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Introduction

Le début des années 2000 marque la prise de conscience de I’'Humanité du lien étroit
existant entre la santé humaine, animale, végétale et environnementale. C’est dans ce
contexte que nait le concept « d’approche OneHealth » visant a décloisonner les différentes
approches sanitaires et a promouvoir une approche pluridisciplinaire et globale des enjeux
sanitaires. Ce concept est d’autant plus mis en avant en 2010, lorsque les principaux acteurs,
c’est-a-dire I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I'Organisation Mondiale de la Santé
Animale (OMSA) et I'Organisation des Nations Unies pour I'’Alimentation et I'Agriculture (FAO)
en font 'objet d’'un accord.

Aujourd’hui, au moins 60% des maladies humaines infectieuses ont une origine
animale. Cette proportion est étroitement liée a I'activité humaine qui explose depuis la
découverte du pétrole en Pennsylvanie aux Etats-Unis en 1859 marquant le passage a I'ere
pétroliére moderne, alimentant un cercle vicieux. En effet, la démographie est exponentielle,
les villes se développent au prix d’'une déforestation massive favorisant le contact entre les
animaux sauvages, les animaux d’élevages et I'étre humain. L’intensification et la
diversification des modes de transports pour répondre a la demande croissante de la
population mondiale, permettent dans un second temps de propager ces nouveaux
pathogénes, revers de la médaille d’'une mondialisation sans limites. Enfin et non des
moindres, le changement climatique actuel est le témoin d’'une dégradation chronique et
vraisemblablement durable de I'environnement. En effet, la hausse de la température globale
d’1,2°C a I'échelle globale, mise en avant par le Groupe d’experts Intergouvernemental sur
I'Evolution du Climat (GIEC) en 2022, favorise I'adaptation de différents vecteurs a de
nouveaux environnements et notamment des arthropodes (moustiques, tiques...)
responsables de la transmission d’agents infectieux dans de nouvelles zones géographiques.

En France, des arboviroses habituellement retrouvées dans les régions du Sud comme
le West-Nile virus ou encore le virus Usutu ont émergé en Nouvelle-Aquitaine en 2023.
L’incidence d’autres arboviroses est également en augmentation du fait de la période d’activité
étendue des tiques di aux conditions climatiques favorables. C’est par exemple le cas du virus
de lI'encéphalite a tiques (Tick Borne Encephalitis Virus » TBEV), agent étiologique de
'encéphalite a tiques qui, depuis sa découverte dans les années 30 affiche une incidence
croissante en Europe touchant également la France avec un premier cas rapporté en Alsace
en 1968, puis plus récemment en 2017 en Auvergne-Rhéne-Alpes et en 2020, dans le
département de I'Ain.

La liste de maladies infectieuses sévissant en France ne cesse de croitre, montrant la
complexité de mise en place de plans de lutte efficace. Il est alors d’intérét public de prendre
connaissance de ces nouveaux agents pathogénes, permettant de mettre en place une
surveillance, de mener des actions de préventions et de recherche dans le but de limiter leur
impact. C’est ainsi que la Direction Générale de la Santé (DGS) a saisi le Haut Conseil de la
Santé Publique (HCSP) en 2019 pour inscrire I'encéphalite a tiques sur la liste des maladies
devant faire I'objet d’'une déclaration obligatoire a I'autorité sanitaire.

L’objectif de ce travail est double, réaliser une étude de séroprévalence TBEV chez
des patients ayant bénéficié d’'un dépistage sérologique de la maladie de Lyme dans le cadre
du soin entre janvier 2020 et janvier 2023 au CHU de Limoges puis une étude de prévalence
du TBEV et de Borrelia burgdorferi sensu lato dans les tiques, vecteur commun a ces deux
agents infectieux en région Limousin.
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. Etude bibliographique

1.1. Le virus de I’encéphalite a tiques
1.1.1. Caractéres généraux

1.1.1.1. Taxonomie

Le virus de lI'encéphalite a tiques appartient, d’'un point de vue taxonomique, au
royaume des Riboviria, au régne des Orthornavirae, au phylum des Kitrinoviricota, a la classe
des Flasuviricetes, a I'ordre des Amarillovirales, de la famille des Flaviviridae, au genre
Orthoflavivirus et a 'espéce encephalitidis selon le Comité International de Taxonomie des
Virus (ICTV).

Cette famille comprend un grand nombre de virus (Annexe 1). Le genre Orthoflavivirus,
infecte a la fois les vertébrés et les invertébrés, une caractéristique qui n’est pas partagée par
les membres du genre Pestivirus et Hepacivirus(1).

La phylogénétique a permis de classer ce genre en trois groupes : les virus transmis
par les moustiques (MBFV : mosquito-borne flaviviruses), parmi lesquelles on retrouve
Orthoflavivirus denguei agent de la Dengue, Orthoflavivirus japonicum responsable de
'encéphalite japonaise, Orthoflavivirus zikaense, agent du Zika ou encore Orthoflavivirus flavi
responsable de la fiévre jaune, ceux transmis par les tiques (TBFV : tick-borne flaviviruses) et,
enfin, le troisieme groupe dont le vecteur n’est pas encore connu (NKV: no known
flaviviruses). Le groupe des TBFV est quant-a-lui scindé en deux sous-groupes : les virus
transmis par les tiques de mammiferes (M-TBFV : mammalian tick-borne flaviviruses) et les
virus transmis par les tiques d’oiseaux de mer (S-TBFV : seabird tick-borne flaviviruses)(2).

Le groupe des M-TBFV, anciennement « sérocomplexe TBE », contient lui-méme
plusieurs agents pathogénes comme le virus Powassan, le virus Looping ill, ainsi que le virus
de I'encéphalite a tiques. Ce dernier est divisé en 3 sous-types majeurs (Figure 1) : le sous-
type Européen (TBEV-EU), Asiatique (TBEV-FE) et Sibérien (TBEV-SIB). La détermination de
ces différents sous-types a été réalisée par analyse phylogénétique de la glycoprotéine
d’enveloppe E(3). Cette protéine ayant 'avantage de ne pas étre sujette aux variations
antigéniques majeurs(4). Récemment, deux nouveaux sous-types ont été découverts, le sous-
type Baikalien(5) (TBEV-BKL) isolé autour du lac Baikal au Nord de la Mongolie et le sous-
type Himalayen(6) (TBEV-HIM) isolé chez I'espéce de marmotte Marmota himalayana sur le
plateau tibétain, dont I'impact clinique reste cependant encore a évaluer.

{ Tick-borne ‘ { Mosquito-borne ‘ { Non-vector ‘

l

[ 1

| Seabird-associated ‘ ‘ Mammal-associated ‘

l

‘ Western subtype ‘ ’ Siberian subtype ‘ ‘ Far-Eastern subtype |

Figure 1 : Classification des virus de I'encéphalite a tiques (Selon Ecker et al. 1999)
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1.1.1.2. Historique

Une entité clinique comparable a une infection par le virus de I'encéphalite a tiques a
été décrite pour la premiére fois dans des registres paroissiaux des fles d’Aland en Finlande
au 18°™ siécle. Mais ce n’est que deux siécles plus tard, en 1931 que la premiére description
médicale fat faite par un physicien Autrichien du nom de Schneider(7). En effet, le scientifique
a observé a cette période, chez des individus du district de Neunkirchen, au sud de Vienne,
une incidence réguliére d’une maladie qu’il nommera « Epidemische akute Meningitis serosa »
comprendre « méningite épidémique aigué ». Cependant, I'agent causal et le mode de
transmission sont restés, a 'époque, inconnus.

Durant cette méme décennie, dans un contexte de tension militaire entre TURSS et le
Japon, s’est propagée une mystérieuse maladie a I'issue régulierement fatale au sein des
troupes armées soviétiques. Les neurologues militaires de I'époque ont observé des
épidémies d’encéphalites et ont incriminé I'encéphalite japonaise ou la poliomyélite. Devant
'augmentation du nombre de cas au sein des bataillons, une expédition a été menée sur ordre
de Moscou, par le virologue a la téte du premier laboratoire de virologie du pays : Lev Zilber(8).
Cette mission s’est déroulée a I'Est du territoire (Annexe 2). Une des patientes, alors
examinée, a évoqué des piqlres de tiques deux semaines avant l'apparition de ses
symptdmes, conduisant Zilber a émettre I'hypothése que ces arthropodes pouvaient étre a
I'origine des infections. Dés lors, des tiques du genre Ixodes persulcatus ont été récoltées par
I'entomologiste du groupe, A. Gutsevich en exposant ces avant-bras dans la Taiga, ces tiques
ont ensuite été broyées puis le broyat injecté a des souris. Cette approche a permis I'isolement
du virus : une premiére mondiale, de plus le virus a également été isolé de tiques ayant pris
un repas sanguin sur des rongeurs virémiques. Il a ainsi été démontré que la tique était le
vecteur de cette maladie inconnue. Aprés la publication de cette découverte, deux zoologues
spécialisés en acarologie ont été dépéchés sur le terrain pour étudier ce vecteur(9) permettant
une meilleure compréhension du cycle de la tique Ixodes persulcatus, le principal vecteur. Les
zoologues ont décrit son habitat naturel en relevant 'hygrométrie la température, le type de
sol, la végétation, nécessaire a sa survie. Fort de leur expérience, ils ont contribué a
promouvoir les premieres actions préventives contre les piqlres de tiques. C’est ainsi que le
15 septembre 1937, I'article scientifique concernant les résultats de cette étude a été publié,
au prix de nombreuses infections et décés au sein des membres des différentes expéditions.
La maladie a alors porté le nom de Russian Spring Summer Encephalitis (RSSE).

Ces travaux ont également mis en lumiére la seule méthode de traitement
« spécifique » toujours disponible aujourd’hui: la transfusion de sérum de patient
convalescent. Ces scientifiques ont ouvert la voie des vaccins anti-TBEV et ont développé un
vaccin inactivé ayant prouvé son efficacité dans certains districts en faisant chuter I'incidence
de cette maladie.

Par la suite, ce virus a été isolé pour la premiére fois en Europe en 1948 en
Tchécoslovaquie chez un jeune gargon malade(10) ainsi que dans le vecteur majoritaire
européen : Ixodes ricinus(11). Le premier cas décrit en France remonte a 1968 chez un garde
forestier en Alsace(12). En Asie de I'Est, c’est en Chine que le premier cas a été décrit, en
1943, puis isolé en 1953 dans les tissus cérébraux d’un patient(13) puis au Japon en 1993
avec un cas d’encéphalite sévére chez la femme d’un producteur laitier du pays(14). Plus
récemment, le virus a été détecté dans des tiques du genre Ixodes ricinus au nord de I'Afrique,
en Tunisie en 2021(15). A noter qu'aucun cas autochtone n’a été décrit en Océanie et en
Ameérique a I'heure actuelle.
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1.1.2. Epidémiologie

L’encéphalite a tiques est I'arbovirose affectant le systéeme nerveux central la plus
fréquente en Europe et en Asie du Nord-Est. Ce virus est transmis dans la trés grande majorité
des cas de fagon vectorielle par piqlres de tiques dures du genre Ixodes avec /. ricinus en
Europe (TBEV-EU) et I. persulcatus en Eurasie et en Asie (TBEV-SIB, TBEV-FE). Il est
important de noter que les deux espéces cohabitent dans les pays Baltes, en Finlande et en
Biélorussie mais d’autres genres de tiques dures, s’attaquant moins a 'Homme, comme
Haemaphysalis et Dermacentor, également compétentes pour le TBEV, sont décrites dans le
maintien de la circulation du virus(16). Plus rarement (environ 1% des cas) la transmission du
virus peut survenir par consommation de lait ou fromage cru, particulierement d’ovins et de
caprins(17,18) et dans de rares cas, la transmission peut survenir au cours d'une
transplantation d’organe solide(19). Il n’existe pas de données concernant la transmission a
partir de produits sanguins labiles, mais I'Etablissement Francais du Sang préconise une
éviction de don en cas de piqUres dans les 28 jours précédant le don. L’incidence du TBEV ne
cesse de croitre au fil des ans avec une progression multifactorielle et difficile a caractériser.

Etant donné l'incidence majoritairement Eurasienne, peu de données sont disponibles
a I'échelle mondiale. Cependant, selon I'Organisation Mondiale de la Santé, 50 millions
d’individus vivent en zone d’endémie et le TBEV représente 10 000 a 12 000 cas par an
répartis selon le gradient Est-Ouest de Vladivostok (prédominance du sous-type Sibérien) a
I'Alsace-Lorraine (prédominance du sous-type Européen) et selon le gradient Nord-Sud de
Scandinavie a I'ltalie(20) (Figure 2) mais ce nombre est probablement sous-estimé.

e« @ O

s

Figure 2 : Distribution des différents sous-types du TBEV (blanc : Européen, rouge : Sibérien,
gris : Asiatique) (20)

A T'échelle européenne le TBEV est devenu en 2012 une maladie a déclaration
obligatoire et depuis cette date, est sous la surveillance de 'European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC), ce qui a permis de centraliser le recueil des données
épidémiologiques a I'échelle de I'Europe concernant ce virus. La situation tout comme la
séroprévalence des populations est hétérogéne selon les pays et a l'intérieur de ceux-ci, en
fonction des politiques vaccinales et des activités humaines. En Europe la séroprévalence
varie de 1 a 30% selon les pays(21) et en 2020 en Europe, 'ECDC rapporte 3 734 cas
d’encéphalite a tiques(22) dont 16 déceés incriminant le TBEV (létalité : 0,5%) répartis sur 24
pays. Le taux de notification est de 0,9 cas pour 100 000 habitants, en augmentation par
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rapport a 2018 et 2019, avec 0,6 et 0,7 respectivement. Les répartitions géographiques du
virus de I'encéphalite a tiques sont superposables a la répartition sur les territoires de ces
différents vecteurs (figure 3) ainsi qu’a leur période d’activité.

@& efsam Ixodes ricinus, August 2019

@,

ecoc

Notification rate (N/100000) }//////

0.00-0.09
0.10-0.49
[ 0.50-0.99 T

I 1.00-9.99
. 1000
Countries/Regions N
not viewable in the I ot calcuiated
main map extent® W No data reported
o Notincloded R
T | Mt N
] wonaeo Counties ot viste e
= in the main map extent ¢
- i
i Mari L
77 ]
w
Girakar
{

QN | Aores (1)

s, | Canary Isiands
[ £ (€S)

\ Madeira (PT)

b ‘ )\ O
vfg Jan Mayen (NO) \:)_\,\_ I\VT/\T\ {N&g\i/

| i 79 0 g oo o 261

ANy

Figure 3 : Carte de la distribution d’/xodes ricinus en Europe (gauche) associée a la carte du taux de
notification du TBEV (droite) (30)

En effet, en Europe, I'activité des tiques débute au printemps quand la température
avoisine les 6°C et se termine autour du mois de novembre aux premiéres gelées. Cette
activité est intrinséquement liée aux deux pics de déclaration de cas d’encéphalites a tiques
(Figure 4A), en effet les tiques possédent une activité bimodale durant I'été dans les pays
tempérés, avec un pic d’activité au début de la saison et un a la fin. Il est intéressant de noter
que ces pics de déclaration sont en décalage par rapport aux pics d’activité du vecteur, cet
intervalle de temps, d’environ deux a quatre semaines correspond a la durée d’incubation de
la maladie (Figure 4B). Selon 'ECDC, cette pathologie touche préférentiellement les hommes,
notamment ceux dont I'age est compris entre 45 et 64 ans, probablement di aux profils de
travailleurs en extérieur majoritairement masculin et aux loisirs exposant davantage aux
piglres de tiques (chasse, péche, cueillette...). Cette observation s’inscrit dans la tendance
mise en évidence dans les pays scandinave(23), en effet les femmes semblent étre mieux
éduquées concernant les risques encourus aprés une pigdre, et sont plus a méme de se
prémunir de ces piqares lors d’activité exposant fortement au vecteur.
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Figure 4 : Distribution des cas confirmés d’encéphalites a tique par mois (A) et distribution cumulée
2016-2020 des cas confirmés (B) (22)
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En France métropolitaine, la majorité des cas provient de la région Alsace avec entre
1968 et 2006, 64 cas diagnostiqués dans cette région(12). Quelques cas autochtones ont été
décrit dans d’autres régions : un cas en région Bordelaise en 2007(24), puis d’autres en
Auvergne-Rhéne-Alpes en 2017(25) et dans I'’Ain en 2020(26) avec une séroprévalence dans
la population générale estimée a 5.89%(27). Le cas décrit en région Nouvelle-Aquitaine est
cependant a discuter car depuis cette date, aucun autre cas autochtone dans la région n’a été
recensé. Par ailleurs, Santé Publique France a publié le 07 juillet 2023 son premier bilan des
cas recenseés par la déclaration obligatoire entre mai 2021 et mai 2023(28). On y apprend,
entre autres, que les infections acquises sur le territoire dépassent les infections acquises lors
de voyage en zone d’endémie. Concernant les chiffres clés, 71 cas ont été notifiés dont 86%
de cas « autochtones », avec un pourcentage d’hospitalisation de 94%. 15% d’entre eux
exergaient un emploi les exposants particulierement aux piqlres de tiques (éleveur,
forestier...). Le département de la Haute-Savoie est le plus touché, classant ainsi la région
Auvergne-Rhoéne Alpes comme une zone majeure de circulation du virus devant la région
Grand-Est (figure 5). Il est intéressant de notifier I'expansion d’Est en Ouest des nouvelles
zones a risques identifiées et I'absence de description du virus en Limousin a ce jour.
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Figure 5 : Lieu probable d’infection par le TBE des cas autochtones déclarés en France entre mai
2021 et mai 2023 (n=61) (28)

1.1.3. Structure et organisation génomique

Le virus de I'encéphalite a tiques est considéré comme le plus ancien des Flavivirus.
En effet le dernier ancétre commun avec les autres Flavivirus aurait divergé il y a plus de 9600
ans(29). Cependant comme les autres Flavivirus, le virion mesure environ 50 nanométres et
se retrouve au sein de I'h6te sous deux formes. Une premiére dite immature, spiculée et non
infectieuse et une seconde, mature, lisse et infectieuse (Figure 6).
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Figure 6 : Virions de I'encéphalite a tiques matures (fleche blanche) et immatures (fleche noire)
observés en cryo-microscopie électronique (33)

Le virion posséde un génome compose d’'un ARN simple brin de polarité positive
contenu dans une capside icosaédrique, elle-méme enveloppée d’'une membrane lipidique. Le
génome viral d’environ 10 800 paires de base est constitué d’'un unique cadre de lecture
flanqué de deux régions non codantes (UTR : untranslated region) : une en 5’ de longueur fixe,
trés conservée au sein des différentes souches et une en 3’ de longueur variable(30). Le
génome code une unique polyprotéine (Figure 7) de 3414 acides aminés, clivée de maniére
co-traductionnelle et post-traductionnelle(31) par des protéases virales et cellulaires en trois
protéines structurales (C, prM et E) et sept protéines non structurelles (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5). Malgré un génome a ARN, le TBEV mute trés peu avec pour le
sous-type Européen un score de 1,3x10°° mutations par sites par an soit une substitution par
cadre de lecture tous les 7,5 ans. Certaines hypothéses semblent indiquer que ce faible taux
est d0 aux effets contraignants du systeme a deux hoétes (invertébrés et vertébrés) et a la
longue espérance de vie des tiques. En effet la longue durée de vie d’'une tique permet d’avoir
un titre en virion plus éleve et un cycle de vie plus long que chez le moustique par exemple,
entrainant moindre pression de sélection(29).
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Figure 7 : Organisation génomique du virus de I'encéphalite a tiques (44)
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L’organisation structurelle est complexe, le virion sous sa forme inactive est peu étudié
mais semble se comporter comme les autres Flavivirus(32). La particule virale non infectieuse
est recouverte de triméres d’hétérodiméres de protéines prM-E, se présentant alors sous une
forme « spiculée » contrastant avec la forme mature (Figure 8). Le précurseur de la protéine
M (prM) est indispensable a ce stade, en effet cette protéine recouvre et masque les boucles
de fusion des protéines E et empéche ainsi la fusion prématurée et irréversible du virus avec
les membranes intracellulaires(33). A contrario, la particule virale infectieuse est caractérisée
par une forme « lisse », le clivage de la protéine prM entraine une libération des protéines E
qui se regroupent sous forme d’homodimere et s’ancrent de maniére « téte-béche » a deux
protéines M pour former un hétérotétramére en surface du virion, caractéristique des
enveloppes des flavivirus.

1111168
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Figure 8 : Représentation schématique de la structure d’un virion immature (gauche) et mature
(droite) d’un Flavivirus (32)

La protéine E d’'une longueur de 496 acides aminés est le principal composant de la
particule virale (Figure 9), en effet on en retrouve 180 copies par virion. Elle joue un rdle
essentiel dans l'entrée du virus dans les cellules de I'héte en se fixant aux récepteurs
cellulaires des endosomes. L'importance de cette protéine est d’autant plus marquée du fait
de la grande homogénéité de séquence au sein d’'un méme sous-type mais surtout entre les
différents sous-types avec une variabilité maximale en acides aminés observée de 5,6%(3).
Cette protéine est également une cible privilégiée de la réponse immunitaire humorale.

Structurellement elle est composée de 4 sous-unités. Ses 3 domaines N-terminal ont
une structure secondaire majoritairement composée de feuillets B et forment ainsi un
ectodomaine recouvrant la surface du virion. Dans une conformation tridimensionnelle, le
domaine | présentant un tonneau-f3, se retrouve en position centrale entre les domaines Il et
Il et posséde le seul site de glycosylation du TBEV, I'asparagine en position 154 (Asn154).
Cette glycosylation joue deux réles majeurs : dans un premier temps elle augmente la
sécrétion virale avec une élévation pouvant aller jusqu’a 4 fois la normale, et dans un deuxiéme
temps, semble aussi étre impliquée dans le pouvoir neuro-invasif du virus(34). Le domaine I,
composé de 2 feuillets B connectés par des boucles et 2 hélices a, est le site de dimérisation.
Il porte également une boucle de fusion hautement conservée sur la pointe de I'ectodomaine.
Cette boucle est essentielle pour I'entrée du virus et la fusion de celui-ci avec les endosomes
permettant le transport des particules virale jusqu’au cytoplasme. La fonction du domaine Il
reste incomprise mais il posséde une forte affinité avec les immunoglobulines de I'hbte et est
la cible privilégiée pendant la réponse humorale. Ce domaine semble également jouer un role
dans le changement conformationnel de la protéine E pH-induit car cette activité semble étre
bloquée par des anticorps neutralisants ciblant le domaine IlI(35). Enfin le domaine IV se
compose de 5 hélices a, 3 périmembranaires et 2 transmembranaires et agit comme point
d’ancrage dans la bicouche lipidique de la protéine E.
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Figure 9 : Structure et organisation de la protéine E (haut) et de I'hétérotétrameére (bas) avec deux
protéines M (orange) (33)

La protéine M (Figure 9) est une protéine plus petite, de seulement 75 acides aminés
issue d’un précurseur prM (162 acides aminés). Elle est également présente a hauteur de 180
copies par virion pour assurer la formation des hétérotétrameres. Sa structure secondaire
comporte une boucle en N-terminal, une hélice a péri-membranaire et deux hélices a
transmembranaires. Etant donné sa taille, elle n’est pas exposée a la surface du virion mais
son role est double : elle interagit avec les deux protéines E permettant de stabiliser le dimére
et sa boucle N-terminal interagit avec le domaine Il de la protéine E et semble prévenir la
réorganisation précoces des diméres en trimere fusogénique(36).

Enfin, parmi les protéines de structure, il existe également la protéine C qui compose
la nucléocapside. Cette protéine présente a hauteur de 540 copies par virion est composé de
96 acides aminés(37). Elle est organisée en 4 hélices a, d'al a a4. Cette protéine forme des
diméres antiparalléles entre les hélices a2 et a4 de chaque sous-unité, et dans chaque
monomere se forme une surface hydrophobe entre a1 et a3 disposées en faisceaux. Cette
configuration favorise I'interaction entre la capside et la membrane virale et donc la fusion avec
le cellule cible(38).

Les protéines non structurales du virus assurent également plusieurs fonctions au sein
du virion. La protéine NS1 est une glycoprotéine multifonctionnelle existant sous forme
dimérique ou héxamérique, sa forme dimérique, associée aux cellules, joue un rble dans la
réplication de 'ARN viral tandis que la forme hexamérique, co-sécrétée avec les particules
virales, permet une immunomodulation par réduction de la formation du complexe d’attaque
du complément en se fixant sur C4(39). Les protéines NS2A et NS2B sont des protéines
membranaires et jouent un role dans I'assemblage des virions. NS2A est impliquée dans la
réplication et 'immunomodulation tandis que NS2B est un cofacteur de NS3. En effet le
complexe NS2B-NS3 joue a la fois le role de protéase et d’hélicase, c’est 'enzyme virale clé
responsable du clivage de la polyprotéine(40). NS4A régule, quant-a-elle, le domaine hélicase
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de NS3. NS4B est lié a un peptide signal nommé peptide 2k qui dirige la protéine dans la
membrane du réticulum endoplasmique (RE) et le clivage de ce peptide par une peptidase de
I'héte induit une activation de NS4B qui reste enchassée dans la membrane du RE pour induire
la formation du complexe de réplication (41). Enfin la protéine NS5 joue le réle dARN
polymérase ARN-dépendante a son extrémité C terminal et de méthyl-transférase en N-
terminal synthétisant la coiffe de 'ARN viral(42). Cette protéine essentielle pour le virus joue
également un réle majeur dans I'immunomodulation en étant capable d’inhiber a la fois
Fimmunité innée et 'immunité acquise en se comportant comme un antagoniste de la synthése
d’interféron essentiel a la réponse immunitaire(43).

.1.4. Cycle viral

L’infection débute par I'attachement de la particule virale a un récepteur spécifique non
encore clairement identifié en surface de la cellule cible (Figure 10-1). Le virus est ensuite
internalisé et empreinte la voie des endosomes (Figure 10-2). La diminution progressive du
pH au sein de ce compartiment provoque un changement conformationnel des diméres de
protéines E en triméres fusogéniques entrainant la fusion du virus avec I'enveloppe de
'endosome (Figure 10-3). L’ARN viral encapsidé est ainsi libéré dans le cytosol, la capside se
dissout et ’ARN migre vers le réticulum endoplasmique (RE). La réplication virale s’exécute
avec en premier lieu la synthése d’un brin d’ARN de polarité négative qui sert de « modéle »
pour la synthése d’ARN génomique (Figure 10-4). La suite de la réplication s’effectue au sein
de la membrane du RE avec la synthése de nombreuses nucléocapsides qui acquiérent leur
enveloppe lipidique par bourgeonnement au sein de la lumiére du RE (Figure 10-5). Les virions
nouvellement formés sont ensuite dirigés dans I'appareil de Golgi et plus spécifiquement dans
le réseau trans-golgien (Figure 10-6), ou ces particules acquiérent leur pouvoir infectieux par
un clivage de la protéine prM et une réorganisation de la protéine E en hétérotétraméres
compétentes pour la fusion (Figure 10-7). Ainsi, le virion néo-formé passe d’'une forme
immature hérissé a une forme mature lisse puis est internalisé dans une vacuole
cytoplasmique avant d’étre externalisé par exocytose (Figure 10-8) afin de reprendre son
cycle.
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Figure 10 : Représentation schématique du cycle viral du TBEV(44)
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.1.5. Cycle de transmission

Comme vu précédemment, la transmission du virus peut se dérouler de différentes
fagons, a la fois entre le vecteur et I'héte, entre les vecteurs eux-mémes, par consommation
d’aliments contaminés ou bien par exposition au sang. En effet, le cycle biologique (Figure 11)
est entretenu par plusieurs mécanismes permettant ainsi une dissémination et une survie du
virus dans le temps et la prévalence du virus est étroitement liée a I'écosystéme dans lequelle
le vecteur évolue (présence et activités des hétes), si bien que lidentification du virus se fait
généralement par foci et non dans des zones étendues(45). Quelques études confirment cette
hypothése avec des prévalences du virus dans les vecteurs comprises entre 3 et 43% en
Asie(21), entre 0,1% et 5% en Europe selon les pays et les régions. En France, une étude
franco-allemande retrouve un taux d’infection minimal de 0,11% en Alsace(46).
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Figure 11 : Cycle de transmission du TBEV(47)

Le premier mode de transmission, le plus connu et le plus étudié correspond a la
transmission vectorielle direct lors de repas sanguin. En effet, chaque stase (larve, nymphe,
adulte) a la capacité de transmettre le virus lors de repas sanguin. Les hotes privilégiés sont
les petits et grands mammiféres ainsi que les oiseaux. Les petits mammiféres sont de petits
rongeurs appartenant majoritairement au genre Apodemus et Myodes(48) mais également
des hérissons, qui sont les hotes préférentiels des larves et des nymphes. Leur faible durée
de vie et leur taux de reproductivité élevé constitue une population naive idéale pour une
circulation efficace du virus dans I'environnement. Les adultes, s’attaquent essentiellement
aux grands mammiféres comme les cervidés et les ruminants qui participent activement a la
dissémination du virus sur les territoires grace a leur grande mobilité, si bien que la densité de
tiques est corrélée a celle des cervidés. Les oiseaux, tout comme les grands mammiféres, et
spécifiquement les oiseaux migrateurs sont également de trés bons hétes pour disséminer le
virus sur de longue distance, en effet ceux-ci sont porteurs de tiques infectées a hauteur de
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4%(49) qui une fois gorgées n'ont qu’a se laisser chuter pour continuer leur cycle. Ce sont
donc majoritairement les nymphes qui entretiennent ce cycle en milieu naturel. Les Hommes,
quant-a-eux, sont des hbtes accidentels et ne participent que trés peu au cycle de
transmission.

Contrairement a la transmission de Borrelia burgdorferi qui nécessite 24 a 48h de repas
sanguin, la transmission du virus de I'encéphalite a tiques débute quelques minutes aprés le
début du repas sanguin(50) du fait de sa concentration dans les glandes salivaires du vecteur.
Il est acquis dans I'histoire des transmissions vectorielles que le vecteur transmet le pathogéne
au cours d’un repas sanguin, I'h6te développant une virémie a la suite de cette infection, et un
vecteur naif s’infecte en prenant son repas sur ce méme hote. Mais paradoxalement, ce mode
de transmission n’est pas le plus efficace. En effet, la période de virémie de I'hbte est courte
et peu intense(51) ce qui statistiquement réduit la probabilité qu’un nouveau vecteur s’infecte.

Mais dans les années 1990, le docteur Labuda décrit pour la premiére fois la notion de
transmission non-virémique(52), s’effectuant par cofeeding (co-repas) entre deux ou plusieurs
tiqgues dont au moins une est infectée prenant leur repas dans un méme intervalle spatio-
temporel (Figure 12). La salive de tiques joue un role clé dans ce mode de transmission en
étant trés immunogéne(53) et est régulée qualitativement par le virus pour sa propre
survie(54). Ainsi la piqlre déclenche une cascade de réponse immunitaire aboutissant a un
afflux de leucocytes sur site, utilisés comme transporteur du virus. Les leucocytes infectés et
le virus libéré dans la salive peuvent alors étre ingurgités par une tique voisine. Cette méthode
est d’autant plus efficace qu’il a été décrit jusqu’a 66% de transmission entre les tiques lors
d’un cofeeding, ignorant totalement 'immunité innée de I'hbte.

Reservoir host

Figure 12 : Principes du co-feeding, transmission virémique (haut) bloquée par I'immunité innée de
I'hote et non virémique (bas) insensible a la réponse humorale de I'h6te(55)

Enfin le virus, dans une moindre mesure, se transmet également de deux autres
fagons : par voie transstadiale et transovarienne. La voie transstadiale est défini par la survie
du virus au cours des différentes stases de la tique. Le pourcentage de survie du virus a
chaque mue a été expérimentalement estimé entre 30% et 100%(56). Le délai entre les repas
sanguin (pouvant parfois atteindre plusieurs années) semble favoriser la multiplication et la
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dissémination du virus dans l'organisme de la tique, lui permettant de survivre aux
changements de stade. La communauté scientifique s’est accordée a dire qu’une tique qui
s’'infecte par le virus de I'encéphalite a tiques a un moment de sa vie, reste infectée tout au
long de celle-ci. Concernant la transmission transovarienne, elle a été tres étudiée dans les
années 1960. Le virus a été isolé d’ovaires et d’'ovocytes de tiques adultes femelles et le
pourcentage de transmission maternelle a été évalué a 20% avec un pourcentage d’infection
verticale de 0,23% a 0,75%(57).

1.1.6. Pathogénicité

1.1.6.1. Physiopathologie

La pathogénése est différente selon la souche virale concernée, la charge virale
inoculée et I'état physiopathologique du patient. Nous nous intéressons ici au cas le plus
fréquent de transmission a 'lHomme, c’est-a-dire par piqdre de tique. Le virus ne pénétre pas
instantanément le flux circulatoire aprés une piqlre de tique malgré sa présence dans les
glandes salivaires qui accélére sa transmission, le virus doit traverser plusieurs barriéres
physiologiques.

La barriére cutanée est trés rapidement traversée grace a la bréche provoquée par la
pigdre. Il s’en suit une multiplication locale du virus dans les cellules de Langerhans, les
cellules dendritiques et les polynucléaires de la peau. La salive de la tique, qui est inoculée en
méme temps que les particules virales, joue un rdle important en exercant une
immunomodulation locale. De plus la protéine virale NS5, comme décrite précédemment,
limite la maturation des cellules dendritiques et donc inhibe la présentation d’antigéne aux
lymphocytes T. L’immunité innée se met tout de méme en place et les
monocytes/macrophages répondent au chimiotactisme local. Le virus est alors transporté via
le systéme lymphatique vers les ganglions lymphatiques environnant par le biais de ces
leucocytes afin de déclencher la réponse immunitaire adaptative. Cette étape clé conditionne
le devenir de l'infection. Si le virus survie a cette deuxiéme barriére, alors il est capable
d’induire une virémie lors de la premiére phase clinique de la maladie avec atteintes de
différents organes, en particulier le systéme réticulo-endothélial (rate, fois, thymus).
Cependant l'infection est le plus souvent maitrisée a ce stade et la séroconversion se met en
place de maniere totalement asymptomatique(58).

Il existe, par ailleurs, une troisieme barriére physiologique a dépasser : la barriére
hémato-encéphalique (BHE). Le TBEV n’est pas connu pour avoir un fort pouvoir neuro-invasif
mais la maniére dont le TBEV traverse la BHE reste a I’heure actuelle inconnue. Néanmoins
quatre grandes hypothéses sont avancées résultant d’'une combinaison de mécanismes. Tout
d’abord, I'entrée du virus dans I'encéphale ne perturbe pas directement la structure de la BHE
mais c’est la synthése massive de cytokines induite par la multiplication virale intracranienne
qui perméabilise la barriére(59). Le virus semble également user de la stratégie du « Cheval
de Troie », dans laquelle les particules virales atteignent le systéme nerveux central en étant
transportées dans les leucocytes transitant dans ce dernier(60). Le virus semble également
étre capable de suivre par contiguité le nerf olfactif démuni de BHE par voie rétrograde(61) au
niveau des muqueuses nasales richement vascularisées. Mais l'atteinte la plus probable
semble étre une multiplication dans les cellules endothéliales des capillaires cérébraux
aboutissant a un passage de la BHE par contiguité.
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Cette atteinte du systéme nerveux central signe la deuxiéme phase clinique de la
maladie. Le virus se multiplie au sein de I'encéphale, de cellules en cellules par transport
axonal, le neurotropisme du virus cible préférentiellement les neurones des cornes
antérieures, la medulla oblongata, le pont, le noyau dentelé du cervelet, les cellules de Purkinje
et le striatum(62). Macroscopiquement, cela se traduit par une hyperémie du parenchyme
associée a des pétéchies hémorragiques disséminés, des cedémes et des foyers de nécrose.
Cependant il est important de noter que I'étude histopathologique cérébrale n’est pas
spécifique et similaire a d’autres étiologies d’encéphalites virales.

La pathogénicité au niveau cérébral est due principalement a la réaction immunitaire
explosive elle-méme plutét qu’a un réle direct du virus lors de la réplication virale, en effet le
fort relargage de la granzyme B par les lymphocytes T cytotoxiques et la microglie contribue
grandement a la destruction du parenchyme cérébral(63). De plus le virus est rarement détecté
dans le liquide cérébro-spinal a la phase aigué de la maladie(64).

Mais certains individus semblent plus exposés, et cela semble s’expliquer par une
prédisposition génétique responsable d’'une augmentation de fréquence des formes graves de
méningo-encéphalite a tiques. |l s’agit de la présence de l'allele A32 du gene CCR5(65) codant
les récepteurs CCR5 des leucocytes. Ces récepteurs a chimiokines régulent le trafic des
leucocytes vers le systéme nerveux central et donc par extension, contrble la capacité de
clairance virale de celui-ci. La présence de l'alléle A32 sur le géne de maniére hétérozygote
ou homozygote conduit a la synthése d’'une protéine défectueuse, inhibant ainsi I'afflux de
leucocytes vers le systéme nerveux central et par extension I'épuration virale.

1.1.6.2. Signes cliniques

Aprés une piqldre de tique infectée et en capacité de transmettre le virus, il est
nécessaire que l'inoculum viral soit suffisant pour induire la maladie. Malgré le fait que la
transmission puisse se faire dans les premieres minutes aprés le début du repas sanguin de
la tique, il est possible de réduire ce risque en retirant celle-ci le plus précocement possible,
en effet la charge virale dans les glandes salivaires du vecteur augmente de 50 a 100 fois le
niveau de base dans les 48 heures suivant le début du repas.

Si toutefois, la maladie se déclare, il est nécessaire de la définir grace au consensus
de 2017 ayant établi un tableau définissant les criteres de diagnostic de I'encéphalite a tiques
(Tableau 1). En effet, un cas d’encéphalite a tiques est confirmé quand une personne présente
a la fois des symptdomes d’inflammation du systéme nerveux central (méningite, méningo-
encéphalite, encéphalo-myélite, encéphalo-radiculite), une pléiocytose supérieure a 5
leucocytes/pL dans le liquide cérébro-spinal (LCS), une histoire clinique pertinente, et au
moins un des critéres suivants : détection d’IgM et IgG anti-TBEV dans le sérum, détection
d’'IgM dans le LCS, séroconversion avec une augmentation de 4X sur deux échantillons
sériques, détection de '’ARN viral dans un échantillon biologique. Un cas probable se définit
comme la présence de critéres cliniques sans criteres sérologiques/moléculaires mais avec
un lien épidémiologique fort. En I'absence de critére épidémiologique, la présence d’IgM anti-
TBEV dans un sérum est nécessaire pour affirmer une infection probable.

BISSERIER Emilien | These d’exercice | Université de Limoges | 2023 31
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Tableau 1 : Définition clinique et criteres de diagnostic de I'encéphalite a tiques en Europe(66)

Confirmed TBE Probable TBE
Clinical criteria Symptoms of CNS inflammation: meningitis, Symp of CNS infl ion: Symyp of CNS infl;
ing ephalitis, or encephal litis ingiti ing phalitis, or ingiti ing halitis, or
encephalomyelitis encephalomyelitis
Epidemiological link Yes Yes No
CSF findings Pleocytosis > 5 x 10°cells/1 Pleocytosis > 5 x 10°cells/1 Pleocytosis > 5 x 10°cells/1
Microbiological/ TBE-specific IgM and IgG antibodies® in serum; or TBE-specific ~ No TBE-specific IgM antibodies in a single
serological criteria IgM antibodies in CSF; or seroconversion or 4-fold increase in serum sample

TBE-specific 1gG antibodies in paired serum samples; or
detection of TBE viral nucleic acid in a clinical specimen

Les différents sous-types du virus de I'encéphalite a tiques ne sont pas équivalents en
termes de pathogénicité. Le sous-type Asiatique posséde une forte capacité neuro-invasive et
provoque une atteinte du systéme nerveux central plus sévére avec une tendance pour le
patient a développer une méningo-encéphalite avec troubles neurologiques focaux (troubles
visuels, aphasie, paresthésie...), une encéphalite, une myélite du tronc cérébral et de la moelle
épiniére se traduisant par des paralysies accompagnées d’une perte de connaissance. Il existe
cependant dans 50% des cas, des formes totalement asymptomatiques. Le taux de mortalité
pour ce sous-type se situe entre 20 et 60%, avec une forme plus sévére chez I'enfant que
chez l'adulte(67). De plus, cest le seul sous-type qui présente un développement
monophasique avec un début de maladie aigu et sévere(68).

Le sous-type Sibérien induit une présentation clinique moins sévére et plus insidieuse
que le sous-type Asiatique avec des formes asymptomatiques plus fréquentes de I'ordre de
70%. La période d’incubation est prolongée de 15 a 24 jours et la forme clinique classique se
traduit par un développement progressif d’'une encéphalite fébrile non paralytique pouvant
entrainer une épilepsie partielle, des syndromes extrapyramidaux et une paralysie des
membres. La récupération est lente et dans certains cas les symptdmes sont irréversibles. Le
taux de mortalité se situe entre 6 et 8% et touche préférentiellement les enfants(69).

Le sous-type Européen est responsable majoritairement d’infections
asymptomatiques, estimées a 70-98% des cas(70). La période d’incubation est comprise entre
2 et 28 jours aprés la piqare, plus frequemment comprise entre 7 et 14 jours. Durant la
premiéere phase virémique, les symptdmes dominants sont non spécifiques, se rapprochant de
ceux d’'un syndrome pseudo-grippal associant hyperthermie aux alentours de 38-39°C,
asthénie, céphalées, myalgies et troubles gastro-intestinaux durant environ 5 jours. A ce stade
la séroconversion peut avoir lieu mais dans 30% des cas la deuxiéme phase apparait aprés
environ 7 jours de « guérison apparente ».

La seconde virémie atteint I'encéphale, c’est la phase neurologique. 25% des cas
déclarent la maladie durant cette phase, sans que la premiére phase n’ait été détectée(71).
Environ 50% des patients vont présenter une méningite typique d’évolution favorable et
spontanée. 40% d’entre eux vont avoir une méningoencéphalite associée a des signes
neurologiques aspécifiques de gravité variable comme des troubles psychomoteurs, des
troubles de I'équilibre, un syndrome cérébelleux, des troubles phasiques, des tremblements
et des paresthésies. Enfin 10% des cas vont déclarer une méningoencéphalomyélite, une
forme sévére associée a des parésies et paralysies flasques, pouvant toucher également le
nerf phrénique et le bulbe rachidien et engageant le pronostic vital par risque d’arrét cardio-
respiratoire. Ces différents signes neurologiques s’accompagnent d’'une hyperthermie brutale
aux alentours des 40-41°C, d’une altération de I'état général et d’'un score de Glasgow inférieur
a 7 chez un tiers des patients(72), on parle alors de syndrome méningé fébrile. Les crises
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épileptiques, a I'instar des déficits moteurs sont quant-a-eux possibles mais rares. La létalité
dépend de la gravité de la phase neurologique mais est en moyenne inférieure a 2%(44).

Une forme atypique de la maladie est particulierement redoutée. Décrite en 1999 a
I'oblast de Novossobirsk en Sibérie occidentale, elle est due a une souche proche du sous-
type Asiatique (94,7% d’homologie) ayant provoquée le décés de 8 patients. Le tableau
clinique correspond en une période d’incubation d’environ 13 jours, suivie de signes
neurologiques classiquement décrits précédemment. La particularité réside dans le fait que
des signes hémorragiques majeurs accompagnent ces symptémes, avec des saignements
digestifs, des hémorragies cutanéo-muqueuses et une hématurie (détectable 7 jours aprés la
piqare). Le déces survient 2 a 3 jours aprés le syndrome hémorragique(73). Aucun autre cas
n’a été décrit depuis.

Le pronostic et la récupération dépendent de la gravité du tableau initial. Le sous-type
viral asiatique, I'age avanceé, la forte concentration sérique en leucocytes et en protéine C-
réactive, le faible taux d’anticorps anti-TBEV au moment du diagnostic sont des facteurs de
mauvais pronostic(74).

La population pédiatrique est également touchée et représente 6 a 20% des cas
rapportés par les pays Européens, mais les formes cliniques sont souvent bénignes avec une
évolution favorable et une mortalité faible. Les principales différences cliniques se trouvent
dans le déroulé de I'infection qui semble étre biphasique dans 90% des cas (contre 75% chez
les adultes), avec une moins bonne tolérance a I'hyperthermie entrainant des crises
épileptiques chez 20 a 100% des enfants indépendamment de leur age(75). Les nausées et
vomissements semblent également étre plus fréquents a contrario de I'encéphalite, moins
fréquente mais plus sévére nécessitant un recours aux soins intensifs.

Mais ce qui est le plus redouté dans cette maladie, aussi bien dans la population
pédiatrique que chez les adultes, est incontestablement la morbidité a long terme. En effet les
séquelles neurologiques sont fréquentes et touchent 20 a 50% des adultes et 5% des
enfants(76) plus de 18 mois aprés une infection a TBEV avec expression méningée.
L’expression la plus commune est le syndrome post-encéphalitique se traduisant par des
troubles psychiatriques, des troubles cognitifs et de la mémoire, une plus grande fatigabilité et
irritabilité chez les adultes. Dans la population pédiatrique, cela se traduit plutét par des
troubles de la concentration et de la mémoire ayant un retentissement sur les performances
scolaires avec un risque de persistance a vie dans 2% des cas(77). Pour les cas les plus
graves, les paralysies et parésies peuvent subsister plusieurs années, étre partiellement
restaurées ou entrainer un handicap a vie.

1.1.7. Outils diagnostics

La principale difficulté rencontrée pour poser le diagnostic d’encéphalite a tiques est la
faible prévalence du virus et la distribution en foci sur les territoires entrainant une faible
connaissance du virus par les professionnels de santé. En effet, le tableau clinique est peu
évocateur et des diagnostics différentiels plus fréquents (Herpes-simplex virus, Varicelle-Zona,
Entérovirus...) peuvent étre explorés en premiére intention devant des tableaux
neurologiques. La notion de piqare de tique en zone d’endémie dans les 4 semaines préecédant
le début des symptomes et I'évolution biphasique de la maladie restent importantes pour
orienter le diagnostic. Mais cette notion de piqlre n’est retrouvée que dans 50% des cas(30).
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L’intérét des dosages biologiques est limité durant la premiére phase de la maladie, il
est classiquement décrit une légére leucopénie, une thrombopénie et une élévation des
transaminases. Un syndrome inflammatoire biologique peut s’observer lors de latteinte
méningé avec leucocytose et augmentation de la protéine C-réactive. L’analyse du LCS a ce
stade révele une pléiocytose modérée avec environ 70% des patients présentant moins de
100 leucocytes/uL a prédominance lymphocytaire mais pouvant étre panachée, la glycorachie
y est normale associée a une hyperprotéinorachie(72).

Les examens paracliniques sont peu contributifs, en effet I'imagerie par résonance
magnétique (IRM) n’est pathologique que dans 18% des cas de méningite ou méningo-
encéphalite avec une atteinte visible du thalamus, du cervelet et des noyaux caudés(78).
L’électroencéphalogramme montre des tracés pathologiques dans 77% des cas mais sont non
spécifiques et peu contributifs.

Les outils diagnostics virologiques reposent sur la biologie moléculaire et la sérologie.
En s’intéressant a la place des outils moléculaires dans le diagnostic de I'infection, on se rend
compte qu'ils sont trés rapidement limités par la faible circulation du génome viral. Cependant
'amplification du génome viral par RT-PCR permet de poser le diagnostic spécifique d’'une
infection par le virus de I'encéphalite a tiques, mais ce virus n’est détectable dans le sang total
qu’'a l'apparition des symptdmes pseudo-grippaux pendant environ 5 jours. Il est donc
hautement improbable de réaliser la recherche d’ARN de I'encéphalite a tiques dans le sang
total devant ce tableau, du fait que le virus soit rarement détectable dans le sang et le liquide
cérébrospinal lors des manifestions méningées(79). L’intérét de la biologie moléculaire réside
alors en post-mortem pour établir la cause d’un décés, par recherche direct dans les tissus
cérébraux.

La méthode de référence est la sérologie, mais celle-ci peut étre mise en défaut du fait
de I'appartenance du virus de I'encéphalite a tiques a la famille des Flaviviridae. En effet, cette
famille présente une grande homogénéité génétique avec une variabilité d’environ 6% sur
'ensemble du génome. Cette particularité se traduit par une grande homologie protéique entre
les différents virus (encéphalite japonaise, fiévre jaune, dengue...), aboutissant a de
potentielles réactions croisées en sérologie. Concernant la cinétique d’apparition des anticorps
anti-TBEV aprés une infection naturelle (Figure 13), la réponse humorale est détectable au
début de la phase neurologique, période a laquelle les patients consultent généralement. Les
immunoglobulines M (IgM) sont détectables dans le sérum a partir de la deuxiéme-troisiéme
semaine post-infection et la durée de détection de ces anticorps est soumise a une variabilité
inter-individuelle : classiquement de plusieurs semaines jusqu’a 10 mois aprés le contage. Les
immunoglobulines G (IgG), quant-a-elle, apparaissent plus tardivement a partir de la troisieme
semaine, sont protectrices et peuvent persister durant toute la vie du patient prévenant ainsi
les risques de réinfection(80).
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SEROLOGIE ANTI-TBEV

Virémie

52 Semaines post-
infection

Période Phase de 28me
d’incubation guérison phase
(7-14 jours) apparente
(2-8 jours)

Figure 13 : Cinétique de la virémie TBEV et des anticorps anti-TBEV dans le sang (d'aprés Holzmann,
Vaccine 2003)

Ces anticorps sont détectés par technique ELISA (Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-
Assay) majoritairement disponibles sous forme de trousses commerciales. Ces kits utilisent
du virus entier inactivé de différents sous-types comme antigéne avec une trés bonne
sensibilité (>90%)(81). La spécificité, quant-a-elle, varie selon les kits pour les raisons
évoquées précédemment. L’interprétation des résultats de sérologie doit donc étre prudente
pour les patients vaccinés contre d’autres flavivirus, vivants ou ayant voyagé dans des zones
de circulations de flavivirus. La spécificité non optimale des kits oblige, en cas de séropositivité
dans des zones de co-circulation avérée d’autres flavivirus, a avoir recours a une technique
de confirmation dans un deuxiéme temps. Cette étape se fait par séroneutralisation du virus
et nécessite un laboratoire confiné de niveau de sécurité biologique 3 permettant d’évaluer
limmunité spécifique contre le virus de I'encéphalite a tiques. En France, cette étape de
confirmation est réalisable au Centre National de Référence des Arbovirus a Marseille.

La détection d’'IgM dans le LCS est réalisable, apparaissant généralement 10 jours
apres le début de la phase méningée(80). Néanmoins il faut étre vigilant sur le fait que seules
certaines trousses sont validées par leur fabricant pour la détection d’anticorps dans cette
matrice. En effet, la conférence de consensus européenne de 2017 précise la place de la
synthése intrathécale, qui s’avere utile pour confirmer le diagnostic uniquement chez les
patients vaccinés contre le TBEV qui développeraient une phase méningée. Chez ces
patients, I'apparition des IgM peut étre retardée tandis qu'une ascension rapide des IgG dans
le sérum peut étre observée(66) et seule la démonstration d’'une synthése intrathécale
d’anticorps TBEV permet de confirmer le diagnostic.

Il existe cependant des difficultés pour différencier un patient vacciné d’un patient ayant
fait une réelle infection, mais récemment une nouvelle technique ELISA a été développée. Il
s’agit du dosage spécifique d’IgG anti-NS1 du virus de I'encéphalite a tiques(82). Cette
protéine essentielle a la réplication virale n’est présente qu’au cours d’une infection par le
virus. Cette nouvelle méthode permet, en pratique, de distinguer les séroconversions
infectieuses de celles vaccinales avec une sensibilité similaire aux kits conventionnels et
moins de réactions croisées. Cette augmentation de la spécificité peut s’expliquer par une
moindre homologie en acide aminé de la protéine NS1 entre les flavivirus. Cependant cette
technique reste plutdt un outil de suivi épidémiologique car seule la séroneutralisation apporte
une confirmation sur les sérologies de dépistage positives.
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1.1.8. Prise en charge et mesures préventives

1.1.8.1. Traitement

Il N’existe a I'heure actuelle aucun traitement spécifique contre le virus de I'encéphalite
a tiques et la seule prise en charge proposée est symptomatique malgré le fait que 90% des
cas nécessite une hospitalisation dont 10% en unité de soins intensifs(76), avec une durée
moyenne de 10 jours. Il est important de noter que l'isolement du patient est inutile car il
n'existe pas de transmission interhumaine. Partant de ce constat, plusieurs approches
thérapeutiques ont été expérimentées pour lutter contre cette maladie avec plus ou moins de
succes ala clé.

Parmi les essais les plus notables, il a été démontré que I'usage de corticoides seuls
n’apporte pas d’amélioration clinique significative, et contribue méme a un allongement de la
durée d’hospitalisation. Cependant associés aux échanges plasmatiques, cette classe
médicamenteuse a permis de réduire la symptomatologie d’'un patient(83).

Les traitements par immunothérapie n'ont pas non plus montré d’intérét majeur, les
immunoglobulines totales ont amélioré certains symptdomes mais pas les symptomes
neurologiques(84). Les injections d'immunoglobulines spécifiques anti-TBEV qui avaient un
réel intérét, étaient encore pratiquées en Europe dans les années 2000 avant d’étre
suspendue par précaution aprés la découverte d’une facilitation de I'infection par les anticorps
dans le cadre d’'une immunothérapie spécifique contre le virus de la fiévre jaune et de la
dengue (85). Cependant, une étude récente relance le débat de 'immunothérapie en décrivant
un anticorps chimérique du nom de « chFVN145 », protecteur a hauteur de 100% sans risque
de facilitation de I'infection sur modéles murins(86).

De nombreux essais in vitro ont également été réalisés pour inhiber la polymérase
virale avec des analogues non nucléosidiques et nucléosidiques. Cette classe d’antiviral ayant
malheureusement une barriére génétique faible, de nombreux mutants résistants ont été
découverts in vitro suite a ces tests(44). Cependant une molécule, la « 7-deaza-2'-C-
methyladenosine » qui est un analogue nucléosidique, posséde des propriétés intéressantes
contre le virus Zika et le West-Nile virus en modéle murin, avec une efficacité thérapeutique
proche de 100% et une toxicité cellulaire quasi inexistante(87).

Enfin 'umifenovir, un antiviral a large spectre utilisé en Russie et en Chine dans le
traitement et la prophylaxie antigrippal a recemment été testé sur une souche européenne de
TBEV. Cette molécule a démontré un effet antiviral sur culture cellulaire nécessitant de plus
ample investigation sur modéle animal(88).

Finalement ces différents axes de recherche soulignent la faiblesse de I'arsenal
thérapeutique pour traiter efficacement une infection par le virus de I'encéphalite a tiques. En
'absence de traitement efficace, 'adage « mieux vaut prévenir que guérir » prend tout son
sens et l'attitude a développer est celle de la médecine préventive, reposant sur la lutte
antivectorielle, la vaccination, la surveillance épidémiologique des foyers naturels de TBEV et
l'information aux populations locales.
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1.1.8.2. Prévention

La lutte antivectorielle consiste en une série de régles simples a appliquer en cas de
fréquentation de zones a risques. Elle consiste a éviter les zones de hautes herbes et les
zones forestiéres avec beaucoup de feuilles mortes, porter des vétements couvrants et clairs
permettant de repérer les tiques plus facilement. Un examen minutieux du corps (avec une
attention particuliére aux oreilles, cuir chevelu, plis, organes génitaux, nombril) rapidement
aprés le retour de zone infestée est fortement recommandé. La prévention peut se faire
également par les répulsifs cutanés, substances chimiques désorientant I'arthropode dans son
repérage de I'héte sans pour autant le tuer. Cependant ces répulsifs doivent étre correctement
appliqués et a la bonne concentration pour étre efficace, au risque sinon de voir 'effet
totalement annulé. Si malgré toutes ces préventions une piqlre de tique survient, alors
I'extraction mécanique est la plus efficace et doit étre pratiquée le plus rapidement possible.
L’usage d’un tire-tique ou d’'une pince fine est particulierement adapté (Annexe 3). L’utilisation
de produits tel que l'alcool, I'éther, I'huile est totalement inutile voire contre-productif avec un
risque de régurgitation de la tique augmentant les risques de transmission d’agents infectieux.
Enfin la prévention est aussi collective et passe par un entretien des espaces verts et le
maintien a distance de la faune sauvage(89).

La vaccination demeure le moyen de prévention le plus efficace. Elle est utilisée depuis
plus de 30 ans en Europe et notamment en Autriche(90). En France, la vaccination anti-TBEV
a été introduite en 2005 et est recommandée chez les personnes résidant en zone d’endémie
et chez les voyageurs devant séjourner en zone rurale ou boisée dans les régions d’endémie.
Deux vaccins non remboursés sont disponibles en France, Ticovac® indiqué chez I'enfant a
partir de 1 an et chez I'adulte et Encepur® indiqué a partir de 12 ans. Tous deux sont composés
de virus inactivés de sous-type européen, souche Neudorfl et K23 respectivement. Les
schémas d’administrations classiques sont quasiment similaires entre les deux vaccins avec
trois doses a JO, puis entre M1-M3 puis entre M5-M12 (Ticovac®) ou M9-M12 (Encepur®), de
plus ceux-ci sont interchangeables au cours de la vaccination (Figure 14). Des schémas de
vaccination accélérée en 1 mois sont réalisables permettant durant la période d’activité des
tiques d'immuniser les patients rapidement ; cependant la réponse immunitaire est moins
importante et la concentration en anticorps a tendance a décroitre plus rapidement(91). Le
premier rappel est a administrer 3 ans aprés la troisieme dose puis les rappels ultérieurs
peuvent étre administrés tous les 5 ans ou tous les 3 ans chez les populations plus agées. Les
deux vaccins sont hautement immunogénes avec un taux de séroconversion de 92-100%
aprés une vaccination compléte. De plus ces vaccins conférent une protection croisée avec
les autres souches TBEV-FE et TBEV-Sib(92).
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Figure 14 : Schéma d’administration des deux vaccins disponibles en France (traduit de Ruzek et al.,
2019)

En Europe, la surveillance épidémiologique est dirigée par 'TECDC qui demande a tous
les états membres de 'Union Européenne de communiquer un bilan annuel des cas observés.
Cette vigilance permet d’évaluer I'évolution du virus sur les territoires et d’identifier rapidement
les zones a haut risques. Cependant cette méthode a ses limites et les nouvelles zones
endémiques sont identifiées a posteriori, a la suite de la déclaration de plusieurs cas. C’est
pourquoi, a I'échelle nationale et parfois régionale, des projets émergent, comme en France,
une étude menée par la Mutuelle Sociale Agricole en 2003 mettant en évidence une
séroprévalence anti-TBEV de 3,4% chez les forestiers(93). Des projets « sur le terrain » sont
également menés avec une surveillance s’organisant selon deux axes majeurs, la recherche
du virus dans les vecteurs et I'utilisation d’animaux sauvages comme outils sentinelles. Ces
méthodes prospectives permettent de mettre en évidence des foyers de circulation de virus et
donc d’identifier des zones a risque avant méme qu’il n’y ait de cas. C’est ainsi que le virus
peut étre mis en évidence par RT-PCR sur vecteur dans différents foci avec une prévalence
allant de 0,01% a plus de 40% pour certaines régions d’Europe. Cette méthode présente
comme avantage d’étre facilement réalisable et permet de typer les souches, cependant ce
n’est pas un indicateur trés sensible dans les zones de faible circulation du virus et la sérologie
sur animaux sauvages semble étre plus appropriée, bien que plus compliquée a mettre en
place(94). Les petits mammiféres tout comme les cervidés sauvages sont des hétes de choix
pour les tiques et leur sérologie anti-TBEV permet d’identifier rapidement les zones
d’endémies(55) avec des séroprévalence comprise entre 0 et 80% selon les zones.

Enfin, une approche originale a été expérimentée. En effet la transmission du virus par
consommation de lait et fromages crus d’ovins et de caprins étant bien connue, certains
auteurs ont émis I'hypothése qu’une surveillance été possible via une sérologie anti-TBEV sur
un échantillon de tanks a lait(95). Cette technique non invasive et facilement réalisable du fait
de la collecte journaliére de lait s’est avérée robuste et fiable garantissant un grand
échantillonnage par région. Cette méthode semble étre un bon outil de surveillance et permet
ainsi de cartographier les « points chauds » de circulation du virus.

« Connais ton ennemi et connais-toi toi-méme » relatait Sun Tzu dans I'Art de la guerre.
En effet, une bonne connaissance du vecteur est primordiale et s’inscrit totalement dans un
plan de lutte contre le virus de I'encéphalite. Ainsi, la description détaillée du vecteur est
développée dans la partie suivante.
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1.2. La tique, vecteur principal

.2.1. Caractéres généraux

La position systématique des tiques se présente comme suit : elle appartiennent a
I'embranchement des Arthropoda, au sous embranchement des Chelicerata, a la classe des
Arachnida, |la sous classe des Acarida, a I'ordre des Ixodida(96). Il existe environ 900 espéces
de tiques réparties en 2 grandes familles, les Ixodidae comprenant plus de 700 espéces et les
Argasidae regroupant plus de 190 espéces. Les premiéres sont communément appelées
« tiques dures » et les secondes « tiques molles ». Il existe également une troisieme famille,
les Nuttalliellidae ne comprenant qu’une seule espéce sans intérét médical(97).

Ectoparasites des vertébrés et apparues il y a plus de 200 millions d’années, leur
répartition est ubiquitaire et leur capacité vectrice de germes chez ’'Homme et 'animal est trés
étudiée. En effet, au niveau mondial, les tiques sont le deuxiéme vecteur de maladies derriere
les moustiques mais au niveau Européen et plus majoritairement au niveau de ’hémisphére
Nord, celles-ci représentent le premier vecteur de maladies chez ’'Homme.

En France, une quarantaine d’espéces ont été répertoriées parmi lesquelles on
retrouve majoritairement quatre genres (Figure 15). Le genre Ixodes est largement répandu et
représente quasiment la moitié des espéces présentes sur le territoire avec pas moins de 18
espéces, cependant I'espéce . ricinus reste tout de méme largement majoritaire. Cette
fréquence s’explique par sa faible exigence en termes d’hétes, en étant capable de se nourrir
sur plus de 300 espéces comme les petits et grands mammiféres, les oiseaux et les reptiles.
En suivant, le genre Dermacentor avec D. reticulatus et D. marginatus plutét thermophile et
donc plus souvent retrouvé sur le pourtour méditerranéen. Ce genre a la particularité de piquer
plus souvent au niveau du cuir chevelu. L’espéce Rhipicephalus sanguineus ou « tique du
chien » est également présente sur le territoire, plutot inféodé aux régions chaudes. Le genre
Argas est également présent en France, surtout sur les oiseaux et chauves-souris.
Récemment ce sont les tiques du genre Hyalomma pourvoyeuses du virus de la fievre
hémorragique de Crimée-Congo qui ont été découvertes dans le sud de la France(98) jusqu’au
sud d’Angouléme.

Femelle Mdle

% ﬁ Dermacentor ‘ ‘ Rhipicephalus * % Ixodes
()

Arqasidae

Argas

Figure 15 : Genres de tique les plus communs en France(99)

Comme vu précédemment ce sont les tiques du genre Ixodes et notamment /Ixodes
ricinus et Ixodes persulcatus qui transmettent en grande majorité le virus de I'encéphalite a
tiques. La suite de la description du vecteur est donc axée sur ce genre.
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.2.2. Description morphologique

Les tiques font parties de la classe des Arachnides, de la sous-classe des Acariens et
de I'ordre des Parasitiformes. Les tiques se distinguent facilement des insectes par leur aspect
globuleux, en effet les insectes ont trois segments bien différenciés (téte, thorax, abdomen).
Les tiques en revanche présentent deux parties, I'idiosome et le capitulum et n’ont pas de téte
a proprement parler mais des pieces piqueuses faisant partie du capitulum (gnathosome) dont
la morphologie est utile pour différencier les genres. Les tiques sont donc des acariens de
grandes tailles pouvant atteindre 3 cm de long présentant un cycle de vie en trois stases
actives : la larve, la nymphe et I'adulte (Figure 16). La croissance se fait par des mues
successives indispensables a I'évolution des stases.

La stase larvaire est dite hexapode (3 paires de pattes) quand les nymphes et les
adultes sont octopodes (4 paires de pattes). La différenciation de ces trois stases se fait
également par la taille (prise non gorgées), en effet les larves sont de l'ordre de
linframillimétrique avec une taille variant de 0,5 a 1 mm. Les nymphes sont, quant-a-elle un
peu plus grande que les larves avec une taille moyenne de 1 a 2 mm. Enfin la stase adulte,
qui est la stase ultime, est un peu plus grande que la stase précédente avec une taille d’environ
3 a4 mm pour les males et 5 a 6 mm pour les femelles. Ces tiques, dans la majorité de cas,
ont une reproduction sexuée obligatoire et sont gonochoriques (dimorphisme sexuel marqué).

Larve

Adulte femelle Adulte male

Figure 16 : Différentes stases d'Ixodes ricinus(100)

1.2.2.1. Anatomie externe

1.2.2.1.1. Les adultes

Chez la tique adulte en position terminale avant se situe le capitulum portant les piéces
piqueuses sur sa partie distale (Figure 17). Ces piéces piqueuses a proprement parler
constituent le rostre (longirostre ou brévirostre selon les genres) lui-méme composé d’'un
hypostome axial ventral denticulé en forme de harpon indispensable a I'ancrage de la tique
sur son héte. Par ailleurs, le rostre est également constitué de deux chélicéres axiales en
position dorsale, également denticulées en partie terminale reliees a de puissants muscles
permettant de lacérer la peau de I'héte. Enfin en partie latérale se situent deux pédipalpes
entourant les piéces buccales au repos servant de stabilisateur lors de la piqlre et d’'organes
sensoriels par I'action de chémorécepteurs et de soies sensorielles.
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Cet organe permet a la tique dans un premier temps de pénétrer la peau de son hote
en 3 a 5 minutes et de s’ancrer grace a la sécrétion d’'un cément solidifiant. Ainsi dans une
deuxiéme phase, elle peut continuer sa progression permettant d’obtenir une fixation compléte
en 30 a 60 minutes. Les femelles possedent en arriére du capitulum des aires poreuses utiles
lors de la ponte des ceufs(101).

2021/04/20
Objectif ES@0:X700)
Angle de rotation: O

Hypostome

Pédipalpes

Figure 17 : Rostre de tique Ixodes ricinus, chélicéres non visibles (photo du CNR Lyme de Strasbourg)

L’idiosome est relié au capitulum par une membrane articulaire souple appelée
emargination permettant la flexion-extension du gnathosome. L’idiosome est lui-méme divisé
en deux parties : la podosome, en face ventrale avant ou se situent I'insertion des pattes et le
pore génital et I'opisthosoma en arriére de la quatriéme paire de pattes portant les stigmates
respiratoire servant a la respiration et 'ouverture anale. Dans I'axe médial ventral se trouve
I'orifice génital situé entre la troisieme paire de pattes. L’idiosome est recouvert en quasi-
totalité d’une cuticule, cette membrane est élastique mais insuffisante pour contenir 'ensemble
d'un repas sanguin, la tique synthétise donc sa cuticule au fur et a mesure de son
gorgement(102). La différenciation entre les sexes, outre la taille, se fait par le scutum
(écusson chitinisé et dur). En effet chez le méle le scutum recouvre l'idiosome dorsal de
l'individu tandis que chez la femelle, ce méme scutum ne se retrouve qu’au tier supérieur de
la partie dorsale facilitant le gonflement de la cuticule (alors nommée alloscutum) lors du repas
sanguin. Cependant, d’autres plaques sclérifiées se retrouvent chez les individus des deux
sexes, notamment au niveau ventral.

Les pattes portées par le podosome sont divisées en six segments et articulées par
des hanches sclérifiées (ou coxae). La partie la plus distale, le tarse porte un organe nommé
le pulville. Cette structure sécréte en surface un composé lipidique permettant a la tique une
adhésion optimale sur toute les surfaces méme a la verticale. Le premier article de la premiére
paire de pattes porte sur sa face dorsale un organe sensoriel indispensable a la recherche
d’un héte, 'organe de Haller (Figure 18) capable de détecter 'ammoniac présent dans la sueur
et I'urine ainsi que le CO; et le sulfure d’hydrogéne présent dans les gaz dégagés. Cet organe
est également capable de détecter les mouvements et les variations rapides de température
grace a de nombreux chémorécepteurs et cils sensitifs.
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Figure 18 : Organes externes antérieurs d’une tique Ixodes ricinus (photo du CNR Lyme de
Strasbourg)

.2.2.1.2. Les hymphes

Les nymphes, quant-a-elle sont semblables aux formes adultes femelles, mais de taille
plus petite. Elles ne sont pas sexuées et donc ne possédent pas de pore génital ni d’aires
poreuses. Cependant elles présentent également une paire de stigmates en position latéro-
ventrale permettant la respiration.

1.2.2.1.3. Les larves

Les larves ne possédent pas de pore génital ni d’aires poreuses. Elles possédent trois
paires de pattes et n’'ont pas de stigmates, la respiration se fait directement en transcutanée a
travers la cuticule. Cette méthode de respiration les rend cependant trés sensibles a la
dessication.

1.2.2.2. Anatomie interne

1.2.2.2.1. Le systéme tégumentaire

La couche externe des tiques est formée d'une cuticule représentant le squelette
externe sécrétée par un épiderme a couche unique de cellule. Cette cuticule se divise en deux
parties : I'épicuticule une couche externe trés fine d’'un a quatre microns d’épaisseur divisée
en trois couches et une partie interne la procuticule d’'une épaisseur d’'un a cent microns, elle
aussi divisée en trois couches. La couche la plus externe de la procuticule est I'exocuticule
trés sclérifiee et dure, suivi de la mésocuticule souple et élastique et de I'endocuticule
constituée de protéines peu tannées. Ce systeme tégumentaire complexe permet de répondre
aux besoins de la tique lors du repas sanguin. En effet la prédominance du mésocuticule rend
le tégument élastique idéal lors du gorgement. A linverse lorsque le procuticule est
majoritairement composé d’exocuticule alors le tégument devient trés sclérifié et résistant,
c’est ce que I'on observe au niveau du scutum, des coxae et des plaques ventrales.
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Chez les larves, le systeme tégumentaire se réduit uniquement a I'épicuticule
expliquant sa transparence, sa sensibilité a la dessiccation et sa capacité de respiration
transcutanée.

1.2.2.2.2. Le systéme respiratoire

Comme vu précédemment, les larves respirent simplement a travers la cuticule.
Cependant, les nymphes et les adultes ont un systéme respiratoire plus complexe. Tout
d’abord de part et d’autre de la tique, juste derriére la quatriéme paire de pattes se trouve des
stigmates respiratoires (ou spiracles) recouverts de plaques stigmatiques jouant le réle de filtre
hydrophobes retenant la poussiére et autres débris. Des pores dans ces plaques permettent
de capter l'air environnant dans de multiples chambres sous-jacentes directement reliées a
une trachée faisant transiter I'air vers un systéme trachéolaire trés ramifi€ au contact des
organes internes. Les pores en surface s’ouvrent et se referment grace a une valve semblable
a une valve auriculaire sensible a la concentration en dioxyde de carbone dans les chambres.
La disposition en multiples chambres permet de lutter contre la dessication pendant la
respiration en retenant les molécules d’H>O expirées, ce qui explique en partie comment les
tiques sont capables de survivre un long moment sans repas sanguin. Les tiques sont
également capables grace aux plaques stigmatiques de survivre totalement immergées
pendant neuf a quinze jours(103)

1.2.2.2.3. Le systéme circulatoire

Les arthropodes n’ont pas de sang a proprement parler mais de 'hémolymphe, un
liquide remplissant la cavité interne, aussi appelé hémocoele dans laquelle baignent
'ensemble des organes internes. L’hémolymphe maintien la paroi sous tension, conférant
ainsi une résistance a I'écrasement, ainsi qu'une pression osmotique en plus d’étre une
réserve hydrique importante. Par ailleurs, elle joue le rdle de transporteur de
neurotransmetteurs, de métabolites, de cellules phagocytaires et de peptides antimicrobiens,
si bien qu’elle est considérée comme le principal systeme de défense immunitaire innée. Ce
liquide circule au sein de la tique grace a un vaisseau dorsal renflé en cceur situé en position
dorsal postérieur(104).

1.2.2.2.4. Le systéme nerveux

Le systéme nerveux central des tiques est concentré en une masse ganglionnaire
antéro-ventral en arriere de I'ouverture génitale. Cet organe est péri-cesophagien et appelé
ganglion cérébroide ou synganglion(105). On distingue alors la partie pré-cesophagienne
comportant les ganglions innervant les chélicéres, les palpes et les glandes salivaires
associées a un nerf cesophagien unique, un nerf stomacal unique et des nerfs innervant les
organes de Haller. La partie post-cesophagienne comprend les ganglions innervant les quatre
autres paires de pattes. De plus un cordon nerveux se détache vers l'arriére et se divise en
deux branches allant innerver les muscles et les organes sensoriels.

Le systéme nerveux périphérique est également développé et permet a la tique d’étre
alerte sur I'environnement qui I'entoure. Cela passe par de nombreuses soies disposées sur
'ensemble du corps avec une grande concentration au niveau des palpes portant le nom de
sensilles permettent de renseigner la tique sur la qualité de son environnement par mécano-
proprio-réception et chimio-réception.
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Enfin, les tiqgues, comme beaucoup d’animaux répondent a de nombreux médiateurs
chimiques. Il en existe trois catégories. Les phéromones sont divisées en deux groupes : les
sexuelles favorisant la rencontre des sexes et celles de rassemblement conduisant les
individus immatures et matures des deux sexes a se rassembler sur I'hn6te ou sur la
végeétation(106). En effet le comportement de rassemblement permettrait une meilleure survie
de I'espéce dans I'environnement, diminuerait le stress, concentrerait les individus dans des
sites favorables a la rencontre avec un hoéte. La deuxiéme catégorie correspond aux
allomones, qui sont des substances riches en hydrocarbures sécrétées par les tiques face a
un prédateur, permettant de neutraliser temporairement I'agressivité de celui-ci(107). Enfin il
existe les kairomones intervenant dans l'identification et la perception de I'héte comme le CO>
ou encore 'ammoniac typiquement retrouvés dans l'air expiré chez les hétes.

1.2.2.2.5. Les glandes salivaires

En raison de leur implication dans la transmission d’agents pathogénes, les glandes
salivaires représentent un organe important suscitant un grand intérét. Elles sont au nombre
de deux, de part et d’autre de la tique, multilobées et formées d’acini de trois types chez la
femelle et quatre types chez le male. Le type | est impliqué dans 'osmorégulation, les types Il
et lll dans le transport hydrique, la synthése et la sécrétion protéique. Enfin le type IV est
uniquement présent chez les males et permet de lubrifier le spermatophore pour faciliter le
transfert a la femelle lors de I'accouplement(108). Ces glandes sont reliées a un systéme de
canaux salivaires aboutissant a une cavité pré-orale nommé salivarium isolée par un
mécanisme de trappe. Quand le salivarium est ouvert, la salive s’écoule dans I'h6te, a I'inverse
lorsqu’il est fermé, le sang est aspiré dans le systeme digestif sous I'action des muscles du
pharynx. L’alternance de production de salive et de succion de sang est caractéristique, et
retrouvée a la fois chez les tiques dures et molles.

Elles jouent un réle crucial lors de I'attachement de la tique a son héte en sécrétant un
liquide visqueux, le cément, capable de solidifier et ainsi d’ancrer I'arthropode pendant son
repas sanguin. Ces glandes sont également capables de changer de rbéle pendant
l'alimentation, en effet en dehors de I'héte et en période de chasse elles synthétisent un sel
hygroscopique sur les piéces buccales capable de capter I'eau atmosphérique permettant une
homéostasie hydrique. Cependant au cours du repas sanguin, ces glandes deviennent des
organes d’osmorégulation renvoyant I'excés d’eau et d’'ions dans I'héte via la salive. Par
ailleurs, ces glandes sécrétent une salive particuliérement riche en substances
pharmacologiquement actives et immunomodulatrices ayant des propriétés cytolytiques,
vasodilatatrices, anticoagulantes, anti-inflammatoires et immunosuppressives.

1.2.2.2.6. Le systéme digestif

Les tiques sont des hématophages stricts, c'est-a-dire qu’elles se nourrissent
exclusivement de sang. L’appareil digestif est donc trés bien adapté et débute en antérieur par
la cavité buccale composée de I'hypostome et des chélicéres. Il n'existe pas de canal
alimentaire et de canal salivaire individuels ce qui a pour conséquence une aspiration de sang
et une éjection de salive de fagon alternée par le méme canal. En arriére se trouve un pharynx
musculaire court mais puissant qui commande ce phénoméne d’alternance. Il débouche dans
un court cesophage terminé par une valvule dont le réle est de s’opposer au reflux sanguin
lors de la succion. L’appareil digestif moyen en suivant est composé d’'un estomac en partie
centrale avec de nombreux diverticules trés ramifiés en latéral qui sont indispensables a la
digestion de I'hnémoglobine, des protéines et autres cellules absorbées.
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Le bol alimentaire avance a travers I'appareil digestif postérieur par péristaltisme
composé d’un court intestin se dilatant en sac rectal débouchant dans le rectum s’ouvrant a
I'extérieur par I'anus. Des ramifications appelées tubes de Malpighi s’enroulent autour des
différents organes, recueillent et excrétent dans le sac rectal les produits nitrogénés rejetés
par les organes et présents dans 'hnémocoele. Aprés transformation en guanine ces déchets
sont ensuite évacués a l'extérieur. Il est intéressant de noter I'étroite relation entre les
diverticules et les différents organes internes de tiques, et notamment avec les ovaires pouvant
expliquer le phénomene de passage transovarien d’agents infectieux par contiguité (Figure
19).
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Figure 19 : Schéma de I'anatomie interne d’une tique femelle prenant un repas sanguin(108)

1.2.2.2.7. Le systéme génital

L’appareil génital de la femelle est trés développé avec un ovaire unique en forme de
chapelet disposé en position arriere du corps prenant 'apparence d’un fer a cheval. De chaque
extrémité part un oviducte qui s’'unissent pour former un utérus commun puis un vagin de taille
importante servant également de spermathéque aboutissant au niveau de l'orifice génital
externe en face ventral. A proximité de cet orifice se trouve I'organe de Gené qui est un sac
pouvant se dévaginer lors de la ponte en sécrétant une cire riche en lipides saturés et insaturés
sur les ceufs. Les aires poreuses sécretent des antioxydants inhibant la dégradation des
graisses non saturés. Les ceufs sont enduits par un mouvement combiné entre 'organe de
Gené et les piéces buccales des adultes femelles.

L’appareil génital du male est lui formé de deux testicules tubulaires partiellement
fusionnées suivies de canaux déférents, d’'un conduit éjaculatoire s’ouvrant au niveau du pore
génital. Une glande accessoire est présente au niveau du conduit éjaculatoire et permet la
synthése d’'une substance nécessaire a la fabrication du spermatophore contenant les
spermatozoides.

Lors de I'accouplement, qui peut étre realisé sur I'héte pendant le gorgement de la
femme ou directement a terre, le male se met ventre a ventre avec la femelle et introduit ces
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pieces buccales dans le gonopore de celle-ci. Aprés un temps plus ou moins long, il retire son
rostre et dépose un spermatophore qu’il expulse par son orifice sexuel. Le spermatophore a
une forme de vessie avec entonnoir et seule la derniére partie est introduite permettant le
déversement et la maturation des spermatozoides dans la spermathéque de la femelle pleine
d’oeufs(109). Aprés une période de « pré-oviposition », la femelle est apte a pondre ces ceufs,
pouvant attendre 20 000 ceufs selon les espéces. La ponte est unique et la femelle meurt
apres celle-ci. Il est important de noter qu’en I'absence de rencontre entre une femelle gorgée
et un méle, un phénomene de parthénogénése est possible(101).

1.2.3. Cycle de développement

1.2.3.1. Place dans I’environnement

La répartition spatiale des tiques dépend de plusieurs facteurs, a la fois biotiques et
abiotiques. Chaque espéce de tiques est répartie dans des habitats favorables et les individus
sont concentrés en foci, héritage de la ponte initial des ceufs malgré la dispersion relative par
les hétes(110).

Parmi les facteurs biotiques, la couverture végétale est un élément essentiel a la survie
des tiques trés sensibles a la dessication. La canopée des arbres maintient une humidité
relative au sol et la couverture crée par les feuilles caduques développe un microclimat humide
idéal pour les tiques. A contrario, les foréts de coniféeres ne sont pas propices au
développement des tiques a cause de I'absence de feuilles au sol et donc d’humidité. La
densité de la végétation est également importante et permet de maintenir une humidité relative
au sol, cependant dans certains cas la composition qualitative du couvert végétal I'est encore
plus. En effet, certaines essences attirent certains hotes et par conséquent offrent un terrain
propice a la survie de ces arthropodes. Par exemple le chévrefeuille de Maack aux Etats-Unis
attire de nombreux cervidés et par conséquent permet le développement d’'une densité
importante de tiques(111). La grande majorité des milieux boisés sont favorables a la survie
des tiques et il est possible de les retrouver dans les parcs publics, les jardins, trouvant alors
comme héte les oiseaux locaux et les rongeurs.

On retrouve également parmi les facteurs biotiques le facteur héte. En effet, la faible
capacité motrice des tiques rend la probabilité de rencontre tique-hote majoritairement
dépendante de la densité d’hotes a disposition. Le genre Ixodes dispose d’une large gamme
d’hétes disponibles a parasiter cependant le choix de I'héte pour une adulte femelle est crucial
pour sa survie et la survie de la ponte en aval. En effet, les tiques sont amenées a rencontrer
des animaux d’élevage proche des lisieres de bois et des animaux sauvages. Les tiques
gorgées sur des animaux domestiques vont majoritairement tombées au milieu des patures,
peu végétalisés et fortement exposés aux aléas climatiques diminuant ainsi leur chance de
compléter leur cycle. A contrario, les tiques s’étant gorgées sur des animaux sauvages auront
une plus grande probabilité de tomber au milieu des bois et donc de terminer leur cycle(112).
De plus les hétes sont capables de transporter les tiques sur de longues distances, notamment
les cervidés et oiseaux migrateurs participant ainsi a I'expansion du territoire des tiques.

Cependant, en milieu naturel la présence animale est multiple et les tiques sont
également exposeées a des prédateurs. Parmi ceux-ci, des hétes peuvent également étre des
prédateurs comme certains oiseaux, les gallinacés ou les lézards. Les tiques sont aussi a la
merci de certains invertébrés comme les fourmis, certains coléoptéres et araignées
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prédatrices. Certains hyménoptéres comme ceux du genre Ixodiphagus sont dépendant des
tiques pour effectuer leur cycle et sont dit hyperparasites. En effet ils pondent des ceufs dans
celles-ci qui aprés repas sanguin vont provoquer I'éclosion des oeufs en larves qui
consommeront la tique de lintérieur. L'impact globale de la mortalité des tiques di a ces
prédateurs est peu connu et difficilement quantifiable mais semble moins important que la
qualité de I'habitat et la probabilité de rencontre avec un hote(113).

Mais les tiques dépendent également de facteurs abiotiques trés importants et
définissent les conditions d’habitabilité et de survie de ces arthropodes dans un milieu. En
effet, parmi ces facteurs se trouve la température, un élément essentiel sachant que les tiques
deviennent actives a partir d’environ 6-7°C(114). En dessous de cette température, les tiques
s’enfouissent dans les sols et sous les feuilles pour effectuer une diapause comportementale
et ainsi diminuer leur métabolisme en attendant la hausse des températures. Plus la
température augmente, plus les stases se succédent rapidement mais une température trop
élevée, a partir de 29 degrés Celsius entraine un asséchement de I'air et une perte de cet effet
vertueux(115). Par ailleurs, I'hnygrométrie joue également un réle central dans la survie des
tiques. Ces arthropodes étant trés sensible a la dessiccation, une humidité relative inférieure
a 70% est déja délétére pour les stases les moins évoluées. Ce besoin de lutter contre cette
transpiration influence le comportement des tiques : la phase d’affit se retrouve amputée
lorsque I'’hygrométrie est basse les obligeant a quitter leur point haut pour se réhydrater dans
la litiere végeétale. Il est ainsi possible de définir des niches climatiques propices au
développement des tiques et ainsi de prédire la répartition géographique théorique d’une
espéce(116). Par exemple, en France métropolitaine la répartition de la tique Ixodes ricinus
est estimée et une carte est disponible (Figure 20).

Ixodes ricinus
Habitat suitability map

HSI score
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Figure 20 : Carte de score des habitats favorables a la tique Ixodes ricinus en France métropolitaine »,
produite par 'INRAE, Vetagrosup, et TANSES 2022, HSI élevé = habitat adéquat pour la tique(117)

BISSERIER Emilien | These d’exercice | Université de Limoges | 2023 47
Licence CC BY-NC-ND 3.0



La photopériode joue également un réle important dans le déclenchement des
diapauses. Les tiques longuement exposées a la lumiére mues plus rapidement que celles
exposeées a I'obscurité(118). Il est important de noter également qu’en France les tiques sont
majoritairement retrouvées a une altitude inférieure a 1500 meétres s’expliquant par une
végétation pauvre et une température moyenne basse au-dela de cette altitude.

L’ensemble des adaptations physiologiques des tiques permettent de synchroniser leur
activité avec celle de leur héte et donc d’augmenter la probabilité de rencontre. Cela explique
aussi les variations saisonniéres, dans les pays tempérés, de tiques actives retrouvées sur le
terrain, bien moins nombreuses en hiver et en été (Figure 21) due aux diapauses
comportementales permettant de survivre aux températures négatives et a la sécheresse.

Pour un lieu donné, la densité et la répartition dans le temps des tiques varient d’une
année sur l'autre et est un témoin fort de I'impact qu’a le climat sur leur activité.
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Figure 21 : Densité mensuelle moyenne en nymphes Ixodes ricinus en Alsace depuis 2013(119)

1.2.3.2. Le cycle

Le cycle d’'Ixodes ricinus est exophile, signifiant que I'intégralité de son cycle biologique
est réalisée dans des habitats ouverts (bois, prairies...) ou sur I'hdte. Son cycle est dit
triphasique, c’est-a-dire que ces tiques ont un repas a chaque stase sur un hoéte différent, et
télotrope, chacune des stases ayant un tropisme pour un hoéte différent. Elles sont également
hémimétaboles, les mues sont successives sans stases immobiles et les phases de vie
alternent entre des phases « libres » longues de plusieurs mois et « parasitaires » courtes de
quelques jours. Cette tique observe une diapause hivernale en zone tempérée et sa période
d’activité se situe entre mars et octobre selon les conditions environnementales. Trés sensible
a la dessication, ces individus se retrouvent dans des zones géographiques ou ’hygrométrie
est importante, notamment dans des zones forestiéres a feuilles caduques.

L’espérance de vie d’une tique accomplissant son cycle est en moyenne de 3 a 4 ans
avec des extrémes possibles entre 1 et 7 ans selon les conditions climatiques et la réussite
dans la recherche d’un héte. La durée du cycle peut étre variable selon I'abondance des hétes
et les diapauses nécessaires a la survie de l'individu. Parmi celles-ci se retrouvent la diapause
morphogénétique indispensable pour la métamorphose des stases et la diapause
comportementale définit par une absence d’activité lorsque les conditions environnementales
sont défavorables.
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L’ceuf est le premier stade de développement d’'une tique en devenir. |l fait partie d’'un
ensemble d’ceufs pondus au sol par une femelle adulte s’étend décrocher de son héte aprés
son repas sanguin. Au nombre de 1000 a 20 000 selon les espéces et la qualité du gorgement,
ces ceufs vont éclore en 20 a 50 jours selon les conditions climatiques.

Les larves hexapodes émergentes entrent dans une phase de durcissement qui dure
de 3 a 10 jours. Elles ne se déplacent que trés peu et se regroupent sous forme de « nids » a
I'endroit de ponte de la femelle, elles s’accrochent a un hbéte, généralement un petit mammifére
comme Apodemus ou Myodes, lorsque celui-ci passe a proximité et prennent leur repas
pendant 3 a 5 jours. Elles absorbent une quantité de sang 100 a 200 fois leur poids avant
réplétion(102), puis elles se laissent tomber et entament leur mue.

Aprés 2 a 8 semaines de transformation, les nymphes octopodes voient le jour (Figure
22), elles se mettent « a I'affit » de mammiféres un peu plus grands comme des renards, des
liévres et oiseaux. Le repas sanguin est en moyenne de 5 jours avec une absorption de 20 a
80 fois leur poids initial, puis elles se laissent a leur tour tomber une fois gorgées.

Figure 22 : Mue de larve en nymphe(120)

Aprés une mue de plusieurs mois, les nymphes se transforment en adultes sexués
males ou femelles. La reproduction peut se réaliser au sol ou sur I'héte, la femelle monte sur
la végétation et recherche un dernier héte généralement un grand mammiféere, comme les
cervidés car la spoliation sanguine est importante avec un repas sanguin d’environ 10 jours.
Le male, lui, ne prends pas ou peu de repas sanguin, son réle est centré sur la fécondation de
femelles. La femelle, posséde deux phases de gorgement, une lente et une rapide aprés
fécondation et elle ne pourra terminer son repas que si elle est fécondée. La femelle tombe au
sol et rentre dans sa phase de pré-oviposition le temps de digérer le sang et de maturer les
ceufs qui dure entre 3 et 4 semaines. La ponte dure ensuite moins d’'un mois, apres laquelle
la femelle meurt. Le cycle recommence ainsi (Figure 23).
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Figure 23 : Cycle de vie d'Ixodes ricinus(108)

Le nombre important d’ceufs pondus laisse croire qu’une croissance exponentielle du
nombre de tique est en cours, cependant les conditions sont rudes et un grand pourcentage
d’ceufs, de larves, de nymphes et d’adultes n’arrivent pas a maturité. Une étude démontre que
sur 16 000 ceufs pondus au printemps, 37% atteint le stade larvaire, environ 4% atteint le stade
nymphal et seulement 0,4% atteint le stade adulte. La survie est encore moins bonne pour des
ceufs pondus en automne. De ce fait, environ 250 ceufs au printemps et 10 000 en automne
sont nécessaires pour obtenir un adulte, ce qui explique que la population de tiques a travers
le monde reste globalement stable(114).

.2.4. Importance médicale et vétérinaire

1.2.4.1. Arachnide hématophage

Les tiques sont des arachnides acariens hématophages et leur capacité vectrice vient
essentiellement de cette derniére particularité. En effet, le fait de consommer le sang de
plusieurs individus au cours du cycle multiple les risques de rencontrer des germes et de les
redistribuer par la suite. De plus, la cavité interne des tiques est un excellent réservoir
permettant une multiplication et une dissémination aisées aux différents organes internes.
Cette acquisition se fait grace aux repas sanguins et est primordial, commengant par la
recherche d’'un héte grace aux organes de Haller puis les tiques se fixent ensuite sur des
zones cutanées a peau fine et protégées des frottements ou elles peuvent se regrouper. Il s’en
suit la pénétration du tissu cutanée de I'héte par I'hypostome et les chélicéres qui découpent
la peau, on parle alors de piqlre et non de morsure car il n'y a qu'un point d’'impact
correspondant a I'hypostome. La piqure est dite telmophage car les tissus sont lacérés
induisant ainsi un microhématome et une poche de lyse permettant a la tique de se gorger
(Figure 24). La production de cément va ensuite venir conforter 'accroche de la tique.
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Figure 24 : Schéma d'une piqire d'/xodes avec poche de lyse permettant le repas sanguin(106)

La réponse inflammatoire de I'héte va étre inhibée par la composition chimique de la
salive de la tique ainsi que la cascade de la coagulation et le remodelage de la matrice
extracellulaire. Ces processus vont permettre a la tique de passer inapergue, de rester en
place et ainsi de compléter son repas sanguin sans risque de se décrocher prématurément. A
noter cependant qu'une exposition répétée a des piqares de tiques peut induire la synthése
d’'une réponse immunitaire et notamment une synthése d’anticorps anti-protéine de
salive(121).

Le repas sanguin va donc ainsi étre réalisé et il existe deux risques directs de la piqlre
de tiques pour I'héte, la premiére concernant plutét les animaux et étant liée au phénoméne
de spoliation sanguine. En effet les tiques femelles prélévent environ 2 mL par repas et ces
arthropodes ont tendance a se regrouper par grappe de plusieurs dizaines d’individus sous
I'effet des phéromones de rassemblement multipliant ainsi la quantité de sang prélevée. Cela
conduit a un affaiblissement notable de I'animal concerné, en provoquant anémie et diverses
maladies liées a la diminution de l'immunité engendré par la spoliation. Le second risque
concerne autant les animaux que les Hommes : il s’agit de la paralysie ascendante a tiques.
En effet cette maladie est liée a des toxines sécrétées dans la salive d’'uniquement certaines
espéces de tiques femelles gorgées, probablement d’origine ovarienne. Ces toxines ont pour
cible des récepteurs nerveux et entrainent une paralysie ascendante a type de Guillain-Barré
pouvant si rien n’est fait atteindre les voies respiratoires et entrainer la mort(122). Les
manifestations cliniques touchent préférentiellement les sujets jeunes et le retrait précoce des
tiques reste le meilleur traitement.

Mais le risque pour 'Homme et I'animal reste majoritairement infectieux et la phase
d’infection pour une tique correspond a la phase de repas, au contact d’'un héte dont le
pathogéne circule activement au niveau sanguin ou bien lors d’'un repas proche d’une tique
infectée (co-feeding). Une fois infectée, le pathogéne circule dans l'intestin de la tique et du
fait de la grande promiscuité des organes internes, peut aprés multiplication locale et par
contiguité se propager dans les glandes salivaires ou encore l'utérus permettant une
transmission verticale du pathogéne. Par ailleurs, plus une tique se contamine té6t dans son
cycle plus elle a de risque d’étre co-infectée par d’autres germes lors de repas suivant par
phénomeéene de co-feeding (transmission horizontale). Selon les études, la prévalence de
tiques co-infectées par au moins deux germes pathogénes pour 'lHomme peut s’élever a
30%(123). Les tiques sont donc des vecteurs majeurs d’agents infectieux d’importance
médicale et vétérinaire avec un panel de germes variés comprenant des bactéries, des virus
et des parasites. Ces pathologies sont majoritairement des zoonoses dont 'Homme est un
héte accidentel et une impasse pour I'agent infectieux.
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1.2.4.2. Transmission d’agents infectieux

1.2.4.2.1. Bactéries

Plusieurs bactéries pathogénes peuvent étre transmises a ’'Homme et I'animal, parmi
celles-ci se trouve le groupe des Borreliella responsable de la maladie a tiques la plus connue
du grand public et la plus importante de I'némisphére Nord : la borréliose de Lyme. Les
bactéries responsables de cette maladie sont un complexe de spirochétes, bactéries spiralées
appartenant a I'ordre des Spirochaetale et a la famille des Spirochaetaceae, et au genre
Borrelia. Ce genre est ensuite divisé en deux groupes : les Borreliella responsable de la
borréliose de Lyme et les Borrelia impliqués dans les fiévres récurrentes. Actuellement environ
20 especes de Borreliella responsables de borréliose de Lyme sont décrites transmises
majoritairement par les tiques du genre Ixodes. Parmi celles-ci se trouvent B. burgdorferi sensu
stricto, B. garinii, B. afzelii, B. spielmanii et B. bavariensis majoritaires en Europe(124). Leur
réservoir animal est vaste comprenant oiseaux, rongeurs et cervidés. Il est important de noter
qu’au cours du repas sanguin infectieux, les borrélies ne sont pas transmises dés le début du
repas, car celles-ci se localisent initialement dans l'intestin attachées a I'épithélium via un
récepteur et I'afflux sanguin stimule ces borrélies induisant leur migration vers les glandes
salivaires. Le retrait précoce de la tique est donc primordial pour prévenir cette maladie. Par
ailleurs, cette bactérie est largement répandue au sein des tiques du genre Ixodes, en effet en
Limousin, le rapport annuel de linstitut Pasteur de 2005 avait estimé que 12% des nymphes
et 22% des adultes étaient porteuses de B. burgdorferi sensu lato(125).

Les manifestations cliniques apparaissent 3 a 30 jours apres la pigdre, mais un retrait
précoce dans les 24-48h réduit grandement les risques d’infection. Elle commence par un
érythéme migrant (présent dans 60 a 90% des cas) se caractérisant par une lésion
érythémateuse indolore au site de piqlre de croissance annulaire et centrifuge. Le deuxiéme
stade correspond a la phase précoce disséminée survenant plusieurs jours a plusieurs
semaines apres la piqlre pouvant se présenter sous une forme cutanée (multiples érythemes
migrants, lymphocytome borrélien), une forme neurologique (méningoradiculite, paralysie
faciale...) et plus rarement une forme articulaire (arthrites), cardiaque ou ophtalmologique.
Enfin plusieurs mois voire années aprées la piqdre et en I'absence de traitement antibiotique
survient la phase tardive disséminée avec plusieurs atteintes possibles comme des atteintes
articulaires, cutanées (acrodermatite chronique atrophiante) et/ou neurologiques
(encéphalomyélites). De plus certains patients présentent un « syndrome post-Lyme », sujet
controversé dans la communauté scientifique et en société, composé de symptdémes
aspécifiques comprenant algies diffuses, asthénie et plaintes cognitives. Cependant, aucune
étude scientifique ne permet actuellement d’affirmer un lien entre ces symptdomes et une
infection a Borreliella(100).

Le diagnostic est uniquement clinique a la phase précoce et devient biologique a partir
de la deuxieme phase avec réalisation de sérologie de dépistage (ELISA, EIA, IFI...) suivi de
test de confirmation (Western-Blot) en cas de sérologie de dépistage positive ou douteuse. La
réalisation de technique de biologie moléculaire est possible mais réservée aux laboratoires
spécialisés. Le traitement d’'un adulte en phase primaire repose sur 14 jours de doxycycline
(ou amoxicilline), et en phase secondaire et tertiaire précoce sur 14 jours de doxycycline (ou
ceftriaxone) pouvant atteindre 21 jours pour les formes de neuroborrélioses tardives, les
lymphocytomes borréliens et jusqu’a 28 jours pour les arthrites aigues et I'acrodermatite
chronique atrophiante(126). La meilleure prévention reste, en 'absence de vaccin disponible,
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la méme que pour toutes pathologies transmises par piqures de tiques c’est-a-dire la protection
individuelle et 'examen minutieux et complet du corps en retour de zone d’endémie.

Les tiques sont également susceptibles de transmettre d’autres Borrelia responsables
de fievres récurrentes et notamment les tiques molles du genre Ornithodoros. 16 espéces
différentes de Borrelia existent dont 11 sont impliquées en pathologie humaine dont B.
miyamotoi transmis par Ixodes ricinus(127). La symptomatologie est une succession de pics
fébriles dus a des modifications antigéniques de surface de la bactérie(108) majoritairement
de découverte fortuite sur un frottis sanguin.

Parmi les bactéries transmises par les tiques se trouve le genre Rickeftsia, bactéries a
Gram négatif intracellulaires strictes. Ces bactéries sont regroupées en 25 espéces
pathogénes réparties en trois groupes : typhus, fiévres pourprées et groupe intermédiaire.
Parmi ces bactéries, les plus pathogénes sont R. rickettsii responsable de la fiévre pourprée
des montagnes rocheuses transmise majoritairement par le genre Dermacentor et R. conorii
responsable de la fievre boutonneuse méditerranéenne transmise en grande partie par le
genre Rhipicephalus. Ces germes interagissent avec les cellules endothéliales augmentant la
perméabilité vasculaire responsable des manifestations cliniques(128). Les symptdomes sont
une escarre d’'inoculation au site de piqdre, une fiévre brutale >39°C, des myalgies puis une
éruption maculo-papuleuse se géneéralisant a I'ensemble du corps en moins de 3 jours,
épargnant la face. L’évolution est spontanément résolutive, mais 6% des malades contractent
des formes sévéres mortelles dans 30% des cas. Un cas particulier de rickettsiose a été décrit
dans les années 90 en Europe di a I'espéce R. slovaca provoquant le syndrome escarre-
ganglion appelé également TIBOLA (TIck-Borne LymphAdenopathy). La symptomatologie
comprend une escarre au point d’inoculation, généralement dans le cuir chevelu (endroit
préférentiel de piqlre des tiques du genre Dermacentor) accompagné d’adénopathies
cervicales douloureuses parfois associé a un syndrome pseudo-grippal. Cette pathologie est
spontanément résolutive mais un traitement par doxycycline ou macrolides peut diminuer la
durée de la symptomatologie. A noter qu’une asthénie et une alopécie séquellaire au point de
piqlre est possible(129).

Différentes espéces du genre Anaplasma peuvent également étre transmises. Il s’agit
de bactéries endocellulaires des cellules sanguines dont la seule espéce zoonotique est A.
phagocytophilum responsable de I'anaplasmose granulocytaire humaine. Ce germe
cosmopolite est transmis par un grand nombre d’espéces de tiques, avec des prévalences
pouvant atteindre 20% de tiques infectées en Europe. Cette bactérie infecte les leucocytes et
provoque aprés 1 a 3 semaines d’incubation un syndrome pseudo-grippal, avec de rares cas
de formes sévéres multiviscérales et une mortalité inférieure a 1%(130).

Enfin d’autres bactéries peuvent également étre transmises par piqires de tiques
provoquant des tableaux cliniques variés. C’est le cas de I'ehrlichiose provoquée par Ehrlichia
chaffeensis, un bacille Gram négatif retrouvé sous forme de morula dans les monocytes et les
macrophages se manifestant par un tableau pseudo-grippal avec atteintes neurologiques et
un rash et une mortalité pouvant atteindre 3%(131). En 2010, un premier cas humain
d’infection par Neoehrlichia mikurensis a été identifie(132). Cette infection peut étre
asymptomatique ou provoquer une fiévre supérieure a 40°C, une arthromyalgie et des frissons
pouvant se compliquer de thromboses veineuses profondes chez les patients
immunodéprimés (notamment ceux souffrant d’'une malignité a cellules B). La neoehrlichiose
est diagnostiquée par biologie moléculaire et un traitement précoce par doxycycline est
efficace.
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Francisella tularensis est une bactérie intracellulaire facultative a Gram négatif trés
virulente et de transmission par contact direct avec des animaux infectés, par piqlres
d’arthropodes et par inhalation d’aérosols. Cette bactérie trés présente dans I'hnémisphere
Nord peut étre transmise par les tiques du genre Dermacentor et Ixodes et est I'agent
responsable de la tularémie. Le début de la manifestation clinique est brutal survenant 2 a 4
jours aprés le contact avec hyperthermie, prostration sévére, asthénie sévere et I'apparition
en 24-48h d’une papule inflammatoire au point d’'inoculation. De rares cas de pneumopathie
atypique ont été décrit. La prise en charge repose sur 'administration de streptomycine, avec
une mortalité quasi nulle dans les cas traités mais pouvant attendre plus de 30% dans les cas
non traités. Enfin dans une moindre mesure, les tiques peuvent également transmettre des
germes tel que Coxiella burnetii agent de la Fiévre Q et certaines bartonelles(108).

1.2.4.2.2. Virus

Certains virus sont également transmis par la piqire de tique et on retrouve
classiquement trois grandes familles: les Bunyaviridae, les Flaviviridae, et les
Reoviridae(133).

Dans la famille des Bunyaviridae se trouve le virus de la fievre hémorragique de
Crimée-Congo du genre Nairovirus transmis par les genres de tiques dures Hyalomma,
Dermacentor et Rhipicephalus. Ce virus se retrouve en Afrique, en Europe et en Asie de
I'Ouest mais est absent du Nouveau Monde. Il circule dans plusieurs hotes mais seul 'THomme
développe la maladie se caractérisant par un acces fébrile pouvant conduire a un syndrome
hémorragique mortel dans 50% des cas(134). On retrouve également dans cette famille un
Phlebovirus nommé Huaiyangshan virus avec une mortalité de 30%(108).

La famille des Flaviviridae est la plus grande et est transmise majoritairement par des
tiques du genre Ixodes. Il est possible de distinguer deux grands sous-types : les flavivirus
avec manifestations encéphalitiques comme le virus de I'encéphalite a tiques décrit
précédemment, le virus Powassan et le virus Louping ill. Ces deux derniers virus ont une
symptomatologie proche du virus de I'encéphalite a tiques et une mortalité pouvant atteindre
60% pour le virus Powassan(133). Le second sous-type correspond aux flavivirus avec
manifestations hémorragiques. Il regroupe le virus de la fievre hémorragique d’Osmk et le virus
de la forét de Kyasanur. Les symptdmes sont similaires pour ces deux virus et incluent fiévre,
maux de téte, myalgies, pétéchies, signes méningés et trouble de I'hémostase primaire
(épistaxis, saignements des gencives...) avec une mortalité comprise entre 0,5 et 10%(135).

Enfin la famille des Reoviridae comprend un Coltivirus responsable de la fiévre du
Colorado, deuxiéme arbovirose la plus importante aux Etats-Unis du Nord apres le West-Nile
virus. Ce virus transmis par la tique du genre Dermacentor provoque fiévre,
lymphaodénopathies et méningisme avec possibilité de fievres récurrentes(136).

Il existe cependant un dernier virus d’intérét cette fois-ci exclusivement vétérinaire et
économique transmis par une tique molle du genre Ornithodoros capable de décimer des
troupeaux de suidés(137). Il s’agit du virus du genre Asfivirus, seul représentant de la famille
des Asfaviridae responsable de la peste porcine africaine endémique en Afrique
subsaharienne et en Sardaigne. Ce virus présente une forte spécificité pour les cellules
porcines et la clinique se présente sous la forme d’'une hémorragie fébrile. Le risque de
dissémination en Europe est élevé du fait des échanges commerciaux de bétails.
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1.2.4.2.3. Parasites

Les tiques sont susceptibles de transmettre des helminthes et des protozoaires. En
effet la tique Ixodes ricinus est capable de transmettre un nématode Cercopithifilaria
rugosicauda chez les cervidés(138). Cependant la transmission a 'Homme n’est pas
clairement établie.

Les Ixodidae peuvent également transmettre a la fois a 'Homme et I'animal des
parasites sanguins obligatoires du genre Babesia dont les deux espéces majoritaires sont B.
microti et B. divergens. Cette transmission se réalise aprés quelques jours de repas sanguin
car les parasites ont besoin de maturer dans les glandes salivaires. Chez 'lHomme, ce parasite
est faiblement pathogéne exceptés chez les sujets immunodéprimés avec une mortalité
pouvant atteindre 40%(108). Chez I'animal ce parasite provoque la piroplasmose avec des
symptomes caractéristiques associant anémie, anorexie, apathie et fievre.

Les animaux sauvages et domestiques sont également exposés au risque de
théiloriose et d’hépatozoonose provoquées par des parasites du genre Theileria et
Hepatozoon respectivement. Le premier provoque une multiplication incontrélée des
lymphocytes B et T quand le second envahit la rate, les ganglions lymphatiques et la moelle
osseuse. Les tiques dures du genre /xodes ne semblent cependant pas étre vecteur de ces
parasites(108).
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Il. Objectifs et déroulé de I’étude expérimentale

Devant le constat de 'augmentation du nombre de cas en France d’encéphalite a tiques
selon un gradient Est-Ouest, et la forte présence du vecteur Ixodes ricinus en Limousin, nous
nous sommes interrogés sur I'éventuelle présence du TBEV dans cette région. Nous avons
décidé de coupler deux stratégies afin d’optimiser la probabilit¢ de détecter le TBEV en
Limousin.

La premiére phase du projet (projet VITAL) porte sur le screening sérologique (Figure
25). Elle a été promue et soutenue par le CHU de Limoges au premier trimestre 2023. L’objectif
est de réaliser une sérologie TBEV chez des patients ayant consulté au CHU de Limoges et
ayant bénéficié d’'une sérologie de Lyme. Le choix de ce profil de patient a été arrété pour
cibler une population potentiellement plus exposée au risque.

Screening patients

Sérologie 1gG
anti-TBEV
1gG négatives IgG positives
Test de séroneutralisation
+ envoi d’'un
- - questionnaire patient
Absence d’'immunité Sérologie IgM
anti-TBEV
1gG + / 1gM - IgG+/IgM +
Immunité ancienne Infection récente

RT-PCR TBEV dans LCR
associé si disponible

Figure 25 : Organigramme de la sérologie anti-TBEV

La deuxiéme phase du projet est I'étude de « terrain » consistant a récolter et identifier
les tiques présentes en région Limousin et a effectuer ensuite un « screening » par biologie
moléculaire de la présence d’ARN de TBEV et d’ADN de Borrelia burgdorferi sensu lato. La
détection du virus serait un argument fort en faveur de '’émergence du virus dans la région et
viendrait confirmer le gradient Est-Ouest de présence du pathogene initié a partir de I'Europe
centrale. La surveillance des tiques sur un territoire fait désormais partie des missions de santé
publique indispensable pour prévenir 'émergence de maladies vectorielles.
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Ill. Matériels et Méthodes

. Dépistage sérologique TBEV

1.  Echantillons de I’étude

Cette étude inclut 880 échantillons (Figure 26) de sérums prélevés sur tube sec (avec
ou sans gel séparateur) entre janvier 2020 et janvier 2023 dans les services de soins suivants :
médecine interne, polyclinique médicale, pédiatrie, rhumatologie, maladies infectieuses,
neurologie, neurochirurgie et unité de soins intensifs neurovasculaires, dermatologie,
urgences pediatriques et adultes. Les volumes disponibles sont variables étant donné que ce
sont des reliquats de préléevement dans le cadre du soin pour la réalisation d’'une sérologie
Lyme. Ces échantillons sont conservés en biothéque, a -20°C, au CRBioLIM du Centre de
Biologie et de Recherche en Santé du CHU de Limoges. lls ont été analysés en aolt 2023.
Cette recherche a été validée par le comité de protection des personnes ainsi qu’'un comité
d’éthique, et soutenue et promue par le CHU de Limoges. Les patients dont la sérologie s’est
révélée positive ont été contactés par courrier pour compléter un questionnaire de recueil
d’informations.

Identification des échantillons

janvier 2020-janvier 2023
n=1688 Exclusion
n=45
- Patients inscrits sur liste
d’opposition a l'utilisation des
n=1643 données de santé pour la recherche

Echantillons non inclus
n=763
- Echantillons sortis de la sérothéque
- Volume insuffisant

Echantillons
inclus
n =880

Figure 26 : Echantillons inclus dans le protocole VITAL

.2.  Tests sérologiques

.2.1. Trousse de dépistage

Le dosage qualitatif et quantitatif des I1gG et IgM anti-TBEV ont été réalisés avec les
trousses SERION ELISA classic FSME/TBE Virus IgG et IgM® du fabricant VIRION. Il s’agit
d'un test ELISA basé sur linteraction spécifique anticorps-antigénes. Les puits de la
microplaque sont coatés d’'une préparation de protéine d’enveloppe E de souche Moscow B4.
Pendant un temps d’incubation de soixante minutes les anticorps contenus dans I'échantillon
du sérum du patient se lient a I'antigéne coaté puis un anticorps secondaire préalablement
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conjugué avec I'enzyme phosphatase alcaline est ajouté et se lie au complexe immun. Aprés
chaque étape d’incubation, I'excédent de matériel non lié est éliminé par des cycles de lavage.
Enfin I'ajout d’'un substrat incolore, le p-nitrophénylphosphate est ensuite transformé en produit
coloré, le p-nitrophénol. L’intensité du signal de ce produit de réaction est proportionnelle a la
concentration de I'analyte dans I'échantillon et est mesurée par une méthode photométrique.
Une densité optique est ainsi mesurée et convertie en Ul/mL. La sensibilité du test est >99%
pour les IgM et les IgG, la spécificité pour les IgM et les IgG est >99% et de 96,1%,
respectivement. Il existe tout de méme des réactions croisées avec les autres flavivirus
(dengue, fievre jaune...), mais aucune interférence n’'a été détectée avec des sérums
lactescents, hémolysés et ictériques. Les limites de quantification se situent entre 30 et 3000
Ul/mL pour les IgG et 5 et 150 Ul/mL pour les IgM. Le seul de positivité des IgG est > 150
Ul/mL, le seuil de négativité est < 100 Ul/mL. Les valeurs comprises entre les deux
précédentes sont considérées douteuses. Concernant les IgM, le seuil de positivité est >15
Ul/mL, le seuil de négativité est < 10 Ul/mL et les valeurs comprises entre les deux
précédentes sont douteuses.

Tous les échantillons ont été testés a I'aide de la trousse SERION ELISA classic TBE
Virus 1gG (Institut Virion/Serion GmbH, Wirzburg, Allemagne). Les dosages ont été réalisés
conformément aux données du fabricant (annexe 4), de méme pour linterprétation des
résultats. L’ensemble des échantillons ont été testés pour la recherche d’lgG anti-TBEV et
chaque échantillon positif ou équivoque a été retesté aprés une centrifugation 10 minutes a
3000 tours/minutes pour les équivoques permettant de confirmer le résultat de la sérologie.
Tous les échantillons positifs et équivoques ont ensuite été testés pour la recherche d’IgM
anti-TBEV avec la trousse SERION ELISA classic TBE Virus IgM (Institut Virion/Serion GmbH,
Wirzburg, Allemagne).

.2.2. Test de confirmation des échantillons positifs

Pour exclure une éventuelle réaction croisée, les sérums positifs en IgG et/ou IgM sont
envoyés au centre national de référence des arbovirus a Marseille pour un test de confirmation.
La technique permettant d’affirmer ou d’infirmer la spécificité des IgM repose sur un MAC-
ELISA, une immunocapture des IgM couplé a un dosage immunoenzymatique (annexe 5)
tandis que les IgG sont confirmées par séroneutralisation grace a la technique de
microneutralisation spécifique du virus (MNT).

1.3. Facteurs de risques

Les patients avec une sérologie positive et équivoque ont été contactés soit par courrier
postal soit par appel téléphonique 1 mois aprés I'envoi du courrier en cas de non-réponse pour
établir un profil épidémiologique via un questionnaire (Annexe 6) et une note d’information
(Annexe 7). Le but était de récolter les principaux risques d’expositions au TBEV comme des
antécédents de piqlres de tiques, les voyages récents ou passés en zone de forte endémie
et de déceler de potentielles sources de réaction croisée tels les antécédents de vaccinations
ou d’infection vis-a-vis d’autres flavivirus.

BISSERIER Emilien | These d’exercice | Université de Limoges | 2023 58
Licence CC BY-NC-ND 3.0



1. Prévalence du TBEV et de B. burgdorferi sensu lato dans le vecteur

1.  Echantillonnage des tiques

11.1.1. Récolte sur sites ciblés

Des tiques a I'affat ont été dragués par la méthode du drapeau qui consiste a tirer un
tissu éponge d’1m? sur la végétation. Tous les dix métres, le tissu est retourné et les tiques en
quéte de nourriture sont capturées et transférées dans un tube a 'aide d’'une pince fine. Cette
méthode répétée 30 fois permet de définir une densité en tiques au 100m?. Cette méthode
capture majoritairement des nymphes, du fait de leur plus grande densité sur la végétation
basse. Cette récolte a été réalisée en collaboration avec le CNR Borrelia de Strasbourg en
avril, mai et juillet 2023. Les tiques ainsi collectées ont été triées par genre et par stases avant
d’étre congelées a -80°C et envoyées au CNR Borrelia. Les sites de récoltes sélectionnés sont
identiques a ceux de I'étude réalisée par I'Institut Pasteur (ancien CNR Borrelia) en 2005(139)
et concernent trois localités en région Limousin, le point 1 (N 46.030810 E 1.285284), le point

2 (N 46.007978 E 1.293249) et le point 3 (N 45.998325 E 1.415457)(Figure 27).
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Figure 27 : Points de collecte de tiques du CNR Borrelia en 2005, prélevés a nouveau en 2023
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11.1.2. Collecte sur la base du volontariat

Dans le but de diversifier les lieux de provenance des tiques, une stratégie basée sur
le volontariat a été mise en place. D’une part, des centres équestres de la région ont été
contactés et six centres répartis a travers la région ont accepté de participer et ont donc chacun
recu trois tubes a fond conique contenant 25 mL d’une solution d’éthanol a 70%. La récolte se
faisait donc directement par les cavaliers sur les chevaux aprés les sorties et pendant les
toilettes. De plus, au sein du laboratoire de Bactériologie-Virologie-Hygiéne et du Centre de
Prélévement du CHU de Limoges, le personnel volontaire a également regu un tube a fond
conique contenant 25 mL d’une solution d’éthanol a 70%. L’objectif était de récolter tous les
spécimens rencontrés sur ’lHomme ou sur les animaux de compagnie et de les déposer dans
cette solution. Les tubes ont été conservés au domicile de chacun, a I'abri de la lumiére et a
température ambiante entre septembre 2022 et aolt 2023. Chaque tube plein a été ramené
au laboratoire et un nouveau tube a été fourni. Les tiques ainsi collectées ont ensuite été
identifiées jusqu’au genre par observation macroscopique, séchées, et stockées a -80°C en
attente des analyses ultérieures. Cette approche a permis de couvrir des points variés de la
région Limousin (Figure 28) et de récolter en grande majorité des tiques adultes plus
fréquemment rencontrés sur les grands mammiféres et les animaux de compagnies. Certaines
zones n’ont pas été exploitées lors des analyses du fait d’'un nombre insuffisant de tiques
adultes non gorgées.
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Figure 28 : Points de récolte de tiques exploités (fleches rouges) et non exploités (fleche bleus) basés
sur le volontariat
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Il.2. Extraction d’acides nucléiques totaux

Nous décrirons ici la stratégie déployée concernant les tiques adultes non gorgées
récoltées sur la base du volontariat. Les tiques échantillonnées par la méthode du drapeau ont
été envoyées au CNR Borrelia pour analyse ultérieure.

La complexité de I'extraction réside dans la balance entre le fait de lyser correctement
le vecteur et la nécessité de conserver des acides nucléiques exploitables par biologie
moléculaire. Plusieurs approches ont été expérimentées sur tiques seules tout d’abord,
combinant une lyse mécanique, enzymatique et chimique avant d’optimiser le protocole sur
des pools de 5 adultes du méme genre et de la méme localisation géographique. Chaque lyse
a été réalisée dans des micro-tubes a fond conique adaptés a la biologie moléculaire.

La premiére approche a été de coupler I'action de la protéinase K avec une lyse
mécanique par micro-billes céramiques. La tique adulte a donc ainsi été incubée a 56°C
pendant 60 minutes dans la solution tampon contenant de la protéinase K a 10% du volume
total avant de subir deux passages consécutifs dans le Fast-Prep-24™ Classic (Thermo-
Fischer Scientific) pendant 60 secondes a une vitesse de 6,5 m/s. Une approche similaire a
été réalisée avec 17 heures d’incubation dans la protéinase K. Par la suite, une nouvelle
approche visant & augmenter la part de lyse mécanique a été expérimentée. La tique a ainsi
été broyée dans le Fast-Prep® pendant 5 minutes a I'aide de micro-billes de céramiques et
aprés l'action de la protéinase K pendant 60 minutes.

La paroi des tiques étant riche en chitine tout comme les champignons, une méthode
d’extraction d’acides nucléiques par 'action de différents détergents décrit dans le protocole
Provost et al.(140) a l'unité de mycologie de linstitut Pasteur a été testée. Cependant la
nécessité de laisser incuber les tiques pendant 30 minutes a 100°C n’était pas compatible
avec le besoin de sauvegarder lintégrité des acides nucléiques. Enfin, les micro-billes de
céramiques ont été remplacés par des billes de 3 mm de diamétre en acier inoxydable capable
a haute vitesse de découper la tique sans endommager le matériel génétique.

La méthode retenue est donc la suivante : a chaque pool de 5 tiques, 425uL d’H.O
« Nuclease-Free », 25uL de Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) 10%, 50uL de tampon Tris 1M et
deux billes en acier inoxydable sont ajoutés avant homogénéisation pendant trois minutes a
une vitesse de 4m/s au Fast-Prep-24™ Classic (Thermo-Fischer Scientific). Le lysat est
ensuite centrifugé a 20 000 tours par minutes pendant 5 minutes. 500uL de surnageant sont
ensuite transférés dans 2 mL de tampon de lyse NucliSENS® EasyMAG Lysis Buffer
contenant du thiocyanate de guanidine et incubé 10 minutes a température ambiante (Annexe
8). Enfin 100uL de billes de silices magnétiques NucliSENS® EasyMAG Magnetic Silica sont
ajoutées et permettent de capturer les acides nucléiques (ADN et ARN) du milieu. L’extraction
est ensuite réalisée sur 'automate NucliSENS® Easymag selon le protocole du fabricant, avec
un volume d’éluat final de 50uL.

Chaque éluat est ensuite dosé en ADN et en ARN par quantification fluorométrique
Qubit® (Thermo-Fischer Scientific) en suivant les recommandations du fabricant avec les kits
Qubit 1X dsDNA HS Assay kit et Qubit RNA HS Assay kit respectivement. Les limites de
quantification sont comprises entre 5 pg/uL et 120 ng/uL pour le kit ADN et entre 0,2 ng/uL et
200 ng/uL pour le kit ARN. Si besoin, les éluats sont dilués au dixi€me pour cette quantification.
Chaque éluat est ensuite conservée a -80°C avant amplification génique.
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I.3. Amplification de ’ARN16S ribosomal d’Ixodes ricinus

Dans le but de valider I'extraction des différents pools de tiques, une RT-PCR en temps
réel développée par Schwaiger et Cassinotti(141) ciblant ’ARN 16S ribosomal d’Ixodes ricinus
a été adaptée et réalisée. Le mélange réactionnel (Tableau 2) d’'un volume de 20 pL est
mélangé a 5 uL de I'échantillon a tester, préalablement dilué au centi€me pour un volume final
de 25uL. Le témoin positif 16S rRNA /xodes ricinus utilisé est un éluat positif en PCR dilué au
milliéme, mis en évidence lors de la mise au point du protocole d’extraction.

Tableau 2 : Mix de la RT-PCR en temps réel 16S rRNA Ixodes ricinus (pour un essai)

Réactifs Volume Concentration

finale
Superscript Il RT/Platinum Tag® Mix (Thermo-Fischer Scientific) 0,5 uL /
2X reaction mix 12,5 uL 1X
RNasout (40U/uL) 0,5 pL 20U
MgSOs (5mM) 1 uL 0,2 mM
H20 nuclease-free 3,25 uL /
Amorce F 10 uM
1 L 0,4 uM
5-AAA AAA ATA CTC TAG GGA TAA CAG CGT AA-3’
Amorce R 10 uM
- 1 uL 0,4 uM
5-ACC AAA AAA GAA TCC TAA TCC AAC A-3’
Sonde 10 uM
0,25 L 0,1 uM
5-FAM TTT TGG ATA GTT CAT ATA GAT AAA ATA GTT TGC GAC CTC G TAMRA-3’

La reverse transcription et 'amplification sont réalisées sur le thermocycleur CFX96
Touch Real-Time PCR® (Bio-Rad) selon le protocole suivant : reverse transcription a 37°C
pendant 30 minutes, incubation a 95°C pendant 10 minutes (inactivation de la RT, activation
de la Taq), puis 45 cycles d’amplification (95°C pendant 15 secondes, 60°C pendant 60
secondes). La lecture de la fluorescence du reporter FAM est réalisée a la fin de chaque cycle
d’amplification.

I.4. Amplification du TBEV

La mise en évidence de 'ARN du virus de I'encéphalite a tiques est réalisée par
amplification d’'une région non codante en 3’ du génome viral commune aux trois principales
souches par RT-PCR en temps réel. Cette méthode se base sur le protocole décrit par
Schwaiger et Cassinotti(141) en 2003. Le mélange réactionnel (Tableau 3) est mélangé a 5uL
de I'échantillon a tester, préalablement dilué au centieme pour un volume final de 25uL. Le
témoin positif TBEV correspond a 5 uL d’un extrait de la souche autrichienne Neudoerfl fourni
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par le professeur Gerhard Dobler (Institut de microbiologie de I'armée fédérale, Munich,
Allemagne)

Tableau 3 : Mix de la RT-PCR en temps réel TBEV (pour un essai)

Concentration

Réactifs Volume .
finale
Superscript Il RT/Platinum Tag® Mix (Thermo-Fischer Scientific) 0,5 uL /
2X reaction mix 12,5 uL 1X
RNasout (40U/ulL) 0,5 uL 20U
MgSO4 (5mM) 1L 0,2 mM
H20 nuclease-free 3,25 uL /
Amorce F 10 uM
1uL 0,4 uM
5-GGG CGG TTC TTG TTC TCC-3’
Amorce R 10 uM
1L 0,4 uM
5"-ACA CAT CAC CTC CTT GTC AGA CT-3’
Sonde 10 uM
0,25 uL 0,1 uM

5-FAM TGA GCC ACC ATC ACC CAG ACA CA TAMRA-3’

La reverse transcription et 'amplification sont réalisées sur le thermocycleur CFX96
Touch Real-Time PCR® (Bio-Rad) selon le protocole suivant : reverse transcription a 37°C
pendant 30 minutes, incubation a 95°C pendant 10 minutes (inactivation de la RT, activation
de la Taq), puis 45 cycles d’amplification (95°C pendant 15 secondes, 60°C pendant 60
secondes). La lecture de la fluorescence du reporter FAM est réalisée a la fin de chaque cycle
d’amplification.

I.L5. Amplification de Borrelia burgdorferi sensu lato

La mise en évidence du complexe de bactéries Borrelia burgdorferi sensu lato a été
réalisé par amplification du géne de la flagelline flaB selon le protocole fourni par le CNR
Borrelia de Strasbourg et adapté au thermocycleur présent au laboratoire de Bactériologie-
Virologie-Hygiéne du CHU de Limoges. Le mélange réactionnel (Tableau 4) est mélangé avec
5uL d’échantillon a tester, préalablement dilué au centiéme pour un volume final de 20uL. Le
témoin positif est soit un extrait de Borreliella garinii, soit un extrait de B. afzelii, soit un extrait
de B. burgdorferi sensu stricto fournis par le laboratoire du CNR Borrelia de Strasbourg et
dilués au centiéme. Le pourcentage de GC du génome de Borrelia est de 28,6%.
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Tableau 4 : Mix de la PCR en temps réel Borrelia burgdorferi sensu lato (pour un essai)

Réactifs Volume Concentration finale
Fast-Start (1a+1b) (Roche Diagnostics) 2uL /
H20 nuclease-free 7,4 uL /
MgCI2 (25mM) 1,6 pL 2 mM
Amorce flaBbsl 2a 20 uM
0,5 uL 0,5 uM
5-TCT TGG ACI TTA AGA GTT CA-3’
Amorce flaBbsl 4¢c 20 uM
0,5 uL 0,5 uM
5-GAA TTA ACT CCA CCT TGA GIA GG-3’
Sonde flaBbsISDTQ 2 uM
2L 0,2 uM
5-FAM CAA GAT GAA GC TAMRA-3’
Sonde Garval 2 uM
1L 0,1 uM

5-FAM CAA GAT GAG GC TAMRA-3’

Le protocole d’amplification est réalisé sur le thermocycleur CFX96 Touch Real-Time
PCR® (Bio-Rad) selon le protocole suivant : activation de la Taq polymérase a 95°C pendant
10 minutes avec un taux de transition de température de 4,40°C/s, puis 55 cycles
d’amplification comprenant 10 secondes de dénaturation a 95°C avec un taux de transition de
température de 4,40°C/s, une hybridation et élongation a 53°C de 45 secondes avec un taux
de transition de température de 2,20°C/s et une phase de refroidissement a 40°C pendant 30
secondes avec un taux de transition de température de 1,50°C/s. La lecture de la fluorescence
du reporter FAM est réalisée a la fin de chaque cycle d’amplification.

I.L6. Analyses statistiques

1.6.1. Tests sérologiques

Concernant la sérologie anti-TBEV, le calcul de la taille de I'étude a été validé en accord
avec le Centre des Données Cliniques et de Recherche du CHU de Limoges.

Du fait de I'absence de description de I'agent infectieux dans la région Limousin a ce
jour, le calcul du nombre de sujets a inclure repose sur I'estimation du nombre de sujets
nécessaires pour affirmer 'absence du pathogéne avec une précision suffisante (inférieure a
1%). L'analyse de 921 sérums permettrait d’affirmer que la proportion du pathogéne est
inférieure a 0,4% au risque alpha 5% (calcul réalisé avec Nquery Advisor 7.0). Cette valeur
est obtenue par calcul vectoriel.

Les comparaisons de moyennes entre groupes de sujets seront réalisées par des tests
t de Student ou des analyses de variance. Le seuil de significativité choisi pour I'ensemble des
analyses statistiques est de 0,05. Les tests statistiques ont été réalisés sur BiostaTGV® et
Graphpad/PRISM®.
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1.6.2. Biologie moléculaire

En supposant une prévalence du TBEV chez les tiques inférieure a 0,1 % dans les
régions endémiques de France, les tiques ont été poolées par cinq et la prévalence chez ces
individus a été exprimée comme le taux d'infection minimum (MIR), en supposant qu'une seule
tique était positive au sein d'un pool positif. Le MIR est donc calculé par le nombre total de
tiques testées divisé par le nombre de pools positifs. Cependant pour affirmer I'absence du
pathogéne avec une précision inférieure a 1%, I'analyse de 3688 tiques permettrait d’affirmer
que la prévalence du virus dans les tiques en Limousin est inférieure a 0,1% au risque alpha
5% (calcul réalisé avec Nquery Advisor 7.0).
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IV. Reésultats

. Dépistage sérologique TBEV

1.1. Données sérologiques des patients inclus

Parmi les 880 échantillons inclus, 51,6% (454/880) sont des hommes avec une
moyenne d’age de 53,3 ans. Les enfants représentent 5,7% (49/880) de la population étudiée.
Une sérologie TBEV est positive en IgG chez 2,61% (23/880) et équivoque chez 0,57% (5/880)
des patients inclus. Parmi les échantillons négatifs en sérologie TBEV, 7,16% (61/852)
présentent des IgG dirigés contre Borrelia burgdoferi sensu lato, parmi lesquelles 14,75%
(9/61) sont positifs en IgM (confirmés par Western-Blot) témoignant d’une infection récente.

1.2. Données sérologiques des cas positifs et équivoques

La valeur moyenne en Ul/mL des échantillons ayant une sérologie TBEV positive en
IgG est de 1144 + 1291. Par ailleurs, les échantillons positifs et équivoques sont tous négatifs
pour la recherche d’IgM. Concernant la sérologie Lyme, 7,1% (2/28) ont un profil compatible
avec une infection ancienne et deux autres patients ont un profil compatible avec une neuro-
borréliose avec une synthése intrathécale positive pour I'un et équivoque pour l'autre. La
séroneutralisation des IgG met en évidence la présence d’anticorps neutralisants le TBEV
chez 78,6% (22/28) des patients avec des titres moyens allant de 20 a 20480 (Tableau 5).

Tableau 5 : Données sérologiques Lyme/TBEV des patients positifs et équivoques en IgG TBEV

Séro-neutralisation
IgG (titre moyen)

Patient Sérologie Lyme

Sérologie TBEV (en Ul/mL)

0109LR Négative IgG (3895) IgM (-) 10880
0307DR Négative IgG (188) IgM (-) Négatif
0323MN Négative IgG (4519) IgM (-) 1920
0383CA Négative IgG (1126) IgM (-) 60
0416CA Négative IgG (255) IgM (-) Ininterprétable
0425LT Négative IgG (497) IgM (-) 240
0585BP Négative IgG (148) IgM- 2560
0606DA Négative IgG (420) IgM (-) 120
0611NP Négative 1gG (1792) IgM (-) 120
0628LM IgG+ / IgM - IgG (224) IgM (-) 480
0665MM Négative IgG (1832) IgM (-) 1920
0728WM Négative IgG (797) IgM (-) 1280
0737MC Négative IgG (212) IgM (-) 10240
0744FC Négative IgG (112) IgM (-) 320
0833RJ Négative IgG (120) IgM (-) 1920
0838AN Négative IgG (3157) IgM (-) 7680
0851PO Synthese intrathécale équivoque IgG (125) IgM (-) 40
0852LR Synthése intrathécale positive IgG (210) IgM (-) Négatif
0928BM Négative IgG (386) IgM (-) 7680
1008LF Négative IgG (208) IgM (-) 120
1015RP Négative IgG (1521) IgM (-) 40
1077AH IgG +/IgM - I9G (491) IgM (-) Ininterprétable
1103LB Négative IgG (327) IgM (-) 20
1113DE Négative IgG (114) IgM (-) Ininterprétable
1119AF Négative IgG (188) IgM (-) Ininterprétable
1186SB Négative IgG (161) IgM (-) 160
1203SH Négative IgG (2832) IgM (-) 1920
1259FL Négative IgG (1085) IgM (-) 320
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1.3. Données épidémiologiques des cas positifs et équivoques

Concernant les échantillons ayant une sérologie TBEV IgG positive ou équivoque,
64,3% (18/28) sont des hommes avec un age moyen de 54,5 ans. Il n’y a pas d’enfants parmi
ces 28 individus. Les 28 patients ont fait I'objet d’'un envoi par courrier postal du questionnaire
a visée épidémiologique et 35,7% (10/28) I'ont renvoyé, 28,6% (8/28) ont été contactés par
appel téléphonique, et 35,7% (10/28) n'ont pas donné suite. Le taux de participation s’éleve a
66,7% (18/27) du fait du déces de I'un des participant. Les données épidémiologiques sont
regroupées ci-dessous (Tableau 6).

Parmi les 18 patients pour lesquelles les données épidémiologiques sont disponibles,
61,1% (11/18) rapportent des piqdres de tiques, 88,8% (16/18) vivent en milieu rural, 72,2%
(13/18) ont des loisirs en forét (randonnée, cueillette, chasse) et donc sont exposés au vecteur.
66,7% (12/18) consomme du lait ou du fromage de chévre et peuvent donc étre exposés a
une contamination par ingestion. 5 patients sur 18 ont également voyagé dans des zones de
circulation du virus. Cependant, seulement 16,7% (3/18) des patients ont une activité
professionnelle favorisant I'exposition au vecteur.

Concernant les motifs de consultation ayant mené a la prescription d’une sérologie de
Lyme, 60,7% (17/28) sont liés a une pathologie neurologique, 14,3% (4/28) sont liés a une
pathologie rhumatismale, 7,2% (2/28) lié a une pathologie infectieuse, 7,2% (2/28) lié a une
pathologie auto-immune, et 10,7% (3/28) sont liés a des pathologies diverses.
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Le patient vacciné TBEV (0928BM) présente un titre moyen de 7680, alors que les
patients vaccinés uniquement contre la fievre jaune présente un titre moyen de 770 et les
patients ayant uniguement contracté la dengue ont quant-a-eux un titre moyen de 1360. La
comparaison de ces deux groupes ne montre pas de différence significative du titre de la
séroneutralisation au risque alpha 5%.

Il. Dépistage moléculaire du TBEV et de B. burgdorferi sensu lato

Il.1. Description de la population de tiques récoltées

Au total, en 2022 et 2023, 53 et 990 tiques respectivement ont été récoltées sur la base
du volontariat pour un total de 1043 tiques. L’identification macroscopique au genre a permis
d’identifier 5,4% (56) de Dermacentor adultes situés sur le site de Pierre-Buffiére (87260) et
Pressignac-Vicq (24150), et 94,6% (987) d’Ixodes dont 8 nymphes et 979 adultes. Parmi ces
Ixodes adultes, 51,6% (505/979) n’étaient pas gorgées et donc incluables dans le protocole.
35 tiques non gorgées et 3 tiques gorgées ont été requises pour établir le protocole
d’extraction. 470 tiques Ixodes adultes non gorgées, parmi lesquelles 245 femelles et 225
males ont été poolées par cinq dans le but de rechercher le génome du TBEV et de Borrelia
burgdorferi, soit 94 extraits. Les sites géographiques inclus dans la recherche sont Nantiat
(87140), Masléon (87130), Champagnac-La-Riviere (87150), Saint-Jouvent (87510), Saint-
Sylvestre (87240), Ambazac (87240), Eymoutiers (87120) et la Celle-Dunoise (23800) selon
la répartition suivante (Tableau 7). Aucun site ne provient de Corréze (19000).

Tableau 7 : Sites retenus pour la recherche du TBEV et de Borrelia burgdorferi sensu lato et numéro
d'extrait associé

Localité Numéro d’extrait

Nantiat (87140) 1a8
Masléon (87130) 9
Champagnac-La-Riviere 10
(87150)
Saint-Jouvent (87510) 11223
Saint-Sylvestre (87240) 24 a 36
Ambazac (87240) 37 a38
Eymoutiers (87120) 39 a 46
La Celle-Dunoise (23800) 47 a 94
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Concernant la récolte par la technique du drapeau, sur le site 1, 248 nymphes et 5
adultes ont été récoltés le 25 avril 2023, 342 nymphes et 23 adultes le 01 juin 2023 et 134
nymphes le 26 juillet 2023 avec une densité moyenne de nymphes sur 100m? de 82, 114 et
43 en avril, juin, juillet respectivement pour le point 1. Pour le point 2, 654 nymphes et 17
adultes ont été récoltés le 25 avril 2023, 952 nymphes et 36 adultes le 02 juin 2023 et 510
nymphes et 8 adultes le 26 juillet 2023 avec une densité moyenne de nymphes sur 100m? de
211, 315 et 169 en avril, juin, juillet respectivement pour le point 2. Enfin sur le point 3, 202
nymphes et 6 adultes ont été récoltés le 02 mai 2023 et 693 nymphes et 16 adultes le 06 juin
2023. La densité de nymphes par 100m? est donc de 67 et 231 en mai et juin respectivement
pour le point 3. La répartition de la densité de nymphes par 100m? dans le temps est illustrée
ci-dessous (Figure 29). Ces données sont limitées sur 'année 2023 mais semblent bien
démontrer la présence d'un pic d’activité des tiques du genre Ixodes au début de I'été en
Limousin.

Figure 29 : Densité mensuelle moyenne en nymphes Ixodes ricinus en Limousin entre avril et juillet
2023

I1.2. Validation de I’extraction d’ADN et d’ARN totaux

Pour confirmer I'extraction en ARN et en ADN des 94 extraits, une amplification
génique de 'ARN 16S ribosomal d’Ixodes ricinus a été réalisée en paralléle d’'un dosage des
ARN et ADN totaux. Les échantillons 1, 2 et de 9 a 30 ont subi deux extractions successives
dd a une panne de 'EasyMag® lors du premier essai. Les résultats rendus pour ces
échantillons restent donc sous réserve. Les concentrations en ADN et en ARN sont listées
dans le tableau suivant (Tableau 8). Les concentrations en acides nucléiques entre les pools
majoritairement composés de femelles et les pools majoritairement composés de males ne
sont pas significativement différentes au risque alpha 5%.
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Tableau 8 : Concentration en ADN et en ARN totaux de chaque extrait (exprimé en ng/ulL)

[ADN] en [ARN] en [ADN] en [ARN] en [ADN] en [ARN] en [ADN] en [ARN] en [ADN] en [ARN] en
Extrait ng/ul ng/ul Extrait ng/ul ng/ul Extrait ng/ul ng/ul Extrait ng/ul ng/ul Extrait ng/ul ng/ul
1 2,1 22 21 21 38 41 1,96 187 61 70,8 55,6 81 83,6 60,8
2 0,151 <0,2 22 156 20,9 42 0,932 16,1 62 82,4 92,8 82 80,4 45,6
3 129 88,4 23 10,3 2,02 43 884 7,6 63 76 76,8 83 77,6 54
4 105 88 24 34,7 31,2 44 31,2 134 64 59,2 90,8 84 52,4 4
5 121 125 25 22 45,2 45 21,5 112 65 68,4 488 85 123 736
6 194 151 26 46,4 1,89 46 23,2 113 66 54,8 52,8 86 77,2 77,6
7 102 113 27 24,4 24 47 388 35,2 67 75,2 488 87 98,4 63,6
8 224 124 28 17,2 15 48 48 58 68 584 54 88 di ible 11,1
9 8,36 16 29 49,6 14,4 49 56,4 79,6 69 130 85,2 89 94,4 57,6
10 19,5 62,4 30 36 29,2 50 584 30 70 77,2 66 90 62,8 45,2
11 20 25 31 153 43,2 51 70 127 71 52 55,6 91 53,2 42,4
12 9,52 14,2 32 146 66 52 108 72 72 64,4 46,8 92 91,6 40
13 4,88 84 33 236 63,3 53 94,8 66,4 73 63,6 64,8 93 54 42
14 0,094 <0,2 34 237 544 54 67,2 784 74 73,6 50 94 85,5 70
15 12,4 11,9 35 86 77,6 55 118 77,6 75 57,6 57,1
16 14,2 16,4 36 524 16,7 56 78,8 22 76 93,6 65,6
17 8,48 11,8 37 84 484 57 88,4 71,6 77 47,6 66,8
18 18,6 21,9 38 98,4 86,4 58 130 72,4 78 62 44
19 11,5 16,6 39 0,108 08 59 57,6 56 79 66,4 52,4
20 21,2 331 40 0,0808 <0,2 60 96,4 52 80 48,8 45,6

La quantité moyenne extraite par pool est de 80,9 ng/uL d’ADN et 62,8 ng/uL d’ARN
pour les pools ayant subi le protocole défini d’extraction. Cependant cette moyenne chute a
17,8 ng/uL d’ADN et 20,07 ng/uL d’ARN dans le groupe ayant nécessité deux extractions a la
suite de la panne d’automate (Figure 30). Les concentrations en ADN et en ARN sont
significativement différentes entre les deux groupes au risque alpha 5% (p<0.0001).
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Figure 30 : Distribution des concentrations d'’ADN et ARN des extraits ayant subi une ou deux
extractions

I.3. Amplification de ’ARN16S ribosomal d’Ixodes ricinus

Lors de la mise au point du protocole d’extraction, des RT-PCR ARN16S ribosomal
d’Ixodes ricinus ont été réalisées sur éluats purs, dilués au dixieme et dilués au centiéeme. Ces
PCR démontrent une inhibition encore significative au dixieme (Annexe 9), nous contraignant
donc a travailler sur des extraits dilués au centiéme.
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Tous les échantillons, dilués au centiéme se sont révélés positifs en RT-PCR ARN16S
ribosomal d’Ixodes ricinus (Figure 31), confirmant ainsi la qualité de I'extraction avec un Ct
moyen de 19,45 dans le groupe « 1 extraction » et 20,85 dans le groupe « 2 extractions », en
accord avec les dosages précédents.
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Figure 31 : RT-PCR ARN 16S ribosomal Ixodes ricinus (T+ : courbe rouge ; T- courbe verte)

I.4. Amplification du TBEV

Tous les échantillons dilués au centiéme ont été testés en RT-PCR TBEV mais aucun
échantillon n’a été trouvé positif (Figure 32).
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Figure 32 : Courbes d'amplification des extraits (T+ : courbe rouge, T- : courbe verte)
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I.L5. Amplification de Borrelia burgdorferi sensu lato

Une mise au point de la technique de PCR en temps réel du CNR Borrelia a été
nécessaire pour mettre en évidence la présence du pathogéne dans les extraits de I'étude. En
effet, en appliquant le protocole décrit précédemment (Tableau 4) sur les témoins positifs
fournis par le CNR Borrelia, aucun signal spécifique d’amplification n’était observable (Figure
33).
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Figure 33 : Courbes d'amplification de la PCR Borrelia burgdorferi sensu lato sur de 'ADN de
B.garinii, B. afzelii et B.burgdorferi sensu lato (pur, 10°™, 100°m¢)

Plusieurs ajustements ont été réalisés, parmi lesquelles nous pouvons citer
laugmentation puis la diminution des concentrations en amorces d’'un facteur 2 sans
amélioration des courbes d’amplification. Un gradient de concentration en MgCl. incluant la
concentration cible du protocole du CNR Borrelia (3,4 mM) a été réalisé, sans succes sur la
détection. Des températures d’hybridation de 56°C puis 60°C ont été expérimentées sans
succés. De nouvelles aliquotes de sondes et d’amorces ont été reconstituées, une
concentration plus élevée en enzyme a également été testée. Un nouveau protocole avec
'enzyme Superscript® a été testé sans amélioration. Toutes ces optimisations n’ont pas abouti
a un signal détectable en temps réel, laissant supposer un potentiel dysfonctionnement des
sondes.

Pour confirmer cette hypothése, les produits de PCR ont été déposés sur gel d’agarose
1,5% contenant du Midori Green® et mis a migrer via un courant continu de 100 volts pendant
35 minutes. La taille du fragment amplifié attendu étant de 200 paires de bases, le dépbt sur
gel a mis en évidence une amplification efficiente pour les 2 volumes d’enzyme (Fast Start 1a
+ 1b, Roche) de 4 et 6 ulL (Figure 34). La sonde a donc été identifi€e comme le facteur limitant
de la PCR en temps réel.
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Figure 34 : Révélation sur gel d'agarose des produits d'amplification de I'expérience avec une
concentration majorée en enzyme

Cependant en réitérant I'expérience avec le volume d’enzyme recommandé par le
fournisseur de 2uL, 0,5 pg d’ADN de B. garinii et une concentration en MgCl, de 3,5 mM
proche de la concentration en MgCl, du protocole du CNR Borrelia (3,4 mM), les bandes
d’amplification étaient de faible intensité, parfois absentes (Figure 35A). Méme en répétant
'expérience avec 4uL d’enzyme, la détection des fragments d’amplification n’était possible
que dans 50% des cas. Cette limite de 0,5 pg d’ADN semblait donc étre la limite de détection
de cette technique, n’offrant pas une amplification dans 100% des cas. Un nouvel essai a donc
été réalisé en partant du témoin positif pur, soit 50 pg, et dans les mémes conditions offrant
des résultats satisfaisants et des fragments d’amplification intenses (Figure 35B).
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Figure 35 : (A) Fragment amplifié¢ avec une quantité d’ADN de 0,5 pg (puits positifs : 3 et 4) ; (B)
Fragment amplifié avec une quantité d’ADN de 50 pg (puits positifs : 2,3 et 4)
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La détection par PCR en temps réel de Borrelia burgdorferi sensu lato n’a donc pas pu
étre réalisée suite a une erreur dans la commande des sondes. En effet, les bases
composants les sondes devaient étre des bases dites « LNA » pour « Locked Nucleic Acid »,
permettant un réglage de la température d’hybridation pour les sondes courtes, et donc, une
meilleure affinité et spécificité de la sonde pour sa cible. Ces acides nucléiques verrouillés
contiennent un pont méthyléne 2’-O, 4’-C (Annexe 10), capable de restreindre la flexibilité de
I'acide nucléique et de bloquer cette conformation bicyclique, augmentant ainsi la température
d’hybridation d’environ 3 a 8°C par acide nucléique bloqué. La séquence des sondes a utiliser
est donc pour la sonde Bbsl « 6FAM - CA[+A][+GJA[+T][+GJA[+A]GC — TAMRA » et pour la
sonde Garval « 6FAM - CA[+A][+GJA[+T][+GJA[+G]GC — TAMRA ». Les 94 extraits ont donc
été étudiés par PCR en point final aprés une mise au point et une validation sur témoin positif
décrites précédemment.

Ainsi, 50% (47/94) des extraits sont positifs en PCR Borrelia burgdorferi sensu lato
(Figure 36). Le minimum infection rate (MIR) obtenu, considérant au minimum une tique
positive par pools est de 10% (47/470). Il est intéressant de noter que la double extraction ne
semble pas avoir altéré la qualité de 'ADN car 10 extraits sont positifs dans ce groupe. Les
localités concernées sont Nantiat (87140) avec un MIR de 5%, Saint-Jouvent (87510) avec un
MIR de 12,3%, Saint-Sylvestre (87240) avec un MIR de 7,7%, Ambazac (87240) avec un MIR

de 10%, Eymoutiers (87120) avec un MIR de 2,5% et la Celle-Dunoise (23800) avec un MIR
de 12,8%.
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V. Discussion

Concernant la premiere partie de ce travail portant sur la sérologie TBEV en population
humaine, les données récoltées sont a interpréter avec précaution. En effet, les techniques de
sérologies actuelles ne permettent pas de différencier les anticorps dirigés contre le virus de
'encéphalite a tiques des anticorps dirigés contre d’autres flavivirus. La trousse utilisée dans
cette étude présente un moindre risque de réactions croisées(142), grace notamment a
I'utilisation de la protéine d’enveloppe de la souche Moscow B4 et non du virus entier
partageant des épitopes avec les autres flavivirus.

La séroneutralisation a au minimum objectivé 2 réactions croisées, chez le patient
0307DR et le 0852LR. Cette technique, bien que plus spécifique que le dépistage ELISA, ne
I'est pas a 100%, et une étude de séroneutralisation des autres flavivirus (dengue, fievre jaune,
encéphalite japonaise, Zika virus, West-Nile virus) chez les autres patients permettrait
d’exclure une possible réaction croisée en cas de négativité ou de titre faible en I1gG
neutralisants. Sans ces résultats de séroneutralisation, nous pouvons tout de méme avancer
quelques hypothéses concernant certains patients grace aux données épidémiologiques. En
effet, les résultats de la sérologie TBEV semblent pouvoir s’expliquer chez 38,9% (7/18) des
patients par une vaccination contre la fieévre jaune (6/7), 'encéphalite japonaise (1/7) et
'encéphalite a tiques (1/7) excluant alors I'hypothése d’'une encéphalite a tiques chez ces
patients. Ces résultats peuvent également s’expliquer par des antécédents d’infection par le
virus de la dengue chez 27,7% (5/18) des patients, capable également de provoquer des
fausses positivités de la sérologie TBEV. En revanche, la séroneutralisation des I1gG dirigés
contre le virus de I'encéphalite a tigues met un évidence une forte prévalence d’anticorps
capables de neutraliser le virus. Cependant, les patients 0838AN, 0737MC et 0109LR
possédent des titres moyens au minimum équivalent voire plus élevé que le patient 0928BM
qui lui est vacciné contre le TBEV.

Concernant ces trois patients, le patient 0109LR est d’origine vénézuélienne et vit dans
le pays qui est un haut lieu de circulation du virus de la fievre jaune, de la dengue et du Zika
virus. Le patient n’est malheureusement pas joignable mais le lieu d’habitation est une
hypothése pouvant expliquer le titre moyen d’lgG neutralisants de 10880 retrouvé chez ce
patient au cours de cette étude. Le patient 0838AN n’a malheureusement pas donné suite au
questionnaire et il serait intéressant de le recontacter pour connaitre son statut vaccinal, ses
voyages potentiels en zone d’endémie et évaluer son risque d’exposition au vecteur. Enfin le
patient 0737MC semble étre, quant-a-lui, fortement exposé aux piqlres de tiques. En effet, ce
patient vie en milieu rural, proche de bois et foréts et pratique ses loisirs en milieu boisé
(chasse et randonnée). De plus, ce patient consomme des produits laitiers issus de caprins et
est donc susceptible de se contaminer par ingestion. Ce patient, originaire de Corréze, non
vacciné contre les virus de I'encéphalite a tiques, de la fiévre jaune, de la dengue ou de
'encéphalite japonaise et n’ayant pas voyagé en zone d’endémie de TBEV ou d’autres
flavivirus possede un titre en IgG neutralisant le virus de I'encéphalite a tiques de 10240. Ce
titre élevé, en 'absence de données épidémiologiques pouvant expliquer une réaction croisée,
permet d’envisager une réelle infection par le TBEV en Limousin. Ce patient doit étre
recontacté pour une vérification des données épidémiologiques récoltées. En cas de
confirmation des informations, une enquéte épidémiologique plus précise permettant
d’identifier le(les) lieu(x) de piqlres de tiques est a envisager. Cette enquéte permettrait
d’identifier les lieux probables de circulation du virus et ainsi de concentrer les récoltes de
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tiques et donc la recherche du virus a ces coordonnées GPS. Ce patient étant un chasseur,
une sérologie TBEV pourrait étre réalisée sur son(ses) chien(s) avec I'accord du patient.

Concernant les résultats de séroprévalence, il est difficile de se comparer avec d’autres
études en France. En effet, ce sujet est peu étudié mais la séroprévalence de 2,61% retrouvé
dans cette étude est proche d’'une étude alsacienne de 2016 retrouvant une séroprévalence
de 2,3% chez des personnes ayant une activité professionnelle en forét(143). Plus récemment
une autre étude alsacienne retrouve une séroprévalence de 5,89% sur 1689 sérums analysés
spécifiquement a la recherche d’anticorps anti-TBEV devant une clinique évocatrice(27).
Concernant la population générale, il n’existe a I'heure actuelle aucune étude a ce sujet, si
bien que la séroprévalence est pour le moment considérée comme treés faible (144).

Ce travail de recherche est donc le premier a s’intéresser a la séroprévalence anti-
TBEV en Limousin, qui est un territoire comme I'Alsace avec une forte concentration du
vecteur de ce pathogéne.

Concernant I'étude de prévalence du virus de I'encéphalite a tique dans les tiques, ces
résultats sont a nuancer. En effet, nous avons volontairement choisi une extraction d’acides
nucléiques totaux afin de pouvoir étudier dans un second temps la prévalence de Borrelia
burgdorferi sensu lato. Cette extraction a cependant nécessité une dilution au centieme des
extraits, du fait d’'une forte concentration en acides nucléiques inhibant la RT-PCR ARN16S
ribosomal d’'Ixodes ricinus. Ces dilutions ont pu contribuer a diminuer la quantité d’ARN viral
dans I'échantillon analysé. Une nouvelle approche est donc a expeérimenter, en utilisant un
volume d’extrait pur, soumis a I'action d’'une DNAse, puis en éluant les ARN a I'aide d’une
colonne de purification. Une fois les ARN isolés, une RT-PCR serait envisageable sans ou
avec une faible dilution de I'extrait, pouvant améliorer la sensibilité de la technique.

Cette approche réalisée sur nos extraits permettrait également de valider notre
extraction d’ARN. En effet, la RT-PCR ARN16S ribosomal d’'Ixodes ricinus qui a été réalisée
pendant ce projet ne nous permet pas de distinguer la qualité et la quantité de 'ARN et de
I’ADN dans les différents échantillons.

Il est aussi également envisageable pour les collectes futures d’extraire uniquement
les ARN comme décrit par I'équipe de Topp et, al., 2022(45), rendant cependant I'étude de la
prévalence de Borrelia burgdorferi sensu lato impossible.

Néanmoins, il est également envisageable que ces extraits soient effectivement de
vrais négatifs. La difficulté dans la détection du virus repose sur sa répartition géographique,
c’est-a-dire que le virus circule au sein de foci, pouvant étre identifiés par des enquétes
épidémiologiques autour de cas confirmés. En effet, en zone de « forte endémie » connue
comme le Sud de I'Allemagne (Baviére, Bade-Wurtemberg), le taux d’infection minimum (MIR)
du virus dans les nymphes est compris entre 0,03% et 0,36% et entre 0,19% et 0,51% chez
les adultes sur une cohorte de plus de 20 000 tiques étudiées(45). Une autre étude sur plus
de 6500 tiques confirme la précédente avec un MIR de 0,23% toutes stases confondues en
« zone arisque » et aucune tiques positives en « zone a faible risque » sur plus de 1500 tiques
testées(145). En Limousin, a ce jour, aucun cas d’encéphalite a tiques n’ayant été décrit, la
recherche du virus dans le vecteur ne peut s’envisager que de maniére aléatoire sur le
territoire. Cependant, le cas probable d’infection a TBEV en Corréze va désormais orienter les
futures recherches dans ce département.
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L’originalité de notre étude repose sur I'analyse de nombreuses tiques adultes réparties
sur plusieurs sites du territoire limousin. Les analyses ont été réalisées sur 470 tiques adultes
récoltées sur la base du volontariat, majoritairement sur des animaux de compagnies et des
chevaux via les centres équestres. Ces tiques adultes présentent 'avantage par rapport aux
nymphes d’avoir bénéficié d’'un repas sanguin supplémentaire, et donc ont statistiquement
plus de risque d’étre infectées par le virus de I'encéphalite a tiques. Dans la littérature, peu
d’articles étudient les tiques adultes. En effet, la méthode du drapeau est plus simple a mettre
en place qu’une récolte participative. Malheureusement, elle estime environ 10% de la quantité
de tiques réellement présentes sur le passage du drapeau(146) et capture majoritairement
des nymphes a I'aff(t sur les végétations basses.

De plus, la récolte participative a partir de tubes contenant de I'éthanol a 70% v/v a
permis de valider la conservation des acides nucléiques sur le long terme sans nécessité de
conservation en milieu réfrigéré. Cette approche collaborative permet donc de couvrir des
points variés du territoire, ce qui est important pour palier au probléme de répartition du virus.

Concernant Borrelia burgdorferi sensu lato, le taux d’infection minimal des Ixodes
adultes retrouvés dans cette étude est de 10% en accord avec les études précédentes en
Limousin menées par l'institut Pasteur en 2005 et 2006 retrouvant une prévalence de 16% et
15,7% respectivement. En effet, la méthode de détection par pool est économiquement plus
intéressante mais est moins exhaustive et sous-estime ainsi la véritable prévalence du
pathogéne.

Les deux études de linstitut Pasteur en 2005 et en 2006 ont permis d’identifier les
espéces majoritairement isolées en Limousin (Figure 38). Les deux espéces majoritaires sont
B.garinii et B.afzelii avec 33% et 31% respectivement. Fait intéressant, B.afzelii était 'espéce
maijoritaire en Creuse et B. garinii 'espéce majoritaire en Haute-Vienne.

B spielmanii
B valaisiana 17% i
B burgdorferi ss.
10%

Bafzelii 31%

Figure 37 : Espéces de Borreliella majoritairement isolées en Limousin en 2006 (Selon le rapport
annuel de linstitut Pasteur, 2006)

Un séquencgage des pools positifs détectés dans cette étude par le CNR Borrelia de
Strasbourg est envisagé dans le but de mettre a jour ces données. En effet, parmi les 47
échantillons positifs, 17 proviennent de Haute-Vienne et 30 de Creuse. A I'avenir, la mise en
place de la détection du génome de Borrelia burgdorferi sensu lato par PCR en temps réel est
prévue au sein du laboratoire de Bactériologie-Virologie-Hygiéne du CHU de Limoges.
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VI. Conclusion et perspectives

Les résultats de cette étude ont permis pour la premiére fois en Limousin d’émettre
I'hypothése de la présence du virus de I'encéphalite a tiques dans la région par I'intermédiaire
d’'une analyse sérologique sur une population ciblée. Cette affirmation requiert des
investigations complémentaires permettant d’affirmer la présence du TBEV en Limousin. Cette
étude souligne également la complexité de I'interprétation des sérologies dirigés contre le virus
de I'encéphalite a tiques et la nécessité de confirmer les sérologies de dépistages par des
séroneutralisations vis-vis d’autres flavivirus pouvant induire des réactions croisées.
L’investigation de chaque cas par une enquéte épidémiologique précise est également une
étape primordiale pour identifier les zones de circulation du TBEV.

La recherche du virus de I'encéphalite a tiques dans le vecteur sur 470 Ixodes adultes
s’est révélée cependant infructueuse mais compte tenu de la faible prévalence du virus dans
les tiques, il est nécessaire d’augmenter la cohorte de tiques étudiées pour affirmer ou infirmer
la présence du virus en Limousin. Compte tenu des résultats de I'étude sérologique, il faudrait
inclure en particulier des sites de récolte en Correze, lieu d’habitation du patient présentant
une tres forte probabilité d’infection par le TBEV. Cette approche moléculaire a la recherche
du virus de I'encéphalite a tiques dans le vecteur est avant tout une étude préliminaire visant
a préparer et optimiser I'extraction et la détection du virus dans les tiques. En effet, un travail
de grande ampleur est en préparation sur les tiques récoltées par la méthode du drapeau,
c’est-a-dire plus de 4000 a ce jour. Cette nouvelle étude, en collaboration avec le CNR Borrelia
de Strasbourg vise a analyser un nombre important de tiques dans le but de mettre en
évidence la présence du TBEV en Limousin et de mettre a jour les données épidémiologiques
sur la répartition de Borrelia burgdorferi sensu lato.
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Annexe 1 : Arbre phylogénétique des séquences d’acides aminés conservés des
membres de la famille des Flaviviridae (ICTV, 2023)
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Te

M18370 Japanese encephalitis virus

AF161266 Murray Valley encephalitis virus
AF013384 Koutango virus

-@M12294 West Nile virus
@ AY453411 Usutu virus
1 @ AF013413 Yaounde virus
@KF917536 Cacipacore virus
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\Y632544 Saint Louis encephalitis virus
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AY632545 Bagaza virus
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‘ @ AY632536 Bussuquara virus
@AY632535 Zika virus
2s—@DQ859064 Spondweni virus
@M19197 Dengue virus

i Mosquito
\Y632541 K i
T OEUT59426 Nounane virus -borne
@ AY632540 Kedougou virus
F1883471 Chaoyang virus

789 Lammi virus

oo— @ DQ837642 Sepik virus
@EU707555 Wesselsbron virus

X03700 yellow fever virus

@DQ859060 Edge Hill virus
DQ859057 Bouboui virus

DQ859056 Banzi virus

Q859065 Uganda S virus

DQ859066 Jugra virus

DQ859062 Saboya virus

B ©DQ235150 Saumarez Reef virus

©DQ235144 Meaban virus
..DQ235146 Kadarv} virus . .
DQ235149 Royal Farm virus X O h I
- 002335147 Karshi virus Tlck_bor—ne rthoflavivirus
—©L06436 Powassan virus
DQ235145 Gadgets Gully virus
AY323490 Kyasanur forest disease virus
QAF253419 Langat virus
51~ OY07863 Louping ill virus
©AY193805 Omsk hemorrhagic fever virus
LOTEU27495 tick-borne encephalitis virus
@ AF160193 Apoi virus
KJ469371 Jutiapa virus
AF013402 San Perlita virus
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- ©AJ242984 Modoc virus vector
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lr OKC464457 mosquito flavivirus
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©JX428945 Aydin-like pestivirus
- OAF037405 Border disease virus
O AF002227 bovine viral diarrhea virus 2
sa, 85\12{10215 Hobi-like pestivirus

100|

44617 giraffe pestivirus
o | —OM31182 bovine viral diarrhea virus 1
o OAY781152 pronghorn antelope pestivirus
of | QEF100713 porcine pestivirus Bungowannah
—— OKJ950914 rat pestivirus

Pestivirus
—— OKR011347 atypical porcine pestivirus

90—

9
q‘lj OKC411784 rodent hepacivirus NLRO7-oct70 NEL 2007
100 8“950938 Norway rat Eepacivirus NrHV-1
KJ950939 Norway rat hepacivirus NrHV-2
——— OHgU2230:

KC815310 rodent hepacivirus RHV-33

4 GBV-B
OKC411806 rodent hepacivirus SAR-3 RSA 2008
QKC796077 bat hepacivirus -11.
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7 OKC796074 bat hepacivirus PDB-829
100 %<C796078 bat hepacivirus PDB-491

KP641127 bovine hepacivirus BovHepV 463/G HepaCl Vlrus
OKP325401 non-primate hepacivirus NZP1
O D00944 hepatitis C virus HC-J6
1 ©Y13184 hepatitis C virus EUH1480
o

QEF108306 hepatitis C virus QC69
0OD17763 hepaptitis C virus NZL1 H C \/
OGUB14265 hepatitis C virus ED43 .
100 QY12083 hepatitis C virus EUHK2
|| OAF011751 hepatitis C virus H77
100 O M62321 hepatitis C virus PT
@KT439329 human hepegivirus AK-790
(796080 bat pegivirus PDB-1698
OKC815311 rodent pegivirus CC61
KC796076 bat pegivirus PDB-620
10 @ GU566734 GBV-D 68
GUS566735 GBV-D 93
KC796088 bat pegivirus PDB-1715

(C410872 equine Pegivirus-1 C0035
C145265 Theiler's

10:

isease associated virus
U351669 porcine pegivirus PPgV 903 Ger 2013 P L
HGU22303 GBV-A
HGU94421 GBV-A Alab eg,VIrus
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- @AB021287 human pegivirus HGV-MY14
D87713 human pegivirus K2141
AY949771 human pegivirus D50
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Annexe 2 : Carte géographique montrant les régions d’Extréme-Orient ou travaillaient

les deux groupes d’expédition contre I’encéphalite a tiques en 1937 (Zlobin et al.,

2017)
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Annexe 3 : Tire-tique et maniére de retirer une tique ( Selon medpet.fr)
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Annexe 4 : Procédure de test SERION ELISA classic FSME/TBE Virus IgG et IgM

quantitatif

7.4 Apergu général - Procédure de test

SERION ELISA classic
FSME/TBE Virus IgG/igM
quantitatif

Dans le cas de détection d'IgM de facteur rhumatoide, voir No. 7.2.1;
Incubation de 15 minutes a température ambiante ou toute une nuit a 4°C

dilution d'échantillon’
(échantillon de patient)
1+100

Pipetez les échantillons dilués et les sérums controle négatif /
standard préts a I'emploi dans les puits microtest (100 pl)
o

INCUBATION 60 min a 37 °C
chambre humide

3
LAVAGE (4 x 300 I )2
s

Déposez le conjugué (100 pl)
4

INCUBATION 30 min a 37 °C
chambre humide

)
LAVAGE (4 x 300 pl )
8

Déposez le substrat (100 i)
8

INCUBATION 30 mina 37 °C
chambre humide / incubation sombre

4

Déposez la solution d'arrét [ STOP | (100 pl)
3

[ LECTURE DEXTINCTION 2405nm |

Les tampons spéciaux pour les tests SERION ELISA classic suivants :
Borrelia burgdorferi IgG, IgM, Dengue Virus superior IgM et Epstein-Barr Virus EA IgG

ZPour une utilisation manuelle :
tapez la plaque, 2 la fin de la procédure de lavage, sur un papier absorbant.

francais 1
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Annexe 5 : Principe du MAC-ELISA(147)

Spectrophotometer
Non-coloured Coloured Anti-dengue
substrate e substrate Ab cojugated
_Q*_Lz”> with enzyme
DEN antigen
Non-dengue-specific | . —
M ={ _}, ,‘{4: Patient’s IgM
:;’,“l,-;{ :/ ')f:,\\;,

- i A A - ’A | Anti-u chain

Microplate
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Annexe 6 : Questionnaire envoyé aux patients avec une sérologie positive

\d g
VITAL (=3
Version n* 1.0 du 07/04/2023 gti_q

Queatisnnaine Patient N° inclusion
Protocole VITAL

DATE L oo smssnlomsmmmsmndommmennss B

Dans quelle région vivez-vous ?

[OJerand-Est  [[] Pays de la Loire [J Auvergne Rhéne-Alpes [ lle-de-France [J Normandie
D Occitanie D Centre-Val de Loire E] PACA D Nouvelle-Aquitaine D Bretagne
[ oom-tom
Vous vivez en : Etes-vous proche de : Quelle est votre activité professionnelle ?
[ Milieu urbain [J Bois, foréts, lisieres
[ milieu rural [ points d’eau Avez-vous voyagé en PACA/Occitanie ?

Avez-vous voyagé dans les régions suivantes :
[ Rrussie [ europe-Centrale [[J est de la France

Si oui, précisez (lieu, durée) : .

Etes-vous vacciné contre :

[[] Le virus de la Dengue (DENGVAXIA®) [ e virus de I'encéphalite Japonaise (IXIARO®)

Année : . Année : ...

[ Le virus de I'encéphalite a tiques (TICOVAC®, ENCEPUR®) [[] Le virus de Ia fiévre jaune (STAMARIL®)

7.1, - ANDEES wismenirraye

Avez-vous déja été mordu par une tique ?

[Joui [JNon

Pratiquez-vous des loisirs en foréts ? [Jnon O oui
Stoisl, précisez (Wit rondonnee; CURINEIIE; ..} i ciiisiisimionsississninisinssisiosemsinssisssisesissoisbssmabiosiassssssiassdssitos

Consommez-vous du fromage/lait de chévre ? [ non Ooui [C] Ne sait pas
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Annexe 7 : Note d'information envoyée au patient

o VITAL y‘
% Version n°® 2.0du 23/06/2023 g:-'-.l.-.-g

NOTE D’'INFORMATION
RECHERCHE DU VIRUS DE L’ENCEPHALITE A TIQUES EN LIMOUSIN.
PROJET VITAL
Promoteur de la recherche : Investigateur coordonnateur de la recherche :
Professeur HANTZ Sébastien

Laboratoire de Bactériologie-Virologie-Hygiéne

Centre de Biologie et de Recherche en Santé

CHU Limoges

87042 LIMOGES cedex

Tél: 0555056166 [ sebastien.hantz@chu-limoges.fr

CHU delimoges
2 avenue Martin Luther King
87042 LIMOGES cedex

Madame, Monsieur,

Le Pr Sébastien Hantz vous propose de participer a un projet de recherche dont le CHU de Limoges
est promoteur, sur la recherche du virus de 'encéphalite a tiques.

Pourquoi cette recherche ?

Dans ke cadre de Pactivité de recherche clinique du CHU de Limoges, le laboratoire de
Bactériologie-Virologie-Hygiéne méne un projet de recherche sur le virus de Pencéphalite a tique
(TBE). Les tiques sont rencontrées principalement lors de randonnées en foréts et autres activités
extérieures proche des herbes hautes. Les tiques apparaissent aujourd’hui comme un groupe vecteur
majeur de maladies bactériennes, virales ou encore parasitaires tant chez I'animal que chez
IHomme, la maladie de Lyme étant la pathologie la plus connue du grand public. C’est dans ce
contexte, que nous nous intéressons dans ce projet a la transmission potentielle du virus de
Pencéphalite a tiques (TBE). Décrit dans les pays de 'Est, cette pathologie est également présente
dans Est de la France, de I’ Alsace a la Franche-Comté. Selon les derniéres données disponibles, il
n’y a pas de cas d’encéphalite a tique décrit en région Limousin.

Quel est ’objectifde cette recherche ?

L’objectif de cette étude est donc de rechercher dans le sérum de patients habitant en
Limousin la présence éventuelle d’anticorps dirigés contre le TBE qui suggéreraient que la personne
a été en contact avec ce virus ou vaccinée par le vaccin anti-TBE.

Comment se déroule cette recherche ?

Les prélévements biologiques utilisés (sérum) sont des reliquats de prékvements réalisés
dans le cadre du soin dont les patients ont bénéficié au CHU de Limoges et au cours duquel vous
n’avez pas formuk d’opposition a leur utilisation dans le cadre de la recherche biomédicale,
conformément a Parrété du 12 avril 2018 fixant la liste des recherches mentionnées au 3° de larticle
L. 1121-1 du code la santé publique. La recherche d’anticorps anti-TBE a été réalisée sur 1000
patients. Pour les patients dont le sérum est positif, un questionnaire est envoyé afin de recueillr des
données complémentaires permettant de déterminer les facteurs de risque associés.

Que vous demande-t-on ?

Vous faites partie de ces patients et analyse de votre sérum a mis en évidence la présence
d’anticorps anti-TBE témoignant soit d’un contact avec le virus soit d’une vaccination anti-TBE.
Afin de mieux comprendre les circonstances ayant conduit a ce résultat, nous souhaiterions que vous
remplissiez et renvoyez le questionnaire ci-joint. Sans retour de celui-ci un mois aprés P'envoi, un
rappel vous sera fait par contact téléphonique.

1/2
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reie VITAL y
m Version n® 2.0 du 23/06/2023 9,2'}’-_-

Quels sont les bénéfices attendus ?

Il n’y a pas de bénéfice immédiat attendu. Le bénéfice principal de cette étude est d’apporter
de nouvelles données épidémiologiques sur le virus de I'encéphalite a tique, notamment de mieux
définir sa zone de circulation en France.

uels sont lesinconvénients possibles ?

Il n’y a pas d’inconvénient a cette recherche, mise a part le temps passé a compkéter le
questionnaire.

Quels sont vos droits ?

Concernant vos données personnelles :

Dans le cadre de cette étude, qui répond au critére d’intérét public tel que décrit dans le
Réglement Général sur la Protection des Données n°2016/679, un traitement informatique de vos
données personnelles et médicales sera mis en ccuvre afin de pouvoir analyser les résultats de la
recherche au regard de I'objectif de celle-ci.

Toute information vous concernant recueilie pendant cette étude sera traitée de fagon
confidentielle. Seuls les responsables de I'étude pourront avoir accés a ces données. A I'exception
de ces personnes, qui traiteront les informations dans le strict respect du secret médical, votre
anonymat sera préservé.

Conformément aux dispositions de la loi relative a I'informatique, aux fichiers et aux libertés,
vous disposez a tout moment d’un droit d’accés et de rectification des données informatisées vous
concernant (loi n° 2004-801 du 6 aofit 2004 modifiant la loi n° 78-17 du 6 janvier 1978 relative a
I'informatique, aux fichiers et aux libertés).

Vous disposez également d’un droit d’opposition a la transmission des données couvertes
par ke secret professionnel susceptibles d’étre utilisées dans le cadre de cette recherche et d’étre
traitées. Vous pouvez également accéder directement ou par I'intermédiaire du médecin de votre
choix a lensemble de vos données médicales, en application des dispositions de l'article L1111-7
du code de la santé publique. Si vous le souhaitez, vous pourrez consulter les résultats globaux de
cette étude en faisant une demande a la direction de la Recherche Clinique du CHU de Limoges.

Concernant votreparticipation :

Conformément 2 la Joi n°2012-300 du 5 mars 2012 relative aux recherches impliquant la personne
humaine :

- Cette recherche a obtenu un avis favorable du Comité de Protection des Personnes de Sud-
Estl.

Aprés avoir lu cette note d’information, Vous pourrez a tout moment demander des
informations complémentaires au Pr Sébastien HANTZ

Votre participation est entiérement volontaire. Vous pouvez donc faire connaitre 2 tout
moment auprés du Pr Sébastien HANTZ votre volonté de ne pas participer A cette étude, et
continuerez a bénéficier de la meilleure prise en charge médicale possible, conformément aux
connaissances actuelles.

Lorsque cette recherche sera terminée, si vous le souhaitez, vous serez tenus informés
personnellement des résultats globaux par votre médecin dés que ceux-ci seront disponibles.

En participant a ce recensement, vous aiderez les pouvoirs publics a prendre les mesures les
plus adaptées pour la prévention de cette infection.

Nous vous remercions de votre attention.

22 ) ) - -
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Annexe 9 : Différents protocoles réalisés dans le cadre de la mise au point de

I’extraction d’ADN et d’ARN de tiques
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Annexe 10 : Monomeéres d’acide nucléique verrouillé et d’ADN (Selon Sigma-Aldrich)

Base Base
HO HO
0 0
OH OH
Locked Nucleic Acid Monomer DNA Monomer
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Serment De Galien

Je jure en présence de mes Maitres de la Faculté et de mes condisciples :

- d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;

- d’exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de respecter
non seulement la Iégislation en vigueur, mais aussi les régles de I’honneur, de la probité et du
désintéressement ;

- de ne jamais oublier ma responsabilité, mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine,
de respecter le secret professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les
meeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres, si j'y manque.
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Maladies vectorielles a tiques en Limousin

Les tiques du genre Ixodes sont pourvoyeuses de nombreux pathogénes dont la bactérie
Borrelia burgdorferi sensu lato, responsable de la maladie de Lyme, et le virus de I'encéphalite
a tiques (TBEV). Le TBEV circule de I'Asie a 'Europe de I'Est avec quelques cas décrits en
France en Alsace et Haute-Savoie et une expansion des zones a risque identifié selon un axe
Est-Ouest. Majoritairement asymptomatiques, les formes cliniques peuvent étre fatales avec
une atteinte neurologique sévere et se compliquer de comorbidités. Le Limousin fait partie des
régions potentiellement a risque de transmission du fait de la forte présence du vecteur liée a
la grande surface boisée et la forte activité d’élevage. Néanmoins, aucun cas d’infection par
le TBEV n’y a été décrit a ce jour. L’objectif de ce travail est donc de réaliser une étude de
séroprévalence TBEV chez des patients ayant bénéficié d’'un dépistage sérologique de la
maladie de Lyme dans le cadre du soin entre janvier 2020 et janvier 2023 au CHU de Limoges
complétée par une étude de prévalence du TBEV et de Borrelia burgdorferi sensu lato dans
les tiques prélevées en région Limousin. Dans cette étude, 880 patients ont été inclus et
dépistés a la recherche d’anticorps dirigés contre le virus de I'encéphalite a tiques. Vingt-huit
patients présentent des immunoglobulines de type G (IgG) et parmi ces échantillons, trois
patients ont un titre élevé en anticorps neutralisants le TBEV. L’un d’eux, originaire de Corréze
et présentant de nombreux facteurs de risque d’exposition sans argument en faveur d’'une
réactivité croisée sérologique, pourrait avoir contracté une infection par le TBEV. La recherche
du virus dans le vecteur n’a retrouvé aucune tique porteuse de TBEV sur 470 Ixodes
analysées. En revanche, le taux d’infection des tiques par Borrelia burgorferi sensu lato est au
minimum de 10%. Une analyse de plus de 4000 tiques viendra en complément de cette étude.

Mots-clés : Virus de I'encéphalite a tiques, TBEV, Borrelia burgdorferi, Tiques, Limousin

Tick borne diseases in Limousin

Ticks of the genus Ixodes are purveyors of numerous pathogens, including the bacteria
Borrelia burgdorferi sensu lato, responsible for Lyme disease, and tick-borne encephalitis virus
(TBEV). TBEV circulates from Asia to Eastern Europe, with a few cases described in France
in Alsace and Haute-Savoie, and an expansion of identified risk zones along an East-West
axis. Mostly asymptomatic, clinical forms can be fatal, with severe neurological damage and
comorbidities. Limousin is one of the regions potentially at risk of transmission, due to the
vector's strong presence, linked to its large wooded area and livestock farming activities.
Nevertheless, no case of TBEV infection has been described to date. The aim of this study is
therefore to investigate the seroprevalence of TBEV in patients who underwent serological
screening for Lyme disease between January 2020 and January 2023 at the Limoges
University Hospital, complemented by a study of the prevalence of TBEV and Borrelia
burgdorferi sensu lato in ticks collected in the Limousin region. In this study, 880 patients were
included and screened for antibodies to tick-borne encephalitis virus. Twenty-eight patients
were found to have type G immunoglobulins (IgG), and among these samples, three patients
had high titres of TBEV-neutralizing antibodies. One of them, originally from Corréze and
presenting numerous exposure risk factors with no evidence of serological cross-reactivity,
could have contracted a TBEV infection. The search for the virus in the vector revealed no
TBEV-carrying ticks out of 470 Ixodes analyzed. In contrast, the infection rate of ticks with
Borrelia burgorferi sensu lato is at least 10%. An analysis of over 4,000 ticks will complement
this study.

Keywords : Tick-borne encephalitis virus, TBEV, Borrelia burgdorferi, Ticks, Limousin



