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INTRODUCTION

La maladie de Lyme

On désigne par maladie de Lyme l'ensemble des manifestations cliniques dues a
l'infestation par un spirochéte Borrelia burgdorferi.

11 s'agit d'une véritable zoonose (31) a foyer naturel dont l'agent responsable
Borrelia burgdorferi est transmis par morsure d'arthropode hématophage dont

le principal est la tique.

La dénomination de maladie de Lyme (MdL) est originaire d'une petite ville des
USA : Lyme dans le Connecticut ou les premiéres observations américaines
furent reconnues.

11 s'agit d'une entité médicale récente dont certaines manifestations cliniques

sont connues depuis longtemps.

L'isolement en 1982 de la bactérie responsable a permis en unifiant les points
de vues entre Européens et Ameéricains d'orienter la recherche vers

I'épidémiologie, la physiopathologie, la clinique, la thérapeutique et la biologie.

Actuellement nous sommes confrontés a des problémes de diagnostic biologique
notamment de mise au point de méthodes nouvelles sensibles et spécifiques.
Avant d'aborder ces difféerents problémes, faisons un rappel historique

permettant de faire le point sur nos connaissances.
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1. HISTORIGQUE

L'histoire de la MdL ainsi nommeée par les Américains se décompose en

plusieurs épisodes :

en 1909 le médecin suédois Afzelius décrit pour la lére fois une lésion
dermatologique particuliére qu'il. appelle Erythema Chronicum
migrans (ECM) (1).

en 1913 Lipschiitz pose les critéres cliniques de I'ECM et suppose le role
vecteur des tiques (59).

en 1922 Garin et Bujadoux en France, puis en 1941 Barnwarth en Allemagne
décrivent des complications neurologiques chez des sujets atteints
de ces ECM (38).

en 1948 Lennhoff observe dans les lésions d'ECM des spirochétes (58).

en 1950 Hollstrom traite avec réussite certains patients souffrant d'ECM avec
de la pénicilline, mettant hors de cause les virus incriminés
jusqu'alors (48).

en 1955 Binder montre l'origine infectieuse de 'ECM (18).

en 1970 Premiére observation d'ECM dans le Wisconsin ; mais, il s'agit d'un
homme ayant effectué un séjour en zone rurale européenne (zone
d'endémie).

en 1977 Steere et ses collaborateurs publient la premiére description

clinique de la maladie (91).
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1.1. Circonstance de découverte de la maladie de Lyme aux USA (42)

En novembre 1975 deux méres dont les enfants souffraient de ce que l'on
pensait étre une arthrite juvénile alertérent les services sanitaires du
Connecticut précisant qu'en plus de leurs enfants, d'autres personnes adultes et

enfants étaient atteintes des mémes symptomes.

A Steere (94) jeune rhumatologue, aprés enquéte épidémiologique,
découvrit que :
- les cas étaient limités a trois communes adjacentes sur la rive est du
Connecticut : Old Lyme, Lyme et Est Haddam ;
- la prévalence de la maladie étudiée dans les trois communes était
nettement supérieure a celle de la polyarthrite rhumatoide dans le
reste du pays ;

- dans chaque commune, les cas étaient groupés.

A Old Lyme et Est Haddam, la moitié des malades vivait dans quatre rues
seulement, ou la prévalence de la maladie était 10000 fois supérieure a la
prévalence normale de la polyarthrite rhumatoide (42). Il ne s'agissait donc pas
d'une forme habifuelle de polyarthrite rhumatoide.

A. Steere n'ayant pas beaucoup d'indices fit cependant plusieurs découvertes
intéressantes.

Il observa que la maladie n'était pas contagieuse, que les symptomes
apparaissaient entre juin et septembre et que les premiéres douleurs
rhumatismales étaient souvent précédées d'une étrange éruption cutanée
similaire chez tous les malades. La localisation de ces éruptions cutanées (sur la

poitrine, l'abdomen, le dos et les fesses) conduisit A. Steere a penser que le
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vecteur de la maladie était une araignée ou un insecte rampant. Mais, aucun
patient ne se souvenait avoir été mordu.

Steere conclut qu'une nouvelle maladie était apparue probablement due a un
virus et transmise par un arthropode non identifié (l'embranchement des
arthropodes rassemble notamment les insectes, les arachnides et les acariens).
Il lui donna le nom d'arthrite de Lyme (42, 94).

Alors qu'il recherchait les causes de la maladie Steere découvrit que I'ECM
transmis par la tique Ixodes ricinus décrit par Afzelius ressemblait beaucoup a
I'éruption cutanée observée chez les personnes atteintes de MdL.

Comme I'ECM avait été traité avec succés par la pénicilline G, on savait que

l'agent causal était une bactérie et non un virus.

1.2. Découverte du vecteur de la maladie (42)

En 1977, 9 personnes ayant contracté la MdL rapportérent qu'elles avaient été
mordues par des tiques a l'endroit ou l'éruption cutanée était apparue. L'une
d'entre elles conserva la tique et la remit a Steere. Celle-ci fut identifiée par
Spielman (86) comme appartenant a l'espéce Ixodes dammini trés voisine de I
ricinus responsable de la maladie en Europe. La preuve qu'l dammini était bien
le vecteur de la MdL fut faite quand les biologistes de l'université de Yale
capturérent des tiques I dammini a 'endroit oti avaient été déclarés des cas de
maladie, c'est-a-dire sur la rive est prés du village de Lyme, Old Lyme et Est
Haddam.

Par la suite d'autres vecteurs comme I pacificus ou I scapularis furent découverts

(4, 85).
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1.3. Découverte de I'agent infectieux (31, 42)

Apreés avoir mis en évidence le role de la tique en tant que vecteur, restait a
découvrir 'agent infectieux responsable de la MdL.

Ce fut l'oeuvre de William Burgdorfer, spécialiste des maladies transmises par les
tiques (21). |

Le service sanitaire de New-York eut l'idée, aprés qu'un cas mortel de fiévre
pourprée des Montagnes Rocheuses (dii & une rickettsie transmise par la tique
du chien) est apparu sur la cdte est du pays, de capturer les vecteurs de cette
maladie (Dermacentor variabilis). Or ceux-ci, en cette saison d'automne, avaient
disparu. L'équipe décida de rapporter des I dammini.

Burgdorfer (22) broya le tube digestif des tiques et découvrit au microscope a la
place des rickettsies attendues des spirochétes de formes irréguliéres.

11 fit alors le lien entre cette découverte, le fait que I dammini était le vecteur de
la MdL et le fait que les spirochétes n'étaient pas les agents infectieux de la
fievre pourprée des Montagnes Rocheuses.

De ce fait, il soupgonna ces bactéries d'étre les agents de la MdL.

Par chance, A. Barbour (10) qui se trouvait également au laboratoire des
Montagnes Rocheuses se mit a cultiver les spirochétes. Ceci permit a W.
Burgdorfer de rechercher la présence d'Ac dirigés contre les spirocheétes dans
le sérum de malades New-Yorkais atteints de MdL. Il obtint des résultats positifs:
ceci prouvait que les malades avaient bien été infestés par des spirochétes.

Des lors, les progrés furent rapides. Pendant 1'été 1982, les chercheurs de
I'université de Yale isolérent dans le sang, la peau et le LCR de malades, les
mémes spirochétes que ceux trouvés chez les tiques (16, 21).

A T'université du Minnesota, Russel Johnson et ses collaborateurs (78) étudiérent
I'ADN de ces spirochétes et déterminérent en 1984 qu'il s'agissait d'une

nouvelle espéce appartenant au genre Borrelia.

Ils I'appelérent Borrelia burgdorferi en I'honneur de W. Burgdorfer.
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2. EPIDEMIOLOGIE

2.1. Répartition géographique de la maladie

La répartition géographique est fonction de différents facteurs (6, 65, 76) :
- 'aire de répartition des vecteurs et leurs variétés,
- les variations saisonniéres. En effet, la charge parasitaire des hotes
présente de grandes fluctuations d'une année a l'autre et d'une saison
a l'autre.

- les réservoirs de germes.

2.1.1. Fonction du vecteur

2.1.1.1. En Amérique du Nord

Quelques cas ont été rapportés au Canada. Mais, le foyer d'endémie le plus
important se trouve aux U.S.A.

On observe que la distribution de la maladie suit la répartition des vecteurs
(carte n° 1) (31, 34, 76, 80, 87).

I dammini (23, 93) est le vecteur incriminé dans les régions coétiéres du Nord
des USA, allant du Massachussets au Nord du Delaware incluant le New Jersey,
le Connecticut, Rhode Island, la Pennsylvanie et New-York. On le retrouve
également au nord dans le Wisconsin et le Minnesota.

I pacificus est incriminé dans l'ouest, au niveau de la cote pacifique. C'est-a-dire
dans les états de Washington, d"Oregon, de la Californie, du Nevada, d'Utah et
d'Idaho aux USA ainsi que dans les régions cotieres du British Colombia au

Canada (29, 80, 87).
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I scapularis est lui incriminé dans le golfe du Mexique, de la Floride, au Texas et

au nord jusqu'au Kansas, Iowa, Ohio et Indiana (87).

2.1.1.2, En Europe

La répartition géographique de la maladie, depuis la Scandinavie au nord jusqu'a
la péninsule Ibérique et I'ltalie au sud, correspond a celle du vecteur I ricinus
(31, 65, 76). Le nombre de cas recensés va de quelques unités a quelques
milliers en fonction des pays.

En France, l'enquéte de Dournon en 1986 (34) indique la présence de cas dans
66 départements et permet de penser que l'ensemble du Territoire

métropolitain est concerné (carte n° 2) (34).

2.1.1.8. En Afrique (76)

Il semblerait que I ricinus soit également le vecteur responsable.

Dournon (34) rapporte en 1986 différents cas de MdL en Algérie ot I ricinus est
incriminé.

Becq et Girodon (15) publiérent le cas d'un homme originaire de Cdte d'Ivoire

hospitalisé pour bloc auriculoventriculaire di a Borrelia burgdorferi.
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Carten®° 1

Répartition géographique aux USA de

I dammini

I pacificus

I scapularis
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O: Deépartements Francais dans lesquels les malades ont certainement été
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2.1.1.4. En Australie (9)

Quelques cas de MdL ont été diagnostiqués sans que les tiques du groupe
Ixodides n'aient été mis en cause.
GP Schmid conclut a l'existence probable d'un vecteur de la MdL autre que ceux

déja connus en Amérique du Nord ou en Europe.

2.1.1.5. En Asie (31)

Quelques cas ont été récemment diagnostiqué en URSS (Oural, Caucase, Sibérie)

et en Chine.

2.1.2. Fonction du climat et des variations saisonniéres

Les tiques sont des parasites obligatoires qui ne passent, en cumulant les
périodes de fixation, que trois semaines sur l'hdte. Pendant ces phases
parasitaires, le seul facteur qui joue un role est la température au niveau de la
peau de I'hote.

Pendant les phases ou la tique n'est pas sur l'animal c'est-a-dire au sol ou sur la
végétation, les facteurs climatiques ont une trés grande importance. Deux
parameétres conditionnent alors la survie de la tique : la température et le degré

hygrométrique (31, 67).

La fréquence des infections au long de l'année est liée a la biologie des tiques

vectrices.
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L'activité de celles-ci tant en Europe qu'en Amérique du Nord est maximale
pendant la période allant de la fin du printemps jusqu'au début de l'automne
avec un pic d'apparition pour les nymphes et deux pour les adultes (Figure 4)
(31, 42, 65, 75).

Les cas d'érythémes migrants, manifestations précoces qui signent le début de
l'infection, se répartissent donc de mai a octobre avec un maximum en juillet-
aout (figure 1) (34).

De meéme, concernant les manifestations secondaires (surtout neurologiques)
une certaine relation entre fréquence et période d'apparition des cas peut étre
constateée,

En revanche, au sujet des manifestations tertiaires dont les délais d'apparition
aprés piqures infectantes peuvent étre de plusieurs années, aucune relation ne

peut étre établie (31).

La fréquence des cas pourra également varier d'une année a l'autre dans une
meéme région en fonction des conditions climatiques qui interviennent
directement sur l'importance de la population d'arthropode vecteur. En effet, la
tique trés hygrophile ne supporte pas la sécheresse et ne survit que quelques
jours si I'hygromeétrie est inférieure a 70 %.

De meéme, l'altitude en modifiant les conditions climatiques (température et
hygrométrie) provoque une diminution du taux d"infection de fagon

proportionnelle a 1'élévation pour disparaitre a 1500 m.

Ces conditions de vie font que la tique choisit comme habitat des zones
humides : foréts, buissons, haies, bosquets, lisiére de foréts, sous bois, litiéres de
graminées dans les foréts. Elle sera absente des paturages et champs a ciel

ouvert (31, 76).
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Distribution annuelle de la phase I de MdL en France
(180 cas) (Série H : Claude Bernard)

Figure 1 (34)
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2.1.3. Fonction des réservoirs de germe

Toutes les espéces de vertébrés a sang chaud peuvent étre théoriquement
infectées dans la nature et en Laboratoire.

Dans la nature, l'infection est essentiellement conditionnée par la possibilité du
contact avec l'arthropode. Compte tenu du caractére généralement forestier des
biotopes de cette tique, le risque d'infection de l'animal sera d'autant plus élevé

qu'il fréquentera davantage le milieu forestier (31, 65, 67).

2.1.3.1.  Animaux sauvages

Des germes ont été isolés aux USA chez 3 espéces de cervidés, la souris a pattes
blanches (Peromyscus leucopus) et de fagon moindre chez 1'écureuil, le raton
laveur, 1'opossum et quelques oiseaux sauvages.

Dans plusieurs €tudes américaines, on a pu mettre en corrélation l'importance
des populations de cerfs, de tiques et la zone d'endémie (43, 89).

En Europe, les enquétes sur la contamination des animaux sauvages ne font que
commencer, seuls quelques rongeurs ont été sérologiquement testés en Baviére

(31).
2.1.3.2. Animaux domestiques
Quant aux animaux domestiques de compagnie ou d'élevage, la fréquence de

leurs infections est souvent fonction du risque encouru par la fréquentation de la

forét ou de zones boccageéres.
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Exemples :

| - Les vétérinaires Nord Ameéricains ont constaté que les chiens des
zones infestées étaient contaminés dans des proportions élevées) 1
sur 4 dans la région de Lyme.

- Dans le Wisconsin (région a risque) on a montré la présence d'Ac
anti Borrelia burgdorferi chez les bovins (ceci posant le probléme du
role du bétail dans la transmission 4 I'homme par la viande et le lait).

- D'autres enquétes sérologiques en Europe et notamment en France,
ont montré que, dans les régions a risque comme la Bretagne ou
l'ouest, les taux d'infection étaient en relation directe avec les

activités en extérieur de la population étudiée.

Ce type d'enquéte sérologique, permettant de détecter le taux d'infestation,
réalisé tant en Europe qu'aux USA a montré que beaucoup d'animaux contaminés

étaient asymptomatiques (31, 67).

2.1.8.3. La tique

Comme nous l'avons dit précédemment, un grand nombre d'animaux vertébrés a
sang chaud peut étre considéré comme réservoir de germes. Mais, il semble
pourtant que ce rdole de réservoir de germes soit surtout assuré par la tique elle-

meéme.
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3. ETUDE DE L'HOTE INTERMEDIAIRE ET VECTEUR

Dans les chapitres précédents nous avons montré l'interdépendance entre la
maladie, son vecteur principal (la tique) et son environnement,

Nous nous proposons dans ce chapitre d'étudier plus en détail la tique.

3.1. Classification (37, 75)

Les acariens Ixodides connus sous le nom vulgaire de tique appartiennent a
I'embranchement des Arthropodes, ordres des Métastigmates.
On distingue alors :

- les Insectes : 3 paires de pattes, 2 paires d'ailes,

- les Myriapodes : nombreuses paires de pattes, pas d'ailes,

- les Arachnidés : 4 paires de pattes a l'dge adulte et pourvus de

Cheliceéres.

Les Arachnidés sont eux-mémes classés en trois groupes :
- Scorpions,
- Araignées,
- Acariens parmi lesquels seuls les Ixodides hématophages nous

intéressent.
Classification des Ixodides : il existe environ 800 espéces
Les Ixodides se divisent en deux sous familles :

- Ixodinés, caractérisés par :

- . un rostre ventral
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. un écusson dorsal

. des ambulacres aux pattes

- Argasinés, caractérisés par :
. un rostre ventral chez l'adulte

. I'absence d'écusson dorsal et d'ambulacres (sauf chez les larves)

Ici, seuls les Ixodinés nous intéressents, bien que les argasinés puissent étre

également considérés comme des vecteurs potentiels.

3.2. Morphologie

On observe (fig. 2 et 3) (75) :
- un corps ovalaire, globuleux sans segmentation extérieure formé de
deux parties :
. a l'avant le capitulum ou gnathosome
. en arriére l'idiosome formé d'une cuticule souple et extensible
permettant la répléetion.
Cette partie du corps comporte des zones ou le tégument est chitinisé dur

(Scrutum dorsal).

- les pattes, formées de 6 segments :
. Coxa,
. Trochanter,
. Genua ou patelle,
. Tibia, |

. Tarse, terminé par une ventouse dite pulville et deux griffes.
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Figure 2 (75)
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Morphologie générale schématique d'une tique ixodide (original)

Figure 3 (75)
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Les adultes males et femelles ainsi que les nymphes ont 4 paires de pattes alors
que les larves n'en n'ont que trois. La lére paire de pattes porte un organe
sensoriel, 1'organe de haller. Les males, femelles et nymphes ont une paire de

stigmates en arriére de la 4éme paire de pattes.

- un anus postero veniral

- un orifice génital antéro-ventral.

3.3. Systématique

Nous ne la verrons pas en détail.
Succintement les éléments utilisés sont :
- le sillon perianal
- le capitulum ou rostre:

- les yeux
- les articles du palpe
- le basis capituli

- le coxa de la patte 1 a épimére bifide.
Il convient de préciser qu'en plus de l'étude des structures morphologiques, la
connaissance de 'hote et de la localité de provenance sont indispensables a une
bonne diagnose de la tique.

3.4. Le cycle de vie de la tique

Ex : cycle de I dammini (figure 4) (42).
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Les tiques de cette famille sont des parasites obligatoires et temporaires. Leur
cycle de développement dure deux ans et comporte en alternance des phases

parasitaires sur les hotes et des phases libres au sol.

La femelle pond ses oceufs au printemps. Ils sont pondus au sol dans un abri
(crevasse, terrier, sous une pierre ...). L'incubation» dure de 20 a 50 jours en
fonction de l'espéce, de la température et de 1'humidité.

L'éclosion des larves s'effectue environ un mois aprés la ponte. Pendant le
premier été, les larves se nourissent une fois seulement du sang d'un animal, le
repas dure de 3 a b jours et représente 100 & 200 fois le poids de la larve a jeun.
Le repas terminé, elle se laisse tomber au sol et passe a un état de repos qui
coincide avec le début de la saison froide.

Au printemps suivant, les larves de tiques muent et se transforment en
nymphes. Les nymphes se fixent a leur tour sur un animal et se nourrissent de
son sang pendant 3 a 4 jours. Elles prennent 20 a 80 fois leur poids. C'est a ce
stade de leur cycle que les tiques mordent le plus souvent 1'homme.

A la fin de I'été, les nymphes muent et se transforment en tiques adultes. On les
trouve alors dans les broussailles, 4 un métre environ au-dessus du sol ou, elles
peuvent facilement se fixer sur les gros mammiféres. Commes les larves et les
nymphes, les adultes parasitent de nombreuses espéces de mammiféres. Dans le
nord est des Etats Unis, elles parasitent surtout les cerfs (Odocoileus
virginianus).

Les tiques adultes s'accouplent sur leur héte peu aprés que la femelle s'y est
fixée. Le repas de la femelle s'effectue aprés la fécondation et dure 5 4 10 jours
puis, elle se laisse tomber au sol. Les males meurent apreés l'accouplement.
Seules les femelles vivent un nouvel hiver.

Les oeufs sont pondus au printemps suivant et le cycle recommence (31, 42,

75).
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4. TRANSMISSION

Nous avons vu qu'il existait de nombreux vecteurs :
- I ricinus
- I dammini
- I pacificus

- I scapularis

ainsi que Amblyoma americanum
Demacentor variabilis
Rhipicephalus sanguineus
Haemaphybalis leporispalustris
Certains Aedes dont Aedes aegypti

Certains Tabanides et Mouches (31, 76).

4.1. Contamination de la tique

Elle peut se produire :

-lors d'un repas de sang sur un hodte malade en phase de
spirochetémie,

- de facon transplacentaire. Dans ce cas la contamination de la tique se
fait au stade de l'oeuf par infestation de celui-ci a4 partir des tissus
maternels (31, 69),

- par transmission d'un stade évolutif a l'autre, on observe que l'oeuf
infesté peut donner naissance a une larve contaminée qui elle-méme

peut donner naissance a une nymphe contaminée, etc ... (69).
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4.2, Contamination de I'héte

4.2.1. A partir de la tique

L'hote peut se contaminer par piqures ou par contact avec la salive. La
contamination n'est pas immeédiate et demande pour se faire une fixation d'au

moins 12 heures sur I'hdte (31, 76).

4.2.2, Par contact direct inter-héte

En 1986 Burgess et ses collaborateurs font 'expérience suivante :

Ils contaminent expérimentalement des souris en leur inoculant des Borrelia
burgdorferi. Toutes les souris développent alors des Ac. Ensuite, ils mettent en
présence ces souris contaminées avec des souris de méme espéce mais saines.
Ils observent alors que les souris saines ont été contaminées et en déduisent
donc la possibilité d'une transmission de Borrelia burgdorferi par contact direct.
De méme, récemment, aux USA, lors d'une enquéte sur la fréquence de
l'infection chez les bovins en zone d'endémie, les auteurs disent étre persuadés

de la possibilité d'une transmission directe d'un animal a l'autre.

Ceci n'a pas été repris chez I'homme, les seuls cas de contamination inter-
humaine recensés sont diis a une transmission transplacentaire du germe de la
meére a l'enfant (90).

De plus, il semble probable méme si cela n'a pas été rapporté, qu'une transfusion
sanguine réalisée avec le sang d'un sujet en phase de parasitémie devrait

permettre la transmission du germe.
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5. ETUDE DE L'AGENT ETIOLOGIQUE

La distinction entre espéces est un probléme en pleine évolution.
En effet, la taxonomie bactérienne obéit désormais a des régles strictes ou le
taxon de base (espéce) est individualisé sur des critéres génomiques fixes
(hybridation des ADN/ADN > 70 % avec stabilité thermique (ATm < 5° C) (7,
99)). Les nouvelles méthodes de systématique ont confirmé les grandes lignes
des classifications précédentes, et notamment que l'ordre des Spirochaetales
était I'un des dix grand phyla des Eubactéries.
Mais, en raison des difficultés de culture in-vitro et de l'importance du travail a
effectuer, les différentes espéces appartenant aux spirochétes n'ont
généralement pas fait l'objet d'étude génomiques autorisant leur
individualisation.
La classification utilisée actuellement et rapportée dans le Bergey's Manuel of
Systematic Bacteriology est donc encore basée sur des critéres phénotypiques
variés (morphologiques, épidémiologiques, sérologiques, etc ...).
Ainsi chez les Borrelia, l'individualisation d'une espéce se fait par l'association &
l'espéce vectrice (57).
Or ce concept "un vecteur - une espéce" est en contradiction avec les
constatations suivantes :

- l'adaptation parasite - vecteur est trés étroite mais il est possible de la
rompre expérimentalement,

- plusieurs espéces peuvent se cacher sous un méme nom,

- une méme espéce peut étre transmise par différents vecteurs.
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5.1. Classification (9, 57, 65, 90)

Les Borrelia sont des schizomycétes procaryotes de l'ordre des Spirochaetales,
famille des Spirochetaceae (figure 5) (57).
L'appartenance du spirochéte de la MdL au genre Borrelia est affirmée par

I'analyse du contenu en guanine (G) + cytosine (C) et par 1'étude de I'homologie

de I'ADN.
5.1.1. Tableau de comparaison des % de C + G (50, 53)
Spirochétes _ %deC +G
Spirochéte responsable de 27,7 &4 30,5 %

la maladie de Lyme

Borrelia hermsii
Borrelia turicatae 28 a4 30,5 %

Borrelia parkeri

Leptospire 35,34 53 %

Tréponéme

Les pourcentages C + G trouvés chez les Borrelia et chez les spirochétes
responsables de la MdL sont trés proches. Il faut cependant faire attention car la
détermination du coefficient C+G ne permet en taxonomie que de séparer deux
taxons (57).

Si deux valeurs sont identiques, la preuve que ces deux taxons descendent d'un

ancétre commun ne peut étre apportée qu'en montrant que les séquences de
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leur polynucléotides génomiques sont identiques ou trés voisines et ce, dans des

conditions bien définies de température, de longueur de chaine, etc ...

5.1.2. Etude de 'homologie des ADN

En comparant I'ADN des borrelia trouvés chez I dammini, et dans d'autres
especes, des léptospires et des tréponeémes, avec I'ADN du spirochéte
responsable de la maladie. On observe les pourcentages d'’homologie rapportés

dans le tableau ci-dessous :

Espéces % d’homologie observé

avec le spirochéte de la MdL

Borrelia de I dammini 76 4 100 %
Borrelia d'autres espeéces 372454 %
Léptospire et tréponéme 0a2%

Le spirochéte responsable de la MdL montre un % d'homologie important,

supérieur a 70 % avec la Borrelia de I dammini (50, 53).

Ces deux études ainsi que les critéres morphologiques et physiologiques ont

montré que le spirochéte responsable de la MdL est une Borrelia (7).
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Famille I. SPIROCHETACEAE : genres 1 - Spirochaeta N.P.
2 - Crisitipira N.P.

3 - Tréponéma P. N.P.

4 - Borrelia P.
Ordre SPIROCHAETALES
Famille II. LEPTOSPIRACEAE genre - Léptospira P. N.P.

P. = Pathogéne

N.P. = Non pathogéne

Classification figure 5 (57)




36

5.2. Morphologie

Il s'agit d'un spirochéte dont les caractéristiques morphologiques sont celles

d'une bactérie a structure helicoidale souple de 0,2 a 0,3 pm de diamétre et de

4 a 30 pm de long (figure 6 et 7) (57).

Les spirochétes possédent : (9, 57)
- une enveloppe élastique peu résistante de 10 a 12 nm d'épaisseur
correspondant aux deux feuillets constitutifs de la membrane

externe des Eubactéries gram < O.

Cette enveloppe est composée (49) :

. de lipides 40 %

. de protéines 28 %

. de polyosides 24 %

En dessous de cette enveloppe, on observe au microscope

électronique une couche rigide de péptidoglycanes.

- un cylindre protoplasmique composé d'un contenu cytoplasmique,
limité par une membrane associée sur la face externe au feuillet du
peptidoglycane.

La morphologie helicoidale du spirochéte est assurée par ce

péptidoglycane.

- un organe locomoteur interne.
Par sa morphologie et sa constitution chimique, cet organe

locomoteur s'apparente aux flagelles bactériens.
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Flagelles périplasmique

membrane externe

couches de peptidoglycane
membrane cytoplasmique

Schéma de Spirochéte
Figure 6 (51)

enveloppe externe

flagelles

membrane
cytoplasmigue
+ couche de

peptidoglycane

Coupe transversale de Borrelia burgdorferi

Figure 7 (51)
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La Borrelia posséde de 7 a 11 flagelles qui s'insérent a chaque extrémité du
cylindre protoplasmique sur un corpuscule basal intracytoplasmique et qui
cheminent entre la membrane cytosplasmique et l'enveloppe.

La Borrelia est donc animée de mouvements de rotation et de translation (90).

Description de Borrelia burgdorferi

Borrelia burgdorferi est une bactérie Gram < 0. Elle se visualise bien au
microscope a fond noir ou aprés coloration de Giemsa (57).

Hoving Hougen (49) a étudié la morphologie des spirochétes aussi bien d'origine
américaine que suédoise, isolés d'une part de patients atteints de MdL et d'autre

part de tiques.

Il fait les observations suivantes :
- les spirochétes isolés de tiques I ricinus (origine européenne) et
ceux isolés de tiques I dammini (origine ameéricaine) sont similaires
mais non identiques (49).
- ils différent par leur nombre de flagelles : la souche isolée de I
ricinus en posséde 8 ou 11, alors que celle isolée de I dammini en
posséde 7 ou 11 (figure 8 et 9) (51).
- tous les spirocheétes d'une meéme origine géographique sont
identiques.
- une tique peut héberger plusieurs spirochétes.
- une seule et méme espéce est responsable de l'ensemble des

~ différents stades cliniques de la maladie.
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Souche Origine de la souche nombre de flagelle
a chaque extrémité
G 74 Ixodes ricinus (Suéde) 8etll
G 152 ! 8
F1 " 8
G 25 " 11
B 31 Ixodes dammini (U.S.A.) 7 et 11
ACA'1 lésion cutanée (Sueéde) 8
ECM A6 " 8
ECM A6 ! 8
245 sang (U.S.A.) 7
272 lésion cutanée (U.S.A.) 7
297 LCR (U.S.A)) 7

Comparaison du nombre de flagelles chez B. Burgdorferi en fonction de l'origine

de la souche.

Figure 8 (51)
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Sa SPIROCHETES ISOLES NOMBRE DE FLAGELLES
' A PARTIR DE
TIQUES
Ixodes ricinus
souche G 25 4 11
SUEDE souche G 74 8 & 11
souche G 125 8
souche F 1

Ixodes dammini

ETATS souche B 31 7 & 11
UNIS
PATIENTS
9b La peau
SUEDE souche ACA* - 1 8
souche ECMA**2 8
souche ECMA - 6 8
Sang 7
ETATS Peau 7
UNIS LCR*** 7
*ACA Acrodermatitis chronicum atrophicans
*ECM : Erythema chronicum migrans d'Afzelius
*#**LCR : Liquide céphalorachidien

Nombre de flagelles des spirochétes responsables de la maladie de Lyme

observé en microscopie électronique

Figure 9 (51)
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5.3. Structure antigénique

L'étude de la structure antigénique est une nécessité si l'on veut bien
comprendre les problémes qui se posent lors du diagnostic biologique.

De nombreuses études (9) ont permis de préciser les structures antigéniques de
B burgdorferi.

On utilise notamment deux méthodes pour cette étude de structure (65).

5.3.1. L'électrophorése en gel de polyacrylamide

Cette méthode a permis :
- de séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire.
Quelques protéines ont pu étre analysées et définies par cette méthode :

. la 31 Kda ou OSPA (outer surface protéine A) et la 34 Kda ou
OSPB qui sont des protéines majeures de surface (12, 13, 90).

. la protéine 41 Kda déterminée comme étant la protéine
constitutive des flagelles. Cette méthode a permis de montrer
que cette protéine était spécifique de genre et apparaissait
souvent la premiére d'ou son intérét dans le diagnostic (26).

. la protéine 60 Kda, trés immunogeéne. Cette protéine présente
des reéactions antigéniques croisées avec des protéines
existantes dans plus de 60 espéces bactériennes. Cette famille
de protéines se définit comme un antigéne commun de masse
moléculaire comprise entre 58 et 65 Kda (65, 90).

- de montrer 'hétérogénéité des souches.
Un exemple nous est donné par l'é¢tude en immunoblotting des protéines de

surface qui difféerent d'une souche a l'autre (65).
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5.3.2. La méthode immunologique utilisant des Ac monoclonaux

Cette méthode a permis :
- de localiser les déterminants antigéniques
Exemple :
Pour montrer que les protéines de poids moléculaire 34 Kda sont bien
situées en surface, on prépare un Ac monoclonal, I'Ac H6831
spécifique de la souche B31.
Dans un second temps, on utilise l'immunoélectromicroscopie
utilisant des antiglobulines marquées a l'or colloidal pour montrer que
le déterminant antigénique qui fixe 'Ac H6831 se situe au niveau de

la membrane externe de la Borrelia (9, 12, 13).

- de différencier les souches
Les résultats sont donnés par le tableau figure 10a (13)
"+" signifie qu'il y a une réaction Ag-Ac
"-" signifie qu'il n'y a pas de réaction Ag-Ac.
On observe :
. qu'il existe des Ac spécifiques de genre. C'est le cas du H 9724
qui réagit avec toutes les souches de Borrelia.
. qu'il existe des espéces différentes puisque H 6831 ne réagit
qu'avec la souche B 31 des USA. H 6831 pourrait donc étre un
Ac spécifique d'espéce.
qu'il existe une différence de réaction entre les souches
ameéricaines marqueées "+" et les souches suédoises marquées "-"

avec I'Ac HsTs (figure 10b) (13).
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En conclusion, la différence de poids moléculaire des protéines majeures de
surface, et le comportement de celles-ci vis-a-vis des Ac monoclonaux, ont

révélé 1'hétérogénéité des souches.

Aprés ces études de structure, A. Barbour et ses collaborateurs (11, 12) ont émis
I'hypothése suivante.

La variation antigénique (phénomeéne d'échappement) pourrait expliquer en
partie la chronicité de nombreux cas de MdL. Ils évoquérent donc la possibilité
d'un répertoire protéique extensif accessible aux spirochétes.

Ces propriétés permettraient l'invasion de tissus rapidement en contrecarrant
I'élimination du spirochéte par le systéme immunitaire.

Ce phénoméne d'échappement typique des Borrelia n'a pas été démontré in-vivo

pour Borrelia burgdorfeﬁ (9, 11, 12, 13).

5.4. Caractéres culturaux

L'évolution des milieux de culture est fondamentale dans l'étude de la
bactérie. Elle a permis d'obtenir le matériel nécessaire a la progression de la
recherche.

Les exigences nutritives des Borrelia sont complexes et l'essentiel des milieux
de culture est constitué par :
- un concentré pour culture (CMRL 1066) contenant des vitamines,
des acides aminés et des facteurs de croissance.
- de l'albumine en quantité importante (Serum albumine bovine )
- de la N. acétyl glucosamine
- du glucose

- du citrate et bicarbonate de Na.
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10a
SOUCHES ISOLEES ANTICORPS MONOCLONAUX
A PARTIR DE . H5332 H6831 HBTS H9724
TIQUES
Ixodes ricinus
SUEDE souche G25 + - - +
souche G74 + - - +
souche G152 + - - +
souche F1 - - - +
Ixodes dammini
ETATS souche B31 + + - +
UNIS
10b PATIENTS
Peau
souche ACA-1 + - -
SUEDE souche ECMA-2 + - -
souche ECMA-6 + - -
ETATS Sang : souche 245 + - + +
UNIS Peau : souche 272 + -
LCR : souche 297 + - + +

Résultats de la réaction des Ac monoclonaux avec les

différents spirochétes de la maladie de Lyme par IF

ifféerents sp 18t m ie de Lyme par

boed

Figure 10 (13)
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La croissance est favorisée par une certaine viscosité du milieu obtenue par
l'incorporation de gélatine.

Le milieu le plus utilisé est celui de Kelly milieu Barbour-Steere et Kelly (10, 46,
65). Le milieu BSK)] trés utilisé a été amélioré par la délétion de glutamine du

CMRL et par l'adjonction de 2 gr de Yeastolate (10) pour donner le milieu BSKs.

La culture des Borrelia exige, de grandes précautions d'asepsie. Pour éviter les
contaminations, on ajoute des antibiotiques auquels le germe est résistant :
fosfomycine, kanamycine, rifampicine.

L'ensemencement du milieu se fait en surface des tubes de culture, en évitant de
laisser un trop grand volume mort.

La surveillance de la croissance qui dure de 3 a 4 semaines se fait au microscope

a fond noir.

Le germe ensemenceé est issu de la souche B31 : spirochéte transmis par
I dammini isolé a Shelter Island, cloné en milieu de Kelly enrichi.

Ce clone constitue la souche de référence. La culture de B burgdorferi pose donc
de nombreux problémes et particuliérement lors du diagnostic direct. (La
culture de B burgdorferi a partir d'un produit pathologique ou d'une biopsie est

délicate et rarement réussie).

5.5. Métabolisme (19, 57)

- les Borrelia sont microaérophiles,

"ot "o

- catalase "-", peroxydase "-",
- les amino acides et les sucres constituent les sources azotées et

carbonées,
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- les lipides, acides gras a longue chaine saturée et insaturée sont des
facteurs essentiels de croissance. Alors que les lipides complexes
sont peu ou pas catalisés,

- I'énergie est fournie par la fermentation des sucres, notamment du
glucose,

- le principal produit de dégradation est l'acide lactique.

6. PHYSIOPATHOLOGIE

Elle n'est encore qu'imparfaitement connue. Cependant, commes la syphilis, la
MdL peut étre divisée en 3 phases successives :
- La phase primaire, localisée au point d'inoculation au niveau duquel
le germe peut étre mis en évidence.
- La phase secondaire dont les manifestations sont dues, a la
dissémination septicémique.
- La phase tertiaire définie par la présence de manifestations

chroniques.

La présence du germe est démontrée a tous les stades. Cependant, le trés petit
nombre de spirochétes présents dans les organes suggére qu'une partie des
symptomes de la maladie est sous la dépendance de phénomeénes inflamatoires

et immuns.

11 faut souligner que l'infection de 1'hote est facilitée au stade initial par les
composants salivaires des tiques ayant des propriétés anti-hémostatiques, anti-

inflamatoires et immuno-suppressives.
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Ces facteurs favorisant le repas sanguin et l'attachement de la tique, permettent
également l'adaptation initiale et la dissémination du spirochéte en inhibant

l'activation des macrophages et des neutrophiles.

L'étude du role de l'immunité a médiation cellulaire dans les infections a Borrelia
burgdorferi devrait permettre une meilleure compréhension de la maladie et de ses
développements. B burgdorferi peut adhérer aux macrophages et aux polynucléaireé
grace a des sites de fixation spécifiques.

Les composants de surface du spirochéte entier stimuleraient les lymphocytes T au
site de l'infection. Aprés quelques semaines l'activité des lymphocytes T
diminuerait et on noterait une hyperactivité des lymphocytes B avec une sécrétion

d'immunoglobulines (65).

6.1. Rdle de I'immunité

Différentes théories tentent d'expliquer le rdle joué par cette immunité dans
l'apparition des symptomes (42).

6.1.1. Role des complexes immuns

Les complexes immuns formés d'antigénes de spirochétes, d'Ac et de fractions du
complément sérique humain, s'accumuleraient dans les articulations.

Cette accumulation attirerait les neutrophiles qui libérerait de nombreuses enzymes

- dirigées contre ces complexes communs.
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Ces enzymes libérées seraient responsables des symptomes articulaires.

6.1.2. Role de linterleukine

On a mis en évidence chez Borrelia burgdorferi une activité "endotoxine like". Cette
découverte correspond a la mise a jour d'un lipopolysaccharide (LPS) trés proche
de celui rencontré dans la paroi externe des bactéries Gram "-".

Le LPS serait un puissant inducteur de la libération de l'interleukine 1 produite par

les leucocytes.

L'interleukine 1 (figure 11) (42) est une protéine de masse moléculaire 17 000.
Elle intervient comme régulateur de la réaction immunitaire, agissant comme un
chef d'orchestre moléculaire, dirigeant les mécanismes non spécifiques de défense
contre de nombreuses agressions de l'environnement.

L'interleukine 1 participe aux réactions infectieuses de l'organvisme et aux
traumatismes, en faisant apparaitre des symptomes comme l'erruption, la fiévre et

l'arthrite.

6.2, Roéle du milieu de culture

L'étude des milieux de culture a également permis de montrer :
- que la perte du pouvoir infectieux coincide avec la perte de 'expression
d'une protéine de surface OSPB de 34 Kda. Ceci s'observe lors de

subcultures repétées (16, 65).
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- que la pathogénicite pourrait étre dte a des plasmides de 7,6 et 27 Kda,

circulaires, capables de coder des facteurs de pathogénicité (19, 81).

D'autre part Craft montre que les protéines antigéniques apparaissent
graduellement dans l'organisme au cours de la maladie sans que l'on puisse les

mettre en relation directe avec des signes cliniques donnés (34).
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7. MANIFESTATION CLINIQUE

La maladie de Lyme est classée parmi les maladies nouvelles au méme titre que la
maladie des Légionnaires et le SIDA.
Pourtant la premiére description d'ECM, manifestation initiale de la maladie

consécutive a4 une morsure de tique a été donnée il y a 80 ans par Afzelius.

Par analogie avec la syphilis, dont l'agent infectieux est une spirochéte, on décrit

souvent la borreliose de Lyme en stade primaire, secondaire et tertiaire (6, 34).

7.1. Phase primaire

Elle correspond aux manifestations cutanées précoces, localisées au site

d'inoculation du germe (2, 6, 29, 90, 97).

7.1.1. L'erythéme chronique migrant (ECM)

L'ECM décrit par Afzelius et Lipschutz, est un signe essentiel par sa fréquence, sa
chronologie et son role dans le diagnostic.

Ce signe apparait en moyenne de 8 a 20 jours apres la piqure quand celle-ci a été
établie. En effet, la relation avec une morsure de tique n'est pas toujours clairement
établie.

L'ECM est une lésion annulaire extensive inflammatoire (en cocarde) ayant la forme

d'un placard cutané rouge centré par la piqure.
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La lésion initiale est une petite macule rouge et arrondie, ou parfois une papule
légerement infiltrée.

On observe une extension centrifuge évoluant vers la constitutibn d'un anneau rouge
rosé dont le diameétre s'accroit progressivement tandis que typiquement le centre
s'éclaircit, la peau retrouvant alors un aspect sensiblement normal.

Les bords de l'anneau de 0,5 a 2 cm de large sont en général bien limités, parfois
discrétement en relief.

Le point de morsure est parfois induré, nécrotique et peut persister quelques
semaines. Le rostre de la tique peut y subsister lorsque celle-ci a été
maladroitement enlevée.

L'ensemble de la lésion a alors un aspect en cocarde. L'extension de l'érythéme peut
étre progressive (3 a 5 cm par semaine) ou se faire par poussées successives. Dans
les formes habituelles, le diametre de la lésion atteint 10 & 20 cm.

Des lésions beaucoup plus étendues ont été décrites, jusqu'a 60 cm de diameétre.
Dans de telle forme, l'anneau peut se disloquer et chacun de ses fragments migrer

indépendamment.

Il n'est pas exceptionnel, en particulier lorsque la lésion est vue tét, que son aspect
soit moins évocateur.

Elle peut notamment rester uniformément érythémateuse, sans décoloration du
centre, avoir une extension centrifuge modeste, étre infiltrée ou recouverte de
squames fines.

Cette lésion peut siéger sur n'importe quelle région du corps y compris la
face ; toutefois cuisses, creux inguinaux, fesses et aisselles sont les plus

fréquemment atteints (65).
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En général, asymptdomatique, 'ECM peut provoquer une sensation de prurit, de
bralure, de douleur diffuse. Il peut s'accompagner d'un syndrome pseudo grippal
avec malaises, asthénies, céphalées, fiévre, arthralgies et adénopathies.

La venue de manifestations systémiques dans un délai variable aprés l'apparition de
I'ECM est probablement contemporaine de la dissemination sépticémique de la
Borrelia.

Non traité cette ECM évolue le plus souvent vers une guérison spontanée en un
mois.

Cette guérison est trompeuse car le malade reste exposé a la venue de
manifestations secondaires et tertiaires.

Traitée, la lésion palit en quelques jours et disparait en moins d'une semaine. 1l
arrive cependant que la peau reste pigmentée pendant quelques semaines apreés la

guérison (29, 34, 65, 97).

7.1.2. Autres manifestations cutanées

Quelques cas de lymphocytomes cutanés bénins ont été observés, sans qu'il soit

possible de les attribuer de fagon certaine a la Borrelia burgdorferi (85).

7.2, Phase primo secondaire

Souvent intégrée dans la phase primaire, elle correspond a la période ou

apparaissent les premiéres manifestations systémiques dues a la dissemination du

germe :
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- asthénie

- anorexie

- malaise général

- fiévre

- diverses algies

- adénopathies généralisées
- Splénomeégalie

- érythéme pharingé et/ou conjonctivite.

L'existence chez certains malades, de céphalées, photophobies, nausées,
vomissements et parfois de risques mineurs d'atteintes encéphaliques (trouble de
la mémoire, du sommeil, de 'humeur) sont compatibles avec un ensemencement

précoce du systéme nerveux central (34, 65, 97).

7.3. Phase secondaire

Cette phase peut apparaitre des semaines voire des mois aprés le début de 'ECM.
Elle peut révéler la maladie lorsque l'érythéme a manqué ou a été négligé.
Ses manifestations sont dominées par des problémes cardiaques et surtout neuro-

meéningeés.

I1 est indispensable que les généralistes devant certaines manifestations
neurologiques ou rhumatologiques, évoquent la maladie car ces symptémes sont

directement liés a la Borrelia et a ce titre, justifie d'une antibiothérapie (97).
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7.3.1. Manifestations cutanées

Il s'agit d'un érythéme migrateur multiple avec des lésions (15 & 20) extensives,
touchant a l'ensemble du corps, évoluant par poussées durant plusieurs mois.

Ces manifestations peuvent persister quelques années mais en régle général,
I'évolution se fait vers une guérison spontanée en quelques semaines.

En l'absence de traitement, le malade reste exposé a la venue d'autres
manifestations systémiques de la maladie.

Ces manifestations sont fréquentes aux USA et semblent rares en Europe (29, 34,

84, 27).

7.3.2. Manifestations cardiaques

Rares mais non exceptionnelles en Europe, elles interviennent de 3 a 6 mois apreés
la morsure et sont presque toujours observées entre la fin du printemps et la fin de
l'automne.

Elles doivent étre connues car la MdL est certainement une cause non négligeable
de péricardite et de trouble de la conduction (bloc auriculo-ventriculaire, bloc

intraventriculaire, bloc sinoauriculaire).

On observe également des myocardites vues a 'ECG en particulier chez les patients

atteints d'autres manifestations viscérales (34, 65, 97).
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Manifestations neurologiques

C'est le mode de révélation de la phase secondaire le plus fréquent du moins en

Europe (34, 56, 65, 97). On distingue :

7.3.3.1.

Les atteintes périphériques

- Atteintes radiculaires a prédominance sensitive.

Ce sont les plus fréquentes. Les douleurs sont souvent trés violentes et
débutent dans le territoire de la morsure 15 a 45 jours aprés.

Ces douleurs sont insensibles aux antalgiques et aux anti-inflammatoires.
Par contre, les traitements antibiotiques sont rapidement efficaces, ce

qui constitue a postériori un excélent argument de diagnostic.

- Atteintes motrices périphériques
Elles sont plus rares que les précédentes mais ne sont pas a négliger.
Elles donnent des paralysies asymeétriques et persistent quelques

semaines. Elles sont moins sensibles aux antibiotiques.

- Atteintes des nerfs craniens

Elles sont assez fréquentes et consistent, dans la majorité des cas, en une
paralysie faciale périphérique uni ou bilatérale.

L'atteinte des autres nerfs craniens est possible.

La guérison qui semble accelérée par une antibiotherapie n'est pas

toujours compléte et des séquelles peuvent subsister (97).
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7.3.3.2. Les atteintes centrales

Assez fréquentes, elles traduisent une atteinte médullaire ou encéphalique avec en
général des signes mineurs.

Le tableau habituel est celui d'une encéphalomyélite ou d'une myélite posant des
problémes de diagnostic avec une sclérose en plaque.

Cependant il existe aussi des observations avec atteintes plus graves : convulsions,
déficit moteur, ataxie.

Le traitement antibiotique précoce avec des produits a bonne diffusion

neuromeéningée est efficace.

7.3.3.3. L'atteinte méningée

Elle s'observe dans toutes les atteintes neurologiques et sa mise en évidence
constitue un argument majeur en faveur du diagnostic.

Habituellement latente ou limitée a des céphalées dans son expression clinique, la
méningite est souvent une découverte de la ponction lombaire.

Un traitement antibiotique adapté évite a la méningite de persister des semaines ou

des mois.

7.3.4. Manifestations rhumatologiques

Elles sont a l'origine de la description de l'arthrite de Lyme et sont apparamment

plus fréquentes aux USA qu'en Europe.
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Les artralgies sont précoces, migratrices, polyarticulaires, et associées a des
myalgies, elles durent quelques jours.

Les arthrites sont plus tardives ; il s'agit d'oligoarthrites asymétriques récidivantes,
durant plusieurs semaines.

Elles touchent genoux, chevilles, épaules et poignets.

Les patients ont plusieurs poussées, souvent séparées par des rémissions de
plusieurs semaines.

Le passage a la chronicité en l'absence de traitement s'observe dans 10 % des cas,

alors que le traitement a ce stade est efficace (2, 34, 65, 97).

7.3.5. Manifestations occulaires

Des conjonctivites ont été signalées et surtout des uveites dont le traitement
antibiotique est difficile si elles sont liées directement au germe.

On observe également la paralysie du nerf occulo-moteur, des nevrites optiques, des
anomalies secondaires dues a une hypertension intracraniene, ou aux complications

occulaires des paralysies faciales (34).

7.3.6. Manifestations hépatiques

Steere (88) a signalé chez 19 % des malades de son étude une augmentation
modérée des Transaminases hépatiques pendant les phases primo secondaires et
secondaires.

Ces observations nous ameénent a la conclusion suivante. La phase secondaire est

riche de manifestations probablement liées en partie a la dissemination du germe
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et 4 son role pathogéne direct (coeur, oeil, systéme nerveux,.articulations, foie) et

en partie sans doute a des phénomeénes immunologiques.

7.4. Phase tertiaire

A ce stade, les manifestations sont définies par leur chronicité, elles apparaissent
dans les mois ou les années qui suivent la contamination.

Elles succédent a des phases primaires ou secondaires insuffisemment ou non
traitées.

11 convient de souligner les faits suivant :

- la fréquence des manifestations tertiaires n'est que peu ou pas connue.

- les manifestations ne sont pas spécifiques en dehors de l'acrodérmatite
atrophiante d'ou la difficulté a établir ces diagnostics de phase tertiaire
avec certitude.

Ce diagnostic repose donc sur un ensemble d'arguments anamnestiques (notions de
morsure de tique, de phase primaire ou secondaire), cliniques, biologiques et

éventuellement, sur le traitement si celui-ci est suivi d'une amélioration franche.
7.4.1. Manifestations cutanées tardives
La seule manifestation dermatologique spécifique de MdL est la maladie de Pick-

Herxheimer ou acrodeérmatite chronique atrophiante (ACA).

On observe une amélioration progressive de la 1ésion sous antibiotique.
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On obsei've d'autres manifestations cutanées comme le lymphocytome cutané bénin
ou la responsabilité exclusive de MdL n'est pas formelle, et certaines morphées qui

seraient pour quelques auteurs des manifestations tardives de MdL (29, 34, 85, 37).
7.4.2. Manifestations neurologiques tardives

La limite entre forme secondaire et tertiaire est délicate et le délai d'apparition des
manifestations neurologiques tertiaires varie de plusieurs mois a plusieurs années
apres l'inoculation.

Les atteintes neurologiques peuvent étre cérébrales, meédullaires ou cérébro-
meédullaires.

A ces lésions, s'associe souvent une meéningite lymphocytaire chronique
asymptomatique.

Les lésions observées ont été confirmées par tomodensitométrie et RMN.

Le traitement antibiotique, en raison de la multiplicité des atteintes possibles, a une

efficacité relative (34, 56, 65, 97).
7.4.3. Manifestations rhumatologiques tardives

Elles sont définies comme des arthrites évoluant de maniére constante pendant
plus d'un an avec atteinte synoviale.

Ces arthrites chroniques sont d'origine mixte, inflammatoire, immunologique et
infectieuse. Les articulations les plus touchées sont les genoux.

L'évolution de ces arthrites mixtes est mal connue, des traitements antibiotiques

prolongés seraient indiqués (2, 34, 65, 97).
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8. TRAITEMENT
8.1. Prophylaxie

L'éradication de tous les réservoirs de Borrelia burgdorferi étant illusoire, les
mesures prophylactiques consistent 4 empécher le contact avec les vecteurs par le
port de vétements enveloppants, ou, 'entretien de zones limitées comme les parcs,
les jardins, les terrains militaires.

En pratique, ces mesures difficilement applicables n'ont qu'une efficacité limitée.
Par contre, il est utile pour les personnes habitant en zone d'endemie d'apprendre :
- a reconnaitre les tiques aux 3 stades de leur développement,

- 4 Oter entiérement la tique de la peau le plus vite possible (au moyen
d'une compresse imbibée d'essence de pétrole ou d'éther).
- a consulter son médecin devant toutes lésions cutanées extensives

survenues aprés piqures de tiques.

De méme, il serait utile de soumeftre les sujets a risques répétés (les
professionnels de la forét) a une sérologie de surveillance effectuée lors d'une visite
de santé dans le cadre de la médecine du travail au début de l'hiver afin de
diagnostiquer et traiter s'il y a lieu une infection contractée pendant 1'été (31). En
effet, un traitement antibiotique est d'autant plus efficace qu'il est entrepris tot.
Cependant, le recours systématique a un traitement antibiotique aprés morsure de
tique ne semble pas justifié vue la faible fréquence de la maladie.
Sauf dans les cas suivants :

- la femme enceinte, en raison du risque possible d'infection foetale

décrit par certains auteurs (34, 65),
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- les membres d'une méme famille mordus par les tiques si l'un des

membres présente des symptoémes précoces (34, 65, 84).

En conclusion, une bonne prophilaxie a 1'heure actuelle reposerait sur 3 points

importants :
- une bonne connaissance du milieu,
- une meilleure définition des zones d'endémie
- l'information non seulement des sujets & risques mais aussi du grand

public comme c'est le cas depuis plusieurs années aux USA (31).

8.2. Traitement curatif

La présence de B burgdorferi ayant été démontrée a tous les stades de la MdL, le
traitement repose sur une antibiothérapie adaptée dont la finalité est double :
- guérir les symptomes présents au moment ou le malade est vu (soulager
le patient),
- prévenir les complications tardives en éradiquant les germes présents,
notamment au niveau des articulations et surtout au niveau du systéme

nerveux.

Actuellement, le traitement idéal de la maladie a ses différents stades n'est pas
parfaitement établi (97).

Pour atteindre ces objectifs, il faut des antibiotiques auquels le germe est sensible
et, dans les cas neuromeéningés, qui pefmettent l'obtention de concentration

intrathécale supérieure a la CMI ou mieux a la CMB vis a vis de B burgdorferi.
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Dénomination Nom de Posologie
commune spécialité
Amoxicilline Clamoxyl 2 g/24 h pendant 10 jours,
Hiconcil passer a 4 g/24 h pendant
Bristamox 15 jours en cas de formes
A-Gram tardives ou en présence de
Amodex signes cliniques de dissémi-
Amoxine nation
Grarmidil
Zamocilline
Amoxicilline + Augmentin
ac. élavulanique
Tableau 2 : LES CYCLINES
Dénomination Nom de Posologie
commune spécialité
Doxycycline Monocline 250a500mgx4/24 h
Vibramycine pendant 10 a 15 jours
Doxycline
Doxygram
Doxy-100
Granudoxy
Spanor
Tolexine
Autres cyclines
Tétracycline Abiosan 250a500mgx4/24h
Hexacycline
Tétracycline

Tétramig




Tableau 3 ;: CEPHALOSPORINES DE 3° GENERATION

Dénomination Nom de Posologie
commune spécialité

Ceftazidime Fortum 3g/24 h en 3 fois IM ou IV
Céfotaxime Claforan 3g/24hen3foisMoulV
Ceftriaxone Rocéphine 2g/24 h en 1 fois IM ou IV lente
Céfopérazone Céfobis 4g/24 h en 2 fois IM ou IV lente
Céfotéran Apacef 2g/24 h en 2 fois IM ou IV lente
Latamoxef Moxalactam 2g/24 h en 2 fois IM ou IV lente
Ceftizoxime Cefizox 3g/24 h en 3 fois IM ou IV
Cefixime Oroken 400 mg/24 h en 2 fois per os,
Cefmenoxime Cemix 2 a4g/24hen2 4 3 fois, M ou IV

Figure 12 (84)
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Une récente étude de Johnson et Mursic (52, 66), malgré les difficultés
rencontrées dans l'étude in-vitro de la sensibilité des antibiotiques :

- tests in vitro ne prédisant pas toujours l'activité in vivo (34).

- modéles animaux imparfaits
a permis d'affirmer l'efficacité de certaines P lactamines, cyclines et céfalosporines
de 3éme génération (figure 12) (84).

Nous proposons donc le schéma thérapeutique suivant (32) (34).
8.2.1. Phase primaire

L'amoxicilline en fonction de son activité vis a vis de B burgdorferi, de sa
biodisponibilité, de son passage méningé et de son mode d'administration (per os)
parait étre actuellement le traitement le plus logique (32, 34, 84).

Sile malaﬁe consulte tot aprés l'apparition de I'ECM et qu'aucun signe de
dissémination septicemique n'apparait, la posologie peut étre de 2 a 3 g / 24h
pendant 10 & 15 Jours.

Chez les patients allergiques aux P lactamines, ou utilisera les cyclines et
notamment la doxycycline a4 des doses de 250 a 500 mg en 3 a 4 prises par jour

pendant 10 4 15 jours (6, 84).
8.2.2. Phase secondaire
Si le malade n'est pas hospitalié, on peut utiliser soit l'amoxicilline & forte dose, 4 a

6 g par jour pendant 20 jours, soit la doxycycline a la dose de 300 mg par jour

pendant 20 jours.
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Si le malade est hospitalisé, on utilise le ceftriaxone (RocephineR, médicament ‘
hospitalier) en raison de son activité vis a vis de B burgdorferi, de sa demi vie ;
prolongée (1 prise par jour) et de son excellent passage méningé (figure 12) (84). :
Les doses de 2 4 4 g par jour en IM ou IV pendant 14 jours sont utilisées. A défaut,

ou en cas d'allergie au § lactamine, les cyclines sont une alternative acceptable. Dans

ce cas la doxycycline reste le meilleur choix (34).
8.2.3. Phase tertiaire

Le traitement est serhblable a celui de la phase secondaire avec une durée de
traitement pouvant atteindre 30 jours dans les formes neurologiques ou articulaires
graves.

Cependant, il se pose le probléme des arthrites chroniques qui méme aprés un
traitement antibiotique bien conduit peuvent persister.

Dans ces conditions, le recours a un traitement chirurgical n'est pas a exclure.

La synoviorthése ou la synoviectomie ont été proposés (34).
8.2.4. Place des corticoides dans le traitement de la MdL

Il n'y a pas d'indication de principe des corticoides dans la MdL.

Cependant, chez les patients présentant un trouble auriculoventriculaire grave, en
l'absence de réponse au traitement a la 241€Me heure, chez les patients atteints de
paralysie faciale récente et chez ceux ayant une atteinte neurologique centrale
probablement due en partie 4 des phénomeénes inflammatoires vasculaires, on peut |
sous couvert d'une antibiothérapie efficace utiliser les corticoides pour accélérer la

régression des troubles (32, 84).
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Les traitements mal débutés peuvent étre responsables de réactions diverses dont
la plus importante est la réaction de Jarish - Herxheimer.

Elle se manifeste dans les 12 a 24 heures qui suivent le début du traitement,
notamment, quand celui-ci fait appel a des produits actifs comme 'amoxicilline et
la ceftriaxone.

Cette réaction se traduit par de la fievre, des douleurs articulaires, des myalgies,
des céphalées ou une rougeur accrue de I'ECM qui peut alors devenir prurigineux.
Cette réaction peut également étre responsable d'une aggravation des
manifestations neurologiques.

11 eét donc nécessaire de commencer le traitement par de faibles doses, 0,5 a
1 g/24h d'amoxicilline ou 0,5 g/24 h de ceftriaxone, le premier jour pour atteindre
la dose efficace au bout de 3 a 4 jours.

Si malgré ces précautions, une réaction de Jarish Herxheimer survient, alors elle
pourra facilement étre contrélée par un traitement a base d'aspirine ou par une

courte corticothérapie (34, 65).




68

DEUXIEME PARTIE




69

DEUXIEME PARTIE

DIAGNOSTIC

GENERALITES

DIAGNOSTIC AU LABORATOIRE

2.1. Diagnostic non spécifique

2.1.1.
2.1.2.
2.1.3.

2.1.4.

Dans le compartiment plasmatique
Dans le LCR
Dans le liquide articulaire

Notion de terrain

- 22. Diagnostic spécifique

2.2.1.

2.2.2,

Diagnostic direct
Diagnostic indirect

2.2.2.1. Cinétique des Anticorps

a dans le sang
b. dans le LCR
2.2.2.2, IFI
principe
b. interpreétation
c. probléme de standardisation
d. probléme de sensibilité

e. probleme de spécificité

71

72
72
72
73
73
73
74
74
75
75
75
75
76
76
77
77
78

79



3.

70

2.2.2.3. Western Blot 81
a principe 81
b. application 81
C. interprétation 83
2.2.2.4. ELISA 84
a principe 84
b. choix de l'antigéne 85
b.1. tests de ler génération 87
b.2. tests de 2éme génération 88

b.2.1. méthode utilisant la protéine de 41 Kda
purifiee comme Ag 88

b.2.2. méthode utilisant une préparation antigénique
enrichie en protéine de 41 Kda 90

b.2.3. méthode utilisant une préparation antigénique

deplétée partiellement en protéine

de 41 Kda 91
2.2.2.5 Heémaglutination passive ou hémaglutination
conditionnée (5, 65, 96) 92
2.2.2.6. Immunocapture (17, 25, 96) 92
CONCLUSION 94




71

DIAGNOSTIC

1. GENERALITES

Rappel des éléments évocateurs d'une MdL :
- Le début des troubles survient généralement en période estivo-
automnale

- Un antécédent de morsure de tique ou d'ECM peut étre retrouvé.

- Des polyarthralgies, un syndrome cardiaque avec troubles de la

conduction et des manifestations neuromeningées peuvent étre
observés.
- Ces manifestations peuvent régresser sous antibiothérapie alors que les

anti-inflamatoires non stéroidiens n'ont aucun effet.

Cependant, la notion de piqure de tique manque souvent et l'expression clinique de
la maladie est fréquemment insuffisante pour affirmer le diagnostic (5, 46, 72, 79,
84).

Dans ces conditions, le diagnostic de la MdL doit faire appel au laboratoire. 1l se
pose alors de nombreux problémes car parmi les méthodes proposées aucune n'est

entierement satisfaisante.

Nous nous proposons, dans ce chapitre, d'étudier parmi les principales méthodes
leurs avantages, leurs inconvénients et, d'envisager qu'elles peuvent étre les

perspectives d'avenir dans le domaine du diagnostic biologique.
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2. LE DIAGNOSTIC AU LABORATOIRE DE LA MDL

Le diagnostic se décompose en différentes phases.

2.1. Diagnostic non spécifique

Il correspond aux signes biologiques non spécifiques, marqueurs des réactions

inflamatoires et immunitaires observées lors de la MdL.

2.1.1. Dans le compartiment plasmatique (6, 9, 79). Ces réactions sont

caractérisées par :

une vitesse de sédimentation élevée,

une hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles,

une hypergammaglobulinémie,

une atteinte hépatique cytolitique discréte,

la présence de cryoglobulines de type IgM surtout lors des arthrites,
- des complexes immuns circulants,

- une diminution des fractions C3 - C4 du complément.

Lors de l'apparition de I'ECM, quelques uns de ces signes biologiques semblent
avoir une valeur pronostique vis-a-vis des complications neuroméningées,

articulaires ou cardiaques.
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Il s'agit de la présence :
- de cryoglobulines sériques de types IgM,
- d'immunos complexes circulants et persistants,

- d'un taux d'IgM élevé.

2,1.2, Dans le LCR (9)

En cas de manifestations neuroméningées, on observe :
- une pléiocytose modérée avec une majorité de lymphocytes,
- une protéinorachie légérement élevée et inconstante,

- une glycorachie normale.

2.1.3. Dans le liquide articulaire (6, 9, 79)

On observe :

- une pléiocytose avec une majorité de polynucléaires neutrophiles,

- des cryoglobulines,

- des fractions du complément.

2.1.4. Notion de terrain

II faut noter la fréquence de l'allo-antigéne HLA DR W2 chez les malades présentant

des complications tardives extracutanées (79).
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2.2. Diagnostic spécifique

On distingue les diagnostics directs et indirects.

2.2.1. Diagnostic direct

Il consiste a isoler B burgdorferi a partir des préléevements : (79)
- de sang,
- de LCR,
- de biopsie cutanée,

- de liquide synovial.

Or, l'isolement de B burgdorferi est délicat et contraignant.

L'observation directe au microscope a fond noir du germe est rarement
significative, 4 cause de sa grande fragilité et de sa faible densité dans les liquides et

tissus (25).

Pour compenser la faible densité et les problémes de conservation du germe, il est
nécessaire de pratiquer un ensemencement immédiat sur milieu de culture. Seul
quelques laboratoires en sont capables, car les milieux complexes utilisés de type
BSKg9 sont difficiles a fabriquer.

La rentabilité de cette culture bien que meilleure dans le LCR que dans le sang est
mauvaise. C'est pourquoi, le clinicien se tourne vers la sérologie pour confirmer le

diagnostic.
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222, Diagnostic indirect ou méthodes sérologiques

Les méthodes utilisées actuellement consistent a explorer la réponse immunitaire,
essentiellement humorale par recherche des Ac dans le serum, le LCR ou

éventuellement dans le liquide articulaire (5).

L'immunofluorescence indirecte (IFI), le Western Blot (WB) et 1'Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), sont les méthodes les plus utilisées que nous

détaillerons.

2.2.2.1. Cinétique des anticorps

a) Dans le sang (5, 65, 79)
Les IgM apparaissent 4 a 6 jours environ apreés I'ECM, pour atteindre un taux
maximum entre la 3¢Me€ et 1a 66™M€ gemaine. Ce taux va diminuer dans les semaines
suivantes ou persister pendant des mois voire des années en cas de complication.
Les IgG ont un taux initialement bas qui devient maximal plusieurs semaines apreés
I'ECM. Le taux d'IgG peut rester positif pendant des mois voire des années aprés la
maladie.

Les sujets négatifs au début du traitement le restent souvent postérieurement.

b) Dans le LCR
La présence d'Ac dans le LCR est intéressante pour assurer le diagnostic des formes

neuromeéningées.
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Cependant, il faudra toujours distinguer les Ac résultant d'une syntheése locale
(intrathécale) et ceux résultant d'un passage a travers la barriére hématoméningée

lésée (79).
2.2.2.2, IFI (Immunofluorescence indirecte)

a) Principe
Les différentes étapes de cette méthode sont les suivantes : (35, 70, 96)

- Mettre en présence une suspension antigénique de B burgdorferi
(préalablement concentrée et fixée sur une lame) et le sérum d'un
patient.

- Il y a alors formation d'immuns complexes qui restent fixés sur la lame,
si le sérum contient des Ac contre B burgdoferi.

- On élimine ensuite par lavage l'excés d'Ac non spécifiques non fixé.

- La révélation se fait par l'addition d'antiglobulines marquées par un
fluorochrome (l'isothiocyanate de fluoresceine donnant une coloration

verte est le plus fréquemment utilisé).

La lecture se fait au microscope a fluorescence et ne doit prendre en considération
que les réactions positives 2% ou 3*

La fluorescence (96) est notée comme suit : i

- coloration jaune vert éclatant avec périphérie brillante 4+
- coloration jaune vert brillant avec périphérie brillante 3+
- coloration nette, mais terne 2+
- coloration pauvre, mais visible 1+

- absence de coloration ot
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b) Interprétation
L'interprétation des résultats est différente d'un laboratoire a l'autre et en fonction
des techniques utilisées.
Si le résultat est positif, on effectue une série de dilutions pour déterminer le titre
exact des Ac présents dans le liquide biologique testé, et le titre est l'inverse de la
derniére dilution positive.
Pour l'institut Pasteur et de facon de plus en plus générale, un titre de 256 en 1gG
est la limite acceptable pour affirmer la maladie. Tout en considérant comme
Steere ou Eldinger que des titres inférieurs peuvent alerter le clinicien (5).
L'IFI est une méthode peu cotteuse, trés souple d'utilisation et simple dans sa
technique. Elle peut facilement étre adaptée a des séries courtes et répétées.
Malgré ses qualités, cette méthode pose un certain nombre de problémes, elle

semble limitée sur le plan de la standardisation, de la sensibilité et de la spécificité.
c) Probléme de standardisation (61)
Schwartz et ses collaborateurs (82) décrivent les variations que l'on peut observer

d'un laboratoire a l'autre.

- variations techniques, elles concernent :

--> les antigénes qui ne sont pas préparés de la méme facon par les

différents laboratoires (milieu, temps de culture et température

d'incubation sont différents d'un laboratoire a l'autre).

--> la densité de I'Ag déposé.

--> la qualité des conjugués de fluorescence.

--> le seuil de lecture, l'appréciation de l'intensité lumineuse est

subjective en fonction de !'observateur.




78

- variations dues a l'hétérogénéité des souches existantes (Européene,
Ameéricaine) et a la variabilité antigénique observée in vitro entrainant

une variation dans la réponse Ac (6, 65).

Aux U.S.A., une enquéte récente a montré que le coefficient de reproductibilité
(dans la réponse positif-négatif) était inférieur a 0,3 d'un laboratoire a l'autre (61,

72).

d) Probléme de sensibilité (5, 30, 34)
A ce niveau, il est indispensable d'évaluer séparément les différentes phases de la

maladie.

Au début de la maladie, la sensibilité de la sérologie est mauvaise puisqu'elle ne
dépasse pas 50 % (34, 46, 79).
La sérologie est négative quand : (34, 79)
- L'infection est limitée au niveau cutané et qu'il n'y a pas eu
dissémination septicémique.
- On effectue un traitement antibiotique précoce qui empéche la
séroconversion (comme dans la syphilis, les sujets séro-négatifs lors de
Iinstitution du traitement le restent en général ultérieurement).
- Le taux d'Ac, dans les formes disséminées, n'est pas encore suffisant

pour étre détecté par la méthode.

Aux stades secondaires et tertiaires, la sensibilité est excellente. Cependant, il
arrive que la sérologie soit négative en phase primo-secondaire ou au début de la

phase secondaire.
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Il convient alors de répéter la recherche des Ac une a trois semaines plus tard. En

effet, le titre maximum d'Ac n'est souvent atteint que des semaines, voire des mois

aprés la piquare.

La sensibilité de la méthode au niveau du LCR est bonne puisqu'elle a presque

systématiquement été positive dans les cas de MdL neurologiques (34).

e) Probleme de spécificité

Les faux positifs observés (5, 72, 97) sont dus :

- a l'existance d'une parentée antigénique importante responsable de

réactions croisées

--> avec les autres spirochetes :

. Leptospires, a ce niveau les réactions croisées sont encore tres

discutées.

. Tréponémes

T pian responsable du Pian

T caracteum responsable du Pinta

T pallidum responsable de la syphilis

Lors du diagnostic de routine, le probléme posé
par les réactions croisées dues a T pallidum est
facilement contourneé.

En effet, les malades atteints de syphilis ont
souvent des taux d'Ac élevés vis-a-vis de B
burgdorferi. La réciproque n'est pas vraie. Pour
cette raison, le TPHA et le VDRL doivent étre
négatifs pour qu'une sérologie de lyme positive
soit considérée comme spécifique et

interprétable.
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. Borrelia B hermsii
B turcatoe
B duttoni
--> avec des germes appartenant a des familles de bactéries trés

éloignées comme les légionnelles ou les rickettsies.

a des IgM apparues,au cours d'affections auto-immunes, de la
mononucléose infectieuse et vraisemblablement de la tuberculose.

En plus des réactions croisées dues a d'autres germes, il a été observé
chez des sujets asymptomatiques, la préSence d'Ac a des taux
significatifs, notamment chez les sujets vivant en zone d'endémie, ou
chez les personnes ayant contractés une MdAdL et présentant une
cicatrice sérologique. Il ne s'agit donc pas de faux positifs (25).

Ceci signifie qu'une sérologie ne permet pas de distinguer les sujets
simplement porteurs d'Ac et ceux chez lesquels, ces mémes Ac sont la
preuve d'une infection évolutive. D'ol1, la nécessité de pratiquer des

sérologies a intervalles réguliers pour étudier la cinétique des Ac.

Pour améliorer la spécificité, certains auteurs pratiquent l'absoption de
sérum sur le Tréponeéme, de Reiter (T phagedenis), mais, cette
pratique engendre la baisse des titres et 'augmentation du nombre de
faux négatifs. Cette amélioration de la spécificité se fait donc aux
dépends de la sensibilité (5, 6, 62). De plus, cette méthode est trés

difficile 4 standardiser.
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2.2.2.38. Western blot

a) Principe (39, 70)
Cette méthode consiste a séparer les protéines de B burgdorferi en fonction de leur
poids moléculaire.
Les différentes étapes de la méthode sont les suivantes :
- Préparation de l'échantillon par dénaturation de l'antigéne en SDS -
MCE (sodium Dodecyl Sulfate - Mercaptoethanol).
- Séparation des protéines de l'extrait brut par électrophorése sur gel de
polyacrylamide ou SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide
Gel Electrophorése).
- Transfert ou Blotting qui consiste a faire passer les protéines du gel sur
une membrane de nitrocellulose par électrotransfert.
- Saturation : étape permettant 1'élimination des sites de fixation non
spécifiques sur le support.
- Révélation : La membrane de nitrocellulose aprés Iavage, est incubée
dans une dilution de sérum a tester. Si le sérum posséde des Ac, il y
aura formation d'immuns complexes avec fixation des Ac spécifiques sur
la membrane.
Apres lavage, pour éliminer l'excés d'Ac non spécifiques, on fixe sur les complexes
immuns une antiglobuline marquée par une enzyme (40).
La révélation, aprés élimination de l'excés d'antiglobulines marquées, se fait par

l'addition du substrat de 'enzyme utilisée.

b) Application

Cette technique a permis :
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- A travers une analyse de la composition antigénique d'un germe, une
analyse fine de la réponse Ac vis-a-vis de ces antigénes.
. Pendant l'atteinte initiale (28, 50, 54, 65)
Une a trois serﬁaines aprés le début de la maladie, apparaissent,
chez la moitié des sujets, des IgM contre la protéine de 41 Kda.
Aprés 5 a 6 semaines, la plupart des patients posséde des IgM
contre cette protéine et parfois aussi contre la protéine de 83 Kda.
Aprés 3 semaines ou davantage, apparaissent chez 25 % des sujets
des IgG contre la protéine de 41 Kda. Cette réponse limitée,
disparait en quelques mois.
Cependant, Grodzicki et Steere (39) décrivent pendant cette phase
précoce la présence d'IgM et d'IgG contre les protéines de 25, 55,
58 et 66 Kda et quelques fois, également, contre les protéines de 31

et 34 Kda.

. Lors de complication secondaire (65)

La réponse IgM aux protéines de 41 Kda persiste parfois pendant
des mois ou des années.

Mais, durant cette phase apparaissent surtout des IgG d'abord contre
la protéine de 41 Kda puis 1 a 5 mois aprés I'ECM contre les
protéines de 83, 66, 27 et 15 Kda, puis, plusieurs mois ou années

aprés contre les protéines de 75, 60, 34, 31, 29 Kda.

- de montrer qu'il n'existe pas de corrélation entre le type de bande
positive et le stade clinique et que l'ordre d'apparition des Ac est

variable (28, 65).
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Exemple : Craft et Steere (28) montrent qu'il n'existe pas d'association

nette entre l'arthrite et la présence d'un type spécifique d'Ac.

- de caractériser des variations antigéniques importantes, notamment au
niveau des protéines de 31 et 34 Kda, ce qui permet de différencier les
souches américaines et européenes, et aussi de montrer qu'il existe des

protéines communes stables, telle que la protéine de 41 Kda qui est

spécifique de genre.

c¢) Interprétation

L'ensemble des observations :

- variation de la réponse immune en fonction des souches et des
individus étudiés.

- possibilité de réactions croisées dues a des protéines communes a
B burgdorferi et a d'autres bactéries comme la protéine de 60 Kda.

a conduit A. Steere (39) & établir des critéres de positivité autre que la simple

lecture de telle ou telle bande que l'on croyait spécifique.

I1 faut pour affirmer le diagnostic, déterminer la présence
- d'au moins 2 bandes en IgM

au - d'au moins 4 bandes en IgG

aa - d'au moins une bande en IgM plus au moins une bande en IgG.
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En conclusion, malgré certains avantages trés nets (sensibilité et spécificité
importante supérieure aux autres tests (39, 54)) ce test utilise une technique
beaucoup trop lourde, chére, de reproductibilité délicate et non adaptable aux
grandes séries. Ainsi, il est inutilisable en routine.
Cependant, il reste un outil précieux pour :

- Le diagnostic

Il est conseillé de l'utiliser en complément des méthodes ELISA dans les

cas atypiques ou les phases tardives difficiles a4 diagnostiquer.

- La recherche

Un des avantages essentiels de cette méthode est d'avoir permis

d'analyser plus finement la réponse Ac.

A partir de cette découverté, l'élaboration de tests Elisa de 2eme

génération a pu étre envisagée.
2.2.2.4. ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

a) Principe (96)

1l existe différents tests dont le principe général est le suivant (figure 13) :
- fixer l'antigéne sur un support solide constitué par des billes, tubes,
bandelettes mais aussi et surtout par des cupules de microplaques.
- mettre en présence ces microplaques supportant I'Ag et le sérum a
tester. Si celui-ci contient des Ac, alors il se forme des complexes

immuns.
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- faire réagir sur les complexes immuns fixés, aprés élimination des Ac
non spécifiques, une antiglobuline marquée par une enzyme.
La derniére étape de cette réaction consiste, aprés élimination de l'exceés
d'antiglobulines marquées, en sa révélation par addition du substrat correspondant
a l'enzyme.
La décomposition enzymatique du substrat laisse apparaitre une coloration dont
lintensité appréciée par mesure de la densité optique (DO) (spectrophotomeétrie)
est fonction de la quantité d'enzyme, elle-méme fonction de la quantité d'Ac

présente dans le sérum (figure 14).

b) Choix de l'antigéne
Cette technique enzymatique présente plusieurs avantages (96) :
- Avantages liés a la méthode :

. simplification des manipulations par rapport au Western Blot,
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A~ RECHERCHE ET TITRAGE O'UN ANTICORPS

\A>> % HE + S—coutew

Principe de la méthode ELISA

Figure 13 (96)

Signal +

—

Taux de fixation des antiglobulines

marquées sur les Ac a tester

Le signal augmente en fonction de la quantité d'Ac présent dans le sérum

Figure 14 (96)
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. technique automatisable pour certaines phases du test permettant
la réalisation de dépistages ou de titrages en grandes séries,
. utilisation d'une seule dilution,
Objectivité des résultats car la lecture dé la DO se fait
spectrophotométriquement.
- Avantages liés a I'antigéne utilisé :

. meilleure spécificité que I'IFI due a l'utilisation d'Ag plus travaillé.

Cependant, il faut réfréner notre enthousiasme ; car les études effectuées et les
résultats obtenus montrent le chemin qu'il reste a parcourir.

Le choix de l'antigéne est crucial et conditionne la qualité des résultats.

En fonction de ce choix, deux types de tests ont été décrits :

b.1. Les tests de lére génération utilisant un antigéne total
Parmi eux on distingue deux méthodes principales :
La premiére, décrite par Russel et son équipe, utilise un Ag soluble obtenu par
sonication de la cellule entiére et appelé Ag soniqué (78).
La deuxiéme, décrite par Magnarelli et son équipe, utilise un Ag figuré constitué par

une suspension de spirochétes inactivés par la pénicilline et la streptomycine (63).

Les résultats obtenus par ces méthodes méme s'ils constituent une amélioration par
rapport a l'IFI, ne semblent pas suffisants en ce qui concerne la sensibilité et la

spécificité lors du diagnostic en phase précoce de la maladie.
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b.2. Les tests de 2¢éme génération utilisant des éntigénes particuliers, dont
I'intérét a été présenté par l'étude de la réponse Ac aux différentes protéines
étudiées en Western Blot.
On distingue les méthodes utilisant comme antigene :

- la protéine de 41 Kda purifiée appelée flagelline,

- I'Ag total enrichi en protéine de 41 Kda, |

- I'Ag total déplété partiellement en protéine de 41 Kda.

b.2.1. Méthode utilisant la protéine de 41 Kda purifiée comme Ag : (45)
Cette protéine est la protéine principale constitutive de la flagelle (28, 37).
Hansen et ses collaborateurs (45) dans un souci d'amélioration de la spécificité et
de la sensibilité des tests de lére génération utilisant comme Ag la cellule entiére,
décidérent d'utiliser un Ag immuno dominant unique et le plus spécifique possible

de B. burgdorferi.

Deux observations firent penser que la flagelline de B. burgdorferi pouvait étre la
protéine la plus adaptée :
- Les études au Western Blot avec B. burgdorferi montrérent une réponse
immunologique précoce, forte et constante contre la protéine de
41 Kda.
- Un test ELISA de haute sensibilité a été développé pour le diagnostic de

la syphilis utilisant comme Ag le [lagelle du tréponéme (68).

Hansen (45) dans une étude compartive, montra que le fait d'utiliser comme Ag la
protéine de 41 Kda a la place de la cellule entiére a amélioré de fagon significative

la sensibilité et la spécificité en IgM, mais surtout en IgG.
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Cette accroissement de performance du test est due a plusieurs facteurs :
- la réponse Ac contre la protéine de 41 Kda a lieu tbt et fortement.
- Les Ag responsables de réactions croisées présents dans les
préparations de cellules entiéres sont éliminés dans cette méthode.
Ces deux facteurs qui améliorent la spécificité et la sensibilité pemettent d'abaisser

le seuil de positivité lors de la lecture au spectrophotométre (25, 39, 44).

B. burgdorferi partage des Ag importants non seulement avec les spirochétes mais
aussi avec beaucoup d'autres bactéries.

.Un seul exemple pourrait étre la protéine de 60 Kda appelée Ag commun qui a été
identifiée chez plus de 50 bactéries (47).

Ceci explique que l'on trouve fréquemment des réactions non spécifiques a la bande
60 Kda du sérum témoin.

D'autre part, les Ac apparus en réponse a de tel Ag responsables de réactions
croisées appartiennent en majorité a la classe des IgG.

Ceci explique, que la spécificité soit principalement améliorée dans les réactions
utilisant les IgG, c'est-a-dire en phase tardive, et correspond aux découvertes de
Wilske (100) et de ses collaborateurs qui trouvérent des IgG non spécifiques mais

jamais des IgM non spécifiques pour la bande 60 Kda.

Cependant, si l'utilisation d'un seul Ag purifié parait nette en ce qui concerne
l'amélioration de la sensibilité et de la spécificité, il est nécessaire de bien choisir

cet antigene.

Des études faites au Western Blot montrent que la protéine de 41 Kda n'est pas

complétement spécifique et, qu'elle peut étre responsable de réactions croisées
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avec des spirochétes oraux, le germe responsable de la fiévre récurente
(B recurentis) ou le T pallidum de la syphilis. Mais, ceci n'a que peu d'importance
en ce qui concerne la fiévre récurente et la syphilis.

En effet, les fiévres récurentes n'apparaissent jamais en Europe ni dans le nord-est
des USA, 1a ou la MdL est la plus prévalente. Et la syphilis, se différencie facilement
de la MdL cliniquement et sérologiquement par les tests éerologiques qui lui sont
appropriés (cf. chapitre 2.2.2.2.¢).

En conclusion, 1'approche présente utilisant un seul Ag et notamment la flagelline

semble intéressante.

L'utilisation de la protéine de 41 Kda, en plus d'améliorer la sensibilité et la
spécificité des tests, met a l'abris des phénomeénes de variation antigéniques car

toutes les souches possédent cette protéine constante (28, 37, 45).

b.2.2. Méthode utilisant 1'Ag total enrichi en P41
Malgré tous les avantages reconnus pour l'utilisation de la protéine de 41 Kda
purifiée, Le Western Blot a montré que cette protéine n'apparaissait pas toujours la
premiére. D'o1, la décision de certains, d'utiliser non plus la flagelline seule mais un
Ag total enrichi en protéine de 41 Kda présentant en phase précoce une plus
grande diversité d'Ag et un signal toujours aussi fort grace a l'enrichissement en

flagelline (26, 39).

Les résultats obtenus semblent intéressants. Mais, le fait d'utiliser 1'Ag total accroit
le bruit de fond, cela oblige & augmenter la valeur des seuils significatifs et donc,

limite la performance en phase précoce de la maladie.
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Grodzicki et Steere imagineérent alors, afin d'obtenir un test plus sensible et plus
spécifique, de préparer un Ag constitué de plusieurs protéines purifiées constantes
sur toutes les souches et ne présentant pas de réactions croisées avec d'autres
germes.

Cette méthode est apparemment intéressante car elle intégre les avantages des
deux méthodes précédentes, c'est-a-dire, réponse forte, nette et précoce avec
diversité de stimulation antigénique et bruit de fond peu élevé.

Cependant, en pratique, la principale difficulté rencontrée par ces auteurs a été de
déterminer ces protéines spécifiques et précoces en raison de la variabilité
antigénique. Actuellement le probléme du choix des Ag a utiliser n'a pas été résolu

(39, 44, 4, 5).

b.2.3. Méthode utilisant un Ag total deplété partiellement en P41
L'intérét de la protéine de 41 Kda dans le sérodiagnostic n'est plus a4 démontrer,
cependant, l'importance de la réponse Ac qu'elle provoque, si elle est intéressante
pour améliorer la sensibilité, est quelquefois responsable de réactions croisées.
C'est pourquoi, pour améliorer la spécificité, certains auteurs (36, 20) ont
préconisé l'emploi d'un Ag total dépleté partiellement en protéine de 41 Kda,
permettant d'obtenir une variété de signaux équilibrés saﬁs que l'un de ces signaux

ne prime sur les autres et ne fausse le résultat.

Plusieurs études (20, 36) effectuées sur des patients d'origines diverses
montrent que la méthode utilisant cet antigéne a une spécificité trés proche de

celle observée en Western Blot et une bonne sensibilité.
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2.2.2.5. Hémaglutination passive ou hémaglutination conditionnée (5, 65, 96)

En s'inspirant des réactions sérologiques utilisées pour la syphilis, une méthode par
hémaglutination passive a été proposée.

Mais, il semblerait que cette méthode ne soit pas utilisable & grande échelle et
qu'elle manque pour certains auteurs de sensibilité. |

De plus, peu de résultats ont été publiés.

2.2.2.6. Immunocapture (17, 25, 96)

Le principe (figure 15) de cette méthode repose sur la fixation d'Ac anti IgM
monoclonaux dans les cupules de microplaques a fond en U permettant la capture
d'IgM contenues dans le sérum a analyser.

L'étape suivante consiste a mettre en présence les microplaques supportant les

complexes anti IgM - IgM et une préparation antigénique de B burgdorferi.

Puis, pour détecter les Ag de B burgdorferi, on utilise un immun sérum de lapin oa
les Ac dirigés contre les Ag de B burgdorferi sont marqués par une enzyme.

La révélation se fera par l'addition du substrat de I'enzyme et la lecture par mesure
de la DO.

Cette meéthode délicate a interpréter semble néanmoins constituer une perspective

intéressante dans le diagnostic précoce.
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CONCLUSION

Cliniquement la phase primaire est caractérisée par un ECM alors que les phases
secondaire et tertiaire le sont par des atteintes du systéme nerveux central,

périphériques cardiaques et arthritiques.

Or ce tableau clinique est loin d'étre toujours retrouvé. La lésion cutanée
caractéristique qu'est 'ECM manque souvent et, il existe une possibilité de trouble

a long terme pouvent préter a confusion avec d'autres maladies.

La communauté meédicale s'est donc tournée vers le laboratoire pour suppléer le
clinicien dans la recherche du diagnostic.

Or comme c'est quelquefois le cas, avec d'auires tests, les -tests sérologiques de
MdL ne sont pas entiérement satisfaisants et ce, pour des raisons techniques et

économiques.

Sur le plan technique, quelque soit le méthode, la sensibilité n'est pas excellente
dans les premiéres semaines de la maladie. Quant 4 la spécificité, elle est fonction
de la méthode utilisée.

Sur le plan économique, la médiatisation ainsi que la nécessité de trouver une
méthode efficace ont fait se développer de facon explosive un grand nombre de kits
sans qu'il ait été possible comme c'est la régle, d'établir des normes permettant

des comparaisons de résultats d'un laboratoire a l'autre, d'une méthode a l'autre.
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Cependant, malgré le manque évident de standardisation, d'évaluation et de
qualité de certains kits, a I'heure actuelle, on peut résumer l'intérét de la sérologie

de la fagon suivant :

- les résultats obtenus en IFI ne peuvent servir que de séroorientation.

- ceux obtenus en Western blot posent ou infirment le diagnostic dans la
plupart des cas méme s'il reste quelques cas litigieux. Cependant, cette
technique est lourde et chére.

- les résultats des tests ELISA de 2éme génération, encore en cours
d'évaluation, apportent une ameélioration. Nous allons en donner une

illustration dans la 3éme partie.
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Intérét de I'ELISA (PlateliaR Lyme)
dans le diagnostic de la MdL au stade cutané au CHRU de Grenoble

1. RESULTAT ACTUEL DE LA SEROLOGIE A L'HOPITAL DE
GRENOBLE
1.1. Introduction

Au CHRQG, la sérologie est pratiquée depuis octobre 1987.

L'IFT est utilisée de fagon systématique comme méthode de routine.

Le WB est utilisé depuis 1989 en confirmation des sérums ayant un titre
supérieur a 160 en IFI ainsi que dans les cas négatifs en IFI ot la clinique est
trés évocatrice.

L'ELISA (PlateliaR Lyme) est utilisée depuis avril 1990 dans les mémes

conditions que le WB.

Dans notre étude, dans un souci d'évaluation du test, en plus des utilisations
décrites ci-dessus, lI'IFI et 'ELISA ont été appliquées a des sérums de donneurs

choisis au hasard.
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1.2, Matériel et méthodes

1.2.1. Méthodes

1.2.1.1. IFT

Dans l'immunofluorescence indirecte, on utilise comme Ag, des Borrelia de la
souche B31.

Au début des tests, on a utilisé des lames préparées de facon artisanale, puis par
la suite, celles du groupe Bio-Mérieux (Les Lyme spot IF Bio-Mérieux souche

B31) .

1.2.1.2. Western Blot

L'Ag est préparé au Laboratoire :
- la dénaturation de I'Ag a lieu en SDS-MCE,
- la séparation des protéines de l'extrait brut s'effectue par
électrophorése sur gel de polyacrylamide a 10% (SDS-PAGE).
- le transfert des protéines du gel sur la membrane de nitrocellulose

se fait par transfert semi sec.

La réaction elle-méme, en présence du sérum a tester, s'établit dans les
conditions suivantes :
- on incube des dilutions de sérums (1/200 pour les IgG et 1/20 pour
les IgM) une nuit & 4°C,
- on ajoute une antiglobuline humaine marquée a la peroxydase,

- la révélation finale est due & la diaminobenzidine.
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En ce qui concérne la lecture, on applique les critéres d'interprétation de
Steere,
un WB sera considéré comme positif s'il présente :
- au moins 4 bandes en IgG,
ou - au moins 2 bandes en IgM,

al - au moins 1 bande en IgG plus au moins 1 bande en IgM.
1.2.1.3. ELISA (PlateliaR Lyme)

Le test PlateliaR Lyme met en jeu une technique immuno-enzymatique indirecte

en phase solide pour détecter les Ac sériques anti B burgdorferi.

- La phase solide constituée de barrettes de puits est sensibilisée a
l'aide d'Ag B burgdorferi dépletés partiellement en protéine de
41 Kda,

- le sérum humain a tester est incubé dans un des puits, il y a alors
liaison de 1'Ac anti B burgdorferi a la phase solide,

- des Ac anti-immunoglobulines humaines (spécifiques des IgG et des
IgM) marqués a la peroxydase de raifort sont alors ajoutés,

- la révélation se fait par ajout du substrat de l'enzyme (le peroxyde
d'urée) et du chromogéne (le tétramethylbenzidine),

- la lecture se fait spectrophotométriquement. L'intensité de la
couleur obtenue est proportionnelle & la quantité d'Ac liés dans le

puits.
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1.2.2, Sérums testés

Ce sont des sérums de patients venus consulter ou hospitalisés au CHRG dans
difféerents services (en particulier les services de neurologie, rhumatologie,
dermatologie, maladies infectieuses), ayant fait I'objet d'une sérologie de Lyme
dans le cadre d'un bilan général rendu nécessaire par le tableau clinique que
présentaient ces patients.

En IFI 1400 sérums recencés depuis octobre 1987 ont été testés . Parmi ces

1400 sérums, deux sont ceux de syphilitiques.

En ELISA, on a effectué 79 sérologies dont 71 sur sérums et 8 sur LCR.

Parmi les 71 sérums étudiés :
- 23 viennent des 1400 précédents. Parmi eux, 13 sont ceux de
malades de Lyme et 10 sont des faux positifs de I'IFI,

- 48 viennent de donneurs de sang choisis au hasard.

Parmi les 8 LCR étudiés :
- 2 viennent de malades de Lyme (choisis parmis les 13 é&tudiés
précédement),
- 6 viennent de la sérothéque de I'hopital, et regroupent des maladies

neurologiques variables dont une syphilis.

et
W

Résultats
1.3.1. Résultats obtenus en IFI et WB

Les résultats sont donnés par le tableau suivant en IFI :
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Titre 0 80 160 320 >320
Nb de patient
1400 1147 140 61 42 10
(dont 1 syphilitique) {dont 1 syphilitique)
100% 82% 10% 4,3% 3% 0,7%
Tableau 1

En fixant 4 160 le seuil de positivité, on dénombre 113 cas de patients
possédant un taux significatif d'Ac.

Le WB appliqué comme il a été décrit dans l'introduction a permis d'établir que
seulement 13 sérums sur les 1400 étudiés appartenaient a des malades de

Lyfne. Parmi ces 13 malades 11 étaient positifs et 2 étaient négatifs en IFIL.

1.3.2. Résultats obtenus en ELISA

71 sérums et 8 LCR ont été étudiés (Tableau 3 et 4).

1.3.2.1. Parmi les 71 sérums

On observe que :
- les 13 sérums de maladies de Lyme se sont révélés positifs en ELISA,
- les 48 sérums de donneurs choisis au hasard sont négatifs en ELISA.

- les 10 sérums de patients non atteints par la maladie de Lyme, IFI

positifs mais WB négatifs, se sont révélés négatifs en ELISA.
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Titre en IFI des faux positifs étudiés

Titre 160 320 >320
Nb de sérums
10 5 4 1
(dont 1 syphilitique) {dont 1 syphilitique)
Tableau 2

1.3.2.2. Parmi les 8 LCR

On observe que :
- Les 2 LCR de patients atteints d'un Lyme neurologique chez qui le
WB est positif ont donné chacun une réponse positive en ELISA,
- Les 6 LCR de patients atteints d'autres maladies que la MdL ont

donné des résultats négatifs en ELISA.

ND total sérums de sérums de sérums des
de sérums | malade de Lyme donneurs de sang faux positifs de 1'IFI
étudiés
71 13 48 10
>0 <0 >0 <0 >0 <0
WB 13 0 non effectué 0 10
ELISA 13 0 0 48 0 10
Tableau 3
ND total LCR de LCR de malades
de LCR malade de lyme issues de la sérothéque
8 2 6
>0 <0 >0 <0
WB 2 0
ELISA 2 0

Tableau 4
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1.4. Interprétation discussion
1.4.1. Spécificité

1.4.1.1. Spécificité de UIFI

Dans notre étude, les résultats obtenus nous obligent a conclure sur le manque
de spécificité de cette fnéthode.

En effet, parmi les 1400 sérums observés, 102 sont des faux positifs. 2 de ces
faux positifs sont dus a des réactions croisées engendrées par des Ac dirigés

contre le germe de la syphilis.
1.4.1.2. Spécificité de TELISA

Dans notre étudé, parmi les 79 sérologies effectuées, seules celles de patients
atteints de MdL ont été déterminées positives en ELISA.
De plus, en ce qui concerne les réactions croisées, les 2 sérums de syphilitiques
ainsi que les 6 LCR de la sérothéque dont 1 de syphilitique ont été trouvés
négatifs en ELISA.
Il semblerait donc aux vues de cette étude que les résultats obtenus par cette
méthode ne soient pas perturbés par des faux positifs.
Mais, pour obtenir des résultats réellement concluants, il aurait fallu étudier une
population plus importante de sérums ou de LCR de patients atteints :
- de maladie dont les germes responsables, sont capables de faire
secréter des Ac communs a ceux engendrés par B burgdorferi lors de

la MdL,
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- d'affections auto-immunes, de mononucléoses ou de personnes vivant

en zone d'endémie.

1.4.2. Sensibilité

1.4.2.1. Sensibilité de UIFI

La sensibilité de la méthode s'est révélée insuffisante dans cette étude. En effet,
2 des 13 sérums de maladie de Lyme avaient des taux d'Ac inférieur a 160. Il

s'agissait de cas cutanés.

1.4.2.2. Sensibilité de UELISA

Dans l'étude de la sensibilité, il faut tenir compte de la cinétique des Ac et
distinguer phase précoce et phases tardives. En principe, le taux d'Ac est
suffisant pour étre détecté lors des phases tardives par contre, il est souvent
insuffisant au début de la phase primaire et se pose alors le probléme des faux
négatifs.

11 faudrait également pour tester la sensibilité en phase primaire, disposer d'une
population d'au moins une centaine de personnes en phase d'ECM aprés
morsures de tiques. Malheureusement, nous ne disposions pas de ce type de

population.

Cependant dans cette étude toutes les maladies de Lyme ont été trouvées
positives en ELISA, y compris les deux faux négatifs de I'IFIL. Il semblerait donc
que cette méthode malgré le faible nombre de sérums étudiés soit plus sensible

que 1'TFL.




107

En conclusion

Dans notre étude nous n'avons pas observé de faux positifs ni de faux négatifs

bien qu'aucun cas de MdL négatif en WB et ELISA n'ait été étudie.

Ceci nous a permis de conclure, malgré le faible nombre de cas, que le test
ELISA PlateliaR, utilisant un Ag total dépleté partiellement en protéine de

41 Kda, est un test intéressant qui semble sensible et spécifique.
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2. ' ETUDE DE 5 PATIENTS ATTEINTS DE MdL EN PHASE PRIMAIRE
2.1. Présentation
Casn°l

Madame Simone C., 42 ans, domiciliée & Grenoble.
Le 31/08/1989 Madame C. consulte & Chambéry. Elle présente un placard
érythémateux au niveau de la jambe gauche, une arthralgie du genou gauche, une
augmentation de volume des ganglions inguinaux et une fievre a 38° constante
depuis quelques jours.
Elle se souvient avoir été piquée par une tique le 15 aoiit lors d'une journée a la
campagne en Ariége.
Docteur L. suspectant une MdL propose le traitement suivant :

- Clamoxyl 2g/J/15J,

- pansement anti-inflamatoire.
et demande deux sérologies de contrdle a 15 jours d'intervalle.
Les résultats de la premiére sérologie faite & Grenoble le 14/09/1989 donne les
résultats suivants :

- IFI > O avec un titre a 160

- WB < 0 en IgG

WB > 0 en IgM, 2 bandes dont celle de la 41 Kda sont observées

- ELISA > 0 avec une DO a 0,583 pour un seuil fixé a 0,23.
Le 3/10/1989 a l'occasion d'une visite de controdle, un médecin du CHRG
observe que tous les signes décrits précédement ont disparu excepté une

dysesthésie au niveau de la jambe gauche.

La deuxiéme sérologie effectuée ce méme jour donne les résultats suivants :
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- IFI > O avec un titre & 160
- WB < 0 en IgG

WB > 0 en IgM, 2 bandes sont observées

Le 14/11/1989, Madame C. consulte & nouveau pour une angine, asthénie et une
douleur a l'épaule droite. Une sérologie pratiquée au moment de cette visite,
donne les résultats suivants :
- IFI > O avec un titre 4 160
- WB < OenlgG
WB > 0 en IgM, 2 bandes sont observées mais avec une intensité de la
P41 diminuéf; par rapport a la premiere sérologie,

- ELISA > 0 avec une DO a 0,278 pour un seuil a 0,23.

Le traitement prescrit est le suivant :
- Coluhextril,

- Lysopaine.

Le 2/10/1990 la patiente consulte pour une douleur persistante au genou, signe
du rabot, mais pas de température. Une sérologie de contrdle donne les résultats
suivants :

- IFI < O avec un titre a 80,

- WB < O en IgG et IgM,

-ELISA <0

aucun traitement n'est proposé

Casn°2

Madame Andrée C., 61 ans, domiciliée & Vif.
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Le 14/11/1989, la patiente consulte son médecin traitant pour un placard
inflamatoire érythémateux eczématisé de la face antérieure droite de la cuisse
faisant suite 4 un petit erythéme que le malade a traité avec de 1'Hexomédine.
Aprés interrogatoire, pendant lequel aucun signe autre que ceux décrits
précédement n'a été relevé, le médecin suspectant une allergie a 1'Hexomeédine
propose le traitement suivant :

- Locoide 2 fois /J/8 J

Le 23/11/1989, la patiente revient alarmée par l'aggravation de sa lésion qui
s'est agrandie, surélevée sur les bords avec au centre une tache brunitre
ressemblant 4 un reste de piqtre.

A linterrogatoire, aucune notion de pigare de tique ou d'autre animal ainsi
qu'aucune notion de fiévre ne sont évoquées. Le médecin suspectant une MdL
demande une sérologie de contrdle et propose le traitement suivant :

- Clamoxyl 2 g /J/15J

La premiére sérologie donne les résultats suivants :
-IFI <O,

-ELISA <O

Le 5/12/1989, il existe une nette amélioration de l'état général avec une
disparition de l'oedéme induré mais persistance de l'érythéme.
Le 15/12/1989, une deuxiéme sérologie est effectuée et donne les résultats
suivants :
-IFI < O,
- WB < 0 en IgG,
WB > 0 en IgM, mais seule la bande correspondante a la protéine de

41 Kda apparait,
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- ELISA > 0 avec une DO a 0,29 établit pour un seuil fixé a 0,19.

Le 5/01/1990 date de la derniére visite de la patiente.

Une guérison totale est observée.

Casn’°3
Madame Marie-Jeanne B., 50 ans, domiciliée a Grenoble.
Le 7/09/1990 Docteur J. recoit Madame B.adressée par un médecin généraliste
qui I'a vu deux mois auparavant et I'a traitée pour une réaction allergique a une
piqare d'insecte sur la face antéro interne du genou droit survenu 2 ou 3 jours
plus tot.
Le traitement prescrit pour la réaction allergique est :

- Diprosone pommade,

- Actidilon créme,

- Hismanal.

Docteur J. observe alors une tache rouge, de 15 cm de diameétre, de taille
augmentée par rapport a la lésion initiale, a bordure marginée et non indurée,
sans guérison centrale. De plus, une petite fiévre 37,7-38 depuis quelques jours
est signalée. Le meédecin suspectant une MdL demande deux sérologies de

controle a 15 jours d'intervalle mais ne propose aucun traitement.

La premiére sérologie effectuée le 12/09/1990 donne les résultats suivants :
- IFI > O avec un titre 4 160,
- WB < 0 en IgG et IgM,
- ELISA < 0 avec une DO a 0,13 pour un seuil établit 4 0,16 (il s'agit

plus exactement d'un cas limite).
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Le 28/09/1990, suite 4 une deuxiéme consultation, le médecin observe une
extension du placard érythémateux atteignant 40 cm de diametre avec une
guérison centrale sans trace de piqare. |

Le traitement suivant est proposé :

- Clamoxyl 3g/J/15 J

Une sérologie pratiquée le 15/10/1990 montre une montée des Ac en WB et
ELISA, les résultats sont :

- IFI > O avec un titre a 160,

- WB > 0 avec une bande en IgG et une bande en IgM,

- ELISA > 0 avec une DO a 0,2 pour un seuil fixé a 0,16.

Le 26/10/1990 soit presque 1 mois aprés la derniére visite, la disparition de

tous les signes cliniques est observée.

Cas n°4

Jean-Francois C., domicilié & Grenoble.

Aprés un voyage dans l'ouest»des U.S.A. du 27 juin au 22 juillet, Monsieur C.
consulte a Grenoble le 23 juillet chez un dermatologue pour un érythéme de
30 cm de diametre (aspect en cocarde) ayant débuté dés la deuxiéme semaine
de juillet au niveau de l'abdomen par un érythéme papuleux qui s'est mis a
migrer de fagon centrifuge.

Le diagnostic de MdL étant posé, le traitement suivant est proposé : Clamoxyl

1 g/J/15 J que le patient ne suit que 5 jours.

Fin juillet, le patient observe la diminution de l'érythéme qui avait atteint lors de

sa poussée migratrice le thorax et la mi-cuisse.
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Le 26/10/1989 aprés avoir discuté de ses problémes avec un ami meédecin, il
décide de consulter a 1'hopital pour une lésion érythémateuse persistante de 6
cm de diameétre.
Une sérologie est demandé, les résultats sont :

- IFI < 0 avec un titre a 80,

- WB > 0 avec une bande en IgG et 2 en IgM,

- ELISA > 0 avec un titre a 0,27 pour un seuil fixé & 0,19.

Le traitement suivant est proposé Spanor 2g/J/ 21 J.

Le 21/11/1990 le patient revenu pour une sérologie de contrdle ne présente
aucun symptome.

Les résultats de la sérologie sont :

- ELISA < 0 avec un titre a 0,17 pour un seuil fixé a 0,19.

Cas n°5

Anna B., domiciliée a Thonon.

En Aoat 1988, elle présente au niveau du mollet un placard infiltré faisant suite
a un érythéme annulaire centrifuge apparu 4 a 5 mois avant.

Un traitement par Clamoxyl a la dose de 2 g/ J pendant 15 J est proposé.

On observe alors la disparition totale des lésions.

Une premiére sérologie effectuée en Aoiit 1988 donne les résultats suivants :
- IFI > O avec un titre a 640
-WB>0

- ELISA > 0 avec une DO a 0,632 pour un seuil fixé a 0,17.

En Juin 1989 une deuxiéme sérologie donne les résultats suivants :

- IFI > O avec un titre a 640
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-WB>0

- ELISA > 0 avec une DO a 0,462 pour un seuil fixé 4 0,17.

En Mai 1990 cette patiente consulte a nouveau pour un urticaire chronique
probablement pas en rapport avec la MdL.
Une sérologie est cepandant demandée et donne les résultats suivants :

- IF1 > O avec un titre a 320

-WB>0

- ELISA > 0 avec une DO a 0,339 pour un seuil fixé a 0,17

Dates des IFI WB ELISA seuil
sérologie (Titre) (DO)
Simone C.
14/09/89 160 : >0 2 bandes en IgM:>0 0,583 >0 0,23
4/10/89 160 :>0 2bandesenIgM:>0 | = --—--
14/11/89 1680 : >O 2 bandes en IgM:>0 0,278:>0 0,23
2/10/90 . <Q <0
Andrée C.
24/11/89 0:<0 ---- 0:<0 0.19
15/12/89 0:<0 1 bande en IgM 0,29 : >0 0,19
Marie-J. B.
12/9/90 160:>0 <0 0,13: <0 0,16
15/10/90 160:>0 lbandeen G 0,20:>0 0,16
1 bande en M >0

| Jean-F. C.

26/10/89 80:<0 lbandeen G 027:>0 0,19
2 bandes en M >0

22/11/90 ———- -m-- 0,17:<0 0,19
Anna B.
Aot 88 640:>0 >0 0,632 : >0 0,17
Juin 89 640:>0 >0 0,462 : >0 0,17
Mai 90 320:>0 >0 0,339 : >0 0,17

Tableau récapitulatif des valeurs des différentes sérologies
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2.2, Discussion

22.1. Du point de vue épidémiologique

Parmi les cinq patients étudiés, quatre sont des femmes. Dans la littérature (5,
34, 65) le sex-ratio est habituellement équilibré. Ce n'est pas le cas dans notre
étude mais notre série est trop limitée en nombre pour que l'on puisse en tirer
des conclusions.

Trois malades seulement sur cing se rappellent avoir été piqués (deux par une
tique et une par un insecte non identifié).

Ceci est une notion bien classique dans la littérature ou la notion de piqare n'est
pas toujours retrouvée lors de l'interrogatoire (46, 65, 84).

Tous les sujets ont développé leur maladie entre le début de 1'été et la fin de

l'automne comme cela est classiquement décrit (31, 34, 42, 65, 75).

Le lieu exact de contamination n'est pas toujours connu et ne correspond pas a
chaque fois au lieu de résidence :
- le sujet n° 1 s'est infecté lors d'un séjour en Ariége, le sujet n° 4 aux
Etats-Unis (Californie) et le sujet n° 5 trés probablement en Haute-
Savoie. Il s'agit donc de cas non strictement locaux,
- le sujet n°® 2 est domicilié a Vif, mais il n'existe pas de notion de
piqare. On ne peut donc pas étre str du lieu de contamination,
- le sujet n°® 3 réside & Grenoble mais, le malade n'a pas précisé le lieu

exact de sa piqare.

Il est difficile de tirer des conclusions épidémiologiques précises a partir de
cing cas, néanmoins on peut remarquer que trois sur les cinqg malades ont été

contaminés en dehors de la région Grenobloise.
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Nous avons vu précédemment que seuls 13 cas de MdL authentiques ont été
recensés depuis octobre 1987 a I'hdpital de Grenoble. Ces observations laissent
a penser que la maladie est rare dans la région et que nous ne sommes pas dans

une "zone a risque”.

2.2.2, Du point de vue clinique

Plusieurs points sont a noter :

- L'aspect des lésions est trés variable tout au début de la maladie :

--> chez le patient n° 1, il s'agit d'un placard érythémateux banal
sans guérison centrale,

--> chez le patient n° 2, la lésion est au début peu évocatrice. On
observe une tache érythémateuse éczematisée, se complétant par
l'apparition d'un liseré périphérique surélevé avec une tache centrale
réalisant un aspect en "cocarde" caractéristique (34),

--> chez le patient n° 3, il s'agit au départ, d'une banale réaction
inflammatoire a une piqure d'insecte. Puis, la lésion va s'agrandir et
devenir typique,

--> chez les patients n°® 4 et 5 les lésions ont été d'emblée
évocatrices.

Enfin, il faut noter que nous n'avons malheureusement pas pu retrouver dans les
observations des notions sur les signes fonctionnels d'accompagnement (prurit,

brialure, picotement ...).

En résumé, 3 fois sur 5 les lésions de départ étaient non évocatrices et 2 fois sur

5 le diagnostic n'a pas été posé en premiére intention.
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L'inconstance des signes généraux associés :

Chez le cas n° 1, il existe une fievre & 38°, des adénopathies et une arthralgie du
genou gauche.

Chez le cas n° 3, il existe un fébricule sur plusieurs jours.

Dans les autres cas il n'y a pas eu de signes généraux.

L'efficacité constante du traitement :

Tous les malades ont été traités par Clamoxyl. Dans le cas n°® 4, ceci a été
complété par un traitement a base de Doxycycline.

Dans tous les cas les lésions ont disparu et ceci apporte une confirmation au
diagnostic. On peut émettre une réserve pour le sujet n® 5 chez qui il subsiste
deux ans aprés la maladie un urticaire chronique. La maladie a-t-elle été

complétement enrayée ?

2.2.3. Du point de vue biclogique

Notre étude a permis diverses observations

- La premiére constatation est la meilleure sensibilité de I'ELISA par rapport

allF.

Casn®1: L'TFI est a une valeur limite (160) ne permettant pas de conclure
alors que I'ELISA est franchement significative.

Casn®2: Négativité en IF.

Seroconversion en ELISA.

Casn®°3: Valeur limite stable en IFI {160)
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Montée des taux d'Ac en ELISA.
Casn®4: Taux non significatif en IFI
Taux positif en ELISA

Casn®°5: Trés nette positivité des deux tests

Dans quatre cas sur cing, I'ELISA a donc été plus sensible.

- Une question intéressante & étudier est la date d'apparition des Ac par rapport
au début des signes (en ELISA). Nous n'avons pas toujours tous les éléments pour

y répondre mais nous pouvons faire plusieurs observations.

Casn°1: Le ler sérum a J + 30 (J = jour de la piquare) est positif en ELISA.

Casn®2: On ne connait pas la date de la piqare mais le ler sérum 10 jours
apres la consultation est négatif. Le 2éme sérum 1 mois plus tard
est positif.

Casn®°3: Le ler sérum a J + 68 est limite en ELISA.
Le 2éme sérum a J + 100 est positif en ELISA.

Casn®4: Le ler sérum a J + 125 est positif en ELISA.

Casn®°5: Le ler sérum a J + quelques mois est positif en ELISA.

Dans 3 cas (cas n° 1, 4, 5) sur 5 le premier sérum a été d'emblée positif, mais il
est souvent tardif et on ne peut pas en conclure la date réelle d'apparition des
Ac chez le malade.

Dans les 2 autres cas, on a eu des séroconversions tardives (entre J+68 et
J+100, pour le cas n° 3, plus de 10 jours apreés la consultation pour le cas n° 2).
Ces deux séroconversions ont eu lieu aprés l'instauration du traitement. On peut
imaginer que la lyse des germes au niveau cutané, entraine la libération d'Ag

circulants, déclenchant une réponse antigénique.
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Ceci peut laisser penser que dans certains cas tant que la - maladie reste

strictement cutanée, la réponse avant traitement peut étre trop faible pour étre

détectée (b, 65, 79).

- Au point de vue de la cinétique des Ac, nous ne pourrons discuter que sur les

casn’ 1, 4, 5.

--> En ELISA :

. Le cas n° 1, traité précocement (J+15) voit son taux d'Ac diminuer

trés rapidement sur une période de deux mois. Une sérologie de

controdle effectuée un an apres est négative.

. Le cas n° 4 est traité une premiére fois 3 semaines aprés la piqure

mais le sujet suit mal son traitement. 3 mois plus tard, il conserve
une lésion cutanée et il est a nouveau traité. Du point de vue
sérologique, I'ELISA reste a4 une valeur limite plus d'un an aprés le

deuxiéme traitement.

. Le cas n° 5 est traité 4 a 5 mois aprés la piqare avec disparition

totale des lésions. Son taux d'Ac diminue trés progressivement sur
une période de deux ans, sans se négativer. La question de
l'efficacité thérapeutique chez cette malade peut étre posée. En
effet, cette patiente présente actuellement des lésions d'urticaire

chronique.

I1 semble probable que la sérologie se négalive mieux quand le traitement est

précoce comme cela se voit par exemple dans la syphilis (34).

Y-a-t-il toujours négativation des Ac lorsque la maladie est correctement

traitée ? Ou dans les cas de traitement tardif, arrive t-on seulement a une

diminution des Ac avec persistance d'une cicatrice sérologique ?
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Il est difficile de répondre a ces questions étant donné le faible nombre de cas
dont nous disposons. De plus, la littérature sur ce sujet ne nous apporte que des
informations partielles (5, 34, 46, 79) confirmant l'importance d'un traitement
précoce et les difficultés rencontrées dans le traitement de phases trés

avanceées, mais, sans jamais faire le lien avec la sérologie a long terme.

--> En immunofluorescence
L'étude de la cinétique des Ac aprés traitement est décevante

(stabilité ou treés faible baisse).

--> Le WB n'est pas une technique adaptée a un suivi sérologique a cause
de son mode de lecture (il est difficile d'apprécier objectivement la

diminution de l'intensité de la coloration d'une bande).

En conclusion, nous insisterons sur le fait que la clinique ou la sérologie étudiées
séparément n'aurait pas permis de poser de fagon certaine le diagnostic dans
tous les cas.

- La clinique, a cause des lésions en phase trés précoce souvent peu
caractéristique.

- La sérologie certainement plus a cause du temps de latence des Ac au

début de la maladie qu'a cause d'un manque de performance de certains tests.



121

CONCLUSION

La maladie de Lyme, entité médicale récente (1977) portant le nom d'une petite
ville des USA (Lyme dans le Connecticut) regroupe plusieurs signes cliniques,
dont certains comme I'ECM ou les manifestations rhumatologiques

patognomoniques de la maladie ont été décrit depuis longtemps.

Il s'agit d'une éoonose a Borrelia burgdorferi saisonniére, transmise par des
vecteurs arthropodes dont les principaux sont les tiques.

La distribution de la maladie est liée a la répartition de ces principaux
vecteurs : Ixode ricinus en Europe, Ixode dammini, pacificus et scapularis aux

USA.

Les symptdomes de la maladie évoluent en trois phases, d'abord des
manifestations cutanées, puis des manifestations cardiaques et neurologiques et
enfin articulaires.

Chaque patient ayant une partie ou plus rarement l'ensemble de ces symptomes.

La pathologie n'est pas encore clairement élucidée bien que plusieurs
hypotheses aient été avancées.
Les antibiotiques tant par leurs effets immeédiats, que par leur action préventive

sont le traitement de choix.

Le diagnostic en raison, des difficultés rencontrées dans l'isolement du germe,
de la clinique souvent peu évocatrice, est essentiellement sérologique. A 1'heure

actuelle, il n'est pas fiable a 100 %.
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La bibliographie a montré l'amélioration des techniques biologiques issues
d'études en WB et particuliérement l'apport des tests ELISA de 2éme génération

dont le PlateliaR Lyme du point de vue de la sensibilité et de la spécificité.

Ceci a €té illusiré par une étude pratiquée au CHRG ou, dans une premiére
partie nous avons déduit l'intérét du PlateliaR par rapport a I'IFI et au WB : il s'est
révélé globalement plus intéressant car a la fois sensible, spécifique et utilisable

en routine.

La deuxiéme partie de 1'étude a montré a quel point, il était impossible de poser
un diagnostic de certitude en ne tenant compte que de la clinique souvent peu
évocatrice, voire inexistante ou que de la sérologie limitée en sensibilité (notre

étude n'a pas permis d'évaluer la spécificité).

Il semble donc nécessaire de faire évoluer les méthodes sérologiques en vue
d'améliorer le diagnostic. C'est pourquoi, actuellement de nombreuses équipes
travaillent sur le sujet et notamment en WB pour trouver quelles sont les
protéines contre lesquelles l'organisme développent des Ac spécifiques et

précoces.

Dans l'avenir apparaitront certainement des kits de 2éme génération
probablement en ELISA compétition ciblant grace a des Ac monoclonaux un

épitope trés précis constant et spécifique.
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