-Gall

{d'aprés Krech, 1880).

Figure 12:  Distribntion annuelle des cas diagnostiqués-d'encéphalite A nques.
n =641,

Nous avons cherché A établir si un tel "cycle” existait av niveau des foyers
eux-mémes. Nous avons donc comparé le nombre annuel de cas survenus
dans les principales zones & risque de Suisse: la colline du Santenberg/LU
{coord. 640-645/226-229), le Bas-Simmental/BE (603-613/167-169), et les
régions de Horgen-Riischlikon/ZH (683-689/230-242), Marthalen/ZH (686-
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699/271-283, rive gauche du Rhin), Neuhausen/SH (683-692/277-286, rive
droite) et StammheimyZH (700-705/272-280), étant bien entendu que les
zones sélectionnées sont susceptibles d'abriter plusienrs foyers distincts. Au
sein d'un méme foyer comme dans l'ensemble des zoues considérées,
I'apparition de ces cas, quantitativement et chronologiquement, ne répond

pas 2 un schéma particulier et semble plutdt procéder du hasard (Figure
13).

Figwre 13:  Distribution annuelle des cas cliniques d'encéphalite & tiques (stirs et doutenx)
dans les principaux foyers et zones 2 risque d'encéphalite A tiques en Suisse.

V1L5. DISCUSSION

Certains pays d'Europe connaissent un seul pic saisonnier d'apparition des
cas d'encéphalite: Suede [126], Albanie [70]. Une recrudescence en
septembre-octobre a £té relevée en Autriche {162, 315, 322], en Pologne
{44], ainsi qu'en Slovaquie certaines années [39] et en Suisse en 1979 [197] et
1988 (cf Figure 7). Certains auteurs ont invoqué I'apparition de souches de
virus thermosensibles pour expliquer l'absence d'un second pic saisonuier
[197]. Un autre facteur pourrait étre nne moindre fréquentation des foréts &
cette période de l'année, bien que Vactivité des chercheurs de champignons
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s'intensifie en automne. Relevons toutefois que le pic automnal d'acrivité d7.
ricinus est moins important que le premier. Par conséquent, et si I'on
considere que la prévalence des tiques infecticuses n'augmente pas d'une
saison & I'autre, le risque de contracter une encéphalite 4 tiques se trouve de
toute maniére diminué.

L'incidence annuelle moyenne observée pour l'ensemble de la population
(0,43-0,46/100'000 hab., selon qu'on ne considére que les cas siirs ou nen)
s'inscrit dans la moyenne des valeurs relevées dans le reste de I'Europe, oil
I'incidence des cas varie considérablement d'une année, d'un pays et d'une
région 3 I'autre. En Suéde, Holmgren et Forsgren [126] ont relevé ume
incidence annuelle de 1,6-3,4/100°000 hab. selon la région. En République
tchéque, entre 1980 et 1990, lincidence de l'encéphalite A tiques a été
évaluée entre moins de 2/100°000/an et plus de 3/100'0600/an, les valeurs
pouvant s'élever jusqu'd 14/100'000/an dans les zones fortement endémiques
(100]. En Slovaquie, Blaskovic ef ai {39]) ont déterminé, entre 1953 et 1963,
des taux d'incidence de 1,4-9,2/100°000/an, la fourchette annuelle s'étendant
dans certaines régions de 3,3 & 107,9/100'000; entre 1980 et 1990, les
valeurs ohservées dans ce pays oscillaient ¢ntre O ¢t moins de 2/100°000/an
[100). Relevons cependant qu'en Europe centrale, Yincidence annuclle peut
étre considérablement influencée par l'apparition d'épidémies, scuvent
familiales, consécutives A l'ingestion de lait cru contaminé. L'incidence
moyenne déterminée en Slovénie entre 1983 et 1990 s'élevait 2
7.,6/100'000/an [161]. Celies qui ont été relevées en Pologne varaient de
0,05 2 0,16/100'000/an entre 1975 et 1981 [315], et de 0,02 et 0,07/100°000
entre 1982 et 1990 [140]. Dans l'ancicnne Allemagne de 1'Est, les taux
observés atteignaient 0,7/100'000/an dans les années 1960, avant de décroitre
progressivement jusqu'ad 0,02/100'000 en 1990 [303]. Au Liechtenstein,
Krech {164] mentionne, pour la période 1972-1990, une incidence annuelle
moyeunce de 0,7/100°000. Eun France enfin, une dizaine de cas d'infection
par le virus CEE a été recensée en Alsace et dans les Vosges, essentiellement
depuis 1988 [60, 115, 189].

11 faut relever que l'introduction d’'un vaccin humain contre 'encéphalite i
tiques peut abaisser considérablement l'incidence de la maladie. Ainsi, dans
la province autrichienne de Carinthie, & la suite d'une massive campagne de
vaccination initi€e en 1981, le nombre de cas diagnostiqués est tombé de
140/an en moyenne (pour la période 1972-1976) A 12 cas en 1990 [169]. 11
faut toutefois garder a l'esprit que, I'homme n'étant qu'un héte occasionnel
d1. ricinus, la vaccination reste sans effet sur la circulation du virus dans la
nature; le risque d'infection reste donc eutier pour toute personne non
immunisée,

Les incidences observées dans les différents cantons ne dépendent ni de la
densité de population, ni de l'abondance des zones boisées (Tableau 7).
Comme il est peu vraisemblable que les habitudes récréatives de la
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population varient significativement d'un canton & l'autre, les causes de ces
différences sont certainement & rechercher dans l'abondance des foyers, la
proportion de tiques infecticnses, voire 1'importance de la faune ixodidienne
elle-méme. Nous y reviendrons dans le Chapitre IX.

Incidence annuelle . . .
Canton moyenne Densité de population! [ Densité de forét2
{pour 100000 hab. (hab./Km2) (% de la surface totale
- de chaque canton) de chaque canton)

SH 3,95 237 42,8

ZH 1,31 661 308 .

TG 0,96 196 21,6

BE . 0,43 155 31,1

AG 0,37 344 37,0

SG 0,35 204 30,1

LU 0,32 210 29.9

FR 0,28 120 26,4

yig] 0,27 347 27,6

NE 0,21 198 39,0

GR 0,20 24 25,3
BS/BL 0,05 2878 37,4

SC 0,05 282 43,4

V5 0,05 . 46 22,2

TI 0,04 100 43,1

YD 0,04 176 31,7

GE 0,03 1314 13,8
Total* 0,46* 161* 30,3+

Tablean 7:  Incidence annuelle, densit€ de population et densité des zones boisées dans les

cantons présentant des cas cliniques d'encéphalite A tiguoes.

- 1:Moyenne des valeurs recensées pour les années 1985 et 1990. Source: {1].
2: Forét, forét buissonnante et autres surfaces boisées (statistique de Ia
superficie 1979/85). Source: [1].

* : Pour l'ensemble de la Svisse.

Une surreprésentation des hommes par rappoert aux femmes chez les patients
atteints d'encéphalite & tiques a déji été observée dans d’'autres pays
européens: Allemagne [315], Autriche [266], Hongrie {3135}, Suéde [77, 126].
Le fait que cette proportion soit maintenue dans les populations ayant des
contacts fréquents avec la forét est troublant. Malheureusement, nous ne
disposons pas d'informations concernant la fréquence et le type d'activités 3 -
risque pratiguées par les hommes et les femmes au niveau national; il nous
est par conséquent difficile d'exploiter statistiquement les chiffres observés.
Il faut peut-&tre rechercher les causes de cette différence dams des



68 V1. Cas cliniques d'encéphalite & tiques déclarés 3 I'OFSP...

comportements distincts: les femmes sont souvent meins enclines que les
hommes a quitter les chemins ou 4 emprunter des sentiers étroits, ol le
risque d'entrer en contact avec les tiques est accru. Dn reste, la proportion
de gargons par rapport aux filles chez les enfants jusqu'a 14 ans, qui ont des
activités assez semblables, est proche de 1'équivalence: 56%. Ce taux moute 4
62% enwe 15 et 19 ans; il augmente eusuite fortement entre 20 et 29 ans
(88% d'hommes), fléchit entre 30 et 49 ans (60%), puis croit & nouveau dés
50 ans pour atteindre 78% en moyenne.

Nous avons tenté de comparer la proportion des différentes professions
exercées par les patients atteints d'encépbalite 2 tiques avec les valeurs de
l'ensemble de la population suisse. Bien que les statistiques fédérales {1]
n'établissent pas les mémes distinctions que nous en ce qui conceme les
activités professionnelles, nous avons pu dégager quelques grands groupes:
la sylviculture emploie 0,1% de l'ensemble de 1a population; l'agriculture et
I'horticulture, 2,9%; les secteurs secondaire et tertiaire (que l'on peut
comparer aux groupes “bureaux” et "risques éventuels” de la Figure 9),
environ 50%; enfin, les enfants de moins de 16 ans représentent 18,2% de la
population totale et les retraités (65 ans et plus), 14,2%.

Par conséquent, le faible pourcentage de forestiers chez les patients atteints
d'encéphalite 2 tiques n'est qu'apparent: la proportion observée (3,07%) est
en fait 30 fois plus élevée que dans I'ensemble de la population. Ce chiffre
est d'autant plus remarquable que le recours i la vaccination est largement
répandu parmi les forestiers de tout le pays [19% de l'ensemble des
forestiers intégrés 3 notre étude (1-74% selon le canton) ont déclaré étre
vaccinés contre l'encéphalite & tiques (cf chap. VIL)]; en outre, la Caisse
nattonale des assurances (CNA) et les associations professionnelles assurent
auprés de ces personnes une bonne information en ce qui concerne les tiques
et les maladies qui leur sont associées; le risque de contracter une encéphalite
a tiques s'en trouve en principe considérablement réduit.

La proportion d'agriculteurs chez les patieuts atteints d'encéphalite A tiques
est 5 fois plus élevée que dans I'ensemble de la population; par contre, on
n'observe pas de différence remarquable, dans la distribution des autres
activités professionnelles, entre les patients et I'ensemble de la population.

La répanition géographique des lieux de piqiire semble suivre les principaux
cours d'ean du pays. Bien sir, les données dont nous disposons ne nous
permettent que d'estimer, bien que le plus précisément possible, le lien de
piqdre: il est rare qu'un patient puisse certifier que la tique se trouvait en
bordure d'un ruisseau plutdt que dans un quelconque endroit de la forét que
celui-ci traverse. En outre, nombre de localités ont été bities en bordure de
riviéres. Néanmoins, les cours d'ean constituent une attraction taut pour les
promeneurs que pour les pique-niqueurs, £t de nombreux chemins pédesires
longent des riviéres. Moins "entretenus” souvent que le reste des foréts, ils
peuvent abriter une faune abondante, favorable aux tiques.
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On pent également envisager l'existence d'un cycle endophile du virus CEE,
assuré par des espéces animales inféodées aux bords de cours d'eau - ou les
fréquentant velontiers - et les tiques qui leur sont spécifiques. A titre
d'exemple, citons la tique /. apronophorus, dout Aeschlimann er al [9] ont
suggéré lz possibilité d'un rdle dans I'épidémiologie du virus CEE; cette
espéce ¢st counue dans les foyers d'Europe centrale pour parasiter fortement
Sorex araneus - l'vn des principaux hétes d'amplification du virus CEE
[160]. Notons toutefois que cette espace n'a été que rarement observée en
Suisse [9] et qu'il est peu probable qu'elle joue un réle prépondérant dans la
circulation du virus CEE.

Enfin, Danielova [61] a2 mis en évidence l'importance d'une humidité relative
élevée dans linfectivité dv virus CEE chez la tique; peut-€tre le milieu péri-
aquatique offre-t-il de ce point de vue des couditions optimales de
transmission.

Les éléments dout nous disposons ne permettent pas de répondre 3 cette
question. Néanmoins, les cours d'eav présentent des conditions favorabies a
Iz constitution de voies de passage des tiques et des hétes d'amplification
d'un foyer & l'autre, d'un espace de maintien du cycle épidémiologique du
virus et d'un lieu d'infection privilégié pour I'homme.

Une forte variation du nombre de cas annuels d'encéphalite a tiques n'est pas
inhabituelle en Europe [39, 70, 100, 140, 162). Une recrudescence triennale
des cas cliniques d'encéphalite 3 tiques a été relevée en ex-Yougoslavie entre
1953 et 1966 {115]. Ce phénomene ne semble pourtant pas se vérifier dans
les autres pays. Bien qu'il soit encore trop tdt pour affirmer que 1'appariticn
des eucéphalites A tiques suit un cycle triennal (le nombre d'événements dout
nous disposons - 7 pics d'abondance # partir de 1973 - est trop faible pour
permettre une analyse statistique rigoureuse), nous nous permettons
d'émettre quelques hypothéses qui, si cette tendance devait se coufirmer,
pourraient étre investiguées.

Les rongeurs et autres petits vertébrés étant les hotes principaux des stades
immatures d'f. ricinus, de fortes variations de leurs populations se
répercuteront sur l'abondance des tiques et, partant, sur le risque
d'infection. Certains micromammiféres counaisseut d'importauntes
fluctuations numériques. Ainsi, Sancy [274] 2 observé nne périodicité d'uue
durée moyenne de 6 ans chez 1z forme fovisseuse du campagnol terrestre
(Arvicola terrestris Scherman), avec de grandes variations d'un site
I'autre. Malheureusement, les données chiffrées manquent concernant
I'évolution sur de longues périodes des populations de micromammiféres
sylvatiques. Selon Mermod (comm pers.), un rythme mennal d'un des hotes
principaux d'l. ricinus n'est pas i exclure a priori.

Ce “cycle” pourrait dés lors étre perturbé par des facteurs climatiques.
Rappelous que Thiver 1984-85 a été particuliérement rigoureux et aurait pu,
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en décimant les populations de rongeurs ou les tiques elles-mémes (qui
hibement & faible profondeur, le plus souvent dans la lititre végétale [90]),
réduire le cycle momentanément de 3 3 2 ans.

En ce qui conceme les incidences "records” de 1973, 1983 et 1992, on peut
remarquer que les années 1983 et 1992 ont été relativement moroses en
raison du fléchissement des marchés européens, de Ja guerre du Gelfe et des
tensions dans I'ancienre Yougoslavie. La renonciation aux voyages 2
T'étranger aurait-elle en pour conséquence une fréquentation accrue des
foréts, et par 13, une augmentation des cas d'infection?

Quoi qu'il en soit, il ressort de l'examen des cas cliniques d'encéphalite 4
tiques que le virus CEE est bien implanté en Suisse. Il touche toutes les
catégories de population, les personnes fréquentant régulidrement le milieu
forestier €tant nawrellement les plus exposées. 11 affecte une proportion non
négligeable de la population et se manifeste régulitrement dans les foyers
d'endémie.

La presque totalité des cas recensés entre 1984 et 1992 se situe 2 l'intérieur
du périmetre délimité par les foyers naturels reconnus en 1984 [329]. Au
sein de cette zone, de nouveaux foyers, ou tout au moins des lieux de
concentration des cas, sont apparus: la colline du Santenberg/LU, la vallée
du Bas-Simmental/BE, la région de Belp-Miinsingen/BE, les alentours de
Brugg/AG et de Lyss/BE, ainsi que de nombreux lieux suspects dans le
canton de SH et le ncrd du canton de ZH. Par contre, on n'observe aucune
évolution chronelogique des cas vers l'extérieur de ce périmdtre ou dans une
dirgction particuligre. De plus, la presque totalit€ des cas cliniques recensés
en Suisse romande sout soit de diagnostic incertain, soit de lieu de pigiire
inconnu; nne telle particularité avait déja été relevée par Krech [1631.

La dynamique et la distribution géographique des cas cliniques d'encéphalite
a tiques ne vérifient donc pas 'hypothése d'une extension des foyers vers
Touest et le sud de la Suisse,
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VI. FORESTIERS, DONNEURS DE SANG ET PATIENTS
D'HOPITAUX

Initialement, il était prévu de n'étudier que des populations de forestiers, de
patients d’hdpitaux et de donneurs de sang. Cependant, les collectes de sang
organisées pour les forestiers et biichercns ont attiré des personnes exergant
d'autres professions, mais s'estimant également exposées anx piqgires de
tiques et aux maladies qui leur sont associées. Le facteur principal de risque
étant, 4 nos yeux, la fréquence des contacts avec le milieu forestier, nous
avons regroupé les données non pas en fonction de la profession des
participants, mais en fonction du type d'activiiés qu'ils effectuent en forét.
En outre, en raison du biaisage di a la libre participation des individus, nous
avons distingué d'une part les personnes s'étant présentées spontanément aux
séances de prise de sang organisées pour les forestiers, et d'antre part les
donneurs de sang de la Croix-Rouge et les patients d'hdpitaux, qui ont
réellement été pris zn hasard.

Les participants & notre étude ont donc été répartis selon les catégories
sujvantes:

1. Personnes ayant des contacts réguliers d'au moins 1/2-heure par semaine
avec la forét, dans le cadre de leur travail;

2. Personnes ayant des contacts réguliers d'an moins 1/2-heure par semaine
avec la forét, pour les loisirs;

Personnes n'ayant pas de contacts réguliers avec la forét;

4. Donneurs de sang auprés des centres de transfusion de la Croix-Rouge et
patients d’hépitaux.

VILL. PERSONNES AYANT DES CONTACTS REGULIERS D'AU MOINS
1/2-HEURE PAR SEMAINE AVEC LA FORET, DANS LE CADRE
DE LEUR TRAVAIL

649 personnes se sont présentées comme ayant des contacts réguliers avec la
forét pour le travail. 1l s'agit de forestiers/bicherons, d'agriculteurs, de
cantonniers et employés communaux, d'inspecteunrs de la faune, de policiers,
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d'un biologiste et de chanffeurs d'engins forestiers. Tous ont en commun le
fait de travailler an moins une henre par semaine en forét. Une seule femme
se trouve parmi eux. ' :

Leurs réponses aux questionnaires (fréquence des contacts avec la forét,
nombre de piqlres de tigues, symptdmes éventuels de borréliose ou
d'encéphalite A tigues, etc.) les fant apparaitre comme une population
homogene. Par conséquent, ils seront traités dans ce chapitre de maniére
groupée et nous les désignerons, par commodité, par le terme de
"farestiers”.

VI1.1.1. RESULTATS SEROLOGIQUES

Les séroprévalences d'anticorps IgG observées vis-3-vis du spirochéte et do
vims CEE sont résumées dans le Tablean 8. 25,7% de I'ensemble des sérzms
analysés (167/649) présentent des IgG dirigées contre B. burgdorferi. Au
contraire, les IgG anti-CEE n'ont été décelées qune dans 1,0% (5/522) des
échantillons. A l'instar de Zhioua ([333], nous n'avons pas observé de
réactions croisées entre les deux agents pathogénes, notamment avec les
personnes vaccinées contre I'encéphalite 4 tiques. Deux sérums (0,4%) ont
présenté des anticorps dirigés a4 la fois contre B. burgdorferi et le virus
CEE.

Nb sérums positifs / % Nb sérums positifs / % Nb
Canton | Nbsérums analysés | (B.b.) | Nb sérums analysés* | (CEE) | doubles
(B. burgdorferi) (Virus CEE) positifs*
GR 3 /14 214 1 ;11 9.1 0
BE 43  / 182 23,6 4 J 139 2,9 2
FR 29 /107 27,1 0 / 81 0 0
NE 43 /130 33,1 0 / 124 0 0
Ju 0 4 75 133 0 / 74 0 0
VD 19 /4 53 358 0 / 14 0 0
GE 1/ 5 20,0 0o / 5 0 0
VS 19 / 83 22.9 0 /[ 74 0 0
Total 167 | 649 25,7 5 ) s 1,0 2

Tableau8:  Prévalence des anticorps IgG (tests ELISA) dirigés contre B. burgdorferi
(B.b.) ou le virus CEE chez des populations professionnellemens exposées
aux piqires de tiques.

* non compris les sérums provenant de personnes vaceinées,
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Les dosages d'anticorps anti-CEE effectués par I'lnstitut de virologie de
Ziirich chez 14 forestiers du canton de Genéve (non représentés) n'ont pas
fait apparaitre de cas d'infection par le virus.

Les 5 personnes présentant des anticorps dirigés contre le virus CEE sont un
inspectenr de la chasse opérant dans le Jura bemois/BE, et 4 forestiers
travaillant respectivement dans la région du Grosses Moos/BE (ol un foyer
d'encéphalite A tiques a déja été identifié [329]), de Burgdorf/BE, d'Eriz,
Zwieselberg et le lac de Thoune/BE, et enfin de Flisch/GR, ce demnier
forestier ayant auparavant travaillé dans la région de Malans-Landquart/GR,
od un foyer de virus CEE a également é1é décelé [329]. Tous exercent des
activités forestitres depuis plus de 10 ans. Leur lieu de travail, au moment
des collectes de sang, est reporté sur la Figure 25.

Les deux sérams ayant présenté des anticorps contre B. burgdorferi et le
virus CEE proviennent des forestiers opérant dans le Grosses Moos et
Burgdorf.

Aucun gradient de séroprévalences n'a pu €tre mis en évidence dans
I'ensemble des cantons étudiés. Il fant toutefois relever qu'en raison de leurs
effectifs insuffisants, les cantons de GE et des GR ont dii étre exclus de
I'analyse statistique. Seul le canton du Jura, avec 13,3% de forestiers
séropositifs, se distingue statistiquement d'autres cantons, en I'occurrence de
FR (p = 0,028, test de Fischer-exact), de NE (p = 0,003, test de Fischer-
exact) et de VD (p = 0,005, test de Fischer-exact).

En te qui concemne’ le virus CEE, les différences de séroprévalences
observées entre les GR, BE et les autres cantons ne sent pas statistiguement
significatives.

VII.1.2. ANAMNESE ET SYMPTOMES DE BORRELIOSE OU
D'ENCEPHALITE A TIQUES

Sur 626 personnes ayant correctement complété le questionnaire, 58 (9,3%)
ont déclaré avoir observé une affection cutanée évoquant un ECM; un
traitement médical a ét€ entrepris dans 16 cas (27,6%), dont un pour un
ECM et une méningite. Parmi ces 16 personnes, § sont apparues positives
pour B, burgdorferi. Aucun participant n'a souffert de paralysie faciale,
d'atteintes articulaires pouvant étre associ€es 4 ime borréliose, d'encéphalite
3 tiques, de lupus érythémateux ou de syphilis.
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VIL.1.3. ‘SEROLOGIES ANTI-B. BURGDORFERI

VI1.1.3.1. Séroprévalence et Age

Parmi les 649 participants professionnellement exposés aux piqiires de
tignes, 647 ont mentionné lenr année de naissance; leur dge s'étend de 15 &
75 ans (moyenne d'dge: 35 ans; médiane: 33 ans) (Figure 14).

184

200

Nb d'individus

11-20 21-30 31-40 41-50 S51-60 61-70 71-80

Catégories d'ge

i 14:  Distribution des dges chez la population é€tudiée de personnes
professionnellement exposées aux pigiires de tques.
n = 647 (sans donnée: 2/649).

Pour ces 647 personnes, il existe une trés forte corrélation entre 1'age et la
séroprévalence vis-4-vis de B. burgdorferi (Fignre 15); la probabilité
d'apparaitre séropositif est 2,5 fois plus importante 4 60 ans qu'a 20 ans
(p=0,0001, régression logistigne).
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Eigure 15:  Relation entre I'dge et la séroprévalence ant-B. burgdoiferi (1gG, test ELISA)
chez les personnes professionnellement exposées aux piglires de tiques.

n = 647 (sans donnée: 2/649).
La derniére colonne n'est pas représentative, car basée sur une seule

observation,

Si la proportion de personnes présentant des anticorps contre B. burgdorferi
augmente avec 1'ige, il en va de méme, sur un plan plus quantitatif, du taux
de ces anticorps. Ainsi, il existe une étroite corrélation entre 1'dge et le titre
d'TgG dirigées contre le spirochéte (R=0,1649, p=0,0001, corrélation sur les
rangs de Spearman). Toutefois, il est évident que I'dge ne doit étre considéré
que comme un indicateur du degré d'exposition aux piqfires de tiques, et non

= comme un facteur de risque en soi. En fait, I'4ge est strictement corrélé avec
le nombre total d'années de travail en forét déclaré par les forestiers
(R=0,7056, p=0,0001, corrélation sur les rangs de Spearman), ainsi qu'avec
le nombre estimé de piglres de tiques (R=0,1897, p=0,0001, corrélation sur
les rangs de Spearman).

La distribution des titres en fonction de 1'dge des pamcipants est représentée
sur la Figure 16: '
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Eigure 16:  Relation eatre I'ige et le titre d'anticorps anti-B. burgdorferi (1gG, test
ELISA) chez les personnes professiunnellement exposées aux pigiires de
tiques.

n = 647 (sans donnée: 2/649),

Le stuil de positivit€ se situe 2 123 unités ELISA.

VI1I.1.3.2. Séroprévalence et piqires de tiques

Sur les 649 personnes interrogées, 6 n'ont pas répondu aux questions 6-8 du
questionnaire (Armexe 2). Parmi les 643 autres personnes, 421 (65,5%) se
souviennent avoir &€ piquées au moins une fois par des tiques. 34 d'entre
elles (8,1%) out £t€ piquées l'année de la prise de sang uniquement.

188 forestiers (44,7% des personnes piquées) estiment avoir été en contact
avec 1-5 tiques; 76 (18,1%) reconnaissent 6-10 pigiires; 106 (25,2) déclarent
cn avoir subi 11-50 et 51 participants (12,1%) ont observé plus de 50 tiques.

Sur les 167 personnes sérologiquement positives pour le spirochéte (cf
Tableau 8}, 165 ont comectement complété le questionnaire; 44 d'entre elles
(26,7%) ne se souviennent pas d'aveir &t€ en contact avec des tiques. Parmi
les 421 personnes piquées par des tiques, 121 (28,7%) présentent des
anticorps (1gG) dirigés contre B. burgdorferi.
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Globalement, le pourcentage de forestiers présentant des anticorps dirigés
contre B, burgdorferi est proportionnel au nombre de piqiires subies
{Figure 17) (x2= 17,180, p=0,000, Chi-carré de Mantel-Haenszel). Une telle
correspondance n'apparait pas au niveaun cantonal.
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Eigure 17:  Relaton entre les piqires de tiques et la séropositivité anti-B. burgdorferi
(IgG, test ELISA) chez les personnes professionnellement exposées aux
piqfires de tiques.

n = 643 (sans donnée: 6/649).

Sur le plan quantitatif, il apparait que le taux d'anticorps angmente
significativement, bien que d'une maniére maoins strictement corrélée, avec

- le nombre de pigiires de tiques (R = 0,0954, p = 0,0162, corrélation sur les
rangs de Spearman).

VII.1.3.3. Séroprévalence et durée de travail en forét

Sur les 649 participants 4 I'enquéte, 613 ont indiqué leurs horaires
hebdomadaires de travail en forét, et 645 le nombre total d'années
d'activités forestigres.
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Pour les 613 personnes ayant précisé leur horaire hebdomadaire, on
n'observe pas de proportionnalité entre le nombre d'henres passées en forét
et la prévalence d'anticorps dirigés contre B. burgdorferi (y?= 0,193,
p=0,661, Chi-carré de Mantel-Haenszel). De méme, la proportion de
personnes piquées est relativement constante quelle que soit la dorée
hebdomadaire de travail en zone 2 risque (Figure 18) (x2= 0,177, p=0,674,
Chi-carré de Mantel-Haenszel),
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FEigure 18: Relation entre la durée de travail hebdomadaire en forét, le fait davoir &té
piqué par des tiques ot la présence d'anticorps anti-borréliens (I1gG, test
ELISA) chez les personnes professionnellement exposées anx pigfires de
tiques.
n = 613 (sans donnée: 36/649).

An nivean quantitatif, il n'apparait également ancune corrélation entre la
durée hebdomadaire de présence en forét et le titre d'anticorps (R = 0,0154,
p = 0,7046, corrélation sur les rangs de Spearman}.

Par contre, chez les 645 personnes ayant indiqué la durée de lears contacts
avec la forét, la séroprévalence anti-B. burgdorferi est étroitement lide an
nombre d'années de travail forestier (2= 11,063, p=0,00]1, Chi-carré de
Mantzl-Haenszel): si plus de 14% des personnes professionnellament
exposées aux pigiires de tiques présentent des anticorps anti-B. burgdorferi
aprés 1-2 annédes d'activités forestitres, ce taux est deux fois plus important
apres 10 ans d'exposition, Le pourcentage de forestiers piqués par des tiques
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augmente dans les mémes proportions (Figure 19) (y2= 39,779, p=0,000,
Chi-carré de Mantel-Haenszel).
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Figure 19:  Relation entre la durée totale de travail en forét, le fait d'aveir ét€ piqué par
des tiques et la présence d'anticorps anti-borréliens (1gG, test ELISA) chez
les personnes professionnellement exposées aux pigfires de tiques.

n = 645 (sans donnée: 4/649)..

Cette corrélation est confirmée an niveau quantitatif (R=0,1341, p=0,0007,
corrélation sur les rangs de Spearman).

VIL.I.4. SEROLOGIES ANTI-VIRUS CEE

Parmi les 421 personnes piquées par des tiques, 5 {1,2%) présentent des
anticorps dirigés contre le virus CEE, trois d'entre elles affirment avoir

subi plus de 10 pigiires.

Les séroprévalences obtenues vis-a-vis du virus CEE, trés faibles dans leur
immense majorité, ne permettent pas d'établir une comparaison (qualitative
ou quantitative) avec I'dge des participants, la durée et la fréquence des
contacts avec la forét ou les piqires de tiques.
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VII.1.5. PIQURES DE TIQUES ET DUREE DE TRAVAIL EN FORET

Par rapport an nombre d'années de travail en forét, on observe,
parallélement & l'accroissement de la proportion de personnes piquées, une
augmentation du nombre de piqiires: Si 11,1% des personnes travaillant
depuis 1-2 ans en forét estiment avoir subi plus de 5 piqiires de tiques, cette
proportion monte 3 21,8% aprés 3-5 ans, 30,9% aprés 6-10 ans et 44%
aprés plus de 10 ans de fréquentation régulitre des foréts (Figure 20) (x2=
45,058, p=0,000, Chi-carré de Mantel-Haenszel). Néanmoins, certains
forestiers fréquentant depuis plus de 10 ans des biotopes a tiques ont affirmé
n'avoir subi aucune pigiire ni développé des symptomes de borréliose ou
d'encéphalite 3 tiques, déclarations corroborées par des sérologies
totalement négatives.
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Figure 20: Relation entre le nombre d'années d'exposition et les piqlires de tiques
subics, chez les personnes professionnellement exposées aux pigiires de

tiques.
n = 639 (sans données: 10/649).

De méme, une correspondance, bien moins marquée cependant, est observée
entre le nombre de piqires de tiques et le nombre d'heures de travail
hebdomadaire (2= 9,922, p=0,002, Chi-carré de Mantel-Haenszel).
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VIL2. PERSONNES AYANT DES CONTACTS REGULIERS D'AU MOINS
1/2-HEURE PAR SEMAINE AVEC LA FORET, POUR LES LOISIRS

27 personnes des cantons de BE et VD (hommes: 26, femme: 1; dge: 22-60,
médiane: 37 ans) ont déclaré effectuer des excursions régulidres en forét
pour les Joisirs. Dans ces deux cantons, 1a fréquence de leurs contacts avec la
forét s'échelonne entre 1 heure et plus de 10 heures par semaine, tandis que
la durée de ces contacts va de 1-2 ans jusqu'a plus de 10 ans,

Le Tablean 9 présente une synthése des résultats d'analyses sérologiques
entreprises chez ces 27 participants:

Nb sérums positifs / % Nb sérums positifs / % Nb
Canton | Nb sérums analysés | (B.b.) |Nb sérums analysés* (CEE) | doubles

(B. burgdorfert) (Virus CEE) positifs* | -
BE ER A 17,6 6 / 16 0 0
VD 2/ 10 20,0 A | 0 0
Total 5 7 7 18,5 0 s 23 0 0

Tableau®:  Prévalence des anticorps {IgG, tests ELISA) dirigés contre B. burgdorferi
(B.b.) ou le virus CEE chez des populations exposées aux piqiires de tiques
lors de leurs loisirs.

* non compris les sérums provenant d¢ personnes vaccinées.

Douze individus (44,4%) (tous des hommes), dont 2 sont séropositifs pour
B. burgdorferi, estiment avoir subi au moiuns une pigfire de tique. Trois
personnes présentant des anticorps spécifiques de B. burgdorferi ne se
souviennent pas d'avoir éé piquées.

Aucun participant n'a souffert par le passé de quelconques symptémes de
borréliose ou d'encéphalite & tiques.
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VIL3. PERSONNES N'AYANT PAS DE CONTACTS REGULIERS AVEC
LA FORET

10 participants (hommes: 9, fernme: 1; 4ge: 23-63, médiane: 45 ans),
domiciliés dans les cantons de BE (2 cas), NE (1) et VD (7), se sont
présentés aux séances de prises de sang bien qu'affirmnant ne pas fréquenter
les milieux forestiers.

A nouvean, le faible nombre de personnes appartenant & cette catégorie de
participants rend invalide toute tentative de corrélation entre séroprévalence
- ou titre d'anticorps - et d4ge ou nombre de piqiires de tiques. .

VII.3.1. Sérologies anti-B. burgdorferi

Parmi les 10 participants de cette catégorie, deux (20,0%) (homme: 1,
femme: 1) présentent des anticorps dirigés contre B. burgdorferi (NE, VD);
deux (dont un séropositif), se rappellent avoir été piqués au moins vune fois
par des tiques.

Des donleurs du genon ont été relevées chez une personne (NE), qui
présentait du reste un titre extrémement €élevé d'anticorps (IgG) contre le
spirachéte {log.dil.< 2,4, soit plus de 320 unités ELISA). Cette patiente a,
par la suite {(en 1991), suivi un traitement anti-borrélien (Pénicilline trois
fois par jour durant deux semaines, par voie orale). Les symptdmes ne se
sont plus manifestés depuis lors.

VIL.3.2. Sérologies anti-virus CEE

Les analyses sérologiques n'ont paé révélé de titres positifs vis-3-vis du virus
CEE chez les 10 personnes examinées. Aucun symptéme d'encéphalite 3
tiques n'a €té reporté.
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VIL4. DONNEURS DE SANG (CENTRES DE TRANSFUSION DE LA
CROIX-ROUGE) ET PATIENTS D’HOPITAUX

VIi.4.1. DONNEURS DE SANG AUPRES DES CENTRES DE
TRANSFUSION

361 sérums (hommes: 258, femmes: 103; ige: 19-65, médiane: 39 ans) nous
sont parvenus des centres régionaux de transfusion de la région sédunoise
(VS, 204 sérums) et des GR (157). Ils représentent la totalité des collectes de
plusieurs séances de don de sang.

Seuls les donneurs de sang grisons ont complété le questionnaire; les
Valaisans n'ont mentjonné que leur année de naissance.

Les séroprévalences observées parmi ces échantillons sont résumées sur le
Tablean 10: .

Nb sérums positifs / % Nb s€rums positifs / % Nb
Canton | Nb sérums analysés | (B.b.) | Nb sérums analysés | (CEE) doubles
(B. burgdorferi) (Virus CEE) ' positifs
GR 29 /157 18,5 1/ 157 0.6 0
VS8 24/ 204 11,8 1/ 204 0,5 0
Total 53 / 3el 14,7 2/ 361 0,6 0

Tableaw [0: Prévalence des anticorps (IgG, tests ELISA) dirigés contre B. burgdorferi
(B.b.) ou le virus CEE chez des donneurs de sang.

VII.4.1.1. Sérclogies anti-B. burgdorferi
VII.4.1.1.1. al lobale: GR et VS

14,7% des hommes (38/258) et 14,6% dés fernmes (15/103) ont été trouvés
porteurs d'anticorps dirigés contre B. burgdorferi.

Un seul donneur de sang (GR) a déclaré avoir souffert par le passé d'un *~

ECM, cela sans consultation médicale; son sérum est apparu positif pour B.
burgdorferi.
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Les séroprévalences anti-spirochéte des donneurs de sang des Grisons et du
Valais ne peuvent pas étre distinguées statistiquement (p>0,09, test de
Fischer-exact). Prise globalement, la prévalence des donneurs de sang des
deux cantons est inférieure A celle de 1'ensemble des forestiers (p<0,000, test
de Fischer-exact).

L'année de naissance ne nous a pas ¢ mentionnée dans 3 cas; pour les 358
autres donneurs des deux cantons, les séroprévalences anti-B. burgdorferi
n'augmentent pas avec 1'dge des participants (Figure 21).
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Fgme 21:  Relation entre 1'ge ¢t la présence d'anticorps dirigés contre B. burgdorferi
(1gG, test ELISA) chez les donneurs de sang du Valais et des Grisons.
n = 358 (sans dannée: 3/361).

Les valeurs correspondant 4 la premidre ¢t A la demnidre caiégories d'dge ne
sant pas représentatives, car basées sur un trop faible nombre d'abservations.

Au niveau quantitatif, les titres d'anticorps dirigés contre le spirochéte ne
sont pas non plus corrélés avec I'dge (R=0,0144, p = (,7863, corrélation sur
les rangs de Spearman). La distribution des titres d'anticorps chez les
donneurs de sang du Valais et des Grisons est représentée sur la Figore 22
(valenrs non transformées),
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Figure 22: Relation entre I'dge et le titre d'anricorps anti-B. burgdorferi (1gG, test
ELISA) chez les donneurs de sang du Valais et des Grisons,
n = 358 (sans donnée: 3/361).
Le seuil de séropositvitd est établi 3 123 unités ELISA.
VIL4.1.1.2. Analyse plus détaillée; GR

Pour les 157 Grisons ayant complété un questionnaire, 1a mention de 1'age
figure dans 154 cas; le nombre-de piqfires subies est précisé dans 155 cas,

dont 152 avec mention de I'dge.

La proportion de Grisons piqués n'est pas corrélée avec I'dge (Figure 23),

Graphiquement,

il semble en revanche se dégager une certaine

proportionnalité entre 1'dge et le pourcentage de personnes séropositives vis-
i-vis de B. burgdorferi (Figure 23); cette tendance n'est toutefois pas

confirmée au niveau des titres sérologiques.
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Fipure 23:  Relation entre V'dge, 1a s€roprévalence et le nombre de piqiires de tiques chez
les donneurs de sang des Grisons.
Les valeurs correspondant & la premiére et A 1a demiére catégories d'dge ne
sont pas représentatives, car basées sur un trop faible nombre d'observations.

Sur les 155 Grisons ayant indiqué le nombre de pigiires subies, 121 (78,1%)
ne se rappellent pas avoir eu un contact avec des tiques, dont 23 (19%)
présentent des anticorps dirigés contre B. burgdorferi. Des 34 personnes
piquées, 26 (76,5%) ne mentionnent que 1-5 piqires de tignes, parmi
lesquelles 5 (19,2%) sont séropositives vis-3-vis du spirochéte; quatre
donneurs de sang (11,8% des personnes piquées), tons séronégatifs, se
rappellent 6-10 pigqiires, 3 (8,8%) (également séronégatifs) mentionnent 11]-
50 pigires; enfin, une seule personne (2,9%), séropositive pour B.
burgdorferi, affirme avoir €té piquée plus de 50 fois. Sur Jes 29 donneurs
de sang séropositifs ayant indiqué le nombre de pigiires subies, 23 (79,3%)
ne se rappellent pas avoir été en contact avec des tigues.

VIi1.4.1.2. Sérologies anti-virus CEE

Les deux donneurs de sang présentant des sérologies positives pour le virus
CEE sont domiciliés respectivement 3 Leytron/VS et A Filisur/GR. Leur
domicile est reporté sur la Figure 25.
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VI11.4.2, PATIENTS DE L'HOPITAL DE LA BEROCHE/NE (ENVOIS
DU DR LAPERROUZA)

82 échantillons de sang provenant de patients choisis au hasard (hommes; 37,
femmes: 43, sans indication du sexe: 2; &ge: 4-91, médiane: 58 ans) nous
sont parvenus de I'hdpital régional de La Béroche. Les résultats des analyses
sérologiques en sont présentés dans le Tableau 11. Un seul patient (1,2%)
présente des anticorps 2 la fois contre le spirochete et contre le virus CEE.

Nb sérums positifs / % Nb sérums positifs / % Nb doubles
Nb sérums analysés (B.b.) Nb sérums analysés (CEE) positifs
(B. burgdorferi) (Virus CEE)
18 / 82 22,0 2} 82 2,4 1
Tableau 11: Prévalence des anticorps (IgG, wests ELISA) dirigés contre B. burgdorferi

(B.b.} ou le virus CEE chez des patients de I'hdpital de La Béroche.

Ces personnes n'ayant pas été invitées 3 compléter le questionnaire, nous
disposons d'informations limitées sur ces cas; le médecin qui nous a fait
parvenir les sérums n'a pas connaissance que ces patients aient souffert de
symptdmes de borréliose, ni d'encéphalite i tiques. On peunt cependant noter
que durant la période de collecte de sérums, 4 patients du médecin précité
(non présentés dans le Tableau 11) ont développé une borréliose confirmée
sérologiquement, mettant en évidence le haut risque d'infection par B.
burgdorferi dans cette localité.

VIL4.2.1. Sérologies anti-B. burgdorferi

35,1% des hommes (13/37) et 11,6% des femmes (5/43) ont présenté des
anticorps dirigés contre B. burgdorferi. Cette différence est significative (p
= (1,016, test de Fischer-exact).

87% des patients ayant indiqué leur age {66/76) ont plus de 40 ans; parmi
eux, 16 (24,2%) présentent des anticorps dirigés contre B. burgdorferi, ce
qui représente 89% (16/18) de I'effectif total de patients séropositifs vis-a-
vis du spirochéte. Néanmoins, la faiblesse de l'effectif dans chaque catégorie
d'dge ne permet pas d'établir, pour B. burgdorferi comme pour le virus
CEE, une quelconque corrélation entre I'dge et la séroprévalence ou le titre
d'anticorps.



VII. Forestiers, danncurs de sang et patients dhépitaux 89

12 séroprévalence vis-3-vis de B. burgdorferi abservée chez les patients de
La Béroche (22,0%) ne se distingue pas, statistiquement, de celle de
V'ensemble des forestiers ou des donneurs de sang (p>0,1, test de Fischer-
exact).

v11.4.2.2, Sérologies anti-virus CEE

Les deux patients de I'h6pital de La Béroche présentant des anticorps dirigés
contre le virus CEE sont respectivement, un homme de 29 ans et une femme
de 49 ans. Nous ne disposons pas d'informations complémentaires
concemant ces patients. Leur domicile est reporté sur la Figure 25.

La séraprévalence anti-virus CEE relevée chez les patients de La Béroche
n'est pas significativement différente de celle de I'ensemble des forestiers ou
des donneurs de sang (p > 0,2, test de Fischer-exact).

VII.4.3. PATIENTS DE L'OSPEDALE CIVICO DE LUGANO

Les résultats des analyses sérologiques des 556 patients de 1'Ospedale civico
de Lugano (hammes: 289, femmes: 267; fge: 0-92 ans, moyenne: 54 ans
[203]) sont résumés dans Je Tableau 12. Deux des 430 patients examio<s 2 la
fois pour B. burgdorferi et pour le virus CEE (0,5%) présentent des
anticerps (IgG) dirigés contre ces deux agents pathogénes.

Nb s€rums positifs / % Nb sérums positifs / % Nb doubles
Nb sérums analysés (B.b.) Nb sérums analysés (CEE) positifs
(B. burgdorferi) {Virus CEE)
51 [ 556 9.2 15} 430 3,5 2

Tablean §2: Prévalence des anticorps (IgG, tests ELISA) dirigés contre 8. burgdorferi
{B.b.) ou le virus CEE chez des patients de 'Ospedale civico de Lugano.
Les résultats des analyses concernant B. bus gdorferi sont extraits des travaux
de Miserez [203].
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VII.4.3.1. Sérologies anti-B. burgdorferi

10,4% des hommes (30/289) et 7,9% des femmes (21/267) ont présenté des
anticorps dirigés contre B. burgdorferi. Cette différence n'est pas
significative (p=0,378, test de Fischer-exact).

La séroprévalence enregistrée par rapport 3 B. burgdorferi, chez les
patients de Lugano, se distingue nettement des valeurs moyennes observées
chez les donneurs de sang (p=0,011, test de Fischer-exact) et chez les
forestiers (p<0,000, test de Fischer-exact), Parmi les six cantons d'origine
des forestiers dont l'effectif cantonal excéde 20 individus (BE, FR, NE, JU,
VD et V8), seul le canton du Jura présente une séroprévalence comparable 2
celle des patients de Lugane (p > 0,2, test de Fischer-exact).

La prévalence d'anticorps dirigés contre B. burgdorferi n'est pas liée i l'dge
des patients [203).

VI1.4.3.2. Sérologies anti-virus CEE

La séroprévalence anti-virus CEE observée chez les 430 patients de Luganc
est significativement supérieure aux valeurs moyennes relevées chez les
forestiers (p=0,011, test de Fischer-exact) et les donneurs de sang (p=0,005,
test de Fischer-exact); elle est toutefois comparable aux chiffres observés,
chez les forestiers, dans les cantons de BE et des GR.

Cette prévalence élevée est en contradiction avec l'unique cas clinique
d'encéphalite recensé an Tessin (cf Chapitre VL.). Cinq patients présentaient
des titres importants d'anticorps anti-CEE (log.dil.=1,15-2,06). Nous ne
disposons pas d'autres informations concernant ces patients, sinon qu'ils sont
tous domiciliés dans le canton du Tessin.

Il n'apparait pas de corrélation entre I'dge et la présence d'anticorps dirigés
contre le virus CEE.

Le domicile des patients positifs est reporté sur la Figure 25.

Vil.4.4, PQTIENTS DES CLINIQUES DE NEUROLOGIE DE BALE,
ZURICH, BERNE ET LAUSANNE

378 sérums ont €té collectés dans les hépitaux précités et analysés pour lz
recherche d'anticorps (1gG) dirigés contre B. burgdorferi [15]. Parmni eux,
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272 ont été analysés A la fois pour le spirochéte et le virus CEE. Les
résoltats en sont exposés dans le Tableau 13. Un seul sérum (G,4%) s'est
révélé porteur d'anticorps dirigés 2 la fois contre la bactérie et contre le
virus.

Nous ne disposons pas d'informations concernant les profession de ces
patients, leur &ge ou la fréquence de leurs contacts avec la forét.

Nb sérums positifs / % Nb sérums positifs / % Nb
Canton | Nb sérums analysés | (B.5.) | Nb s€rums anatysés (CEE) | doubles
(B. burgdorferi) (Virus CEE) positifs
BS 5 7 %0 5,6 0 / 86 0 0
7H 12 /7 92 13,0 2/ &0 33 1
BE 12 /7 104 11,5 1/ 61 1,6 0
YD 8 / 92 8,7 0 / 65 0
Total 71 e 9.8 3 72 1,1 1

Tableau13: Prévalence des anticorps (1gG, tests ELISA) dirigés contre B. burgdorferi
(B.5.) ou le virus CEE chez des patients des services de neurologie des
hbpitaux cantonaux de Bile (BS), Zirich (ZH), Berne (BE) ¢t Lausanne

Les résultats des analyses concemnant B, burgdorferi sont extraits des travaux
de Altpeter et Meier [15].

VI1.4.4.1. Sérologies anti-B. burgdorferi

Les pourcentages de patients positifs vis-3-vis de B. burgdorferi ne sont pas
significativement différents d'une clinique de neurologie & l'autre (p>0,1,
test de Fischer-exact). T

La prévalence globale d'anticorps anti-B. burgdorferi observée chez ces
patients est comparable a la séroprévalence enregistrée chez les patients de
Lugano (p>0.8, test de Fischer-exact), mais inférieure a celle des patients de
La Béroche (p=0,003, test de Fischer-exact), ainsi que de l'ensemble des
donneurs de sang du VS et des GR (p=0,043, test de Fischer-exact) et des
forestiers (p=0,000, test de Fischer-exact).
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VI11.4.4.2. Sérologies anti-virus CEE

La prévalence globale d'anticorps dirigés contre le virus CEE, pour
I'ensemble des patients neurologiques, ne peut étre distinguée de celle des
autres populations humaines étudiées.

L'origine géographique de l'ensemble des sérums trouvés porteurs
d'anticorps contre le virus CEE est reportée sur la Figure 25:

Figure 25:  Lieu de travail ou domicile des personnes ayant présenté des anticorps dirigés
contre le virus CEE.
n =23 (les patients de neurologie et un patient tessinois, de domicile inconnu,
ne sont pas représentés),
» : lieu de travail des forestiers et du chasseur positifs.
u : domicile des donneurs de sang positifs.
a : domicile des patients posiifs.
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VILS. DISCUSSION

V11.5.1. SEROPREVALENCES VIS-A-VIS DE B. BURGDORFERI

Séroprévalence et populatians

A l'exception du canton du Jura, les séroprévalences anti-B. burgdorferi
observées chez les forestiers sont élevées et relativement homogénes dans
I'ensemble des cantons étudiés. Seuls les forestiers du Jura, de par leur
relativement faible séroprévalence, se démarquent de I'ensemble de leunrs
collégues. Nous y reviendrons dans la suite de ce chapitre.

Les valeurs relevées chez les patients de I'Ospedale civico de Lugano et des
cliniques de neurologie sont nettement plus faibles et comparables entre
elles.

Les donneurs de sang du VS et des GR présentent nne séroprévalence
légérement supérieure i celle des patients précités, cette différence étant
toutefois trés faiblement significative par rapport anx patients des cliniques
de neuralogie, Altpeter et Meier [15] avatent du reste montré que le taux
d'infection par B. burgdorferi n'était pas plus élevé chez les patients des
cliniques de neurologie que dans une population de donneurs de sang de
contrle. Par conmire, la prévalence d'anticorps dirigés caontre B.
burgdorferi, chez les donneurs de sang des deux cantons, apparait nettement
inférieure & celle des forestiers.

Les patients de La Béroche constituent une population imtermédaire,
indiscernable statistiquement des donneurs de sang et autres patients
d'hépitaux {Lugano, cliniques de neurologie) dnne part, et des forestiers
d'autre part. On peut rappeler que les patients de La Béroche constituent nne
population relativement fgée (médiane: 58 ans); en outre, La Béroche est
nne localité située en milien semi-boisé, on les cas annuels d'ECM sont
nambreux [176]). Ces particularités explignent & notre avis la prévalence
relativement élevée que nous y avons observée.

Des études entreprises par d'autres auteurs parmi les forestiers ont fait
apparaitre des séroprévalences anti-B. burgdorferi élevées dans toute
I'Europe: 3,7-38,5% en France [68, 84], plus de 25% en Ttalie [311], 25% en
Grande-Bretagne [111], 13,7%-33,6% en Baviére [210, 215], 47,8% en
République tchique [236]. Une enquéte similaire auprés d'une population
rurale d'Allemagne a €tabli une proportion de 15,7% de personnes positives
[280].
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Dans le sud de I'Allemagne, l'analyse sérologique de donneurs de sang a
révélé des séroprévalences de 2,7-5,5% selon le test employé [41]. Dans
I'Orléanais (France), 2,6% (19/731) des donneurs de sang se sont révélés
porteurs d'anticorps contre le spirochéte, dont 21,1% (4/19) avec historique

d'ECM [31]). En Sudde, 2% de donneurs de sang et 9% de citadins sont
apparus positifs pour B. burgdorferi [110].

Eu Suisse, Nadal er al [212] ont observé chez les forestiers du canton de
Soleure des séroprévalences comprises entre 33 et 35%, selou le test de
diaguostic utilisé. Uune populatiou rurale de la région d'Aarberg/BE a
moutré une prévalence supérieure & 26% [87], soit I'équivalent de nos
forestiers. Chez des coureurs d'orientation de tout le pays (autre population
fortement exposée aux piqires de tiques), Fahrer et af ont relevé un taux
d'infection de 26,1%, et 1,9-3,1% de personnes symptomatiques [76]. A titre
de comparaison, ces auteurs ont établi, dans des populations non exposées
aux piqfires de tiques (personnes domiciliées au-dessus de 1'000 m.
d'altitude et citadins sans contacts particuliers avec la forét), des
pourcentages respectifs de 3,9 et 6%. Dans un hdpital de Minnedorf/ZH,
9,5% des patients sont apparus porteurs d'anticorps dirigés contre B.
burgdorferi [273]. Enfin, aucun des 150 patients du Valais examinés en 1990
par Péter [240] n'a révélé de contacts antérieurs avec B. burgdorferi, cela
bien que ce spirochéte soit bien représenté parmi les populations de tiques de
ce canton.

1l ressort de l'ensemble de ces études et de nos propres résultats que, si les
forestiers représentent clairemeut les populations les plus exposées 3 B.
burgdorferi, le risque encouru par les autres groupes de population est
beaucoup plus variable et dépend essentiellement des opportunités de
contacts avec la forét,

Séroprévalence ¢t origine géographique

Si certains auteurs ont observé une différence significative de prévalence
selon 'origine géographique des sérums [15, 68, 236], nos échantillous n'ont
pas fait apparaitre de "gradient” sérologique d'un endroit & l'autre du pays.

En ce qui conceme les forestiers, qui coustituent notre population d'émde la
plus importante et, par conséquent, permettent la meilleure comperaison,
des différences régionales (Préalpes, Plateau, Haut- et Bas-Valais) n'ont pas
pu étre mises en évidence. Il faut cependant relever que nombre d'entre eux
travaillent ou ont travaillé précédemment dans des lienx géographiquement
distincts, et que l'origine de la pigfire infectieuse est souvent difficile 2
établir. Seule la proportion de forestiers trouvés positifs dans le canton du
Jura est surprenante: 13,3% des Jurassiens sont séropositifs (antres cantons:
20,0-35,8%); 77% des Jurassiens interrogés exercent une activité réguliére
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en forét depuis plus de 10 ans (autres cantons: 49,4-71,7%). Or, nous avons
vo qu'une activité forestitre de longue durée accroit le risque de piqiires de
tigques, et par conséquent d'infection par le spirochete (cf VIL1.). Du reste,
68% des forestiers jurassiens estiment avoir subi une on plusieurs piqdres de
tiques (autres cantons: 20,0-78,6%); la plupart se sont fait piquer en Ajoie et
dans le Clos du Doubs, oi le taux d'infection des tiques par B. burgdorferi
n'a pas été évalué. Ces chiffres suggérent que, contrairement 4 la sitoation
observée sur le Plateau, le spirachéte pourrait y est &tre relativement peu
abondant.

En ce qui concerne nos deux populations de donneurs de sang (VS et GR},
les séroprévalences enregistrées ne montrent pas de différence du taux
d'infection entre les deux cantons,

Quant aux patients d'hdpitaux, aucune différence significative ni aucun
gradient n'ont pu &tre établis entre les cantons de ZH, BS, BE et VD.

Séroprévalence, 4ge et contacts avec la forét

Chez les professionnels de la forét, nous avons vu que la séroprévalence
anti-B. burgdorferi, de méme que les titres d'anticorps, sont corrélés avec le
nombre de pigires de tiques, lequel dépend moins de I'intensité des contacts
avec la forét (nombre dheures par semaine), que de leur durée (années). Un
indice supplémentaire de l'importance de ces contacts & long terme est
apporté par 1'étroite comrélation existant entre le taux d'anticorps et 1'age. 1l
faut néanmoins relever que nous avons été limités, dans l'estimation de ce
degré de corrélation, par le libellé de nos guestionnaires: une description
exacte du nombre d'heures hebdomadaires de travail en forét, d'années
d'activiié, voire de pigiires de tiques, plutdt gn'un regroupement par
catégories, aurait permis une analyse plus fine du rapport existant entre ces
facteurs et la sérologie. C'est, & notre avis, un €élément dont il faudrait tenir
compte lars d'enquétes ultérienres.

Le lien existant entre la présence d'anticorps anti-borréliens et 1'dge, la
durée totale de travail en forét et/fou le nombre de piqiires de tignes subies a
été relevé également par d'antres auteurs {68, 110, 210, 212, 215, 236].
Parmi les coureurs d'orientation suisses, Zhiova [333] n'a pas observé de
corrélation entre le nombre dheures passées en forét et la séroprévalence; il
estime toutefois le risque d'entrer en contact avec le spirochéte plus élevé 2
partir de 6h/semaine. Gern er af {87] et Miserez [203] n'ont pour leur part
observé ancune corrélation entre I'ige et la fréquence des anticorps dans la
population rurale d’Aarberg et chez les patients du Tessin.

Chez les donneurs de sang et les patients d'hépitaux, il n'a pas ét¢ possible
d'établir de telles corrélations, soit en raison de données incomplétes
(questionnaires non distribués), soit pour des raisans d'effectifs insuffisants.
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Séroprévalence et sexe

Les prévalences observées d'anticorps anti-B. burgdorferi ne font ressortir
une différence entre hommes et femmes que chez les patients de La Béroche.
Rappelons cependant que la population de forestiers était composée presque
exclusivement d'hommes, et qu'une comparaison n'a pas pu y étre établie
entre les deux sexes. Gern et al ont relevé une différence significative de
séroprévalence entre hommes (33,1%) et femmes (19,4%) dans la
population d'Aarberg [87]. Altpeter et Meier ont pour lenr part observé une
telle distinction chez des donneurs de sang, mais pas chez les patients des
cliniques de neurologie [15]. La différence d'exposition relevée pourrait, ici
encore, étre expliquée par des comportements distincts (cf VL.5.). De fait,
les séroprévalences observées chez les coureurs d'orientation, qui abordent
la forét de la méme manidre quel que soit leur sexe, n'ont fait apparaitre
aucune différence entre hommes et femmes [333).

Il ressort de I'ensemble de ces résultats que les opportunités de contact avec
la forét (4 long terme surtout) et les comportements persennels, bien plus
que I'appartenance & un type de population, sont un facteur de risque décisif
d'infection par B. burgdorferi. Nous rejoignons en cela l'opinion de Gem er
al [87].

En conclusion de ce chapitre, nous reléverons que I'analyse sérologique de
différents groupes de population a confirmé I'étreite relation existant entre
la fréquentation des foréts et le risque d'entrer en contact avec B.
burgdorferi. Elle a mis en évidence la haute prévalence d'infection par ce
spirochéte chez des populations ayant d'intenses contacts avec la forét
(forestiers), la grande majorité des cas prenant one forme subclinique - &
moyen terme en tout cas. Il faut cependant rappeler que la borréliose de
Lyme est un syndrome & évelution lente, et qu'une manifestation future,
tardive, de la maladie, chez les personnes actuellement asymptomatiques, ne
peut étre exclue. Il est en outre apparu que le titre d'anticorps dirigés contre
le spirochéte augmente avec le mombre d’années passées en forét; cette
évolution suggére que les forestiers subiraient, an hasard des piqfires de
tiques porteuses de borrélies, une réactivation du systéme immunitaire. Cette
stimulation a-t-elle un effet protectenr? Nos données ne permettent pas de
répondre A cette gquestion, faute d'un nombre suffisant de participants
symptomatiques; rappelons toutefois que l'effet protecteur des titres élevés
d'anticorps n'est pas unanimement reconnu [109, 232, 233, 321].

Les séroprévalences observées refietent la large répartition de B,
burgdorferi parmi les tiques du Plateau. Ces résaltats complétent en ontre
les donmées des investigations sérologiques entreprises précédemment dans le
canton dun Valais [240] et y établissent un taux d'infection des forestiers
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comparable au reste de la Suisse. Enfin, ils suggérent que le spirochéte serait
moins répardu dans le canton du Jura que sur le Plateau.

VII.5.2. SEROPREVALENCES VIS-A-VIS DU VIRUS CEE

En Europe, les prévalences d'anticorps dirigés contre le virus CEE varient
considérablement d'nn pays & l'autre. En Seéde, 11,6% des habitants des
environs de Lisd - ville située dans un foyer d'encéphalite 4 tiques - ont
montré une sérologie positive vis-4-vis du virus CEE, dont 27,8% (3,0% de
la population étudiée} avec bistorique de méningoencéphalite. 2% de
donneurs de sang et 5% de citadins du mé&me pays sont apparus porteurs
d'anticorps spécifiques [110]. En Autriche, 16,1% de forestiers, 4,9% de
fermiers et 0,9% d'écoliers ont été trouvés positifs pour le virus CEE [105].
En Allemagne, des anticorps spécifiques ont été mis en évidence chez 2,4-
3,3% des forestiers et chez 0,6-2,1% des agriculteurs [4, 5). Au
Liechtenstein par contre, aucun des 31 forestiers analysés par Krech n'a
présenté d'anticorps contre le vires CEE; sur un effectif de 331 sérums de
diverses provenances, seuls 2 {0,6%), issus de patients sans symptbmes
particuliers mais igés de plus de 50 ans, ont ét€ trouvés positifs (164]). En
France, des anticorps spécifiques ont été décelés chez 8% des forestiers de
10 départements de 'est du pays [60], tandis qu'en Italie 1,1% des forestiers
et chasseurs de la pravince de Trento (nord du pays) ont &té trouvés positifs
vis-a-vis du virus CEE [313). En Suisse enfin, Matile a observé des taux de
séropositivité de 0-5,4% chez les forestiers de cantons alémaniques (AG,
TG, BE, SO, SH et ZH), un seul sérum positif étant observé en Suisse
roniande (investigations dans les cantons de VD et FR) [197].

Contrairement 4 la plupart des auteurs précités, nous n'avons pas réalisé
notre enquéte auprés de populations connues pour fréquenter des foyers
naturels d'encéphalite A tiques, majs chez des forestiers, donneurs de sang ¢t
patients d'hpitaux ayant leurs activités en majorité dans des cantons ol
I'implantation de foyers était seulement supposée. La faible prévalence
observée dans notre étude chez les professionnels de la forét (1,0%) n'est
donc pas surprenante et peut étre interprétée comme lindice d'une faible
implantation, voire d'nne absence du virus CEE en Suisse romande.

Sérologiquement parlant, il n'est pas possible de distinguer statistiquement
les populations ayant des contacts fréquents avec la forét - pour le travail ou
pour les loisirs - des donneurs de sang, des patients de La Béroche ou des
patients des cliniques de neurologie. Le degré d'exposition des patients
tessinois apparait supérieur & celui de l'ensemble des forestiers, mais est
comparable & celui des forestiers des cantons de BE et GR. Ces personnes
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n'ayant pu étre recontactées, les causes de cette séroprévalence €levée restent
indéterminées, mais il n'est pas exclu d'envisager la présence d'un ou
plusieurs foyers d'encéphalite & tiques an Tessin. Nous y reviendrons dans la
Discussion générale.

En résumé, les faibles sérologies observées vis-2-vis du virus CEE dans les
populations étudiées n'ont pas permis de définir des taux d'infection propres
& différents groupes de risque. I1 ne nouns a pas non plus été possible de
mettre en évidence d'éventuels foyers naturels de virus, si ce n'est peut-€tre
an Tessin, ol la forte séroprévalence enregistrée chez les patients de Lugano
reste inexpliquée. La présence du virus CEE en Suvisse romande n'est donc
pas confirmée.
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VIII. MILITAIRES DANS LE CADRE DES ECOLES DE
RECRUES

VIILL. NOMBRE ET ORIGINE DES PIQURES DE TIQUES

Sur les quelque 20000 personnes concernées par cette enquéte, 269
militaires 4gés de 18 4 30 ans (médiane: 20 ans), issus de 38 ER, ont annoncé
au moins une piqiire de tique survenue en Suisse. 3 personnes ont Et€ piquées
a deux reprises, respectivement a 2, 29 et 40 jours d'intervalle, en juillet et
en aoiit-septembre. Au total, 272 annonces nous sont donc parvenues.

Les militaires se sont fait piquer entre juin et octobre; 46,4% des piqfires
sont survenues en acft (Figure 26).
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Figure 26:  Distribution mensuelle des pigires de tiques survenues chez les recrues
snisses en 1991 (y compris 3 militaires piqués A deux reprises),
n = 267 (sans donnée: 5/272).

L'origine des piqfires recouvre toute l'aire de répartition d'/. ricinus (Figure
27). La presque totalité des recrues s'est fait piquer sur le Plateau. Dans de
nombreux cas, plusieurs personnes (2-8) se sont fait piquer en méme temps,
lors d'un bivouac on d'un exercice de tir par exemple.
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Figurc 27:  Origine des pigiires de tiques survenues chez les recrues suisses en 1991.
n = 252 (sans donnée: 20/272).

o 1cas ® :59cas @:21i0cas

Sur les 272 annonces de pigiire, 4 ne contiennent pas d'indication concernant
le nombre de tigues observées en train de se nonrrir. Un seu! acarien érait
.incriminé dans 249 des 268 annonces restantes (92,9%), 2 tiques dans 12 cas
(4.5%), 3 dans 4 cas (1,5%) et 4 dans 3 cas (1,1%). Au total, et si I'on
considere que les déclarations sans indication concernent une senle pigiire,
301 tiques ont été observées en train de se nonrrir.

Si, ponr la plupart des 269 participants, I'Ecole de recrues a été 'occasion
d'un premier contact avec des tiques, 97 d'entre enx (36,1%) indiquent avoir
déja été piqués avant 1991. 3,3% des militaires interrogés (9/269) déclarent
avoir été piqués sur plusieurs années, conséentives on non.

Les tiques décounvertes en train de piquer ont été retirées par les médecins
d'ER, on par les militaires eux-mémes. Elles nons ont été envoyées dans des
tubes de plastique contenant nn morcean de papier absorbant humidifié.
Apres détermination de l'espéce, leur degré de gorgement a été évalué sur la
‘base des connaissances acquises lors d'élevages répétés d'f. ricinus en
laboratoire,
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177 tiques nous ont été envoyées: § larves, 74 nymphes et 90 femelles a
différents degrés de gorgement, 2 miles - qui piquent mais ne se nourrissent
pas - et 3 échantillons de stade indéterminable (petits fragments). Dans de
nombreux cas de pigiires multiples, seul un exemplaire de tique nous a été
expédié.

Pour autant qu'on puisse en juger (certains envois se résumant 3 des débris
non identifiables), tous les exemplaires recueillis appartiennent 4 l'espéce /.
ricinus.

L'estimation du degré de gorgement a pu étre effectuée sur 141 des 177
tiques seulement, 2 spécimens étant des méles et 34 échantillons étant trop
abimés. Pour les 14] stades déterminables et susceptibles de se nourrir, le
degré de gorgement au moment de la capture varie entre 0-1 et 5-6 jours
(Figure 28).

Femelles

Nymphes
Larves

Nb de epécimens

0-1 1-2 23 3-4 4-5 56

EFigure 28:  Degré de gorgement atieint par les tiques trouvées fixées sur les militaires.
n =141

5 tiques (3,5%) avaient pratiquement terminé leur repas sanguin, compte
tenu de la durfe de fixation de leur stade: 4 nymphes de 4-5 jours et 1
femelle de 5-6 jours. 88 tiques (62,4%) ont été remarquées moins de 48
heures aprés la pigire.

La taille d'une tique i jeun est approximativement la méme que celle du
stade précédent gorgé. Le fait que la majorité des acariens, y compris les
stades de petite taille comme les larves, aient été remarqués et retirés 1-2
jours aprés la piqiire indique que la découverte d'une tique ne dépend pas de
sa taille, mais plutbt de l'antention de la personne-héte. La découverte
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Chaque tique a ét€ testée par la méme méthede pour les deux agents
pathogénes. Les tiques destinées aux tests de PCR ont été manipulées
individnellement et avec précaution, de manigre A éviter tout transfert de
matériel génétique d'un échantillon 2 l'antre.

Sur les 177 tiques qui nons sont parvenues, certaines étaient dans un état de
détérioration tel que leur analyse n'a pas été possible. Au total, 154
exemplaires seulement ont pu étre testés. Les 62 premiers acariens qui nous
sont parvenns ont &té examinés par IF/S, les 92 suivants par PCR (Tableau
14).

Vingt-deux de ces 154 échantillons {14,3%) se sont avérés contenir des
spirochétes. '

Une autre tique, analysée par IF/S, présentait 2 structures atypiques
rappelant B, burgdorferi, mais il n'a pas été possible d'établir avec certitude
son infection par le spirochte: il faut rappeler en effet que, lors de la
préparation des "squashes”, la totalité de I'échantillon est utilisée; par
conséquent, des investigations complémentaires ne peuvent étre entreprises.
Nous nous contenterons donc de considérer ce spécimen comme "doutenx”,
avec une trés forte suspicion de positivité.

Une demitre tique, analysée par IF/S elle aussi, a réagi positivement 4 la
mise en évidence de virus CEE; toutefois, 1'image obtenue, bien que trés
différente de celle des témoins de contrdle négatifs, ne correspondait pas
totalement & celle des témoins positifs: les particules fluorescentes y étaient
moins nombreuses, comme si 1a tique avait été faiblement infectée. En raison
de l'impossibilité, évoquée ci-dessus, d'entreprendre des investigations
supplémentaires, nous considérerons également ce spécimen comme
"douteux”.

Dans le Tableau 14, ces deux échantillons au diagnostic incertain sont
représentés par un chiffre suivi d'nne astérisque*.

Aucune tigue ne s'est avérée contenir i la fois des spirochtes et des virus.

Type test | Nb tiques | Nb positfs % Nb positfs % Nb doubles
testées B.b. CEE positifs
IF/S 62 5 {6*) 8.1 (9,7%) 0" 0 (1,6M) 0
PCR 92 17 , a 0 0
Total 154 22 (23*) 14,3 (14,9%) 0 (1% 0 (0.6*) 0

Tablean 14: Résultats des analyses bactériologiques et virologiques effectuées sur les
tiques recueillies sur les militaires suisses.
B.b.: B. burgdorferi IF/S: Immunofluorescence sur "squashes”
CEE: Virus CEE PCR : Polymerase Chain Reaction.
*:Y compris 1 cas douteux (cf texte).
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L'origine géographique des tiques analysées par IF/S ou par PCR est
comparable. La différence de prévalence observée entre les deux groupes
n'est pas significative (p=0,100, test de Fischer-exact).

Le lieu de piqiire des 22 tiques ayant réagi positivement et des 2 arthropodes
"suspects” est reporté dans le Tableau 15:

type Résultat Date
No| de d'analyse de Lieu de piqiire Canton
test B.b. | CEE piqiire

56 | IF/S - ) 30.7.91 Sicbtern, stand de tir (Liestal) BL
250 | PCR + - 17.9.91 Oftringen AG
225 | PCR + - 11991 Grosshan (Wohlen) AG
6| IF/S + - 17.7.91 Kirchberg, bord de I'Emme BE
121 | PCR + - 13.8.91 Wangen a.Aare BE
122 | PCR + - 13.8.91 Chrajholz (Hindelbank) BE
261 | PCR + - 24991 Worblaufen, stand tir BE
9| IF/S + - 19.7.91 Sichtemn (Liestal) BL
260 | PCR + - 30.1091 Chutes de Bdichen BL
128 | PCR + . 13.891 Bois de Farzin (Romont) FR
227 | PCR + - 11.991 Chancy GE
238 | PCR + - 11.991 Schwiindelberg (Kriens) LU
123 | PCR + - 12.8.91 Kemwaild (Kerns) ow
253 | PCR + - 17.9.91 Kemwald (Kems) ow
289 | PCR + - 26.10.91 Winenwald (Goldach) SG
47 { IF/S + - 30.7.91 Messen S0
277 | PCR + - 4.1091 Grenchenberg SO
284 | PCR + - 9.10.9]) Wolfsbithl-Ebni (Mettendorf) TG
286 | PCR + - 9.10.91 Wolfsbiihl-Ebni (Mettendorf) TG
287 { PCR + - 91091 Bictenhart-Ebni (Mettendorf) TG
78 | IF/S + - 5.8.91 Bois de Chiitzl (Donaryre) vD
134 | PCR + - 14891 Cabane du Chasseur (Froideville)] VD
108 | IF/S + - 8.8.91 Birmensdorf ZH
9| IFS | & . 7.8.91 "Felix" (Birmensdorf) ZH

Tableau 15: Origine des tiques, recueillies sur les militaires, ayant réagi positivement aux
tests de détection de B, burgdorferi et du virus CEE (PCR ou IF/S).
Classement par agent pathogine ¢t par canton.

B.b..B. burgdorferi IF/S: Immunofluorescence sur "squashes’
CEE: Virus CEE PCR : Polymerase Chain Reaction.,
+ : Positif - : Négatif

(+) : Douteux, avec forte suspicion de positivité,

Les données relatives aux tiques infectées par B. burgdorferi ne réviient pas
de "nouveaux" foyers de borréliose, puisque l'on considire comme acquis
que toutes les populations d'I. ricinus de Suisse hébergent le spirochéte, dans
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VII1.3,1. MILITAIRES N'AYANT PARTICIPE QU'A LA PREMIERE
PRISE DE SANG

Les échantillons de sang prélevés 4 la découverte de la piqire de tique ont
été analysés, par ELISA, pour la recherche des anticorps de classe IgG
dirigés contre B. burgdorferi (cf IV.4.1.3) et le virus CEE (IV.4.1.1.). Les
IgM n'ont pas &t quantifiées.

Sur les 269 personnes ayant annoncé une pigiire de tique, 31 n'ont participé
qu'a une prise de sang. Ces préldvements ont eu lieu 0-32 jours (médiane: 2
jours) aprés la pigiire. 4 militaires ont procédé 2 la prise de sang plus de 7
jours (respectivement 22, 27, 28 et 32 jours) aprés la déconverte de la tique.

VII1.3.1.1. B. burgdorferi

Sur les 31 personnes n'ayant procédé qu'a une prise de sang, une scale
(3,2%) présente des anticorps (IgG) dirigés contre B. burgdorferi. Ce
militaire ne s'est toutefois présenté pour la prise de sang que 28 jours aprds
la pigiire. Il mentionne avoir souffert d'une "rougeur étendne de la peau”
(question 12a du questionnaire, Annexe 3) évoquant un ECM, sans en
indiquer la date mais en précisant que cette affection n'a pas entrainé de
consultation médicale; il se rappelle également avoir €t piqué par une ou
plusieurs tiques, avant 1989, dans la région du Vully/FR.

vII1.3.1.2. Virus CEE

Une recrue indique avoir regu, une année avant 'ER, une injection de vaccin
contre le virus CEE. Aucun des 30 militaires restants n'a présenté un taux
positif d'anticorps ([gG) résultant d'une exposition naturelle av virus,

VI11.3.2. MILITAIRES AYANT PARTICIPE A DEUX PRISES DE SANG

Les €chantillons de sang prélevés 1 mois aprs la piglire ont été analysés
pour la présence d'anticorps de classes IgM et 1gG.

Les IgM et 1gG dirigées contre B. burgdorferi ont été recherchées dans tous
les sérums de seconde prise, respectivement par ELISA (cf IV .4.1.3.) et par
EL1SA-Capture (IV.4.2.). 8i, & I'examen de la seconde prise de sang, une
diagnostic positif était posé (IgM, 1gG), les sérums de premiére et seconde
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prises étaient 2 nouveau analysés, ensemble et par le méme test. Les IgM
nont done éié quantifiées, dans les sérams de premidre prise, que dans des
circonstances particulires, lorsque le second échantillon s'avérait positif,

En ce qui concerne le virus CEE, les TgG ont été recherchées dans tous Jes
échantilions au moyen du test ELISA (IV.4.1.1.); les IgM ont été quantifiées
dans le second échantillon, par ELISA (IV.4.1.2.), chez les individus ayant
manifesté une légére augmentation du titre d'lgG, les personnes piquées par
des tigues porteuses de virus, ou les militaires ayant subi une seconde prise
de sang moins de 4 semaines aprés la premitre. Chaque augmentation
apparente du titre, entre le premier et le deuxi¢me prélévements, était
confirmée en testant 4 nouveau, ensemble, les échantillons des lére et 2éme
prises. Ici encore, les 1gM n'ont donc été quantifiées, dans la premiére mais
aussi dans la seconde prises de sang, que dans des circonstances particuli®res.

Sur les 269 personnes ayant participé & 1'enquéte, 238 ont accepté le
prélévement minimum de 2 échantillons de sang nécessaire i 1'étude de
I'évolntion sérologigue.

Six cas ont été exclus de cet effectif de 238 soldats: un militaire n'ayant pas
précisé la date de la piqiire de tique, 4 recrues qui se sont présentées pour la
premiére prise de sang plus de 14 jours (21-54) aprés la pigiire, et enfin 1
recrue ayant procédé au second prélévement sanguin moins de 21 jours (8)
aprés le premier. Bien qu'éliminés de nos statistiques, les sérums de ces
soldats ont été analysés pour la recherche d'anticorps spécifiques; tous se
sont révélés négatifs pour les deux prises de sang, tant en IgG qu'en 1gM (B.
burgdorferi, virus CEE).

L'étude a donc porté sur les 232 cas restants. Pour ceux-ci, les prises de sang
ont eu lien en moyenne 2 jours {0-12) apres la découverte de la pigiire. La
période séparant le premier prélevement du second est de 22-102 jours
(médiane: 39 jours).

Parmi les 232 cas considérés, 3 recrues, piquées par des tiques & deux
reprises (respectivement 3 2, 29 et 40 jours d'intervalle, cf VIIL1), ont
participé, selon le délai séparant les piqiires et V'initiative des médecins d'ER,
a trois, voire quatre prises de sang (respectivement 4, 4 et 3 prises). Ces
personnes n'ont montré de variation du titre d'anticorps ni vis-3-vis de B.
burgdorferi, ni vis-2-vis du virus CEE. Dans les résultats présentés ci-
dessous (Tableau 16), les résultats sérologiques de leurs diverses prises sont
regroupés, chaque "cas” se rapportant 2 un individu et non pas & une
déclaration de pigilre.

Le Tableau 16 résume I'évelution sérologique et les caractéristiques des
militaires analysés & deux reprises. Sur les 232 personnes étudides, 220 ont
présenté, vis-d-vis de B. burgdorferi, des sérologies négatives dans les deux
prises de sang. Parmi ces dernigres, trois ont montré une augmentation
(forte dans un cas, faible dans les deux autres) du titre d'lgG dirigées contre
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le virus CEE, les lgM restant, dans les deux séries de prises de sang, 2 la
limite du seuil de séropositivité ("douteux"). Sept recrues ont présenté des
titres élevés, mais constants, d'TgG ou dTgM anti-spirochgte, sans manifester
de signes sérologiques de contact avec le virus CEE. Enfin, 5§ militaires ont
montré une séroconversion vis-A-vis de B, burgdorferi (IgM senlement, Jes
taux d'1gG restant négatifs), sans que des anticorps dirigés contre le virus
CEE ne soient détectés.

Aucune recrue n'a présenté des signes de séroconversion & la fois en IgM et
en 1gG, que ce soit pour le spirochéte ou pour le virus.

Combinaison - Dont combingison

sérologique Nb de cas sérologique : Nbdecas
(B, burgdorferi) (virus CEE)

IeM [/ 1gG IsM [ 1eG

- - 220 d / 71 : 1(3) **

ND [/ - : 210 woe

-* !+ 2 ND [/ - : 2

+ [/ - 5 ND [/ - : 5

T ) - 5 ND /- : 5
Total 232 225 *ee

Tableau 16: Evolution globale des taux d'anticorps spécifiques dirigés contre B. burgdorferi
et le virus CEE, chez les recrucs eyant participé & denx priscs de sang. Tests
ELISA et ELISA-Capture (cf textc).

Seules les combinaisons d'anticorps rencontrées dans notre éude sont

représentées,

* : Tite déeerminé dans }a seconde prise de sang (e tire dTgM dans )¢ premier
&chantillon n'a alors pas €€ établi).

**: Denx des trois sérums n'ont montré quune faible augmentation du tioe
d1gG (cf VIL3.2.2).

*++: 7 militaires ayant subi une immunisation active ou passive contre le virus
CEE, avant on entre les deux prises de sang, ne sont pas considérés,

- : Titre négatif et constant entre les deux prises de sang.

+: Titre positif et constant entre les deux prises de sang.

T: Augmentation du titre entre les deux prises de sang.

d: Tite & la limite du seuil de positivité, constant entre les deux prises de sang.

ND: Tite non déterminé (conditions d'analyse non requises, ¢f texte).

Le détail des résultats significatifs est reporté dans le Tableau 17.
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Analyses B. burgdorferi Analyses virus CEE Délai |Examen

No séparant | des
recrue | Evolution sérofogioue SympLL Evolugion sérologique Sympr-lles prises| tques
IgM 1gG | Bilan Jcliniques| IgM 16 Bilan |cliniques| de sang | (B.bf

1dre / Reme prises] [gM/1gG 1re / 2me prises [IgM/gG (jours) | CEE)

172 |NDf- +/+| - /+ | aucun |[ND/ND -/-|ND/-|aucun 78 -/-
251 |ND/- +/+]| - /+ |aucun |[ND/ND -/-|ND/-|aucun 48 NP
10 |+/+ -/-|+ /- ]|aucun|ND/ND -/-|ND/-|aucun 41 -/-
58 |+/+ /-] + /- |aucun|ND/ND -/-|ND/-|aucun 30 NT
121 |+/+ /-] + /- |ovcun|ND/ND -/-|ND/-|aucun 36 +/-
225 | +/+ /- |+ /- |oucun [ND/ND -/-|ND/-|aucun 45 +/-
233 |+/+ /- |+ /- |sucun [ND/ND -/-|ND/-|aucun 34 NP
4 | -/+ -f-| T /- |ascun {ND/ND -/-|ND/-|aucun 47 -f-
40 | -/+ -f-|17- |aucun|ND/ND -/-|ND/-|avcun 38 NP
124 | -/+ <f« | T /- |aucun {ND/ND -/-|ND/-|aucun 37 NP
19 | -7+ -/-| T /- |aucun |[ND/ND -/-|ND/-|aucun 71 -f-
238 | -/+ -/-| T /- |aucun [ND/ND -/-|ND/-|aucun 54 +/-
167 |NDf- -f-| - /- |awcun}| d/d -/+| d/T |auveun 40 NP
262 |ND/-  -f-)|-/-|aucun| d/d d/f+|d/(T)]aucun 47 -f-
2712 |NDY-  -f-)| - /- |aucun} d/fd -/+|d/(T)|FSME 31 -f-

Tableau 17: Récapitulatif des personnes ayant présenté des titres positifs d'anticorps (1gM
ou 1gG), une séroconversion ou des symptbmes de borréliose ou
d'encéphalite 4 dques, entre la premire et la seconde prises de sang.
Classement par profil sérologique.

- : Négatf + : Positif d : Douteux. T: Séroconversion.

(T): Faible augmentation du titre {cf VII1.3.2.2.) entre la premiére et la
seconde prises de sang.

ND: Non déterminé {conditions d’analyse non requises, cf exie).

NT: Non testé {fragment inutilisable).

NP: La tique ne nous est pas parvenue.

" VIIL.3.2.1. B, burgdorferi

Sur les 232 recrues testées 4 deux reprises, aucune n'a montré, entre la
premigre et la seconde prises de sang, d'augmentation du titre d'IgG.

Deux militaires (Nos 172 et 251) ont présenté, dans les deux échantillons
sanguins, des taux élevés et constants d'IgG dirigées contre le spirochate. Ces
deux personnes ne se rappellent pas avoir souffert de quelcongues
symptdmes de borréliose.

Cing recrues (Nos 10, 58, 121, 225, 233) ont présenté un titre &levé mais
constant d'IgM dans les deux prélévements, cela sans que des IgG ne soient
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décelées. En I'absence dévolution sérologique et compte tenu des possibles
réactions croisées avec d'autres affections (autres spirochétoses,
mononucléose [virus Epstein-Barr], toxoplasmose), nous ne pouvons
conclure & une infection par B. burgdorferi.

Cing autres personnes (2,2%) ont présenté une augmentation du titre
d'anticorps de classe IgM pour B. burgdorferi, sans qu'il nous ait été fait
part de l'apparition de symptdmes de borréliose (cas Nos 4, 40, 124 et 129,
238). 11 est A noter que les tiques examinées pour les recrues Nos 4 (lieu de
piqiire: bords du lac de Brienz/BE, ou Wauwil/LU) et 129 (Eiken-
Aarau/AG) sont restées négatives tant pour B. burgdorferi que pour le virus
CEE. Les tiques ayant piqué les recrues Nos 40 et 124 ne nous ont pas été
envoyécs. Le militaire No 238 est la seule personne piquée par une tique
reconnue infectée par B. burgdorferi qui ait développé rapidement des
anticorps (IgM) contre le spirochéte. (N.B.: I'évolution sérologique des
recrues piquées par des tiques porteuses de B. burgdorferi ou du virus CEE
sera traitée de maniére plus détaillée dans le paragraphe VIII.3.3).

Enfin, et bien qu'il ne fasse pas partie de l'effectif de recrues considéré,
nous mentionnerons encore un cas d'infection clinique par B. burgdorferi
qui nous a été annoncé en juillet 1991 {cas No 27, Tableau 18). Ce lieutenant
de 1'ER 243 de Diibendorf/ZH, piqué 2 la hauteur du Pount de Lormraine
Beme, a développé aprés 20 jours un érytheéme avec induration, récidivant
apreés 1 mois pour atteindre un diametre de 10 cm, considéré par le médecin
d'ER comme un ECM typique et traité comme tel. Un premier échantillon
de sang, prélevé le jour du début de Fantibiothérapie, présentait un titre
d'IgM positif mais pas dTgG décelables. Un second prélevement, effectué 3
mois plus tard, s'est révélé négatif tant pour les IgG que pour les IgM,
confirmant l'efficacité du traitement. L'absence d'IgG au moment de
l'apparition des symptémes - ici environ 2 mois aprés la pigiire infectieusc -
n'est pas exceptionnelle: ce phénoméne a déja été observé par d'autres
auteurs, avec des cas d'ECM le plus souvent, mais aussi de neurcborréliose
et d'ACA (92, 327, 333]. La tique 2 l'origine de cette affection n'a pas éé
conservée.
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Analyses B. burgdorferi Analyses virus CEE Délai  {Examen
No séparant des
soldat | Evolution | Sympidrnes Evolution Symptomes | les prises | tiques
sérologique cliniques sérologique cliniques desang | (Bb/
IgM /TG IgM /115G {jours) CEE)
27+ 17- ECM -/- aucun 103 NP
Tablean 18:  Récapitulatif d'un licutenant de 'ER de Diibendorf ayant présenté un

érytheme chronique migrant (ECM) suite 3 une pigire de tique.

*: Le premier prélévement de sang a été effectué au début d'un traitement
anti-borrélien, environ deux mois apres la pigiire infecticuse.

- : Titre négatif et constant entre les deux prises de sang.

1: Diminution du titre entre la premidre et la seconde prises de sang.

NP: La tique ne nous est pas parvenue.

VIIIL.3.2.2. Virus CEE

Sur les 230 personnes non vaccinées ayant accepté le second prélévement, 5
(incorporées A I'ER 256 de Brugg) ont reconru i une immunisation passive
{immunoglobulines) entre les deux prises de sang.

Parmi les 225 militaires restants, ancun n'a présenté d'IgG dirigées contre le
virus CEE dans les deux échantillons; un (0,4%), voire 3 (1,3%) ont montré
une séroconversion {Tableau 17):

- dans le premier cas (Mo 167), l'augmentation du titre d'TgG était
importante, mais n'a pas été accompagnée de symptémes caractéristiques de
la seconde phase de l'encéphalite A tiques, ni d'une variation du titre d'TgM,
qui est resté A la limite du seuil de positivité dans les deux échantillons de
sang. Rappelons que la phase clinique de la maladie ne se développe, en
Suisse, que dans moins de 10% des cas d'infection par le virus CEE [197,
329]. La tique 4 l'origine de la piqlire, observée 3 Bremgarten/AG, ne nous
est pas parvenue.

- dans le deuxiéme cas (No 262), l'augmentation du titre d1gG, bien
qu'ayant en pour conséquence nn franchissement du seuil de séropositivité,
était relativement faible. Elle était néanmoins supérieure aux variations
observées dans les 222 autres couples de sérums analysés - diagnostiqués
comme "négatifs”. Considérant que le deuxiéme échantillon de sang avait
peut-étre €t€ prélevé au début de la phase de production d'TgG, nous avens
inclu ce cas dans nos résultats positifs, avec toutefois une réserve
(représentée par des parenthéses (1) dans le Tableau 17). Le taux d'l1gM est
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resté constant, 3 1a limite du seuil de positivité, dans les deux échantillons de
sang. La recrue No 262 n'a pas présenté de signes cliniques d'encéphalite 2
tiques. L'acarien incriminé, capturé a Spiezwiler/BE, est resté négatif pour
le virus CEE et B. burgdorferi.

- dans le trois¢éme cas (No 272), une augmentation faible du taux d'lgG,
accompagnée d'un titre douteux et constant d'IgM, a €€ décelée chez un
militaire ayant souffert d'une 1égére méningo-encéphalite entre la premiére
et la seconde prises de sang. L'arthropode incriminé, capturé sur les hauts de
Neuchitel, 3 I'Abbaye de Fontaine-André, s'est révél€ négatif tant pour B.
burgdorferi que pour le virus CEE. Bien que le patient zie nous ait annoncé
que cette piqire, il est vraisemblable qu'il se soit infecté en un autre lieu. En
effet, son école de recrues, cantonnée & Thoune, est située dans une région A
haut risque d'encéphalite 4 tiques [197].

VI1I1.3.3. EVOLUTION SEROLOGIQUE DES RECRUES PIQUEES PAR
DES TIQUES INFECTEES PAR B. BURGDORFERI OU LE
VIRUS CEE

Sur les 24 militaires piqués par une tique suspecte ou porteuse de l'un ou
lautre des agents pathogénes, un seul a mentré une augmentation du titre
d'anticorps 2 la seconde prise de sang, soit dans les premiéres semaines qui
ont suivi la piqlire (No 238, IgM anti-B. burgdorferi) (Tableau 19). Testée
en Western blot (cf 1V.4.3. - résultats non représentés), cette recrue
présentait dans les deux sérums une bande de 41 kDa, tandis que le second
échantillon voyait 'apparition d'une protéine de 14 kDa et la disparition
d'une bande de 37 kDa; l'infection de ce militaire par B. burgdorferi n'est
donc pas formellement démontrée. Les titres d'anticorps décelés chez les 23
autres personnes €taient soit négatifs, soit positifs mais constants (Nos 121 et
225) entre les deux prises de sang, et cela méme pour des périodes séparant
les prises de sang €levées (jusqu'a &4 jours).

Des symptomes cliniques de borréliose ou d'encéphalite 4 tiques ne nous ont
€t€ annoncés pour aucune de ces recrues.

Le degré d'infection des tiques ("intensité de la réaction™) et la durée du
repas sanguin ne semblent pas avoir eu d'influence sur la transmission des
microorganismes.

Les résuitats de ces analyses sont résum€s dans le Tableau 19.
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Sémlogic | Sérvlogie Nb jours | Intensité
No [ lércprise | 28me prise | Séro- | Délai Déai ) Stade; gorge- |infection
soldat| desang | desang | conver-| pig/pr.l| pr.l/fpr.2:| dela | mentde | dela
IeM/IgG | 1gM/IgG | sion | (jours) | (jours) { tique | latique | tique
6 -/- -f- non 0 40 F 1-2 +
9 ND/- -f- non 2 44 F 1-2 +
47 NDf- -f- non 0 35 F 1-2 +
78 ND/ - -/- non 2 34 N 1-2 +
S0 -/- -/ non 1] 47 F 2-3 (+)
108 NDf - -/- non 1 87 N 0-1 +
121 +/- +/- non 0 36 F 2-3 +
122 ND/ - -/- nnn 1 7 F 2-3 ++
123 NDf - -/- non 2 a5 F 2-3 ++
128 NDf - -f- non 0 g4 F 1-2 +++
134 ND/ - .- non 5 45 F 1-2 +++
225 +/- +/- non 2 45 f Indét. +
227 ND/ - -f- | non 1 36 F 34 +++
238 -f- +/- pui 4 54 F 34 +++
250 NDf - -1- non 3 48 f indét ++
253 ND/ - -/- non 2 50 N 34 ++
261* ND{ - ND/ND - 1 - f 01 ++
277 NDf - -f- non 3 31 N 3-4 ++
284 NDY - -f- non 2 28 N 1-2 ++
286 ND/ - -f- non 2 28 F 0-1 44+
287 ND/ - -f- non 0 30 F 3-4 ++
289 NDY/ - -f- non 2 32 F 34 ++
290 NDY - -/ - non 1 8 n Indér. +++
56 ND/ - -/- non 1 29 F 1-2 (++)

Tableau 19  Evolution sérologique des recrues piquées par des tiques positives,
Nos 6-290: Résultats des analyses pour B. burgdorferi.
No 56: Résultats des analyses pour le virus CEE.
Délai pig/pr.1: Délai séparant 1a piqiire de la l2re prise de sang.
Délai pr.1/pr.2: D€lai séparant la 1ére de la 2&me prises de sang.

- : Négatf + : Positif ND: Analyse non effectuée,
F: Femelle, corps entier f : Femelle, fragment.
N: Nymphe, corps entier n: Nymphe, fragment.

* La recrue No 261 n'a pas participé 2 la seconde prise de sang.

VII1.3.4. TROISIEME PRISE DE SANG: EVOLUTION SEROLOGIQUE
SUR UN AN DES MILITAIRES PIQUES PAR UNE TIQUE
INFECTEE.

Les 23 soldats n'ayant pas présenté de séroconversion ont été recontactés 1
an aprés leur Ecole de recrues, pour un nouveau prélévement sanguin. Ce
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troisiegme échantillon a £t¢ analysé pour la recherche d'IgG uniquement, par
ELISA et IFAT pour B. burgdorferi (IV.4.1.3., IV.4.4.), et ELISA pour le
virus CEE (IV.4.1.1.). En outre, les séries entiéres d'échantillons (l2re,
28me et 3¢me prises de sang) ont &té analysées par la technique de Western
blot pour la recherche d1gG dirigées contre B. burgdorferi (IV.4.3.).

Seules 11 personnes ont répondu positivement & notre demande (Tableau
20). Toutes avaient été piquées par des tiques porteuses de spirochates.

Une inflammation articulaire (question 3d du questionnaire, cf Annexe 4) a
€té reportée chez l'une d'elles (No 289) apres le deuxiéme prélévement
sanguin; un exanthéme maculo-urticarien a &té observé chez la recrue No
261, en mai 1992. Des symptomes de borréliose ou d'encéphalite 2 tiques
n'ont été observés chez aucun des autres soldats durant I'année écoulée entre
Ia deuxiéme prise de sang et la troisitme.

L'analyse des sérums par les méthodes d'ELISA et dTFAT ne met en
évidence aucune augmentation du titre d'anticorps dirigés contre B.
burgdorferi (Tableau 20). Tous les sérums sont restés négatifs pour le virus
CEE (résultats non représentés sur le Tableau 20).

Bilan Bilan 3me prise
No lére prise 2&me prise de sang Séro-
soldat de sang de sang t= 1 an aprés piqdre | conversion
t = découverte tique | ¢t = | mois aprés pigfire (IFAT / ELISA)
6 1gM -/ 1gG - 1gM -/ IgG - 1eG- [ IgG - non
9 1gG - IgM-/ IgG - 1eG- [ IgG - non
47 IgG - IgM -/ IgG- IgG- /112G - non
108 1gG - IgM -/ IgG- 1gG - / 18G - non
123 IgG - M-S 1gG- IgG+/IgGd donttux
250 IgG - IeM-/ IgG - IgGd/ 1gG + doutsux
253 IgG - Ig - I IgG - IgG - / 1gGd non
261 IgG - IgG- / 1gG - non
277 IgG - IM-II - IgGd/ IgGd aon
289 IgG - IM-/ 1gG - IeG - / 18G - aon
290 IgG - IM—/IgG- IgGd / IgG - non
Tableay 20;  Evolution sérologique sur 1 an des militaires piqués par des tiques infectées

{)Iar ]\El;) burgdorferi (B.b.). Tests ELISA (1gG), IFAT (IgG) et ELISA-Capture
gM).
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contradiction avec le diagnostic posé av moyen des tests IFAT ("douteux”) et
ELISA ("positif”); l'infection par le spirochéte n'est donc pas clairement
démontrée dans ce cas.

La recrue No 123 a vu l'apparition d'une nouvelle bande protéique,
d'environ 27-28 kDa (OspD), entre la deuxiéme et la troisidme prises de
sang, soit entre novembre 199) et mars 1993. Ce soldat affirme avoir été
piqué par des tiques, en mai 1992, lors d'un séjour en Irlande (Ring of
Berra). Ni lui, ni son médecin traitant n'ont observé de symptémes cliniques
évoquant nne borréliose. L'absence d'autres modifications du profil
protéique ne permet pas, sur la base du seul test de Western blot, de
conclure 3 l'effectivité d'une infection par B. burgdorferi. Rappelons
cependant que le troisiéme échantillon de sang s'est révélé positif en IFAT et
douteux en ELISA. Sans donte des analyses supplémentaires (par exemple
avec, comme source protéique, d'autres souches de B. burgderferi que
l'isolat B31 utilisé dans nos Westem blots) seraient-elles utiles 2
I'établissement d'un diagnostic définitif (cf Discussion, VIIL3.).

Une bande de 45 kDa est apparue entre le premier et le second prélévements
sanguins chez la recrue No 261, Rappelons que ce militaire n'a pas participé
2 la prise de sang prévue un mois aprés la pigiire de tique (cf Tableau 19). Il
présente par ailleurs une bande, constante dans les deux échantillons, de 39
kDa. Lors du premier prélévement, ce participant mentionnait avoir
remarqué une "rougeur étendue de la pean” quelques semaines auparavant; il
se rappelait également avoir ét€ piqué par une tique dans la région de
Sdifa/ZH, avant 1989. Par la suite, il a encore souffert d'un "exanthéme
macule-urticarien de 2-4 cm?” (mai 1992), un nouvel exanthéme
apparaissant en jnillet 1993, seit environ 2 meis avant la seconde prise de
sang. L'absence de bandes spécifiques de B. burgdorferi et les résultats
négatifs obtenus par ELISA et IFAT (cf Tableau 20) tendent A rejeter
I'hypothése d'une infection par B, burgdorferi.

Chez les recrues Nos 108 et 290, une bande protéique de 37 kDa, trés nette 2
la premicre prise de sang, s'est progressivement estompée jusqu'a la
troisitme prise. Rappelons qu'une évolution similaire a été observée chez la
recrue No 238 (cf VIII.3.3.). Nous ne sommes pas en mesure d'expliquer ce
phénoméne. Ces militaires ont déclaré ne souffrir d'aucune affection
particuli¢re (grippe, rhume, allergie, etc) au moment de la premiére prise
de sang. La recrue No 108 présentait, dans le premier échantillon de sang,
une réaction positive vis-3-vis des protéines de 31 et 41 kDa, témoignant
d'une infection préexistante par B. burgdorferi. En revanche, la recrue No
290 réagissait positivement vis-2-vis des protéines de 41 kDa et (trés
faiblement) 27 kDa. §i le militaire No 290 affirme avoir été piqué avant le
début de notre étude (en l'cccurrence avant 1989, dans le Steiermark en
Autriche), 1a recrue No 108 ne se rappeile avcune pigiire antécédente. Entre
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la premiére et la woisiéme prises de sang, ces soldats n'ont ni présenté des
symptémes de borréliose, ni subi de traitement anti-borrélien.

VHL4. METHODES D'EXTRACTION DE LA TIQUE.

Si la transmission du virus CEE de la tique 3 I'homme emprunte la voie
salivaire, I'inoculation de B. burgdorferi est plus problématique: plusieurs
modes de transmission ont été proposés: salivation [265], régurgitation [51],
voire les deux [29], sans qu'il ait été possible de les démontrer formellement.
Selon Schwartz et Goldstein [286], 1a benzine parfois utilisée pour extraire
les tiques pourrait provoquer un réflexe de régurgitation et, partant,
favoriser la transmission de B. burgdorferi. Initialement, vous avious donc
prévu d'étudier le rdle du mode d'extraction d'l. ricirus sur la transmission
des agents pathogénes qu'il transporte. Toatefois, en raison du faible nombre
de tiques trouvées portenses de microorganismes, ainsi que du senl cas de
séroconversion enregistré aprés 1 mois, cette recherche a dii étre
abandonnée. Les modes d'extraction sont donc présentés ici 2 titre indicatif
de la variété des méthodes employées.

Sur les 272 annonces de piglires qui nous sont parvenues, la méthode
d'extraction employée nous a été communiquée dans 239 cas (Figure 32). Le
plus souvent (85 cas), les parasites ont été retirés par des moyens mécaniques
uniquement (doigts, brucelles, “pinces 2 tiques"). L'utilisation de corps gras
(huile, graisse A traire, vaseline, paraffine, glycérine) est également trds
fréqueute (64 cas), de méme que I'extraction par anesthésie (glace, spray
réfrigérant, gel de Syntocaine). Enfin, divers autres produits ont été utilisés,
tels l'alcoal, Iode (vraisemblablement teinture d'iode), I'éther, le vinaigre
et des pommades diverses.

Des modes d'extraction différents ont été utilisés en combinaison dans 10 cas
{compte non tebu de l'extraction mécanique, qui succdde presque toujours i
I'application des divers prodnits utilisés).

Les tiques se sont détachées naturellement (“drop-off™) dans 9 cas.
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Modes

d'extraction

Mé&canique

Excision

Anesthésic

Corps gras

Augtres

2 2 modes en combinaison

Drop-off

ORBEEO0B8a

Figure 32:  Proportions relatives des divers modes d'extraction de tiques utilisés par les
militaires. n =239,

Le détail des modes d'extraction utilisés en combinaison est donné dans le
Tableau 21.
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Excision 1
Analgésique 111
"Pommade" 1
Graisse 111 1
Ether et dérivés 3

Iablcau21: Modes d'extraction (autres que mécaniques) utilisés en combinaison par les
militaires pour retirer les tiques. n = 10
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Nous n'avons pas de précisions quant 2 la nature de “1'€lectrochoc” (sic)
appliqué par une recrue ou son médecin d'ER i 'extraction d'une tique.

Sur les 177 tiques qui nous ont été envoyées, 158 étaient accompagnées dume
description du mode d'extraction. Aucune des méthodes employées ne
semble préférable aux autres en ce qui concerne la qualité de l'extraction: le
risque de fragmentation de la tique reste aléatoire quels que soient le stade
ou le degré de gorgement de la tique.

VIILS. DISCUSSION

Nous avions pour ambition de déterminer le risque, pour un soldat
commengant son Ecole de recrues, de se faire infecter par 1'un ou l'autre des
microorganismes étudiés.

Prés de 20'000 recrues étaient concernées par cette étude. Au total, 301
tiques ont ét€ observées par ces militaires entre juin et novembre 1991. Ce
chiffre est cependant certainement sous-estimé: dune part, les tiques - et
surtout les stades immatures - peuvent facilement passer inapergues
(rappelons que prés de 27% des forestiers séropositifs vis-a-vis de B.
burgdorferi n'ont ancun souvenir de piqlre de tique, cf VII.1.3.2.); d'autre
part, les recrues ne se sont pas systématiquement annoncées aprés une
piqdre: plusieurs militaires ont en effet indiqué, lors de la premi2re prise de
sang, avoir subi, au cours de la méme ER, d'autres pigiires de tiques que
celle pour laquelle ils prenaient part & I'é¢tude (questions 6-8 du
questionnaire, cf Annexe 3); or, ces piqlires navaient pas été annoncées au
médecin d'ER, et les prises de sang correspondantes n‘avaient, par
conséquent, pas été effectuées.

Un autre biais résulte de la méthode de détection simultanée des agents
pathogenes dans I. ricinus. Nos techniques d'analyse des tiques, 4 1a fois pour
B. burgdorferi et le virus CEE, impliguaient que chaque échantillon soit
divisé en denx. La performance de pos tests a pu s'en tronver abaissée. De
fait, le nombre de spirochétes observés par IF/S dans les tiques définies
comme "positives" dépassait rarement deux; de plus, de nombreux acariens
nous sont arrivés déja fragmemiés. Il est donc possible que certaines bactéries
aient échappé i notre observation; cela pourrait expliquer la prévalence
relativement faible de tiques infectées par B. burgdorferi déterminée par
IF/S (cf Tableau 14), ainsi que la différence de diagnostic observée entre les
militaires Nos 4 et 129 et les tiques qui leur étaient associées (rappelons que
ces deux recrues ont opéré une séroconversion en 1gM, alors qne les tiques,
analysées respectivement par 1F/S et PCR, étaient négatives pour B.
burgdorferi).
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Des enquétes comparables i la nbtre ont été effectuées en Belgique, en
Autriche, en Allemagne et en Europe centrale [58, 59, 179, 200, 283]. Les
observations de leurs auteurs sont basées sur la comparaison du statut
sérologique des participants, au moment de la piqilire et quelques semaines
plus tard; linfectivité de la tique n'y est jamais clairement établie, Les
résultats, comparés avec nos propres observations, en sont résumés dans les
Tableaux 22 et 23.

La séroconversion de la recrue No 123, piquée par d'autres tiques entre la
deuxieme et la troisidme prises de sang (respectivement négative et positive
en IgM/Ig(3), n'est pas comptabilisée dans le Tableau 22.

Le taux de séroconversion vis-4-vis de B. burgdorferi indiqué pour notre
étude (5/230) conceme les anticorps de classe 1lgM uniquement, puisqu'aucun
des autres militaires examinés n'a présenté d'augmentation du titre d'lgG.

L'important taux de séroconversion vis-a-vis de B. burgdorferi (11/50)
indiqué par Schmutzhard et al [283] pour les militaires du Tyrol (Tableau
22) est attribué, par ces auteurs, & une prévalence élevée de tiques infectées
par le spirochéte dans cette province d'Autriche, Quant aux soldats
aménicains édiés par Clement et al [58, 59] dans le sud de I'Allemagne
{Tableau 22), on peut relever que leur moyenne d'dge est plus élevée que
dans les autres enquétes (26 ans au lieu de 20-21 ans); ils ont donc
théoriquement été plus exposés aux tiques et aux agents pathogénes qu'eiles
transportent, ce qui pourrait expliquer la prévalence relativement élevée
observée chez eux dés la premikre prise de sang.

En ce qui conceme le virus CEE, nos données ne sont pas directement
comparables avec celles des autres amteurs, puisque nos investigations
portaient sur I'ensemble des recrues suisses, et non pas uniquement sur des
militaires cantonnés dans une zone 2 risque.

Paul er al [232, 233] ont effectué une étude quelque peu similaire chez les
participants d'un camp de vacances situé dans l'oucst de I'Allemagne. Si les
tiques y ont été analysées, le statut sérologique des participants au moment
de la piqglire n'y a cependant pas ét¢ déterminé, Ces auteurs relévent une
séroconversion dans moins de la moiti€ des cas d'infection présumée par B.
burgdorferi, et une apparition de symptémes cliniques (ECM) dans 4% des
cas.

En Suisse, Fahrer et al [76] ont étudié sur 6 mois I'évolution des anticorps
anti-borréliens chez des coursurs d'orientation. Entre 1a premiére et la
seconde prises de sang, ces auteurs ont observé une séroconversion chez
8,1% des personnes examinées, parmi lesquelles 2,2% ont développé des
symptémes cliniques de borréliose. LA encore, les tiques n'ont pas été
examinées.
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A notre connaissance, c'est donc la premigre fois qu'une étude portant 2 la
fois sur B. burgdorferi et le virus CEE est entreprise de maniére aussi
compléte, en examinant tiques et sérums au moment de la pigire et plusieurs
semaines plus tard.

Les analyses de séroconversion par Western blot doivent étre considérées
avec prudence. En effet, nos sérums ont été analysés avec pour antigéne la
souche B3l de 8. burgdorferi. Or, les nombreux spirochétes isolés en
Europe présentent des profils protéiques héiérogénes; la réponse
immunitaire de T'héte étant fonction des caractéristiques antigéniques de
l'agent pathogéne, comme en témoignent les travaux de Garcia et de Wilske
et al [82, 326], peut-étre certaines bandes spécifiques n'ont-elles pas été
détectées lors de nos tests. Par ailleurs, le profil sérologique peut &tre
extrémement variable d'un individu et d'un stade de I'infection  I'autre {82].
Le Western blot doit par conséquent étre considéré comme une méthode de
diagnostic non décisive, mais complémentaire.

Dans ce contexte, les résultats négatifs obtenus par ELISA et IFAT,
'absence de tout symptime de borréliose et les profils obtenus par Westemn
blot jouent en faveur d'une nen-infection par B. burgdorferi
consécutivement aux piqires de tiques infectieuses. Toutefois, une analyse
supplémentaire de ces sérums - en particulier celui de la recrue No 123 -
avec d'autres isolats de B. burgdorferi ne serait pas inutile afin de confirmer
ce diagnostic,

Dans I'état actuel de l'enquéte, on retiendra donc que, sur les 23 recrues
piquées par des tiques porteuses de B. burgdorferi qui ont pu étre suivies
sérologiquement pendant plus de quatre semaines, 3 seulement (13,0%) ont
présenté des signes sérologiques de contact avec B. burgdorferi (Nos 123,
238 et 250). Encore la recrue No 123 a-r-elle été piquée entretemps par
d'autres tiques et la séroconversion du soldat No 250 n'est-elle pas
confirmée par le test de Western blot. A titre de comparaison, en Sugde,
Gustafson et af [109] ont évalué le risque de contracter une infection suite &
une piqire d7. ricinus infecté A 1:70 pour B. burgdorferi et moins de 1:600
pour le virus CEE,

Les obstacles a la transmission des agents pathogénes peuvent étre d'ordre
temporel (durée d'exposition insuffisante, la tique étant retirée trop tdt),
physiologique (tiques porteuses de spirochétes dans une phase non infectieuse
{233]), immunologique (immunité A médiation humorale préexistante, méme
A un faible degré (232, 233], cu immunité 3 médiation cellulaire au site
d'infection). I faut cependant garder a l'esprit que la rapidité de la réponse
immunitaire (humorale) varie d'un individu et d'uu stade de la maladie 2
'autre [92, 327). 11 est donc possible que nous n'ayons pu déceler des cas de
séroconversion tardive. A cet égard, on peut regretter que seules 11
personnes aient accepté une troisidme analyse de sang. Schmutzhard et ai
(283] ont observé des augmentations significatives du taux d'IgG anti-
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borréliennes dans les 18 jours (moyenne)} suivant la premigre prise de sang;
ils n'excluaient pas, cependant, un effet "booster” chez les personnes piquées
par des tiques avant Yérude (l'effet “booster” consiste en une réactivation des
processus immunitaires avec, pour conséquence, une apparition des anticorps
plus rapide que lors d'une primo-infection). Ce phénoméne n'est pas
prédominant dans notre population d'étude: sur les 85 personnes se rappelant
des piqgiires précédentes, aucune n'a montré d'angmentation du taux d'IgG
dirigées contre B. burgdorferi. Vis-a-vis du virus CEE, une seule recrue
{No 162) a montré une rapide séroconversion; malheurensement, la tique ne
nous a pas été envoyée; cetie personne se rappelait avoir été piquée, avant
1989, dans la région de Steinhusen/ZG. La possibilité d'un "effet booster”
devrait donc étre gardée i l'esprit lors de toute séreconversion rapide,
surtont lorsque les tiques analysées se révelent non infectées.

1l ressort de l'ensemble de ces données que I'infection de I'homme par B.
burgdorferi, lors d'une piqiire de tique, ne se réalise pas aisément et prend
le plus sonvent une forme subclinique. Malgré l'aspect fragmentaire de
certaines analyses, dii entre autres A la libre participation des personnes, il
apparait également que les militaires effectuant leur Ecole de recrues ne
constitent pas a proprement parler une population "% risque” bien que,
individuellernent, chaque recrue se livrant 4 des exercices en forét s'expose A
un risque d'infection.
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IX. RECHERCHE DU VIRUS CEE DANS DES TIQUES
CAPTUREES EN PHASE DE QUETE

Les acariens capturés au drapeau eutre 1988 et 1991, dans des sites
susceptibles d'abriter le virus CEE, ont été classés et cougelés selon la
méthode décrite sous IV.3.1. Ils ont ensvite &té analysés par
immunofluorescence sur cultures de cellules (IF/C) pour la recherche du
virus CEE. En raison de la faible proportion de tiques porteuses de virus
dans la nature, et du fait que les zones de capture correspondaient an mienx
4 des foyers suspects, mais non reconnus d'encéphalite, les arthropodes ont
tout d'abord été analysés par "pools” de 2-19 (généralement 10) adultes ou
2-80 (généralement 30) nymphes, dans le but de mettre en évideuce les
foyers recherchés. Sitdt l'existence de ces demniers confirmée, les tiques
restantes provenant de la méme zone de capture étaient analysées
individuellernent.

Les tiques provenant d'un méme tube de congélation ont parfois éié
fractionnées en plusieurs "pools" testés séparément. Or, d'apparentes
contaminations de tiques saives a partir des tiques portenses de virus, a
I'intérieur d'un méme lot, peuvent résulter de la rupture des membranes
cellulaires lors du cycle de congélation/décongéiation. L'estimation de la
fréquence des tiques virulentes peut s'en trouver faussée. Pour réduire un tel
risque, nous avens systématiquemeut avalysé le liquide de congélation, le
méme jour et selon les mémes méthodes que les tiques qui y étaient
conservées. Nous avons eu effet considéré que si les virions en suspension
sont assez nombreux pour étre détectés parmi des "pools” de tiques, ils sont
forcément aussi décelables dans le liquide lui-méme,

Quel que soit le pombre de tiques analysées séparément pour chaque tube,
nous avouns testé 200 pl de liquide de congélation, seit, selon les tubes,
environ 15-20% du volume total de liquide.

Les acariens capturés 2 titre complémentaire ev 1993, notammeut dans le
foyer suspect de Liestal (cf VIII.2.), ont été examinés individuellement par
immunofluorescence sur "squashes”.
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IX1. ORIGINE DES TIQUES ET RESULTATS D'ANALYSES

Les tiques ont été capturées dans 13 zones réparties sur l'ensemble du
Plateau (Figure 33). Ces zones correspondent & des sites suspectés d'abriter
le virus CEE (sur la base des déclarations des patients atteints d'encéphalite 2
tiques, cf chapitre V1), ou simplement 2 des régions ol le virus aurait pu se
répandre, sans pour autant que des cas cliniques de maladie y aient &té
recensés.

@ Liestal
o Uster/Ninikon
Santenbergg % w
Y 5& 5 Q <z=n
T X

Meuchdtel/La Coufire
& ° Belp/ y
. Minsingen
vilpars“67Gline/ @

Chésopellaz M
Q@Eclépens {' ¢ nterlaken

Simmental

Bussigny

Chaunlin/Veyteux/
Les Planches

Figure 33:  Origine des tigues capturées au drapeau entre 1988 et 1993.
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Toutes les tiques capturées appartiennent i l'espéce 1. ricinus. 6339
exemplaires ont été analysés pour déterminer la présence du virus CEE,
dont 662 individuellement. Les résultats de ces analyses sont résumés dans

les Tableaux 24-1 et 24-2.

Année . Nb tiques analysées Nb
Canion /Licn (mois) de capture (Dont| écht | %
Nymphes|Femelles| Miles | Toul [indiv.)| pos.
1988

VD Chaulin (6) 16 16 -

ZH  Ustwer, "Obemstiermerwald™ (6) 7 5 12 -
Nanikon, "Niniker-Hard" (6) 69 3 72 -

BE Lyss, "Altc Aare” (7,8) 5 10 14 29 ol -
Simmental, Erlenbach (Simme) (7) 11 28 20 59 -
Simmental, Ringoldingen (7) 1 2 3 & - -
Interlaken, "Goldswil" {T) 2 13 9 49 . -
Total 1988 136 61 43 240 10) -

1989

FR Viliars-5/GlAne, "Bois de Moncor® (5) 47 13 1 71 - -
Chésopelloz, "Le Gretson” (5) 23 3 6 32 - -
Chésopelloz, "Verdilloud” (5) 63 20 14 97 - .

BE Simmental, "Allmendenwald” (5) 137 40 20 197 3 1,52
Simmental, "Torwald” (5) 85 10 26 121 (1] 3 248
Simmental, "Tatallmi” (5) 7 28 23 28 {53) - -
Simmental, "Balzenberg (5) 421 62 52 535 {187) - -

LU Santenberg, "Santenberg” (5) 280 5 2 | % | azn] - -
Santenberg, "Buechwald” (5) 323 5 9 337 (D 2 0,59
Santenberg, "Buechlegi” (5} 103 29 29 161 (101) - -
Santenterg, "Landwald” (5) 9 1 10 m -
Santenberg, "Stimpfel” (5) 136 12 12 | ]| eyl - -
Santznberg, "Steingrucben” (5) 145 2 3 | 150 ® - .
Santenberg, “Wasserloch™ (5} 138 3 5 168 3 -

Total 1989 2107 235 222 | 2564 {515) 8 0,31

Tableay 24-1: Résultats des analyses virologiques {virus CEE, test IF/C) des tigues
capturées au drapeau en 1938 et 1989,
indiv: Tiques analysées individuellement.
Nb écht pos.: Nambre d'échantilions positifs.
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Année Nb tiques analysées Nb
Canton fLicu {mois) de capture (Dont | &l %
Nymphes| Femelles| Males | Total [indiv.)Y pos.
1990
BE Liyss, clairidrs (5) 2 2 4 )] . -
Lyss, chemin vers clairitee (5) 12 14 12 38 . -
Lyss, fordt bords piscine (5) 40 3 4 al ol - |-
Lyss, "Aliz Aare™ (5) - 288 34 30 352 (n -
Lyss, "Hinterholz" (5) 205 37 25 | 267 -
Belpberg, "Belpbergwald™ (5) 3 3 )] -
Belpberg, "Breiten-Hohburg™ ( 78 1 % [4)] - -
Belpberg, "Harganen-Tufteren™ (5) 22 35 38 95 32) 1 |1,1]
Minsingen, “Au” (5) 11 1 2 14 (1) - .
FR Villars-s/Gline, "Bois de Chitillon” {5) 19 17 36 [4)] .
Chésopelioz, "Verdidloud” (5, 6) 298 49 39 | 386 .
NE Neuchted, chat domestigoe (5) 1 1 1) -
La Coudre (5) &90 690 -
Toa! 1990 1544 | 196 172 |22} o] 1 |oos
1991
BE Lyss, "Hinterholz" (4, 9, i0) ss| 2| | | o -
Lyss, "Ahe Aare™ (4, 9) 82 &1 70 219 (20) -
Lyss, "Enteninsel”, nord rome E27 (10) 1 3 2 L] {1)
Lyss, "Enteninsel”, sud E27 (4, 9, 10} 15 41 51 117 -
VI Bidre, La Cemiat (4) 14 ] 5 15 { -
Bussigny, la Yenoge (5) 21 18 19 58
Eckpens, Canal d'Entreroches (5, 9) 320 108 131 559 - -
Eclépens, “Sur Chaux” (9) 5 3 8 - -
Les Planches, Gorge du Chauderon (4) 5 2 19 47 m -
Veytaux, Raveyre* (4) m 13 16 | 40| ] - | -
NE__Neuchétel, "Bois de I'Hopital™ (5) 332 21 2 375 - -
Total 1991 966 331 367 1664 (v4)) .
1993
BL Licstal, stand de tir (5) 40 4+ | @n| - |-
BE _ Belpberg, "Hargarten" (5) 3 & 6 | 150 | s :
Total 1993 43* 10~ 6 59* | (5% -
Total 1988-1993 45956 33 810 16539 [(662) 9 10,14
Tableauw 24-2: Résultats des analyses virologigues (virus CEE, test IF/C) des tiques

capturées au drapeau entre 1990 et 1993.

*: Les tiques capturées ¢n 1993 ont £1€ analysées par IF/S.

indiv: Tiques analysées individucllement.

Nb écht pos.: Nombre d'échanrillons positifs.
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Au rotal, 9 souches de virus ont pu étre isolées A partir de "pools” de tiques.
Deux foréts du bas-Simmental ont fourni chacune 3 isolats; deux échantillons
positifs proviennent dun vallon du Santenberg et la demidre souche de
I'entrée de la forér du Belperg. Aucun isolat de virus n'a ét€ obtenu & partir
des tiques analysées individuellement.

Deux isolats proviennent de nymphes, 4 de femelles et 3 de miles. Le détail
en est présenté dans le Tableau 25.

Node Iisolat | Pool | Datedecapture Licu de capture
Z40/1-1 10M 04.05.89 Simmental, "Torwald"
Z40/1-2 5M " "

Z401-3 10 F " "

Z4211-1 10M 04.05.89 Simmental, "Allmendenwald”
Z42/1-3 10 F " "

Z421-6 10 F " "

Z411-4 55N 23.05.89 Santenberg, "Buechwald”
Z4711-5 52N " “

Z61N 10 F 03.05.90 Belp, "Hargarten"

Tableau 25:  Isolats de virus CEE obtenus A partir de tiques capturées au drapeau (test IF/C
et inoculation intracérébrale A des souriceaux).
N: Nymphes M: Miles F: Femelles.

Le comportement de toutes les souches en IF/C (intensité de la réaction), en
titration sur cultures de cellules (taille des plages) et sur souriceaux {(délai
d'apparition et type des symptdmes) correspondent aux caractéristiques du
virus CEE.

Le milien de congélation est resté négatif dans toutes les expériences.
L'hypothése d'une contamination entre tiques d'un méme lot peut donc €tre
exclue. Par conséquent, on peut affirmer que chacun des 9 isolats est
original et correspond 3 au moins 1 tique infectée.

Nous avons déterminé pour les échantillons Z 47/1-4 et Z 47/1-5 (resp. 55 et
52 nymphes) des titres viraux de 12 x 102 et 5 x 102 PFU/ml, aprés
recongélation de l'inoculum; par rapport aux valeurs relevées par Kozuch et
al (12-24 PFU/mlmymphe) [155] et par Labuda et @l (£ 2,0 logio
PFU/nymphe) [170], ces valeurs laissent supposer que plusieurs tiques étaient
infectieuses dans un méme "pool”.

Par conséquent, il ne nous est pas possible de déterminer avec précision le
pourcentage de tiques infectées dans un foyer. Nous indiquerons donc, dans
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la suite de ce chapitre, des taux minimum d'infection des tiques par le virus
CEE, en cousidérant arbitrairement qu'une seule tique par "pool" positif
était porteuse du virus.

A la lecture du Tableau 25, on constate que tous les isclements de virus CEE
ont été effectués, pour chaque site de capture, 3 partir de tiques du méme
stade évolutif. Cette observation nous a amenés A considérer les prévalences
minimales respectives des nymphes et des adultes (méles et/ou femelles),
dans chaque foyer et pour chaque série de captures. Les résultats en sont
résumés dans le Tableau 26. Les lots Z 60 et Z 61, prélevés sur deux jours
consécutifs, y out été regroupés, tandis que le lot BE 93, prélevé trois ans
aprés les lots Z 60 et Z 61 sur le méme site, a été distingué.

Nb tiques positives / Nb tiques testées
No de lot Licu de capture (%}
Nymphes | Femnelles | Méiles | Adultes
Z40 Simmental, "Torwald" 0785 1/10 2/26 336
()] (100} {7.7) (8.3)
Zz42 Simmental. "Allmendenwald” | 07137 2/40 120 3/60
(0} (5.0) {5.0) (3.0}
Z47 Santenberg, "Buechwald” 21323 5 09 0714
{0.6) (0) (0) (0)
Z 60+ Z 61 Belp, "Harganien-Tufteren” 0/22 1/35 0/38 1773
: {0) (2.9) (] (14)
BE93 " 03 0/6 0/6 0/15
(0) 0 (0) (©)

Tablean 26; Pourcentage de tiques de chaque stade infeciées par le virus CEE, dans 4
fayers (test IF/C, sauf BE 93: analyse par IF/S).

Les prévalences indiquées sont calculées en considérant qu'une seule tique par
"pool” positif est porteuse du virus CEE.

IX.2. DESCRIPTION ET ANALYSE DES FOYERS

I1X.2.1. SIMMENTAL/BE

Entre 1984 et 1992, 10 cas cliniques d'encéphalite 2 tiques ont &té recencés
daus le bas-Simmental (Figure 34-1). Tous proviennent du versant nord de
la vallée, entre Diirstetten et Stalden (Figures 34-1 et 34-3),
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Les tiques y sont nombreuses: 1148 tiques y ont été capturées en mai en
11h30 min, soit un "rendement de capture” de 100 tiques/heure. Bien siir, ce
chiffre, basé sur quelques jours de capture et deux stades évolutifs seulement
(nymphes et adultes), n’a aucune valeur statistique; toutefois, il donne une
idée de la concentration de tiques que I'on peut trouver A cet endroit.

Au total, 1084 tiques ont été analysées, dont 830 en 40 "pools™ de 4-73
tiques, et 254 individuellement. Six "pools” se sont révélés porteurs du virus
CEE, ce qui représente un taux d'infection minimum de 0,55% (6/1084).
Rappelons que ce pourcentage est peut-étre sous-estimé si 'on considére,
comme nous l'avons vu plus haut, que plusieurs tiques étaient probablement
infectées dans chaque "pool” positif.

Les zones de capture de tiques et d'isolements viraux sont représentées sur la
Figure 34-2,

Figure 34-1: Les foyers du bas-Simmental. Quadrillage décakilométrique.
@ : Origine des cas cliniques d'encéphalite A tiques.

{Reproduit avec l'antarisation de 'Office fédéral de topographie du 11.8.1994)
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Figure 37-2: Le foyer du "Belpberg". Quadrillage kilométrique.
@ Crigine des cas cliniques d'encéphalite 3 tiques.
: Licux de capture des tiques.
A\ : Origine de lisolat de virus CEE.

(Reproduit avec I'antorisation de 1'Office fédéral de topographic du 11.8.1994)

IX.2.3. SANTENBERG/LU

Huit cas cliniques d'encéphalite A tiques ont été recensés, dans la région du
Santenberg, entre 1984 et 1992 (Figure 38-2).
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Entre 1984 et 1992, 8 cas cliniques d’encéphalite 2 tiques ont ét€ déclarés sur
ou au pied de cette colline (Figure 38-2). Aucune portion de la forét n'est
désignée en particulier comme lieu de pigiire; tous les patients ont leur
domicile 4 proximité immédiate de la colline.

N -

642 643

Eigure 38-2: Le foyer du "Santenberg”, Quadrillage kilomérrigue.

@ : Origine des cas cliniques d'encéphalite A tiques.
E=3= : Lieux de capture des tiques.
A : Originc des isolats de virus CEE.

(Reproduit avee l'avtorisation de 1'Office fédéral de topographic du 11.8.1994)
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IX3. DISCUSSION

Le pourcentage moyen de tiques infectées (0,14% pour l'ensemble des
captures, 0,3% dans les foyers), ainsi que les variations relevées (0-2,48%),
correspondent aux observations effectuées par d'autres auteurs en Europe
centrale et occidentale [99, 126, 133, 238, 313, 315}. Dans son étude menée
entre 1978 et 1981 dans les cantons de ZH, SH, AG, TG, ZG, BE, FR, NE,
VS et TI, Matile [197] reléve une prévalence globale de 0,17% (0-0.84%).

On constate que, dans chaque région investiguée, les isolats ont i€ obtenus
partir de tiques de méme stade et provenant du méme lieu de capture. Cette
distribution particuliére des tiques infectées suggére que les foyers ne sont
pas homogénes, autrement dit que les tiques porteuses du virns CEE ne somt
pas réguliérement réparties dans la végétation. Rappelons que les trois stades
d'l. ricinus se uourrissent sur des hétes distincts (triphasie) et ont des
préférences trophiques différentes, quoique larges (télotropisme). Par
conséquent, on peut envisager que les tiques positives se soient détachées a
peu prés au méme moment d'un héte virémique de passage, ou que celui-ci
ait fréquenté 2 plusieurs reprises cet endroit; les tiques infectées se seront
ainsi accumulées sur une faible surface. Comme elles se déplacent peu
horizontalement [90], elles constitueront, au sein d'un "foyer élémentaire”
[168], un microfoyer d'oi, grice & leur prévalence élevée, plus favorable 2
l'infection d'un nouvel hte de passage, elles pourront assurer une meilleure
transmission du virus.

Larves, nymphes et adultes d'f. ricinus se nourrissant sur des hétes
différents, il convient également de distinguer la prévalence respective des
trois stades évolutifs. Comme en témoignent les résultats de nos captures,
résumés dans le Tableau 26, le pourcentage de tiques infectées de chaque
stade, dans un lieu et & un moment donnés, peut atteindre des valeurs
élevées. Ces valeurs se rapprochent de celles qui ont été observées par
Perez-Eid et al [238] dans quatre sites d'un foyer naturel ¢’Alsace (0,4-8,7%
d'adultes positifs au minimum, selon le site et le mois de capture).

Le risque, pour un héte de passage, de se voir transmettre le virus s'en
trouve considérablement augmenté. Par contre, un autre animal passant
quelques métres de ce microfoyer sera épargné.

Cette organisation en zones d'endémie constituées de foyers plus petits {ci-
apres "microfoyers”) a été proposée en 1972 déja par Blaskovic et Nosek
[38); 1a distribution "par agrégats” des tiques infectées par le virus CEE a été
observée par Pretzmann et af [249], de méme que par Telford et al [306]
pour le couple f. scapularis / B, burgdorferi.
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Selon toute apparence, les foyers du Simmental et du Santenberg
foncticnnent selon le méme principe. Le nombre élevé de cas cliniques qui y
ont été enregistrés entre 1984 et 1992, ainsi que le nombre de souches
isolées, suggdrent que les zones d'infection dans ces foyers sont nombreuses
et disséminées, car il est peu probable que les patients se soient fait piquer au
méme endroit; d'autre part, et cela contrairement aux observations d'autres
auteurs dans des foyers importants d'Europe centrale [99], il n'apparait pas,
dans les quatre foyers décelés, de proportionnalité entre le taux d'infection
des tiques et le nombre de cas cliniques déclarés.

Du point de vue de la santé publique, I'importance d'un foyer semble donc
davantage liée i l'abondance de la faune ixodidienne et A la distribution
spatiale des foyers élémentaires - notamment en des sites favorables 3 la
rencontre tiques-homme - qu'au pourcentage global de tiques infectieuses.
De nombreuses captures supplémentaires, sclon un quadrillage précis de
quelques métres carrés par exemple, seraient nécessaires afin de confirmer
statistiquement cette affirmation. Cependant, il fant garder & l'esprit que le
risque d'infection dépend finalement de 1'homme lui-méme, de par le type et
la fréquence de ses contacts avec la forét (sortie des chemins dégagés,
activités forestidres réguligres, etc.). Ainsi, une portion de forét trés peu
fréquentée pourra abriter un foyer de virus CEE stable, mais discret jusqua
I'irrupticn de I'homme dans le cycle naturel de transmission du virus.

La plupart des zones de captures n'ont été investignées qu'a une cccasion,
sur 2 ou 3 jours consécutifs. L'analyse des seules tiques ne nous permet donc
pas d'évaluer la stabilité des foyers. Cependant, l'apparition répétée, sur
plusieurs années, de cas d'encéphalite 2 tiques au Santenberg, au Belpberg et
dans le Simmental permet d'affirmer que ces zones d'endémie sont stables et
- en ce qui concemne le Santenberg et le Simmental en tout cas - étendues. Au
sein de ces zones toutefois, il est vraisemblable que les sites d'infection
(microfoyers) se déplacent au gré des comportements et des déplacements
des hébtes.

Par contre, la faible prévalence globale de tiques virulentes rend délicate
linterprétation des résultats négatifs. L'absence de tont isolement dans la
forét de Lyss, et cela malgré des captures répétées ¢t plusieurs cas cliniques
recensés (cf V1.3, Figure 10), suggére que ce foyer - si foyeril y a - est
relativement restreint, voire qu'il se situe dans une autre forét. De méme, on
ne peut exclure que des foyers peu étendus ou pen actifs, notamment dans
'ouest de la Suisse, aient échappé a nos investigations.
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X.  DISCUSSION GENERALE

XI. RECHERCHE D'UNE METHODE DE DETECTION DU VIRUS CEE
DANS LA TIQUE ET ETABLISSEMENT D'UN CENTRE DE
DIAGNOSTIC-CONSEIL POUR L'ENCEPHALITE A TIQUES A
L'INSTITUT DE ZOOLOGIE DE NEUCHATEL

Nous avions pour double objectif:

- d'établir un protocole de détection du virus CEE dans la tique, qui
n'implique pas le recours 4 l'expérimentation animale,

- de transférer cette technologie 4 I'Instimut de Zoologie de Neuchitel, cela
afin d'élargir les compétences de son centre de diagnostic.

Des trois méthodes que nous avons comparées & I'isolement sur souricegux
nouveaux-nés, 'ELISA n'a pas & retenu en raison de sa faible sensibilité et
de l'existence de réactions non spécifiques. La PCR a révélé un pouvoir de
détection élevé avec des suspensions pures de virus, mais s'est avérée peu
performante pour 1a mise en évidence de faibles quantités de virus contenues
dans les tiques (/. ricinus), cela en raison de facteurs d'inhibitien ou
d'interférence présents dans les tissus de Parthropode. Cette méthode nous
est cependant apparue comme £tant la seule susceptible de mettre en évidence
des particules virales dang des échantillons individuels ne se prétant pas & la
mise en culture ou A la préparation de "squashes” (petits fragments, matériel
desséché, etc.) .

L'immunofluorescence sur cultures de cellules (IF/C) a produit les résultats
les plus satisfaisants, tant sur le plan de la sensibilité que de la fiabilité. Son
inconvénient majeur réside dans la phase d'amplification virale, qui nécessite
une infrastructure satisfaisant aux exigences minimales de sécurité
concernant la manipulation de virus pathogénes.

Une variante de T'TF/C, l'immunofluorescence sur "squashes” (IF/S) a
montré une sensibilité satisfaisante avec des échantillons de contréle
fraichement préparés (I. ricinus capturés dans un foyer de Louping 111,
empreintes de cerveaux de souriceaux morts d'encéphalite [virus CEE,
souche Hyprl); par contre, les résultats obtenus avec les tiques recueillies sur
les militaires sont plus incertains, peut-étre en raison du délai important
(plusieurs mois) ayant séparé le "squash” du test proprement dit.
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Chacune des méthodes mentionnées ci-dessus doit donc étre appliquée dans
un contexte particulier: si I'TF/C permet la mise en évidence et 1'isolement de
scuches virales 3 partir de quantités importantes de tiques (poals), 1TF/S se
préte mieux A l'analyse individuelle et A la quantification des acariens
infectés dans un foyer connu d'encéphalite a tiques. Enfin, la PCR peut
constituer un recours lorsque I'état des échantillons A analyser ne permet pas
I'utilisation des autres méthodes.

Des études ponctuelles telles que la nétre, celle de Matile [197] ou celle de
Krech [163], fussent-elles complétes, n'apportent qu'une vision fragmentaire
de la situation épidémioclogique d'un agent pathogéne tel que le virus CEE.
Nous sommes d'avis qu'une poursuite de telles recherches, & une plus petite
échelle mais sur une plus longue durée, fournirait des indications non
négligeables sur la répartition des foyers, leur évolution, les taux de
transmission dn virus du vecteur 4 I'héte, son éventuelle périodicité. Par
exemple, l'analyse des tiques trouvées en train de piquer I'homme
apperterait un complément bienvenu aux informations recueillies via les
analyses sérologiques et les déclarations des médecins.

La méthede d'immunoflucrescence sur “squashes” est aisément applicable
dans n'importe quel laboratoire et permettrait, i peu de frais, de répondre
cette attente.

X.2. MISE EN EVIDENCE DE NOUVEAUX FOYERS NATURELS
D’ENCEPHALITE A TIQUES

Les buts définis au début de ce travail étaient ambitieux: du fait de la faible
prévalence du virus CEE dans les populations de tiques, une recherche
exhaustive des foyers natrels aurait nécessité I'analyse de centaines de
milliers d'acariens; encore des foyers trés petits ou instables auraient-ils pu
passer inapercus. Nous avons donc recouru & des "indicateurs” de ces foyers,
en l'occurrence les patients ayant contracté une forme clinique,
diagnostiquée, d'encéphalite A tiques, et les personnes ayant de fréquents
contacts avec la forét. A titre complementaxre nous avons également analysé
d'autres types de populations.

Ni I'analyse géographique et chronologique des cas déclarés de maladie, ni
T'examen sérclogique des populations humaines n'ont permis de mettre en
évidence une éventuelle progression du virus CEE dans 'ouest de la Suisse.

Au sud des Alpes par contre, une forte propertion de patients tessinois pris
au hasard a présenté des anticorps spécifiques du virus CEE, valeur
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comparable aux séroprévalences enregistrées parmi les forestiers des cantons
abritant des foyers d'encéphalite 2 tiques (BE, GR). Sur le plan clinique, un
seul cas de maladie a été déclaré au Tessin, en 1984, le lien de piqiire étant
dn reste imprécis ("place de camping en forét", sans indication de la
localité); encore le patient était-il domicilié & Zollikon/ZH, dans un des
cantons ot les foyers d'encéphalite 4 tiques sont les plus abondants. La senle
autre mention du Tessin parmi les déclarations centralisées par I'OFSP
concerne un habitant de Turgi/AG, qui indique en 1989 avoir été piqué &
proximité de son domicile ou, peut-éire, au Tessin.

Sur le plan géographique et épidémiologique, le Tessin est coupé du reste de
la Suisse par la chaine continue des Alpes; le passage de tiques infectieuses en
provenance de Suisse alémanique ou des Grisons y est improbable, sauf en
cas de transport par des oiseaux migrateurs. Quant & I'ftalie, les mentions les
plus proches de maladie on de sérologies positives concement la région de
Florence et la province de Trento [313].

Néanmoins, Miserez [203] a démontré que les tiques de Vespece . ricinus
sont bien présentes au Tessin et, qui plus est, fortement infectées par B.
burgdorferi. Cette population ixodidienne, de méme que l'existence d'une
faune de micromammiféres amplificatenrs du virus (C. glareclus, A.
sylvaticus, A. flavicollis, 8. araneus, etc.) rendent possible l'implantation dn
virus CEE dans ce canton. 1 est toutefois surprenant quune telle proportion
de personnes positives parmi les patients d'un hépital ne trouve pas de
confirmation clinique. Peut-étre sommes-nous 13 en présence d'une forme
pathogénicité réduite du virus, quoique les données épidémiologiques
provenant des autres régions du pays, du Tyrol et de I'Ttalie nons permettent
de douter de l'existence en Snisse de tels mutants atténués. Pent-étre, aussi,
ces patients ont-ils été vaccinés ou infectés dans d'autres cantons. IT serait par
conséquent ntile d'approfondir les investigations virologigues, sérologiques
et épidémiologiques dans le canton du Tessin, en ayant recours notamment i
des questionnaires congus en ce sens.

En ce qui conceme I'analyse des tiques, trois foyers ou groupes de foyers,
suspectés par le regroupement des cas cliniques de maladie, ont été
confirmés virologiquement: le bas-Simmental (2 sites), Belp et le
Santenberg. Un foyer éventuel de virus a également été relevé i Liestal, bien
que la présence d'une zone d'endémie en périphérie de cette localité
demande 2 étre confirmée. Ici encore, l'origine des tiques tronvées portenses
de virus ne permet pas de mettre ¢n évidence une quelconque progression
des foyers.

L'activité des foyers est relativement constante et dénote une bonne
implantation du virus en Suisse. Les variations de la fréquence des cas
cliniques, au sein d'un méme foyer, sont conformes i la situation observée
dans le reste de I'Euvrope, oil I'on a vu des foyers disparaitre totalement sur
le plan clinique, mais persister, méme faiblement, sur le plan de la
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circulation du virus [138]. L'apparition de cas isclés d'encéphalite A tiques
en-dehors des foyers de maladie peut &tre la conséquence d'une extension
occasionnelle du virus, par exemple lors du transport par un oiseau de tiques
infectées [7]. Mais elle pent également étre due, plus simplement, & une
mauvaise estimation du liene de la pigiire infectiense. L'enquéte entreprise
parmi les militaires a clairement mis en évidence que les tiques en train de se
gorger peuvent étre remarquées trés tardivement, aprés plusieurs jours. Les
patients, voire les médecins, n'étant pas toujours 3 méme de juger du temps
de fixation de l'acarien, l'estimation du lieu d'infection peut s'en trouver
faussée. De plus, nous avons pu constater qu'en interrogatoire "orienté” des
patients, notamment en leur soumettant un choix de lieux de piqire,
contribue & préciser le site d'infection. Une patiente avait par exemple passé,
environ trois semaines avant l'apparition de la seconde phase de la maladie,
une demi-journée dans un foyer d'encéphalite a tiques; ignorant la présence
du virus 2 cet endroit, elle n'avait pas jugé utile de le mentionner  son
médecin.

11 faut conclure des données recueillies au cours de ce travail que, comme
dans l¢ reste de I'Europe [105, 315] les foyers suisses d'encéphalite 2 tiques
sont stables, tant sur le plan de la taille que sur celui de la localisation.
L'apparente émergence de nouveaux foyers en-dehors des sites reconnus par
Wryler et Matile [329] est 3 notre avis la conséquence d'une meilleure
attention portée 4 ce probléme platét que d'une réelle progression
géographique du virus.

La répartition géographique des foyers naturels d'encéphalite 3 tiques en
Suisse, en 'état actuel de nos connaissances, est présentée sur la Figure 39.

X3 ESTIMATION DU RISQUE COMPARE D'ENTRER EN CONTACT
AVEC B. BURGDORFERI OU LE VIRUS CEE: CONSIDERATIONS
SUR LE FONCTIONNEMENT DES FOYERS

La circulation de B. burgdorferi et celle du virus CEE dans la nature, si
elles suivent des schémas comparables, obéissent néanmoins 2 des contraintes
particulidres:

Chez le rongeur infecté par B. burgdorferi, la spirochétémie - soit la
périade durant laquelle la bactérie est accessible au vectenr - dure toute la
vie (131, 289]. L'animal est donc capable d'infecter un grand nombre de
tiques. De fait, 3-55% des I. ricinus du Platean, du Valais et du Tessin sont
porteurs du spirochate [10, 203, 240, 336]. Conséquence de cette circulation
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Figure 39:  Répartidon géographique des foyers namrels d'encéphalite 2 tiques.
Etat décembre 1992

@ : Foyers naturels selon Wyler et Matile [329].
© : Foyers naturels déterminés lors de la présente €tude.

_aisée du spirochéte et de l'abondance des réservoirs naturels, les tiques
infectieuses sont réparties réguli¢rement sur l'ensemble du Plateau [204]. On
peut donc considérer que le risque de se faire piquer par une tique porteuse
de spirochites, au hasard d'une promenade en forét, est élevé et relativement
constant dune région i l'autre.

Au contraire de B. burgdorferi, l¢ virus CEE induit chez ses hétes naturels
une virémie courte, de quelques jours [73, 119]; I'animal we pourra
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transmetire le virus qu'aux acariens fixés durant cette période. Counséquence
de cette particularité, les tiques infectées par le virus CEE sont peu
nombreuses (moius de 1% en moyenne dans les zones d'endémie). Notre
étude et celles d'autres auteurs [38, 249] out, en outre, montré qu'au sein de
ces foyers, la proportion de tiques virulenies varie considérablement. Le
risque de contracter une encéphalite & tiques dépendra denc de la probabilité
d'entrer en centact avec un microfoyer infectieux. A cet égard, on peut
relever & nouveau que les tiques trouvées positives au Belpberg provenaient
d'un massif d'ail sauvage, plante appréciée en salade pour ses vertus
médicinales et gustatives.

Au sujet de I'apparente fragilité du cycle épidémiologique du virus CEE, il
convient ici de mentionner les travaux remarquables de Labuda et al [170]
sur la transmission "non virémique” du virus CEE: ces auteurs ont en effet
démontré le passage du virus entre des tiques (/. ricinus) infectées
expérimentalement par le virus CEE et des tiques saines se nourrissant sur le
méme rongeur (en l'occurrence un cobaye), cela sans que l'animal-hte ne
développe une virémie décelable. Ce mode particulier de transmission
contribuerait a notre avis & renforcer la distribution par agrégats des tiques
infectées, de méme qu'd assurer le maintien du virus lorsque les hétes
virémiques se font rares.

En ce qui conceme les populations humaines, les sérologies établies durant
cette €tude cévelent une forte prévalence des cas - le plus souvent
asymptomatiques - d'infection par le spirochite. Des anticorps spécifiques de
B. burgdorferi sont apparus, & des degrés vanables, dans tous les groupes
étudiés. A l'exception des forestiers du canton du Jura, les séroprévalences
relevées dans l'ensemble de la zone investiguée sont comparables pour
chaque type de population, dénotant une répartition homogéne des cas
d'infection.

Au contraire, les analyses entreprises pour la recherche d'anticorps dirigés
contre le virus CEE ont fait apparaitre un trés faible pourcentage
d'individus séropositifs. L'examen des déclarations de patients atteints
d'encéphalite A tiques a mis en évidence un regroupement des cas selon
certaines zones bien délimitées. Le fait que les taux d'incidence enregistrés
dans les cantons ne soient dépendants ni de la densité de la population
humaine, ni de celle des foréts, renforce l'idée selon laquelle le risque
d'entrer en contact avec le virus CEE dépend du hasard de pénétrer dans un
microfoyer infectieux.

11 apparait donc que la situation observée chez 1'homme peut étre rapprochée
des particularités du cycle épidémiologique du virus et du spiroch2te dans la
nature.

En ce qui concerme B. burgdorferi, le risque d'infection par les agents
pathogdnes s'est avéré€ d'autant plus élevé que les contacts avec la forét (3
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long terme surtout) sont importants. Nous avons vu du reste que le nombre
de pigiires subies - et donc le risque d'infection par les deux agents
pathogdues - dépendait de la durée de fréquentation réguliére de la forét
(années) plus que de son intensité (heures/semaine), ce en quoi nous
rejoignons les observations d'avtres auteurs [333]. Autrement dit, une
exposition prolongée est nécessaire i l'infection de 'homme. Le taux élevé
d'échecs dans la transmission 4 I'homme sinon du virus CEE, du moins de B.
burgdorferi, tel que nous I'avons observé chez les militaires lors de la
piqire d'une tique infectée, explique a notre avis cette particularité. Par
ailleurs, le titre d'anticorps anti-B. burgdorferi présents dans le sang des
forestiers tend 2 croitre avec les années d'exposition en forét. Ce phénoméne
pourrait contribuer 3 prévenir d'éventuelles réinfections. Toutefois, 1'effet
protecteur d'upe telle stimulation du systéme immunitaire n'est pas
unanimement reconnu {109, 232, 233, 321].

La fréquentation assidue de la forét n'est cependant pas le seul facteur de
risque. En effet, la surreprésentation des hommes par rapport aux femmes
montrant des signes d'infection par le virus ou par B. burgdorferi laisse 2
penser que les attitudes personnelles (propention ou réticence a quitter les
sentiers balisés) peuvent jouer un certain rdle. Ainsi, les populations
manifestant en forét les mémes comportements (cnfants, coureurs
d'orientation) ve présentent pas de différence notable dans le tavx
d'infection. Cette tendance ne peut malheureusement étre vérifiée chez les
forestiers, cette profession étant avant tout exercée par des hornmes.

11 apparait donc que le risque comparé d'infection par l'un ou l'autre des
agents pathogénes étudiés est délicat & établir: il dépend 4 1a fois de la durée
des contacts avec la forét, des comporternents personnels, de 'existence de
foyers d'encéphalite 2 tiques & proximité, du hasard de pénétrer & l'intéricur
d'un microfoyer et, probablement aussi, de 1'état immunitaire de chaque
individu.

L'écologie d'l. ricinus ne prédispose guére cette espéce A rencontrer un hite
humain aux habitudes peu sylvatiques. De fait, I'homme n'est qu'un héte
occasionnel des tiques et, par conséquent, des microorganismes qu'elles
transportent. Néanmoins, les résultats sérologiques et épidémiologiques
obtenus au cours de cette étude montrent que, malgré ces particularités,
I'homme agit comme un révélateur non négligeable des zones d'endémie et
reflete certains aspects de la circulation complexe de B. burgdorferi et du
virus CEE dans la nature,
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XI. CONCLUSIONS

XL1L MISE AU POINT D'UNE METHODE DE DETECTION DU VIRUS
CEE DIRECTEMENT DANS LA TIQUE

Nous avans introduit un protocole de détection du virus CEE dans la tique
qui n'implique pas le recours & l'infection de souriceaux nouveaux-nés:
l'immunoflucrescence sur cultures de cellules (IF/C). Son fort pouvoir de
détection permet l'analyse individuelle des tiques capturées dans la nature,
tout au moins des stades adulte et nymphal. Appliquée A l'examen de tiques
prélevées dans de nombreux sites suspects, cette méthode a permis la mise en
évidence de plusieurs foyers naturels, et l'obtention des isolats
correspoudants de virus,

L'inconvénient que représente la phase d'amplification virale sur cultures
cellulaires, lors de l'IF/C, peut étre contourné par le recours &
immunofluorescence sur "squashes” (IF/S), dont le protocole est également
proposé. Cette seconde méthode permet la détection de l'agent pathogeéne
dans tous les stades de tiques; par contre, l'isolement ou la caractérisation
des virns observés n'est pas possible; L'IF/S constitue donc un maoyen
pratique et rapide de quantification des tiques infectées dans un foyer connu,
mais convient mal a la recherche de nouveaux foyers.

Nous avons appliqué un protocole de PCR pour la détection de B.
burgdorferi A 'analyse des tiques en train de se nourrir sur 'homme. Bien
que l1a propartion de tiques trouvées infectées par le spirochéte (18,1%) ne
soit pas trés élevée par rapport 4 Ja moyenne suisse (jusqu'a 55% de tiques
positives selon le stade et la région), cette méthode est apparue au moins
aussi fiable que I'IF/S, et suffisamment sensible pour mettre en évidence des
spirochétes contenus aussi bien dans une tique gorgée que dans un simple
fragment de nymphe.

Par contre, le protocole de PCR proposé pour la détection du vims CEE
s'est avéré inopérant en présence de grandes quantités de tissus de tiques, les
acides nucléiques d'un seul acarien réduisant de 10 fois le pouvoir de
détection du test. Cet échec est probablement di 3 un phénomene
d'inhibition de l'enzyme Tag polymérase oun i des mterférences entre la
séquence 4 amplifier et TADN d'l. ricinus.
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XL2. REPARTITION GEOGRAPHIQUE DES FOYERS NATURELS
D'ENCEPHALITE A TIQUES

Quatre foyers naturels de virus CEE ont été décelés ou confirmés par
I'analyse des tiques capturées sur la végétation. Ces foyers comrespondent 3
des sections de forét du bas-Simmental/BE (2 foyers}, du Belpberg/BE et du
Santenberg/LU. L'apparition régulitre de cas cliniques de maladie dans ces
zones d'endémie en confirme la stabilité. L'éventuelle présence d'un
cinquiéme foyer 2 Liestal - suggérée par la découverte d'une tique
apparemment porteuse du virus - reste a confirmer.

Au nord des Alpes, la répartition des cas déclarés d'encéphalite a tiques, la
distribution géographique des tiques infectées par le virus et I'origine des
sérums humains présentant des anticorps spécifiques ne permetient pas de
mettre en évidence une quelconque extension des foyers d'encéphalite 3
tiques vers I'ouest de la Suisse. Par ailleurs, tous les lieux d'infection sont
inscrits 3 l'intérieur du périmétre délimité par les foyers naturels
d'encéphalite déja reconnus en 1984. L'apparition de cas cliniques en-dehors
des zones d'endémie semble donc plutét résulter d'une meilleure attention
portée A cette maladie, voire d'un phénoméne de "pulsation des foyers” dii 2
'exportation du virus lors de déplacements importants des hétes. On ne peut
toutefois exclure formellement la présence de foyers de vims CEE en Suisse
romande.

Un cas particulier est représenté par le Tessin, ol la forte séroprévalence
enregistrée, en totale contradiction avec les données cliniques de ce canten,
mérite des investigations supplémentaires.

X13. RISQUE COMPARE D'ENTRER EN CONTACT AVEC
B. BURGDORFERI ET/OU LE VIRUS CEE

Le risque d'entrer en contact avec B. burgdorferi ou le virus CEE est
apparu dépendre 3 la fois de la durée des contacts avec la forét (a long terme
surtout), des comportements personnels, de la présence de foyers
d'encéphalite 2 tiques et du fait de pénétrer a l'intérieur d'un microfoyer.

Chez les forestiers, la prévalence d'anticorps diﬁgés contre B. burgdorferi
est proportionnelle 3 la durée (années) des contacts réguliers avec la forét et
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an nombre de piqiires de tiques; par contre, elle n'est pas corrélée avec la
fréquence des contacts (heures/semaine) avec les zones i risque. Par ailleurs,
le taux d'anticorps, chez les forestiers, tend & croitre avec les années
d'exposition; cela suggére un phénoméne de stimulation centinuelle des
processus immunitaires, i effet pent-tre protectenr contre une réinfection.

La probabilité d'étre infecté par B, burgdorferi lors de la piqiire d'une tique
infectieuse est apparu extrémement faible (2, voire 3/23 échantillons
analysés 1 mois & un an aprés la piqire). Le risque de contracter une forme
clinique de borréliose est certainement encore moindre. Sur l'ensemble des
populations étudiées, la proportion de personnes présentant des anticorps
dirigés contre B, burgdorferi est apparue environ dix fois plus importante
que pour le virus CEE. Cette proportion globale peut tontefois varier
considérablement. En effet, les foyers d'encéphalite 2 tiques semblent étre
organisés en "microfoyers” & haut pourcentage de tiques infectées. Lenr
importance - et par conséquent le risque enconru par la population de
contracter la maladie - sont apparemment davantage liés & l'abondance des
tiques et & la distribution spatiale des foyers élémentaires qu'au pourcentage
global de tiques infectées. Au contraire, B. burgdorferi étant trés largement
et régnli¢rement répartie dans les populations de tiques du Plateau, le risque
d'entrer en contact avec cette bactérie sera beaucoup plus constant.

La situation sérologique et clinique observée chez I'homme a pu €tre
rapprochée des phénomeénes observés dans les foyers d'endémic. Bien que ne
constitnant qu'un héte accidentel d'/. ricinus, 'homme est apparu agir
comme un reflet de cenains aspects de la circulation de ces agents
pathogénes dans 1a nature.

Xi4. ETABLISSEMENT D'UN CENTRE DE DIAGNOSTIC-CONSEIL A
L'INSTITUT DE ZOOLOGIE DE NEUCHATEL

Les techniques mises au point permettent la détection do virus CEE et de 5.
burgdorferi directement dans les tiques, cela sans nécessité d'une
infrastructure importante.

Certaines particularités du cycle épidémiclogique de B. burgdorferi et du
virus CEE restent encore méconnnes. La politique & tenir face 3 un individn
piqué par une tique continne d'étre un sujet d'actualité. Un centre de
recherche spécialisé 3 la fois dans I'épidémiologie, le diagnostic clinigque et
la détection des agents pathogénes constitue un apport important, tant dans la
centralisation et ['analyse des données que dans le cantrble et la distribntion
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de I'information. Souhaitons qu'une étroite collaboration entre pouvoirs
publics, milieux médicaux, population et chercheurs - notamment par le
biais d'analyses et de suivis systématiques des personnes piquées - permettra
bientdt de résoudre quelques-unes des nombreuses questions qui se posent
encore concernant l'épidémiologie de la borrréliose de Lyme et de
'encéphalite a tiques.
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RESUME

La fiabikit€ et la sensibilité de 3 modes de détection du virus CEE dans les
tiques (I. ricinus) out é1é comparées avec la méthode couventionnelle
d'isolation par inoculation intra-cérébrale & des souriceaux nouveaux-nés.

- FELISA présente un seuil de détection relativement faible (]05 PFU) et
des réactions uon spécifiques; il en résulte une concordance avec les souris
inférieure & 60% (24 échantillons analysés).

- la PCR présente une grande sensibilité (10 PFU) avec des suspensions
pures de virus; les acides nucléiques provenant des tissus de la tique (f.
ricinus) exercent cependant une action antagoniste de l'amplification,
responsable d'une baisse de 10x du pouvoir de détection. La réaction est
totalement inhibée en présence de quantités importantes d'acides nuciéiques
de tiques ("pools”), cela méme lorsque le titre viral est éleve.

- 'immunofluorescence sur cultures de cellules (IF/C) présente un important
pouvoir de détection (<10 PFU/inoculumy} et une concordance de 100% avec
I'isolement sur souriceaux (20 échantillons analysés).

Une variante de I'IF/C, I'immuncflucrescence sur "squashes”, s'est révélée
suffisamment sensible pour déceler aisément le virus Louping 11
(antigéniquement trés proche du virus CEE) directemement dans la tique.
L'efficacité - ou l'inefficacité - de cette méthode, appliquée i l'analyse de
tiques collectées sur Fhomme, n'a pas pu étre démontrée.

Entre 1984 et 1992, en moyenne 28 cas cliniques certains d'encéphalite a
tiques (30 cas, tous diagnostics confondus) ont &t€ déclarés chaque année en
Suisse. Leur apparition connait un pic d'abondance en juillet-aodt; un second
pic d'incidence, correspondant 2 la recrudescence automnale de l'activité d'f.
ricinus, n'a €té enregistré qu'en 1988,

Les hommes (71%) sont plus touchés que les femmes (29%) par
l'encéphalite & tiques, cela méme dans les populations exposées aux piqlres
de tiques de par leurs activités en forét (79% dhommes) (250 patients
étudiés). Cette différence li€e au sexe se retrouvant dans certaines
populations analysées pour B. burgdorferi, on peut envisager que les
comportements personuels constituent un facteur de risque non négligeable
d'exposition.

Les forestiers sont environ 30 fois plus concernés par 1'encéphalite 2 tiques
que le reste de la population; les agriculteurs le sent 3 fois plus. Les cantons
de SH, ZH et TG connaissent les taux d'incidence annuelle les plus €levés
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(resp. 3,95, 1,31 et 0,96/100'000 hab/an), les valeurs des antres cantons
snisses s'échelonnant entre 0 et 0,4/100'000 hab). L'incidence n'est pas liée &
la densité de population, ni & celle de la forét.

L’apparition des cas cliniques d'encéphalite i tiques semble snivre un cycle
triennal qui reste i confirmer (nombre d'années d'observation actuellement
insuffisant).

L'évolution au cours du temps des lieux d'infection, de méme que les
analyses sérologiques et virologiques entreprises, ne permettent pas de
mettre en évidence une quelconque progression des foyers d'encéphalite 2
tiques & l'ouest de 1a Suisse. An Tessin par contre, une forte séroprévalence
enregistrée auprés de patients d'hdpital suggére l'implantation du virus an
sud des Alpes. Ces résnltats devraient toutefois &tre confirmés par des
investigations supplémentaires.

L'analyse de tiques capturées dans la nature pour la recherche du virus CEE
a mis en évidence une nette tendance au regroupement des tiques virulentes
(formation de "microfoyers”). Le ponrcentage moyen de tiques infectées
dans un foyer varie entre 0,6% et 2,5%, ce taux ponvant approcher 10%,
selon le stade, dans les foyers €lémentaires.

Y

Quatre nounveanx foyers naturels d'encéphalite a tiques ont pu étre
déterminés par I'analyse virologique de tiques capturées dans la nature: le
bas-Simmental/BE (2 sites), la montagne de Belp/BE et le Santenberg/LU.
Cela porte 4 16 les zones d'endémie actuellement reconnues en Suisse. La
présence du virus CEE i Liestal est €galement envisagée.

Sur l'ensemble des populations étudiées, la proportion de personnes
présentant des anticorps dirigés contre B. burgdorferi est apparue environ
dix fois plus importante que peour le virus CEE. Cette proportion globale
peut toutefois varier considérablement localement.

Les recherches d'anticorps spécifiques dirigés contre B. burgdorferi et le
virus CEE font état de séroprévalences atteignant respectivement 25,7% et
1,0% chez les populations professionnellement exposées aux piqires de
tiques (649 sérums analysés), 18,5% et 0% chez les personnes ayant des
activités réguliéres en forét poor les loisirs (27 sérums), 14,7% et 0,6% chez
des donnenrs de sang (361 sérums) et, globalement, 10,4% et 2,4% chez des
patients d'hépitaux (1016 sérums). Toutefois, ces wvaleurs varient
considérablement d'une région 4 l'autre.

La séroprévalence, du moins en ce qui conceme B. burgdorferi, est lide an
nombre de pigiires de tiques subies, celles-ci étant fonction du nombre
d'années passées en forét. Il n'est ressorti ancune corrélation entre les heares
hebdomadaires de fréquentation de la forét et le nombre de pigiires ou la
sérologie. ‘
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Chez les professionnels de la forét, le titre d'anticorps creit avec le degré
d'exposition en zone boisée; ce phénoméne suggére une réactivation
continuelle des défenses immunitaires des forestiers. Malheureusernent, nous
ne sommes pas en mesure de déterminer Si cette stimulation joue un réle
protecteur face A une nouvelle infection par le spirochéte.

les recrues suisses, lors de leur exercice d'été, ne sont pas apparues
particuli¢rement exposées au risque d'infection par 'un ou l'autre des agents
pathogénes, les pigiires de tiques étant apparemment peu nombreuses et la
transmission des microorganismes s'effectuant, selon toute apparence, avec
une certaine difficulté. En ce qui concemne B. burgdorferi, 2,2% de ces
recrues ont montré une séroconversion (IgM) I mois aprés une pigire de
tique (232 soldats étudiés), tandis que seuls deux militaires piqués par une
tique infectée montraient des signes sérologiques d'infection aprés 1 an (11
personnes étudiées); en ce qui concerne le virus CEE, 1,3% des militaires
présentaient une séroconversion (igG) aprés 1 mois (225 personnes
analysées).

La situation sérologique et clinique observée chez I'homme refléte certains
aspects de la circulation complexe de B. burgdorfert et du virus CEE dans la
nature.
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ANNEXE 1; Les cantons de Suisse

AG Argovie NW Niedwald
Al Appenzell-Rhodes intérieures OW Obwald
AR Appenzell-Rhodes extérieures SG = St-Gall

BE Beme SH Schaffhouse
BL Bile-campagne SO  Soleure
BS Baile-ville ‘ SZ Schwyz
FR Fribourg TI  Tessin

GE Gendve TG Thurgovie
GL Glaris UR Un

GR Grisons VD Vaud

JU  Jura VS Valais

LU Luceme ZH Ziirich

NE Neuchitel ZG Zoug




ANNEXE 2-1: Questionnaire 2 l'intention des forestiers, cantonniers et

donneurs de sang (version frangaise).

ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE DE LA BORRELIOSE DE LYME ET DE
L'ENCEPHALITE A TIQUES EN SUISSE

A remplir en caractéres d'imprimerie svp

NOM ~r=mmmmmmeccecccemcc——— e 3 T

SEXE--=-mmmemcmmmmcmcmcmamamoaa e DATE DE NAISSANCE —meeom—o-
PROFESSI0ON-------o--o---oo-—eoeou . ADRESSE —cemccciccc-m------
LOCALITE-~=-mmm-m=m-mcmmo-coaa-- N® DE TELEPHONE --rme-re---

Cochez la case correspondante:

1. Etes-vous en for#t au moins 1/2-heure par semaine?

non O

QUI pour le travail (:)

QUI pour les loisirs ()
{promenades, sorties de chiens, jogging, camping, etc.)

Z. Si OUI, combien d'heures par semaine passez-vous en forét?

1 heure () 2-5 () 6~10Q () plus de 10 ()

3. Depuis combien'de temps allez-vous réguliédrement en forét?

1-2 ans CJ 3-5 C) 6-1Q () plus de 14 C)_

4. Nom de la forét ou de la région ou vous avez ves leisirs /
ol vous travaillez: ' ’ ’ '

5. Aviez-vous vos loisirs / travailliez-vous auparavant dans
une autre région?

von QO ovr O -

Si QUI, ON! cmcereeme——ccmmcc e mmmcm e amcaammm———————— ——--

voir au verso



10.

11.

12.

Avez-voug déjd été pigqué par une tigque?
oul O NON O NE SAIS PAS O

Si OUI, nombre de pigfires au total:

1.5 O 6-10 O 11-s0 O plus de 50 O

$1 OUI: en 1989 () en 1988 () en 1987 C) avant 1987 ()

Avez-yaus déjd souffert de:

a) inflammation de la peaun OUIC) NON/NE SAIS PASC)
b} inflammation d'une articulation OUIC) NON/NE SAIS PAS()
¢) erthrite du genou OUI() NON/NE SAIS PAS()
d) encéphalite qu méningite OUI() NON/NE SAIS PASC)
e) névrite OUIC) NOW/NE SAIS PASC)
£) paralysie faciele ov1D wowswr sars pasQ
g) Lupusa érythémateux OUIC) NON/NE SAIS PASC)
h) polyarthrite chronigue OUIC) NON/NE SAIS PAS()

$1 OUI, guand, et par gul avez-vous été traité?

hvez-vous été malade durant le mals écoulé
{grippe, rhume, etc)?

non O ovz O Si OUI, Quol: =-~-r=c=--mmcmamo-

Avez-vous été vacciné contre l'encéphalite & tigues?

our ) von Q

Si OUI, comblen d'injectiong?-----cccmmm o ma e
date de la derniére injection? —=----mmcccccccmcccnaa-

Nousa vous prions de renvoyer ¢e questionnaire dfment rempli A&
l'adresse suivante et vous en remercions d'avance.

Cr Lise Gern / Floriane de Marval
Université de Neuchitel

Inatitut de 2oologle

Chantemerle 22

2000 NEUCHATEL



ANNEXE 2-2: Questionnaire 2 {'intention des forestiers, cantonniers et
donneurs de sang (version allemande).

EPIDEMIOLOGISCHE UNTERSUCHUNG UEBER DIE LYME-RHORRELIOSIS
UND DIE ZECKENENZEPHALITIS IN DER SCHWEIZ

Alle Angaben werdep vertraulich bebandelt

Bitte in Blockschrift ausfilllen

NAME---=—=====~cmmmam—e——— mm———— VORNAME == == ————m—cwmana

GESCHLECHT—-r=====———emmm e cwmm= GEBURTSTAG -—————wm oo
BERUF——————rreemmmmm e em e ADRESSE o mmmmmmmmm e
WOHNQR T~ — —wewmm e mmmm————m— o ——— TELEFONNUMMER —~————-——--—--

Bitte Zutreffendes ankreuvzen:

1. Halten $ie sich &fters im Wald auf (mindestens 1/2 Stunde
pro Woche)?

NEIN O
JA im Rahmen der Arbeit O

JA im Rahmen der Freizeit o
{wandern, Ausfilhren von Hunden, Jogging, Camping, usw.)

2. Falls JA, wieviele Stunden wverbringen Sie pro Weche im Wald?

1 Stunde o 2=-5 O 6=-10 o mehr als 10 O

3. Seit wievielen Jahren gehen Sie regelmissig in den Wald?

1-2 Jahren O 3-5 O 6-10 O mehr als 10 O

4. Name des Waldes / des Gebietes Ihrer Arbeit / Freizeit:

. o L8 o o o e e o e e e e e e S

5. Hielten Sie sich friher ftir Ihre Arbeit / Freizeit in einer
anderen Gegend auf?

e O a O

Falls JA, WO! o mm e e mmmmmmerrr e vememm————

wie lange!=eweesccccccmmmmmmmessssssecee————cweccccaaa

Bitte wenden



10.

11.

12.

Wurden Sie je von einer Zecke gebissen?
JA O NEIN O WEISS NICHT

Falis JA, Zahl der Bisse insgesamt:

i-s O s-10 O 11-56 O mehr als S0

Falls JA: im Jahre 1989 () im Jahre 1988
im Jahre 1987 O vor 1987

oo O O

Hatten Sie jemals:

a) eine Hautentzlndung JAO NEIN/WEISS NICHTO
b} eine Gelenksentziindung ' JA() NEIN/WEISS NICHT()
¢) eine Knle Arthritis aaQ  wemvsweiss nicutQ
d) eine Gehirn(haut)entziindung saQ  wemnswerss nicar(Q)
e} eine Nervenentzilndung JAC) NEIN/WEISS NICHT()
£} éine Geslchtsldhmung JAC) NEIN/WEISS NICHT()

g) Lupus erythematodes (Gesichtsrose) Ja(D nernswerss wicurQO
h} eine chronische Polyarthritis JAC) NEIN/WEISS NICHT()

Falls JA, wann und yon wem wurden Sie behandelt?

Warxen Sie im letzten Monat krank (Grippe,Schnupfe usw.)?
nezn QO a O Fails JA, Was: m=mmmmmmmmmmn-n-

Wurden Sie gegen Zeckenenzephalitis geimpft?
Ja ‘ NEIN

Falls JA, wieviele Injektionen?-----------cmomcmcocnanocaaao
wann zum letzten Mal? ————--——-m-emmmmmmmmmmm e mmmmm e

Senden Sie bitte den ausgefiiilten Fragebogen an die folgende
Adresse:

Dr Lise Gern / Floriane de Marval

Université de Neuchldtel

Institut de Zoologie

Chantemerle 22

2000 NEUCHATEL Herzlichen Dank.



‘ANNEXE 3. Questionnaire & l'intention des militaires piqués par une tique.

EPIDEMIOLOGISCHE STUDIE UEBER DURCH ZECKEN Fragebogen
UEBERTRAGBAREN KRANKHEITEN Questionnaire
far durch Zecken gebissene
Persomen
ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE DES MALADIES pour personnes ayant ét¢ mordues
TRANSMISES PAR LES TIQUES par des tiques
Alle Angaben werden vertraulich behapdell

Bine in Blockschrift susfilllen f A remplir en caractéres d'imprimerie svp

Matr-Ne/ no matr: ooevvniviiiiiiniee i Schule / école :
Name / nom : PO USOTPPRTNSSRI ' 1 pré
Geburstag / date de niSSANCE & ...oveeeeiiiiieeieeenis Beruf / profession :
Adresse [ sdresse ; Wahnort / localisé :
TLNy /NO de él ;
1.  Warm wurden Sie von einer Zecke gebissen?
A quelle date avez-vous 1€ mOTd Par UNE BQUET ...viiueereurerieiereinriiiee s oreniatraiassanas e eent e carsraan s siae
2.  Durch wieviele Zecken wurden Sie gebissen ?
Par combien de tiques aves-vous 1 mOTAUT ..., 0iucemeeiiiii et i e ar s ran tn s e

3. Wie goss war die Tacke?
Quelle &ait 1a taille de la tique?

. o [] @

4. Name des Waides/der Region, wo Sie von Zecken gebissen wurden (so gensu wie mdglich beschreiben):
Nom de {a forét/de la région oit vous avez £t€ mordu par une tique (répondre aussi précisément que posssible):

5. Entfernungsan der Zecke (sponun, Aether, Oel, usw):
Mode d'exiraction de In tique (spamiané, éther, huile, etc):

6.  Waursden Sic vorher schon durch Zecken getnssen 7
Ave-vous auparavan! € mordy par des tiques?

la NEIN D WELSS NICHT
oul NON NE 5AIS PAS
7. Falls JA:
$10UL:
im Jahre 1991 on Jahre 1950 im Jahre 1989 var 1989
en 1991 o 1980 en 1989 avant 1989 .
8.  Falls JA, Name des Weldesider Regionowo Sie gebissen wirden:
§i OUT, nom de Ia région/de La fordt ol vous avez &é mordu:
9. Halten Sie sich fiy Thre ArbeivFreizeit in einem andem Weld/etner anderen Region auf?
Avez-vous vos loisitsforavaillez-vous dans une autre fordt ou région?
10. Fails JA, wo?
5i UL od?
Bitte wenden

¥QiT BU verso sVp



11,

13,

Hielten Sie sich frither fir [hre Arbeit/Freizeit in cinem andern Wald/einer anderen Gegend auf?
Aviez.vous vos loisirs/traveilliez. vous suparavant dans e sutee forét ou région?

JA NEIN D
oul NON
Falls JA, wa:
STOUL 00 L. oevieirerrieiiiiissir crseveees sttt bbb bsss s sss ss st bbb e e e L e s s e araas
wie lange:
enmbien de TEIPS: ... e e ee e s
bis wann:

Hatten Sie jemals:
Aver-vous déjh souffem de:

) eine weite Hautrdomg (mehrere cm)
rougewr dtendue de la peau {plusieurs cm)

b) eine Gelenksentzindung
inflenmntion d'une articulation

¢) eine Gehim(haut)entzlinding
encéphalite ou méningite

d) cine Nervenentzinding
névrite (inflammation du systbme nerveun)

¢) eine Gesichtslthmung
paralysic facinle

) Lupus crythematosus
Lupus érythémateux,

g) eine rezidivierende Arthritis
arthrites récidivantes

oOOoOoOooooss
ODOOoOQOoOQgoiE

Falls A, wang und voq wern wurden Sie behandelt?

Si OUL guand et par quj avez-vous £t trmijté?

WEISS NICHT
NE SAIS PAS

OO00O00O0

Waren Sie letzten Monat krank (Grippe, Schnupfen, usw)?
Avez.vous éié malade durant le mois écoulé (grippe, thume, etc)?

IA
o

NEIN D Falls JA, was:
NON Si QUL quoi:

. Wurden Sie je gegen Zeckenenzephalitis geimpf?

Avez-vous €€ vacciné contre 1'encéphalite b tiques?

JA
oul

. Falls JA: Wieviele Injektionen?

o [

SiouL: Combien d'INFECUONIT Luiiiiiiin ittt e seenra sttt e e aaieaaneaeaans

Wann zum lewzten Mal?

Dae de la demidre injection! ... e,

Schularzt/médecin d'école

Datum_der Blutentnahme/date du préldvement: ...




ANNEXE 4: Questionnaire A I'intention des militaires piqués par une tique
infectée par B. burgdorferi ou le virus CEE.

ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE DES MALADIES TRANSMISES
PAR LES TIQUES

Jes informations seront trai onfidentiellemen

I. Vous avez annoncé une pigire de tique le ... 1991,
Depuis cette date, avez-vons éié piqué par d'autres tiques? OUI[] NON (7]

3. Depuis lapigire dn ........... 1961, avez-vous souoffert de:
a. Rongeur étendue de 1a pean (plusieurs cm) our NoN (]
b. Névrite (inflammation du systéme nerveux) oul [ NON (]
¢. Paralysie faciale oul ] NON (]
d. Inflasmmation(s) d'une articulation
(non liée(s) i un accident ou un sport) out (7] NON [
e. Encéphalite, méningite oul (1 NON (7

4. 510Ul Avez-vous consulté un médecin? oul JJ NoN (O
Date de la maladie / du AEMENL .........ocooreeeviee s everanae e mermtssrn s oo anerees
Nom et adresse du médecin traitant: ......

' 5. Accepteriez-vons de procéder i une nouvelle prise de sang (10 ml)?

oul [] NON (]

6. Si OUJ, noos alions reprendre contact avec votre médecin habituel, qui
effectuera Ja prise de sang, Veuillez pour cela nous indiguer:

SOT THOIE. ooeitiienesnsnsisssosmsesacenn s seesere st ees o amatonsemensesrmsmeasassere se s sansssssests
ET0) 1 1 11 N
SON NO de tE] {SI POSSIDIE): ..vuooio. v cecemreeem e serere s e remsasemas e rees e srssssassns s sas st s st b e

Deutscher Text auf der Rickseite =



EPIDEMIOLOGISCHE STUDIE UEBER DURCH ZECKEN
UEBERTRAGBARE KRANKHEITEN

Alle Angaben werden vertraulich behandelt

1. Sie haben am ........ 1991 einen Zeckenbiss gemeldet.
Wurden Sie seitdem von anderen Zecken gebissen? A0 NEN

2. Falls JA: Wann? (so genau wie méglich beschreiben) .....cc..convcimeciinmenee e

3. Seit dem Zeckenbiss vom ........... 1991, hatten Sie:
a. eine grosse Hautrétung (mehrere cm) 1A NEIN (]
b. eine Nervenentziindung ia NEIN [}
¢. eine Gesichtslihmung a0 NEIN (]

d. eine Gelenksentziindung (die nicht auf eine
sportliche Tatigkeit oder einen Unfall

zuriickzafiihren ist) A NEIN
e. eine Gehim(haut)entziindung a0 NEN (]
4.Falls JA: Wurden Sie behandelt? JA U NE]N G
Datum der Krankheit/der Behandlung

Name und Adresse des Arztes: .

5. Sind Sie mit einer neven Blutentnahme (10 ml) einverstanden?

A0 NEIN (]

6. Falls JA, werden wir mit Ihrem Arzt Kontakt anfaehmen, der die Bluteatnahme
ausfithren wird. Dafiir bitten wir Sie, uns mitzoteilen:

seinen Namen: e ttutteee et tesbasmeea e RanAeEnEReeERSEeseEeeaeseanan et e e aeanant seaes
seine Adresse: . eemteetesieneasiemeessesteseesareareerenrnn
seine Telefonnummer (wenn méglich} ...

Texte en frangais an verso =»




ANNEXE 5: Solutions de réaction pour PCR.

A, 5-1

A, 5-4

Réactif de transcription réverse pour la détection du virus CEE

(pour 10 pi de suspension d'ARN additionnés de } pl d'amorce LIE 4 et 1 pl
dHz0 mlliporée)

3 wl H20 milliporée

2 ul 10 mM chaque nucléotide A, C, G, T (Pharmacia)

5 pl 5x tampon de transcription réverse (5x HRT Buffer, Gibco BRL)

1 pl1 0,1 M dithiathreitol (0,1 M DTT, Gibco BRL)

1 ul enzyme transcriptase réverse (M-MLYV H- RT (Superscript), Gibco BRL)
1 yul inhibiteur de ribonucléases (RNasin, Promega).

Réactif de PCR pour la détection du virus CEE
(pour 10 pl de suspension d'ADNc)

67, 5 ul H20 milliporée

10l 10x tampon pour Teg polymérase (livré avec l'enzyme)

Sl 10 pmol LIE 3

51l 10 pmol LIE 4

2,5 Wl 10 mM chaque nucléotide A, C, G, T (Pharmacia)

(.2 ul (1 U) Taq polymerase (Taq DNA polymerase, Gibco BRL, ou Tag XL
{dans ce cas avec détergent W-1 4 0,05% v/v), Northumbria Biologicals Lid)

100 ul d'huile de paraffine sont ajoutés pour prévenir toute évaporation.

Réactif de PCR pour la détection de B. burgdorferi
- lére amplification

{pour 4 x 1 pl de suspension d'ADN)

81, 5 wl H20 milliporée

10 ul 10x tampon pour Tag polymérase (Iivré avec l'enzyme)

} i 30 prool OspA N1

1 pl 30 pmol OspA C1

2 pi 10 mM chaque nucléodde A, C, G, T (Pharmacia)

0.5 w (2,5 U) Tag polymerase (Taq DNA polymerase, Gibco BRL)

100 pl dhuile de paraffine som ajoutés pour prévenir toute évaporation.

Réactif de PCR pour la détection de B. burgdorferi
- 2éme amplification

(pour 1 u1 du produit de la premigre amplification)

84, 5 ul H2Q milliporée

10 ! 10x campon pour Tag polymérase (livré avec 'enzyme)

1l 30 pmol OspA N2

1 ul 30 pmol OspA C2

2 pi 10 mM chaque nucléotide A, C, G, T (Pharmacia)

0,5 Wl (2,5 U) Tag polymerase (Taq DNA polymerase, Gibco BRL)Y

100wl d'huile de paraffine sont ajoutés pour prévenir toute évaporation,



