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Maladies a tiques en Europe

Vecteur Pathogene Maladie
Rhipicephalus sanguineus Rickettsia conorii complex Fievre boutonneuse
meéditerranéenne
Dermacentor sp. Rickettsia slovaca TIBOLA-DEBONEL-SENLAT
Ixodes ricinus TBE virus TBE
Babesia (divergens,microti, Babésiose
venatorum)
Borrelia burgdorferi sl Lyme
Anaplasma Anaplasmose humaine
phagocytophilum granulocytique
Neoehrlichia mikurensis Fievre + thromboses
Francisella tularensis Tularémie

Rickettsia helvetica [



Ou est presente la maladie de Lyme ?

l persulcatus

l. ricinus

Vecteur = Ixodes



g taue

Transmission Infection avortée

phase précoce localisée Erytheme migrant

phase précoce disséminée
neuro articulaire = Lymphocytome cardiaque oculaire

Acrodermatite
Chronique
Atrophiante

phase tardive

chroniques

D’apres F. Schramm



J'ai éte piqué par une tique...

Taux d’infection par Borrelia en Europe : 1 — 30% (nymphes : 10% en France)

Si pigQre par une tique infectée ?

{ 1

" infectionavortée= | RIEN

1

(A. Hofhuis et al., 2013)

Maladie
Séroconversion simple 60-88% 3-15%
9-25%
l 84%
Infection localisée 14%
A 4

10%

RICAI, Paris, 16-17 déc 2019

» Manifestations dissé

\4

minées

2%

\4

Manifestations tardives

D’apres P. Oschmann et coll., 1999



Incidence de la borréliose de Lyme en France

Réseau Sentinelles, 2019



Incidence de la borréliose de Lyme :
France - Allemagne

Vandenesch et al, Eurosurveillance, 2016
Réseau Sentinelles, 2017

Allemagne (2018) : 9 « landers » :

* 95 % érythemes migrants et 4,8 % formes disséminées

* Taux Incidence annuel estimé 2013-2017 : 26 a 41 cas/100 000 Habitants
* Incidence annuelle estimée 2013-2017 : 56 446 cas

(Robert Koch Institute, 2018)






Densité mensuelle moyenne en nymphes Ixodes ricinus en Alsace depuis 2013
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Répartition des différentes especes de Borreliella en
Alsace et en Bretagne (2018-2019)
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Especes de Borrelia détectées chez ’Homme en France
(n = 263)



Infections humaines : autres

pathogenes ?

Tique Ixodes

TRANSMISSION ?
INFECTION ?

=)

Détection ADN : 25 bactéries, 12 parasites et virus
(Borrelia, Anaplasma, Ehrlichia, Rickettsia,
Bartonella,

Candidatus Neoehrlichia, Coxiella, Francisella,

Babesia, Theileria ...)

Michelet et coll., Cell Inf Microbiol, 2014

Maladie ?

B. burgdorferi sl : oui

Anaplasmose : oui

TBEV : oui

Francisella : parfois

B. myiamotoi : oui si ID

Babesiose : oui si ID

Neoerlichia mikurensis :
ouisi D

Rickettsia helvetica ?

Autres ??



Tests diagnostiques borréliose de Lyme européenne

e Tests directs :

— Culture : lente — réservé aux labos spécialisés - sensibilité variable selon le
site anatomique

— PCR : sensibilité mauvaise sur LCS +++, quasi nulle sur le sang +++
—> Utile sur biopsies et sur liquides articulaires
—PCR « animal »

* Sérologie :
— En 2 temps (EIA £ WB) : pour conjuguer sensibilité et spécificité

— N’est pas un test de dépistage -> sérologie positive # maladie

— A prescrire et a interpréter en fonction de la clinique +++

— Ne permet pas de #cier cicatrice sérologique et infection active
— Attention aux IgM (+) isolées persistantes ++
— Neuroborréliose : intérét de la PL associée ++ :

* Lymphocytose

» Syntheése intrathécale spécifique anti Borrelia



Sociétés savantes ayant participé et validé ces recommandations

Société de
psychologie
médicale et de
psychiatrie de liaison
de langue francaise

Société francaise de
rhumatologie et
médecine interne
pédiatrique




Tests diagnostiques borréliose de Lyme européenne

Suspicion clinique SEIEISER Se’n5|b|I|.te S|:3eaf|C|.te PCR Autres examens utiles
ELISA sérologie sérologie
Piqlre de tique Pas d’intérét / / / Non
\ . Non IgG : 36% IgG : 96% PCR biopsie cutanée : L .
Erythéme migrant | mmandé | IgM : 42% lgM : 95% Sensibilité 35-81% FE e G
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RICAI, Paris, 16-17 déc 2019




Tests diagnostiques borréliose de Lyme européenne

Suspicion clinique Sérologie Se’n5|b|I|.te Sp’ecmc[te PCR Autres examens utiles
ELISA sérologie sérologie
Neuroborréliose o o PCR LCS: Synthése intrathécale (index Ac)
précoce < 6 semaines '8G + lgM 67-85% 92-97% Sensibilité variable Cytologie du LCS (lymphocytose)
Neuroborréliose
. PCRLCS: hése intra-thécal
semi-précoce IgG + IgM 90-99% 92-97% ¢ ) CS, n Syr.1t ese Intra-thecale
. . Pas d’intérét Cytologie du LCS (lymphocytose)
6 semaines - 6 mois
Neuroborreliose tardive IgG 99% 92-97% PCR LS : Pas d'intérét /

> 6 mois
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Tests diagnostiques borréliose de Lyme européenne

Suspicion clinique Sérologie Se’n5|b|I|.te Sp’ecmc[te PCR Autres examens utiles
ELISA sérologie sérologie
. 1gG : 94% 1gG : 97% PCR liquide articulaire: A .
Arthrite de Lyme IgG lgM : 39% lgM : 95% Sensibilité 36-85% PCR biopsie synoviale

19
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Tests diagnostiques borréliose de Lyme européenne

Suspicion clinique Sérologie Se’n5|b|I|.te Sp’ecmc[te PCR Autres examens utiles
ELISA sérologie sérologie
Acrodermatite oG I18G : 99% IgG: 97% PCR biopsie cutanée : Histologie
chronique atrophiante g IgM : 18% IgM : 97% Sensibilité 16-92% g

20

RICAI, Paris, 16-17 déc 2019




Tests diagnostiques autres MVT

. . . . . Critéres diagnostiques Spécificité X
Suspicion clinique Sérologie . g 9 p . PCR Autres examens utiles
sérologiques sérologie
. s s q M et IgG Reactions crglsees : uniquement a la phase LCS : Cytologie
Encéphalite a tiques 1gG + IgM Séroconversion ou autres arboviroses,

Augmentation IgG

vaccin fievre jaune (IgG)

initiale (virémie)

(monocytose) + IgM

21
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Tests diagnostiques autres MVT

. . . . . . Criteres diagnostiques Spécificité .
Suspicion clinique Sérologie ) g 9 p . PCR Autres examens utiles
sérologiques sérologie
Augmentation Ig T o . .
Anaplasmose B} ug .I gtou PCR sur sang total, Frottis sanguin
ranulocytique '8G, leM Seroconversion, Se: 32% 97% hase fébrile (détection de morulae)
g yiq ou lgT Taux élevé Ig Totales ? P

humaine

Se: 58%

Se: 74%, Sp : 100%

Se :20%
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Tests diagnostiques autres MVT

. . . . , . Criteres diagnostiques Spécificité X
Suspicion clinique Sérologie ) g 9 p . PCR Autres examens utiles
sérologiques sérologie
Séroconversion ou . .
Babésiose 18G + lgM augmentation des IgT inconnue R cyot ARSI VL
ou lgT & g en phase fébrile (détection de trophozoites)

Sensibilité : inconnue
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Tests diagnostiques autres MVT

. . . . . . Criteres diagnostiques Spécificité .
Suspicion clinique Sérologie ) g 9 p . PCR Autres examens utiles
sérologiques sérologie
., . . PCR sur sang total
Borrelia miyamotoi Néant i
y / / en phase fébrile /
(Candldt.ztu.s) , PCR sur sang total
Neoerhlichia Néant / / o /
. . en phase fébrile
mikurensis
- Séroconversion ou Risque de PCR sur escarre
Fievre boutonneuse . - . . . -
méditerranéenne IgG + IgM augmentation Ig T réactions croisées d’inoculation Cytopénie
Sensibilité : 100% apres J30 entre les espéces
Francisella tularensis l8G a?.lro:\z:‘tl::iscl:?\nl oGu Reactions croisees KOS el /
ou lgT 8 8 en IgM ganglion, Se : 75%

Sensibilité : 100% apres J30

24
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Autres tests de laboratoire



Le CXCL13 dans les neuroborrélioses

Molécule sécrétée par les cellules dendritiques avec action sur les
lymphocytes B

Exprimée a des niveaux élevés dans le LCS de patients atteints de
neuroborréliose précoce

/ cryptococcose méningée

Limitations = spécificité méningite entérovirus

* L HIV PE  <ADEM
Standardisation ! sclérose

* Positif en cas de neuro-syphilis, de v en plagues

méningites carcinomateuses, de méningites

virales

Intéressant pour sa VPN ?
Marqueur thérapeutique ?

1 Kingwell K., Infectious diseases : CXCL13 is a potential biomarker for Lyme neuroborreliosis, Nat Rev Neurol (2011)

2 Wutte N et al., Discriminating Lyme neuroborreliosis from other neuroinflammatory diseases by levels CXCL13 in cerebrospinal fluid, J Clin Microbiol
(2011)



Tests de transformation lymphocytaire (TTL) ?

Technique évaluée et standardisée pour la tuberculose : mise en évidence d’une synthese
d’INFy apres stimulation des lymphocytes T par des protéines de mycobactéries

- Un réactif actuellement commercialisé pour Borrelia : Elispot®
- Une étude avec témoins publiée : (3)

14 neuroborrélioses : clinique +LCR =5 MNC/ pL + SIT IgG

103 controle symptomatiques non-Lyme (neuro, art, ...séro
sg et SIT neg)

- > Sensibilité 36 % - Spécificité 82 % ! (3)

1 Von Baehr V et al., The lymphocyte transformation test for Borrelia detects active Lyme Borreliosis and verifies effective antibiotic treatment. The Open Neurology J
(2012)
2 Pury BK et al., Diagnostic use of the lymphocyte transformation test-memory lymphocyte immustimulation assay in confirming active Lyme borreliosis in clinically

and serologically ambiguous cases. Int J Clin Exp Med (2014)
3Nordberg M et al., Can ELISPOT be applied to a clinical setting as a diagnostic utility for Neuroborreliosis? Cells (2012)




TTL et marqueur d’activite ?

33 NB actives : cliniqgue + LCR 25 MNC/uL +/- SIT IgG (n=25)
37 NB traitées : idem, mais 24 mois apres arrét du TT

28 sujets sains (asympto), TT dans le passé pour Lyme (5/28
Séro sg +)

145 contrbles sains (asympto), sans ATCD de Lyme, non TT
(18/145 séro sg +)

-> Pas de distinction infection active versus infection
passée versus sujets sains traités



Détection de Borrelia au microscope ??

Laane MM et al., A simple method for the detection of live Borrelia spirochaetes in human
blood using classical microscopy techniques. Biol Biomed Rep (2013)

Aase A. et al., Validate or falsify: Lesson learned from o microscopy method claimed to be
useful for detecting Borrelia ans Babesia organisms in human blood. Inf Diseases (2016)

« Borrelia » en collier de perles

-> Nombre de positifs dans le groupe (L-form) chez un sujet « témoin »

« controle » plus élevé que dans le groupe
« patient »




Intéerét du CD57 des cellules NK ??

Musical hallucinations in patients with Lyme disease.
Stricker RB, Winger EE.
South Med J. 2003;96 :711-5.

Longterm decrease in the CD57 lymphocyte subset in a patient
with chronic Lyme disease.

Stricker RB, Burrascano J, Winger E.

Ann Agric Environ Med. 2002;9 :111-3.

Decreased CD57 Ilymphocyte subset in patients with
chronic Lyme disease.

Stricker RB, Winger EE.

Immunol Lett. 2001, 1;76 :43-8.

Natural killer cell counts are not different between patients
with post-Lyme disease syndrome and controls.

Marques A, Brown MR, Fleisher TA. —
Clin Vaccine Immunol. 2009;16:1249-50.

-> Aucune différence du taux des
cellules NK CD57 entre les 3 groupes



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12940329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12088407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11222912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19515868

Prétend dépister la maladie de Lyme avec

une photographie des doigts du patient.
(Sciences & Avenir)

« la présence ou |'absence de lumiere sur
certaines zones de ce halo sont révélatrices
de la présence de la bactérie dans le corps ».
Ainsi, le pouce signalerait le microbe au
niveau du cerveau et l'index serait en

relation directe avec le rectum.

Cet examen, facturé 250 € par la société,
permettrait, selon ses concepteurs, de dépister
presque 100 % des patients atteints de la maladie
de Lyme.

https://www.sciencesetavenir.fr/sante/electrophotonique-et-pseudo-traitements-le-scandale-de-la-maladie-de-lyme_112781


https://www.sciencesetavenir.fr/sante/electrophotonique-et-pseudo-traitements-le-scandale-de-la-maladie-de-lyme_112781

Algorithme diagnostique décisionnel en
cas de suspicion de borréliose de
Lyme



Quels enjeux
du diagnostic biologique ?
Une méthode non invasive de diagnostic biologique des formes
neurologiques

Des marqueurs d’évolutivité et de réponse thérapeutique

Une méthode non invasive de diagnostic biologique des

érythemes migrants (= 80 % des atteintes cliniques)
Des tests sérologiques encore plus spécifiques

Avenir = Protéomique ? Métabolomique ? Autre méthode ?






Tests diagnostiques borréliose de Lyme européenne

e Tests en évaluation:
— CXCL13 (LCR) : marqueur d’évolutivité? Spécificité +

e Tests non recommandeés :
— Frottis et microscopie a fond noir / contraste de phase
— Dosage CD57+/CD3-
— Tests sérologiques unitaires par immunochromatographie (autotests)
— PCR Borrelia sur sang — urines
— PCR Borrelia sur LCS si signes cliniques > 6 semaines

* Tests avec données contradictoires/ insuffisantes :
— Tests de transformation lymphocytaire
— Xénodiagnostic, dosage protéines membranaires, Apo B-100

RICAI, Paris, 16-17 déc 2019






Borrelia-Borreliella ?

Spirochetes
m Spirochaetales

Borreliaceae irochaetaceae  Brachyspiraceae  Leptospiraceae

..

i ?
Genre Borreliella : Genre Borrelia

Borrelia impliquées en pathologie humaine D'apres F. Schramm, RFL, 2013



Répartition géographique

garinii

CoE

B burgdorferi
B. miyamotoi
B. mayonii

B. lusitaniae
s
B. miyamotoi




Comment étayer biologiquement
le diagnostic de
borréliose de Lyme ?



Diagnostic biologique direct

Le probleme : rareté des spirochetes, intra-tissulaires
Examen direct : inadapté (sauf fievres récurrentes)
Culture = référence mais laboratoires spécialisés

Milieu de culture spécifique, culture lente

(2 a 8 semaines...)

Sensibilité culture : = 50% a partird’ EM, = 20 % pour ACA,

3-17 % a partir de LCR, < 1% pour arthrite

Borchers AT, et al., Lyme Disease: A rigorous review of diagnostic criteria and treatment, Journal of
Autoimmunity (2014)



Recherche directe par PCR

e Surtout hospitaliere pour l'instant (réactifs « maison ») ;
* Des réactifs commerciaux apparaissent : peu/pas de données humaines dans
la littérature a ce jour ++

Avantages :
- Bonne sensibilité sur lésions cutanées : EM et ACA (50-80 %)

- Bonne sensibilité sur liquide synovial (60-80 %)

- Permet de typer I'espéce en cause

Inconvénients :
- Sensibilité tres décevante dans le LCS (< 10% a 30 % )
- Sensibilité quasi nulle dans le sang +++
- Une positivité ne signe pas forcément une infection active

Marques AR., Laboratory diagnosis of Lyme Disease: Advances and challenges, Infect Dis clin N
Am, 2015



En pratigue : sérologie le plus souvent

Sérologie en 2 temps : pourquoi ?

Technique de 1° intention et non de dépistage (ELISA ++)

But = avoir une sensibilité « maximale », au « détriment » de la
spécificité
Si ELISA (+) ou (Z£) = technique de confirmation (immuno-

empreinte) pour améliorer la spécificité

Western-blot/immuno-blot de confirmation pour sérologie de Lyme car

réactions croisées fréquentes :

Autres agents infectieux, pathologies dysimmunitaires



Des tests inefficaces ?



Des tests inefficaces ?

Ou des tests parfois mal utilisés ?



Prescrire la sérologie
SELON la clinique



Prescrire la sérologie
SELON la clinique

Interpréter la sérologie
AVEC des données cliniques



Borréliose de Lyme :
triade diagnostique

Epidémiologie: Biologie :
*contexte *sérologie sanguine
* piglre de tique *ponction lombaire
* zone d’endémie *ponction articulaire

Clinique:

* les manifestations : dermatol, neurol, articulaires, autres

* selon trois phases de la maladie : primaire, disséminée
précoce, disséminée tardive




Examen complémentaire si suspicion neuroborréliose :
la ponction lombaire

* Réaction cellulaire lymphocytaire (peut manguer dans les PF isolées)

- Hyperprotéinorachie modérée
- Sérologie Borrelia positive dans le LCR (sauf au stade tres précoce de

la neuroborréliose) - Ogrinc et al., CID, 2016

* Synthése intrathécale d'lgG anti Borrelia +++ - Blanc F, et al. Neurology, 2007

-> Non (encore) inscrit a la NABM

A Culture et PCR : examens optionnels, peu sensibles si neuroBb



Limites des tests sérologiques de Lyme

IgM et infection active ?
(+) dans 40 % des arthrites de Lyme : ni marqueur Dc, ni Pc
(+) dans 10-15% des ACA culture (+) seulement

Aaux IgM (+) ISOLEES dans formes disséminés++

Sérologie positive # sérodiagnostic (maladie)

Sérologie positive indique uniquement un contact avec Borrelia (Stanek
G, Lancet 2012)

Suivi sur 7 ans de sujets infectés asymptomatiqguement par Borrelia : 95 a
98 %

ne développent rien en rapport avec Borrelia (Gern L, 2006)



2¢me principe :
la sérologie de Lyme...



2¢me principe :
la sérologie de Lyme...
est de la sérologie...



Limites des tests sérologiques de Lyme

Persistance des Ac # persistance de I’ infection ++

Persistance des Ac apres traitement bien conduit et efficace :
> 10 ans IgM ou 1gG ++ (Kalish RA, CID 2001)

= cinétique normale des Ac dans de nombreuses autres infections

On ne retraite pas sur la base de la sérologie ++
se centrer sur le suivi des signes cliniques objectifs ++

Risque de retraitement par exces ++



Immuno-empreinte (western-blot)

Méthode qualitative

* Nombreux tests commercialisés :

But WB = objectiver la spécificité des anticorps (uniqguement)

Souches locales représentées = en Europe occidentale

B. afzelii / B. garinii : 93 % des tests sur le marché francgais

* Pas de marqueur d’ infection active a ce jour ++:

pas de différenciation entre infection asymptomatique, cicatrice
sérologique - pas de marqueur de maladie persistante

=» Nécessité d’une recherche dans ce domaine



Distribution dans la population

Patients avec Patients avec des

Sujets séropositifs . .
une neuroborréliose  troubles neurologiques

pour Borreliella
-> Valeur Prédictive Positive



Problématique des tests diagnostiques

Population a forte séroprévalence (Alsace, Limousin...)

Séroprévalence : 10 %

Prévalence : 1 % _

Spécificité analytique : 95 % » VPN = 99,97
o

Sensibilité : 98 % A)

Uniquement 16,5 %

de « chance » de » VPP =16.5 %

trouver un patient

malade avec un test
positif sur 'ensemble
de Ila population
ayant un test positif




Problématique des tests
diagnostiques

Population avec une séroprévalence moyenne (2 %)

Prévalence : 0,2 %
Spécificité analytique : 95 %
Sensibilité : 98 %

Séroprévalence : 2 % » VPN = 99 99 %

Uniguement 3,78 % de _ o
« chance » de trouver un VPP = 3;78 %

patient malade avec un »
test positif sur 'ensemble

de la population ayant un
test positif.




SCIENCES sm?
CoNSCIENCE N €ST

Merci pour votre attention






Test de transformation lymphocytaire
(LTT)

B Neuroborrélioses

Se :83,4 % Erreurs méthodologiques Se :36%
Spé : 98,7 % gd Spé : 82 %

étude controlée



Test de transformation lymphocytaire (LTT)

Prévalence : 1% Spécificité : 82% Sensibilité : 36%

e —

Forte << Recos EUCALB Tres faible

LTT Test + Test - Total

Neuroborréliose

. . 36 64 100
confirmée

Vrais positifs Faux négatifs

Sujet sain 1782 8118 9900
Faux positifs Vrais négatifs

Total 1818 8182 10 000




Performances intrinséques/extrinséques des
tests

Performances intrinseques

sensibilitée (se) : % de test positif chez sujets malades

spécificité (spé) : % de test négatif chez les sujets sains

intrin)séques au test (pour une situation clinique donnée : ex arthrite de
Lyme

% ?.or)’g fixées par le seuil de positivité retenu (ne varient pas quand seuil
ixé

« sont indépendantes de la prévalence de la maladie

Performances extrinseques

valeur prédictive positive (VPP) : % de sujets malades parmi les tests +
valeur prédictive négative (VPN) : % de sujets sains parmi les tests -
extrinseques au test (pour une situation clinique donnée : ex arthrite de
Lyme)

« VPN et VPP varient en fonction du niveau de prévalence dans pop testée



Performances intrinséques/extrinséques des tests

Test + Test -

Malade Vrais positifs Faux négatifs

Sujet sain Faux positifs Vrais négatifs

Total ? ?

Total

10 000



Il existe des formes chroniques de LYME....

* Acrodermatite chronique atrophiante

* Arthrite chronique
e Neuroborrélioses tardives

= Tableaux cliniques bien définis, anomalies cliniques objectives

+ Sérologie Borrelia invariablement positive
+ Traitements antibiotiques « courts » efficaces



MAIS les tableaux suivants :

Fatigue, douleurs migratrices, difficultés de concentration

— Syndrome de fatigue chronique, fibromyalgie
— « Intolérance environnementale »

e al'implant Essure®

* alanouvelle formule du Lévothyrox®

* aux éoliennes

e aux ondes électromagnétiques

* aux métaux lourds

+/- symptomes spécifiques d’organes
— Colopathie fonctionnelle
— Glossodynie, vulvodynie
— Syndrome de tachycardie posturale
— Céphalées de tension

Vision des psys : « Trouble a symptomatologie somatique »
(DSM-V)

— 436 % de la population générale



Les tableaux suivants :

Fatigue, douleurs migratrices, difficultés de concentration

— Syndrome de fatigue chronique, fibromyalgie

— « Intolérance environnementale » A s e ie ie
« aux éoliennes Roéle de la médiatisation

* aux ondes électromagnétiques alarmiste
* aux métaux lourds Effet « nocebo »

+/ symptomes spécifiques d’organes

Colopathie fonctionnelle
— Glossodynie, vulvodynie
— Syndrome de tachycardie posturale
— Céphalées de tension

Vision des psychiatres : « Trouble a symptomatologie
somatique » (DSM-V)

— 436 % de la population générale

Ces tableaux ne sont pas « LYME »....
mais des « symptomes médicalement inexpliqués »



Efficacité des antibiothérapies prolongées ?

* « ¢a marche chez moi...»
-> « Amélioration » fluctuante...

 MAIS études contrdlées:
-> pas de supériorité versus placebo !

Berende A et al. N Engl J Med 2016;374:1209-20

Kaplan RF et al. Neurology 2003;60:1916-22
Klempner MS et al. N Engl J Med 2001;345:85-92

* Nombreux traitements « alternatifs » proposés en
association aux ATB



Lantos PM et al. Clin Infect Dis. 2015;60:1776-82.




Obel N et al. BMJ 2018;361:k1998

* 2067 patients avec NB : Danemark (1986-2016)

— Comparés a une cohorte témoin de 20 670 patients
appariée en age et sexe

— Absence de différence a 5 ans en terme de:
* Mortalité
* Nombre de séjours hospitaliers / jours d’hospitalisation
* Taux d’emploi et revenu
* Nombre de jours d’arrét-maladie
* Proportion ayant une pension d’invalidité
* Nombre d’enfants



STRATEGIE EN 2 TEMPS



Strategie en 2 temps

Prévalence : 1% Spécificité : 95% Sensibilité : 98%

| — | —

Forte > Recos EUCALB Excellente

Séro ELISA Test + Test - Total

Lyme confirmé 98 2 100

Vrais positifs Faux négatifs

Sujet sain 495 9 405 9900

Faux positifs Vrais négatifs

Total 593 9 407 10 000



Stratéegie en 2 temps

1 Prévalence : 1% Spécificité : 95% Sensibilité : 98%

Forte > Recos EUCALB Excellente

2 Prévalence : 1% Spécificité : 98% Sensibilité : 98%

Forte > Recos EUCALB Excellente

WB Test + Test - Total

°~J

Lyme ? 98

?

Total 593



Stratégie en 2 temps

1 Prévalence : 1% Spécificité : 95% Sensibilité : 98%

Forte > Recos EUCALB Excellente

2 Prévalence : 1% Spécificité : 98% Sensibilité : 98%
Forte > Recos EUCALB Excellente
|
WB Test + Test - Total
|
Lyme 96-98 0-2 98
Sain 10 485 495

Total



Stratéegie en 2 temps

1 Prévalence : 1% Spécificité : 95% Sensibilité : 98%
|
ELISA Test + Test - Total
__________________________________________________________________________|
Lyme 98 2 100
Sain 495 9 405 9900
.______________________________________________________________________|
Total 593 9 407 10 000
2 Prévalence : 1% Spécificité : 98% Sensibilité : 98%

Vrais positifs
96-98 % Lyme avérés

Faux positifs
10/ 10 000 tests




Stratégie en 2 temps vs WB seul ?

1 Prévalence : 1% Spécificité : 98% Sensibilité : 98%

| — T oee— T oeee— T

WB Test + Test - Total Vrais positifs
98 % Lyme avérés
Lyme 98 2 100
Sain 198 9702 9900 Faux positifs
200/ 10 000 tests
Total 10 000

1 ELISA Test + Test - Total
Lyme 98 2 100
Sain (495 9 405 9900
Total 593 9 407 10 000
2
WB Test + Test - Total Vrais positifs
96-98 % Lyme avérés
Lyme 96-98 0-2 98
Sain 10 485 495 Faux positifs

10/ 10 000 tests
Total 593



Immuno-empreinte (immunoblot)

Indication = méthode de confirmation quand technique de
premiere intention (+) ou douteuse

Western-blot plus sensible que I'ELISA?

Table 18. Summary estimates of test accuracy for EIAs and IB tests for LA case-control studies with
healthy controls

Diagnostic odds ratio (95% CT) Sensitivity (95% CI) Specificity (95% CT)

EIA 377.7 (93.7-1522.0) 0.96 (0.89-0.98) 0.94 (0.85-0.97)
1B 191.6 {11.0-3335.9) 0.93 (0.48-0.99) 0.93 (0.89-0.96)

Table 10. Summary estimates of test accuracy for commercial and in-house IBs and EIAs for NB case-
control studies with healthy controls

Diagnostic odds ratio (95% CT) Sensitivity (95% CT) Specificity (95% CT)
Commercial E1A 68.5 (36.5-129.0) 0.81 (0.70-0.89) 0.94 (0.291-0.96)
Commercial T8 51.8 (15.4-174.0) 0.81 (0.57-0.96) 0.92 (0.88-0.95)

ECDC report, Leeflang et al. 2016



CD57 et cellules NK ?

* Cellules NK : lymphocytes CD3-CD56+CD16+

* CD57 exprimé par une sous-population de NK

e CD57 aussi exprimé par ss-pop LT CD8+ (marqueur
diff terminale)

e CD57 aussi exprimé par cellules dérivées des crétes

neurales



Mois de Contamination
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Age de la borreliose de Lyme
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Sensibilite sur serum

(stade de neuroborréliose)
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Specificité des coffrets EIA Borrelia
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Epidemiologie

Hémisphere Nord : Prédominance en
Europe centrale : Autriche, Slovénie,

Scandinavie

Zones boisées et humides,

typiguement de Mars a Novembre

Piglre indolore, rarement infestante

si durée < 24h




Borrelia-Borreliella

Bactéries de forme hélicoidale, flexibles et mobiles

(flagelles)
153235 umdelongx0,1a0,3 um de large
NON visibles a |la coloration de Gram, * par le Giemsa

NON visibles en microscopie optique standard ->

microscopie a fond noir, a contraste de phase ou a




Position taxonomique des tiques du genre Ixodes

.........

Ixodoidea (ticks)
Argasidae Ixodidae Culicidae
(soft ticks) (hard ticks) (mosquitoes)
© Fridinic S Ixodinae
Ixodes

Ixodes
ricinus

Ornithodoros



Ixodes ricinus



Le cycle des tiques



Les pieces piqueuses et sensorielles



Les pieces sensorielles

Pédipalpes .
, stimuli
Soies

. . J4 ’ 7
= distribuées sur | ensemble de la surface du tégument thermiques

Organe de Haller mecaniques
chimiques

= Localisé sur partie dorsale du tarse 1" paire de pattes




D’autres vecteurs de Borrelia ?

Dermacentor variabilis, D. reticulatus : Europe

Transmission transtadiale sans transmission lors de la piqlre au
mammifere

Moustiques : Europe

Aedes vexans (B. afzelii , Rep Tcheque),
Cules pipiens (B. afzelii , Rep Tcheque)

Présence d’ADN, survie éphémere, aucune transmission (Homme
ou modele animal a ce jour)

Amblyomma americanum : USA

Tres difficilement infectable exl&érimental ment au laboratoire
Magnarelli LA, J Infect Dis 1987, Soares CA, ] Med Entomol 2006, Melaun C, T& TBD

2015
Halouzka J, Med Vet Entomol 1987 ; Halouzka J, Infection 1988



D’autres modes de contamination ?

Transfusion sanguine :
Lyme = bactériémie breve et a charge bactérienne tres faible

Mais survie expérimentale dans poches de GR : 6 semaines a
+4°C

Risque humain (Borrelia) :

Banque du sang du Connecticut (haute endémie),
972 poches transfusées -> 0 contamination

Wirzburg (Allemagne, haute endémie) :
472 poches transfusées -> 0 contamination

Transmission foeto-maternelle :

1988 — 2016 : 14 « case report » d’ atteintes tissulaires
foetales séveres probables/possibles a Borrelia

-> Recos de précaution SPILF bien positionnées



Incidence des tiques et de Borrelia en
Europe

3

w
o
1

N
o
1

B. burgdorferi s.|. prevalence [%]

-
o o
1
< i

P P S B a2
F & & N W
Q Q QO
Vv Vv Vv

Year of sampling

N



30

25

Incidence des tiques : des variations annuelles
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Incidence des tiques : des variations mensuelles
(Donneées CNR Borrelia)

Densité mensuelle moyenne en nymphe Ixodes ricinus en Alsace de
2013 a 2018
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Quelles especes de Borrelia dans les
tiques ?
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Frequence des manifestations cliniques

Manifestations cliniques
(n=996)

Manifestations disséminées
(14%)

E.M. (86%)

Manifestations disséminées

(n = 136)

ACA atteintes cardiaques
12% 4%

LCB
(10%)
Arthrite de Lyme Neuro(tzoat;;;lloses
(27%)

Observatoire Alsace 2002-03



Etude Alsa(ce)tiques 2014-2015

s. Raguet, BEH, 2018



Etude Alsa(ce)tiques 2014-2015

S. Raguet, BEH, 2018



Immuno-empreinte plus sensible que
I’ELISA?

Table 18. Summary estimates of test accuracy for EIAs and IB tests for LA case-control studies with
healthy controls

i i ' T C Specificity (95% CT)
EIA 377.7 (93.7-1522.0) 0.96 (0.89-0.98) 0.94 (0.89-0.97)
1B 191.6 (11.0-3335.9) 0.93 (0.48-0.99) 0.93 (0.89-0.96)

Table 10. Summary estimates of test accuracy for commercial and in-house IBs and EIAs for NB case-
control studies with healthy controls

Diagnostic odds ratio (95% CT) Sensitivity (95% CT) Specificity (95% CT)

Commercial ELA 68.5 (36.5-129.0) 0.81 {0.70-0.89) 0.94 (0.91-0.96)
Commercial IB 51.8 (15.4-174.0) 0.81 {0.57-0.96) 0.92 (0.88-0.95)

ECDC report, Leeflang et al. 2016

WB : Indication = méthode de confirmation quand
technique de premiere intention (+) ou douteuse



Immuno-empreinte (immunoblot)

Le WB n’est pas indiqué si ELISA (-) car :

persistance accrue des anticorps détectables apres
traitement et lors de cicatrice sérologique (kalish, ciD, 2001)

=» augmentation de la séroprévalence asymptomatique



Algorithme diagnostique décisionnel en cas
de suspicion de borréliose de Lyme



Document destiné aux biologistes - Décembre 2015

LE POINT SUR

RISQUES INFECTIEUX
Zoonoses

)

Borréliose de Lyme

- Renseignements cliniques a recueillir au moment du prélévement
*  Piglre connue par une tique ? si oui : date de la derniére pigGre 7

*  Signes cutanés : érytheme migrant (EM)? si oui, date début de I'EM ?
autres Iésions cutanées ? - a préciser et date de début

La borréliose de Lyme est
*  I'anthropozoonose la plus fréquente de I'hémisphére Nord,
* transmise par piglre de tique avec un pic de fréquence d'avril a novembre,
* due a des spirochétes du genre Borrelia: les espéces pathogénes responsables sont regroupées dans le complexe
Borrelia burgdorferi sensu lato (B. burgdorferisl).
En Europe, on trouve essentiellement : B. burgdorferi sensu stricto (B. burgdorferiss), B. garinii et B. afzelii

* Signes neurologiques : méningo-radiculite ? Paralysie faciale ? si oui, date de début ?
autres ? - a préciser et date de début

*  Signes articulaires : arthrite ? arthralgies ? si oui, date de début ?

Selon la norme NF EN IS0 15189 2012, la prescription doit fournir les informations cliniques pertinentes pour la réalisa-
tion de l'examen et l'interprétation des résultats

Apreés une piqre de tique infectante, 95% des sujets font une séroconversion sans signes cliniques.
Seuls 5% des sujets développent une infection active qui peut évoluer schématiquement en 3 phases :

—> 1: Phase précoce localisée : érythéme migrant (EM)

« Délai d'apparition : entre 3 et 30 jours aprés la piqlre
* Seule manifestation de la maladie dans 80% des cas
+ La sérologie n'est pas indiquée a ce stade de la maladie

Situations pour lesquelles la sérologie n’a pas d’indication :

Erythéme migrant typique (si EM atypique, ne pas faire de sérologie mais demander un avis dermatologique)
Sujet asymptomatique

Piqire de tique sans signes cliniques

Dépistage des sujets exposés

Contrdle sérologique des patients traités

- Limites de la sérologie
—> 2: Phase précoce disséminée (environ 15% des cas si absence de traitement antibiotique) A l'exception de I'érythéme migrant typique
diagnostic de borréliose de Lyme.

1 positivité d'un test biologique est requise pour confirmer le

Manifestations cliniques principales Sérologie Examens

complémentaires*
. «  Pourleréactif de 1** intention, la spécificité est = 90% ;

*  Pour le réactif immuno-empreinte, la spécificité est = 95%;

*  Limmuno-empreinte n'étant globalement pas plus sensible que I'ELISA, il 'y a donc pas d'indication a la faire en
premiére intention ;

*  Une sérologie positive ne permet pas de distinguer une infection active d'une infection ancienne (traitée ou non) ou
asymptomatique ;

*  Laprésence d'gG isolées (sans IgM) ne signifie pas obligatoirement une « cicatrice sérologique » (par ex. absence
d'gM fréquente dans larthrite et I'ACA) ;

* Laprésence isolée d'IgM ne signifie pas obligatoirement une infection récente active ;

* Lasérologie de 1= intention peut étre faussement positive (surtout en IgM) et non confirmée en immuno-
empreinte : réactions croisées avec d'autres pathologies infectieuses (EBV, HSV, CMV, syphilis) ou des pathologies
auto-immunes ;

—> 3: Phase tardive (plusieurs mois (> 6 mois) ou années apres le début de 'infection non traitée) *  Une sérologie positive ne signifie pas que les symptmes soient en relation avec une maladie de Lyme;

* Lasérologie peut rester positive longtemps aprés un traitement efficace => la surveillance post thérapeutique est
clinique;

«  Lesanticorps spécifiques ne protégent pas contre une nouvelle infection a B. burgdorferi sensu lato.

> neurologique méningoradiculites Sang + LCR le méme jour [synthése LCR:
* paralysie faciale intrathécale (SIT) IgG spécifiques] PCR uniquement si moins de 3
* syndrome méningé sensibilité 75 a 95%, spécificité 97% si semaines d'évolution

SIT>2

- articulaire * mono ou oligoarthrite Positive IgG +++ liquide articulaire :
« grosse articulation (proche de 100%)
(genou)

Manifestations cliniques principales Sérologie Examens optionnels*

> cutanée « Acrodermatite chronique | Positive (L00%) biopsie cutanée :
atrophiante (ACA) 1gG +++ PCR et histologie

-> autres : neurologiques (encéphalomyélites chroniques, polyneuropathies sensitives axonales), articulaires (arthrites chroniques
récidivantes) => examens biologiques identiques phase précoce disséminée.

* diagnostic direct par PCR => si positif : diagnostic certain ; si négatif : ne permet pas de conclure,

Rerumuaue Favcast




Limites des tests serologiques de Lyme

Patients séronégatifs atteints de la maladie ?

Décalage réel entre début de 'infection et apparition des

anticorps
Tres fréquent (50%) dans ’'EM (EM = 85% des formes

cliniques) : infection locale
(Aguero-Rosenfeld, J Clin Mic 1996 ; Stanek G, Lancet 2012)

Autres stades ?

Cas publiés de formes tardives séronégatives bien

documentées sont exceptionnels






Evaluation des coffrets western-blot

http://www.chru-strasbourq.fr/Les-centres-de-reference/Borrelia



http://www.chru-strasbourg.fr/Les-centres-de-reference/Borrelia

Sérodiagnostic et erytheme migrant

Sérologie = ne pas faire dans I’'EM (ni en cas de piqlre de tiques) :
Apparition tardive des Ac
- 50 % de formes séro (-) en Europe
-pas d’ Ig M avant 3 semaines = retard diagnostic
- lg G (+) = cicatrice ancienne ++ mais possible ré-infection

Si attente d’une séroconversion (6 a 8 semaines) => retard diagnostic ++

Traitement précoce = augmentation transitoire des Ig M sans
séroconversion

Si doute diagnostique : pas de sérologie ++ ; avis spécialisé ++, recherche directe
par PCR ?



Sérologie et Acrodermatite chronique

Table 21. Ssummary estimates of test accuracy by antibody type for ACA case-control studies with
healthy controls

Antibody tested | Diagnostic odds ratio (95% C1)

TIgM 6.2 (3.0-13.1) 0.18 (0.09-0.34) 0.97 (0.93-0.98)
IaG 2088.0 (149.0-29295.0) 0.99 (0.82-0.99) 0.97 (0.95-0.98)
IgT 609.0 (107.0-3475.0) 0.98 (0.87-0.99) 0.93 (0.88-0.96)

(ECDC report, Leeflang et al. 2016)

Expérience du CNR Borrelia (2008-2015)

24 patients avec ACA confirmée clinique + histologie

(i.e. hors sérologie) et positifs en PCR/culture

-> 24 patients avec sérologie disponible
= tous positifs en ELISA IgG

CCL : sérologie Lyme = haute VPN dans I’ACA



Sérologie et Neuroborréliose

Table 10. Summary estimates of test accuracy for commercial and in-house IBs and EIAs for NB case-
control studies with healthy controls

Diagnostic odds ratio (95% CT) | _ Sesitivity (95% C1)

Commercial EIA 68.5 (36.5-129.0) 0.81 (0.70-0.89) 0.94 (0.91-0.96)
Commercial 1B 51.8 (15.4-174.0) 0.81 (0.57-0.96) 0.92 (0.88-0.95)

(ECDC report, Leeflang et al. 2016)

Expérience du CNR
Séropositivité Ig G dansBOE&ERMOsi neuroborréliose aigie

débutante : 75 a 95 % des cas selon le kit utilisé (données
CNR)

Si NB aigue => rechercher systématiquement dans le LCS
séropositivité Lyme ET Ilymphocytose =» variations

seropositivité selon le protocole du fabricant



Manifestations neurologiques

* Neuroborrélioses précoces
— Paralysie des nerfs craniens
* Paralysie faciale périphérique (enfant +++)
— Méningo-radiculonévrite douloureuse (adulte ++)

— Meéningite lymphocytaire (enfant +++)
* 2/3 des méningites de I'enfant en Norvege

* 15% aux USA

— Rares présentations psychiatriques



Manifestations articulaires

* Arthrite de Lyme:

— Mono ou oligo-arthrite subaigilie ou récidivante :
* Genou +++

* Rarement fébrile, sans impotence fonctionnelle
majeure



Sérologie et Arthrite de Lyme

Table 18. Summary estimates of test accuracy for EIAs and IB tests for LA case-control studies with
healthy controls

Diagnostic odds ratio (95% CI) Sensitivity (95% CI) Specificity (95% CI)

ELA 377.7 (93.7-1522.0) 0.96 (0.85-0.98) 0.94 (0.89-0.97)
16 191.6 (11.0-3335.9) 0.93 (0.48-0.99) 0.93 (0.89-0.96)

ECDC report, Leeflang et al.
2016



Sérologie et Arthrite de Lyme

Expérience du CNR Borrelia (2010-2016)

48 patients avec arthrite et positifs en PCR (LA et/ou
TS) : PCR faite indépendamment de la sérologie

37 cas avec sérologie disponible = 37 cas positifs en
ELISA 1gG

-> CCL : sérologie Lyme = haute VPN dans |'Arthrite

A. Grillon, Seminars in arthritis 2018





















