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Sommaire

Loenc®phalite ° tiques est une mal adi e caus/¢
Flaviviridae, genreFlavivirus qui utilise les tiqgues du genheodescomme vecteurdl en existetrois
soustypes responsablate la malak et transmis par différentes especes de tiquesmm®s d 6 a p
leur répartition géographiquélon étude & rappore au soustype européentransmis parxodes

ricinus. [2], [3]

Le laboratoire de sérologie infectieused | 6 I nst i t ut GHUV,Miploie erbroutinele gi e
Kit PROGEN pour | e diagnost iqa esthasé surla détectiod des | 0 €
anticorpsde typelgG et IgM développés contre le viruSependant, le fabricant de ce kit envisage
ddéarr °ter s aabpratarel 3ouhaite donc mettre eh planenouvealkit de diagnostic.

Mon travail aconsisté a évaluateux nouveaux kit¢§SERION et VIROTECH)sur 80 sérums pour
chaque parametigG et IgM. J6 aensuiteprocédé une comparaisates résultats obtenasec ceux

du kit actue] pour, au finaproposeren fonctiondes résultats ate la discussiorgelui qui répond le

mieux aux critéresde sélectiond @ne méthode le kit SEKISUI VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM

ELISA.

Abstract

Tick-Borne Encephalitis is disease caused by an arbovirus belonging toFtheiviridae family,
Flavivirus genus thatises ticksof the Ixodesgenusas vectorsThereare threesubtypesof viruses
named after their geographical distributiand transmitted by different tick spexiéy study is
focusedonthe Europeasubtype, transmittelly Ixodes ricinus[2], [3]

The laboratoryof infectious serologyof the Institute of Microbiology, CHUV, routinely uses the
PROGEN kitfor the diagnosis of TiclBBorne Encephalitis virus (TBEWvhich is based on the
detection of IgGandIgM antibodies developed against the vitdewever, the manufacturer of the kit

Is planning to stop production and the laboratory therefore wistesrimissiora new diagnostic kit.

My work was therefore to euate two new kits (SERION and VIROTECH}¥ing 80 serums for
each 1gG and Ighparameterl thenmade a comparison of the results with those of the current kit, to
ultimately chooseaccording tothe results and discussiotie one that best meets the crigeffior
selecting a methoEKISUI VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA kit
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1. Introduction
Au cours de ma derni re ann®e de formation
sup®rieure de | a sant® ° L a u st5anmis au labdtafoseade t ® )
sérologie infectieuse du CHUVCe servie , i nd®pendant de | 6i mmu .l

l i nstitut dnéversitairec (tIM)et estictagéd é e f f ect uer ddess an
pat hol ogies doéorigine véralbeée er bgutt®rlieesn ndee me
sérologiques sonterqui sesn | @i sddauge, dddwsmui @i agreo sltdi @y,
mal adi e ou pour d®term ner | 6efficacit® doun

Durantde ce stge,j 6 a i d¥% accomplir wun travail de dip
tiquessousla supervisia du ProfesseuPascal Meylaret de Mme Claudine Gostel@ette étude

a consisté a évaluer deux kits de diagndSERION/VIRION ELISAclassicFSME Virus /TBE

Virus 1gG/IgM et SEKISUI VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISAcar la firmePROGENqui

fabrique le kit PROGEN IMMNUNOZYM FSME IgG et IgM qu 6 ut i | i s e actu
laboratoireprévoitde stoppera production.

Ce travaila étéeffectuésur 80 échantillonsongeléglatant de 2013, 2014 et 20d45pro\enarn de
la sérothéque dlaboratoirede sérologie(Toutes les donnéegersonnellesles patients ont été
renduesanonymes pour des raisons de confidentialité).

Le diagnostic du virus de | 6enc®phalite
sérologie qui permettetd détectiordes anticorpspécifguesde type IgM qui sont les premiers a

se développempuis de type IG q U | sont d®tectables © vie et ¢
permanenteg4]

L 6 ob | e cdeicette tdchest alésélectionnemparmi les deux kits testés, celui qui répand
davantage aux crit r esl @ien tvemguiembiartadootine. ddune n
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1.1 Encéphalites a tiques

Léenc®phalite ° t i g usenpnms @gneéhingeereéphalite vermon u s
estivale (MEVE) FSME (FrihsommeiMeningoazephalitis)ou encorel BE (Tick-Borne
Encephalitis)est une affection virale qui touche le systéme nerveux central. Le virus
responsablede cette maladieappartient a la famille de&laviviridae et du genre
Flavivirus. ! s 6 agi tc 6ddddiderun \arus lutdisant des arthropodes comme
vecteursde maladiss c h e z | .dlhutdise rfes tiques du genrnxodes(tiques dures

dont Ixodes ricinuspour le sougype européen dikodespersulcatuspour le sougype

d 6 E x t-Qriéntree de Russiedésigrés selon leur distribution géographig@es tois
soustypes sont responsables de la transmissida la MEVE et se distinguent paa
gravité des symptomesées|2], [3], [5]

La Sui sse ®t an toccidentalepnanyésude @ foderangpementsur le
soustype européetransmis par la tiqukodes ricinus

Ixodesricinus est une espéce s sue de | 0 e ninthirapadesh ednee nlt 6 odredsr
Acariens etde la famille dedxodidae (tiques dures)Elle vit principalementdans les

lisieres de boisdans les prairies au bor d de sdans ledoftsawexung d 6 €
végétation basséherbes,b r a n ¢ h e sbuissahs haes, éougérestc) ou dans @s

litieres Une présence abondante en eauh@nidité et surtout en hétes (écureuils, souris,
hérissons, chevreuils...etc.) sont indispensables pour sa sDetie.espece est retrouvée

j usdad@nmdoal ti t udmaspedhau|@, 78 [B]r v i

On observe trois phases de développemieet tes tiques du genteodesd s | 6 ®c | o
d e s :lesistads larvaire, nymphakt

adulte. Les formes immatures ont une
taille inférieure & 12 mm, puis les
adultes 3 mm voire 11 mm apres
sO0°tre @&Gdmmenla plup&tdes
tiques, elles possedenun corpsbombé

et ovale recouvuer t (
rostre long, puis 4 paires de pattes
excepté les formes larvaires qui en ont
trois, fixées dans la partie ventra|6]

Les tiques Ixodesricinus sont réputées

pour leur capacité a transmettre
plusieus agents pathogesiecommees
bactéries Borrelidburgdorferi (maladie

de Lymeou la borréliose; Rickettsia
helvetica (rickettsios¢ et Anaplasma
phagocytophila(anaplasmose)certairs
parasites du genre Babesia (babésjose)
4 mis a partl e vi r uéphaliteea | 0e
1mm tigue (MEVE) [9], [10]
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Les tiques acquiérent le virus de la ménhegaéphalite vernestivale au cours de leur
approvisionnemerganguinsur un hote en phask virémie Les petits rongeurs sont les

plus efficacespourtransmettre le virus, car ils ont une virérélevéequidurep | us doéur
semaine, contrairement a celle des grands mammiferes qie @sis bas niveau et plus
courte[11], [12]. La durée du repas déterminea p r o hindebtionl: plus de perdure

plusles tiquesrisquentd 6 ° t r e ¢ Cettetrmnvmissi@ie s p a unthdter en phéase
virémie eg aléatoire Par ailleurs,i | est prouv® qubdune ali
cofeeding)permetégalement la transmission du r u s tiguéinfattéea une tiquenon

infectée [12]

Aprésingestione virus ® répliqued a n s | Puis setpwEageanstous les organeg
comprisdansles glandes salivaires de la tique, mais ilcaese pas de pathologie chez
cette derniéreCet agent vial peut également étre véhiculé par voie trawexriennede la
tigue a sa progénituieu au cours de la reproductipar le male a la femell§L2]

En Europe, & présence de tiqudgodesricinus, port euses du Vvirus
sO ®t snd | 6 ensemhller mapritédansola partie eentraldoutefois la
r®partition nodest pas homog nede clabraldliltei
| 6humi dit® de | a v®g®t akEni2@6, o dénombaie 10000 a b o n
12 000 cas de MEVEapportéspar année en Europsanstenir comptede ceux non
déclarés[9], [11]

En Suisse les tiques infectées sont répandues dans 18 camtonsla majorité de ces
cantons sont situés au Nord du Pays. Biégsésentanj u s dl¥% @€s tiqueprésentes
dans cegégions Récemmentune extension des zones endémigaedé observé en
Suisse Romandaeotammentdans le canton du Valaet dansle Nord vaudoisSeuls les
cantons de Geneve, Tessin, Jura, Glaris, Neuch&@éleVille, Appenzell Rhodes
Intérieures et extérieures en sont épargii€y.

D6apr s Fédé&aDde flabant&Publiqug 200 a 250casont étédéclarés dans les
annéef005 et 2006et depuis, on rapporte de 100 a 200p=asan[8]
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Cesont des virua forme sphériquayant une taille vaable entre 4650 nmde diameétre

dotés d @ne enveloppe Le génome viral estconst i t u® de mol ®c
ribonucléiquegARN) simple brinde polarité positive, ce qui pernmstraduction directe

en protéines par les ribosomes dans la cellule infectée sans recourir a une trandtriptase
dispose a son extrémite 6une coiffe de typd, également appelb -@ap qui protége

| & A Bella destructionpar les ribonucléases et qui per@sélectiordes ribosomes qui

le traduiront en protéinesl 6 a ut rsan extrémité3 Gest exempe de queue polyA
(polymered @lénosine monephosphatg [5], [13], [14]

Le virione st compos® d o poaoree dnbuucnl e® opcrquptsiGerdoeece C
d éebicouche lipidiqueprovenantdes membranes du réticulum endoplasmiguesont
établiedaglycopr ot ®i ne dEdlh@potéme de lampnmbad La protéine E

est cell e de | 6env &aleoopnaissancte ledemeurivinlix@éala i e nt
surface de la cellulenmais aussi ellentraine la production des anticorps neutralisgbis
[13]

L6ARN des flavivirus di s @gedG5@0 nacli@atidedispos& r e
entredeux régions non codantes a ses extrérmit@s 3 .4l est directementraduiten une
polyprotéine de 3400 acides aminés clivéienultanémentet apres la traduction,
permettant ainsi de générer dans sa partierhMinale, les protéines de structurel€,
précurseutintracellulaire M (PrM) et la glycoproté n e d 6 e B, puslero pamlele

sept protéines non structlea ( c Gaedstr e qudel |l es ne sont p
particules virales)NS1; NS2A ; NS2B; NS3; NS4A; NS4B et NS5[5], [12], [13]

La protéine NS3 occupe les fonctions de praéasv i r al e poarl AR i e :
protéine NS5 joue un rodans la synthest e | 6 AdRdthydransférasd.es activités

des protéines NSINS2A; NS2B, NS4A; NS4B ne sont pas clairement définies, noais

pr ®s u dlles participeaienta lasynthesal e | IR D]

Protéine E

A

Bicouche lipidique

a
%g Nucléocapside

Protéine M
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La réplication du virusde la méningeéencéphalite vernestivale se déroule dans le
cytoplasmedl a cel | ul e[l2g1a i | occupe

1.

Attachment

|
i ‘, Fusion

\ ll‘.l pH <6-6 i f-\/—\
“-,‘."\\ o l / I a—
\ r\l_/\ RNA repllcatlon

liaison du virus a la surface de la cellu@ble, ce qui induitle phénomene
d éndocytose permettant au virusternalisé dans ue vésicule endosomale de
s 0 i nt daosdacellulefl?], [16]

Acidification du contenu de la vésiculgui modifie par conséquent la conhaion

de | a prot ®i ne dnant dindi emliaiser de getfeerotéihe aver hat r a
membrane vésiculaire, puis ufiesionde | 6envel oppeneddala de
vésicule. Cette étape aboutit au relachement de la nucléocapside dans le cytoplasme
de la cellule[12], [16]

Désassemblagel e |l a capsi de el virdl ddn® le aytaplasme d e
cell ul air e. étahtadd Rdvritél poditiRest@econnu commen ARN
messagermuisimmeédiatemat traduit en protéines par un ribosarfi?], [16]

La polyprotéineest traduitedans le réticulum endoplasmique (REgns lequel elle
sera clivéedont il résulte la production deprotéines de structure-Rr, E et Cet des
protéines non structurales qui interviennent également dans la réplidativinus.

[12], [16]

Ensuite vient |l a phase dbdéassembl age 0%
amplifié pour former une nucléocapsidpuis formation de nouvelles particules
virales immatureslans le réticulum endoplasmiqyi#2], [16]

Pourteminer,ce s Vvi ri ons i mmatur es VvV o ngtacemiurgr er
nouvelle acidification qui changkpu®gal e
la dissociationdu précurseuintracellulaireM (PrM)en pr ot ®i ne M s
d 6 une (drotease a géring)our ainsicréerdes virions matures expulsés de la
cellule par | e ph2pMH&@ m ne dbéexocytose.

Mature virion

Release J@%

‘ | Receptor—medlated
& endocytosis

/\"\ Proteolytic "\
cleavage of prM ™\

Endosome —

N “Uncoating %

Polyprotein synthesis
“""~-—:::::—,-:.:,\1_ and processing
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L6 homme ac guileeMEVE slite & wné pigiire padume tique infeatiéetype
Ixodesricinus (en Europe), via la salive de cette derni€e virus peut également étre
inoculé par consommation de produits laitiers crus ou non pastew#sésialgré son
altération en milieu extérieur, il suryiarfaitementdans le lait.Cependant ce mode de
transmissiomesteexceptionnel[3], [12]

Il faut noter que les tiques infectées sont capablesratesférerconjointementdivers
agents pathog nes (bact®ri e, pateatique (v@ré et c
le paragrape 1.1.2du document).Le titre viral présent dans la salive de la tignéctée

peut augmenter exponentiellement de 10 afé@0durantles trois premierfoursapres le

repas sanguin, par conséquentrnsmissiord u v i r u s alugméntéfdrtenmermn e
durant cette périod¢3], [12]

D 6 a u Yoiesds contaminatiorcommela transfusion sanguine goar aérosol, ou par

| 6i ngest i on ahtété téarites dansdadittérmtore, m&s trées peu de cas ont été
documentésUne transmission de la meéer@e son bébé au cours de la gestatast
théoriguement possiblenaisc et t e voi e noéa8ldlRls ®t ® i nvest

La majorit® des personnes i nfectdé@ewentpar
asymptomatiques et seul&é@ a 30 %d 6 e n t présenteraiendes symptomeapres 7 a
14 jour s duwdiaz8puwdsaon iesosauycefd], [12]

L 6 e n ¢ ®p h aduisdusypeeurdpéeseudé&veloppen plusieurgtapes

A 1°° étapede la maladie: elle coincideavecla phasealurant laquellde virusdissémine
de maniére systémiquElle se distingue pann syndrome grippal avame fievre (38
39°C), puis dans de rares cdgs troubds intestinauxavec des nauséesne rhinite
et/ou une anorexi€etteétapes 6 ®tswedacdj our s et peut jauk.t ei n
Elle peut passer inapercue, car ces symptémeesont pas spécifiques a inéninge
encéphalite vernestivale [12], [17]

A Etape de convalescence provisoire elle correspond & urgiminutiondes symptomes
etne dure quoboublel semasthe sp®ci fique au v
sous type européen, car ce stade est inexistant dans les autrgapes|[12], [19]

A 2°™ étape de la maladie: el |l e survient en g®re®Rseal y
caractérise par une atteinte du systeme nerveux cebétsd phase concerne 13@%
des personneayant développé la premiere pha@& observe uneéapparition de la
fievre (0-4 1AC) et une d®gradati on doendliréc®t a't
dernier” | 6 h o s pAutniadau da aerveawgtte étapee traduit pardans 50%
des casune meéningite, unenéningeenceéphalite dans 40%es cas et une meéningo
encéphalemyélite dans 10% des cases cas séveres comme la méniegaéphale
myelite sont constatégsréférentiellementchez les personnes agées tandis que les
enfants auront tendance a développer les formes moins séveres (méningite ou-méningo
encephalite)[12]

E Laméningite:d®si gne | 6inflammation des meml
la moelle épiniérda duremeére (membrane externe) | 6 ar achnopde (
duremere) et la pianere (membrane la plus profondE)le provoque des maux
de téte violents, & nausées, des vomissements et de forte fitaiceur de la
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nuque, difficulté a replier les jambes sur le bagsigne de Lasegue) et repli des
jambes lors de la flexio(signe deKernig). les personnes souffrantes montrent
une amélioratioriavorable etguérissent apreguelquegours de traitemenf12],
[18]

E La méningoencéphalite: t er me empl oy® pour d®f i n
| 6 e nc @mrit a&drébral, cerveawcervele} et des méningesen plus des
symptdémes de meéningite cités-d@ssus, oneteve égalementles signesde
déficits neurologiquesfocaux et des manifestations épileptiquest Si
| 6i iorf pacvient aux nerfs craniendvalgré les traitements certaires
conséquences engendr@essistents long terme (séquelle$) 2], [20]

E La méningo-encéphab-myélite: estla forme laplus sévereengendrée par le
virus de | denc®phladlaigi ¢ detil guefl amma
| 6enc®phal e et Hlesemanifestmparluhepert®mitielle delae .
motricité ou une paradye des extrémitéslesmembres supérieurs en particulier
tout ceci additionné aux symptdémes des deux affections décrits antérieurement.
La méningeencéphalemyélite p e u t sbaggr av @ara osl ¢étras f o |
parésie qui peuvent mémeaffecteg le diaphragne et les autres muscles
respiratoires engageaainsile pronostic vitalLa mortalité estle quelquegour
centdes patients atteintt les séquelles sooburantes[12], [17]

La tiquelxodesricinustransmé | e vi rus 7~ | 0 piglmrdee foisidams s a

| 6or gani s seeépliguemécisémentuas niveau des cellules dendritiques et des
cellules de Langerhans de la peau. Ces deux types de cellules jouent un role primordial
dans la $®déferse immunitaire suite au contact avec un agent infectieux, par conséquent

l a rencontre du virus de | denc®phalite
invasion ultérieure. Ce virugirace a sa protéine NS5, restreint le pouvoir de production

d idterférons par les cellules dendritiques et leur maturation. Si laa@ammune induite
parcellescisur mont e | es fonctignd 6d®m®wictt @ mexn tr eis
|l e cas <contraire, | 6i nf ect i onageatevirapbdamsp a g €
| 6or gdi2]i s me.

Apres avoir vaincu lgpremiére ligne deléfense, le virus de la MEVE est conduit par les
mémes cellules dendritiques dans les ganglions lymphatiques, siavailsseaux
lymphatique ou il serépliqguemassivement avant gesser dans le sargausant ainsi une
virémie qui se traduit par la premiere étape de la maladie décdessiis. Ensuite, il se
r®pand dans avecwne pleférencegaunlés orgemes et les tissus du systeme
réticulo-endothélial[12]

Lemal e doi n fsysteneinerveux demtrphr le virusn 6 e st p a <lucidé ai r e
mais onprésumeq u 0 iphrvient, transportéa traversles cellules endothéliales des
capillaires cérébraux guui font ainsitraverser la barriere hémagmcéphalique po
atteindre le tissu cérébraBelon une autre hypothese, le virus atteindrait le systeme
nerveux central, via le flux sanguou par aérosolpar le tractus nerveux olfactif, qui est

un point faible danda barriere hématencéphatiue Dans le systeme enveux, les
cellulescibles sont les neurones et les cellules gliales provoquant ainsi les symptémes
cliniques observésa la deuxieme phase de la maladia méningeencéphaliteet la
méningeencéphalemyélite. [12]
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Travail de dipléme Encéphalites a tiques

Le diagnosticd e | 6 e e &ti@uedasée fondesurl 6 an a,mnl 6seex amedn phy
patientet surles techniques de diagnostic moléculaire et sérologique.

Lesantécéderstdu patientdes 3 a 4 dernieres semaisestindispensablepour la récolte
d 6i nf osrpermdttanode faire un lienexvles différentes maladiegie transmetla

tigue Ixodericinusbi en qudéi | soit courant que |l e p
faut aussi SsOimd oraneci rcatnicem nannt ueed,e vi
un séjour en forét dans une région a risgle | i e habitat du patient présence

ddani maux ato/mews t d desilacsyde giggesde tique en plus des signes
cliniqguescontribueront orienterapidemente médecin[12]

On peutcafir mer |l e diagnostic dbéatteinte du
ddautres examens non sp®ci f b6@icepbatogrammhed e n ¢
(EEG) va d®terminer | 6activit® c®r ®br al e

A

|l 61l RM (é mpger R®Rsonnance Magn®tiqgue) pour
cérébral (également employéysdous les organes du corpd)2], [21]

En sérologiele diagnostiadu virusva se baser essentiellement sur la détection immuno
enzymatique desantior ps de t y pmcifijupsGh Gea g edmtl gketatmo g n
t ec hni qu gEnamaektihkedSilamuneSorbent Assay)En cas de positivitéces
anticorps dtectéspermettrontde se guider vers une infésh récente(en phase aigjieou
ancienne oencore correspondantsias anticorps vaccinaufg], [12]

En biologie moléculairdes techniques comme

- La RT-PCR (Reverse TranscriptaBelymerase Chain Reaction), va permettre de
transfor mer | 6ARN en ADN (Acide mMB®&BOXYTr
premier temps, avant déamplifier ce der
détection tres sensiblg], [12]

- Le WestermBlot, méthode visant a mettre en évidence des anticorps dirigés
spécifiguement contre des antigénes viradparés par électrophorese sur gel de
polyacrylamide etransgrés sur une membranea permettredans ce cas précisa |
détection e t | 61 d ededanticarps spécifiquesaux antigénes ul virus de
| 6enc®phal3[il2¢ ~ tiques

1 est e s slesmtitresadladiat daRtdea symmdmes sont semblables a ceux de
| 6enc®phadutedune i mAreisngi t e.

A Exclurelesautres maladies que peuvent transmettre la tique Ixadessd 6 Eur o p e
(borréliose; rickettsiose babésiose anaplasmosee t).cDurant mes recherches,
] 6ai constat® que detteiquendédutentdaujeuss pay deela t r a
fievre, des maux de téte et des douleurs muscula@es maladies sont donc
géneéralement a envisager au début dedkadie

A Eliminer les autres vimi de la famille des Flavivirus pouvant engendrer des
symptémes similaires ou la mémaeladie pour autant que le patient séjourné
durant | es derniers 15 jour:§],[d% ns des :
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Travail de dipléme Encéphalites a tiques

Les Flavivirus causant une encéphalite

o Lébenc®phali:test prdvagpnée paxr unsvierus dont le vecteur est un
moustique des groupe€ulex tritaeniorhynchus et Culex vishnui Cette
affection touche ®gal ement | e syest me
fievre;, de maux de t°te, d®sorientf@ai on,

o0 Encéphalite de Saint-Louis : les moustiques du gen€ulexinoculentle virus
de | denc ®p hLaoluiitse ~deaigéfentmamsi une inflammation
de | 6er28®phal e.

o Fiévredu Nil Occidental:vi r us contr aecn ® giagorn 6dhdunr
de moustiqueinfecté du genreCulex Il entraine desggravationsau niveaude
| 6 e n c &pukisaantér une méningite ou a une encéph@itg.

Les Flavivirus causant de€pisodes hémorragiques

o Dengue: transmis par les moustiqgues du geAedessuite a une piqare. Il
i nduit des sympt!mes sembl abl e@5]" ceu

o Fiévre jaune: ®gal ement nomm® Vvirus amari |,
moustgue du genréAedesou Hémagogus Les symptdmes relevés durant la
phaseaigliesontsimilaires a ceux du virus TBEependant, apres la phase de
vir®mie, sbenchaine avec des ®pi sode
distinctementdceluid e | 6 e eatigueR6 | i t

A Ecarter les autres agenfsathogénesconduisant ou pouvant conduire a une
encéphalite\{{i rus de | 6 her p-Bar; deilamaricebexet du dofaE p s t
du cytomégalovirus des Ade&o).{2Y]i r us é

U Traitements

Des traitements spécifiques a la méniegaéphalite verne st i val e ndont
été mis au point de nos jours, cependant il existerdaicamentslestinés a soulager

ou a supprimer les symptémesijncipalementcontrel a f i v r e tiomtOnl 61 n
reléve également des thérapies destinées a améliorer les affections musculaires pour les
personnes gravement attempar la maladig17], [19]

U Mesures préventives

Deuxvaccins sont disponiblggourl a pr ®venti on denHBrépehhc ®p h
sbagit d 6 E n c 4MMUMGEE avex tdes FoBrMI&ions pour adultes et des
dosagegédiatriquesréduits lls fournissent une protectiomes efficace contre cette
pathologie et deent étre renouvelé tous les 10ans La vaccination est préconeseé
pourtoutlemondel s | 6 ©ge de 6 an gourdes pednnesvivana r t i
ou travaillantdans des zones endémiqués, [17], [28]

En dehors de la vaccinatiotles mesurese protection personelle doivent étre entreprises
pour éviter Is morsures des tiquef28], [29]

- Se vétir de maniére a couvrir toute la surface de la geacides vétements de couleur
claire (principalementes membres inférieurs)
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Travail de dipléme Encéphalites a tiques

En

Eviter les contacts avec la végétation (herbes et buissons), tout particuliérém@erd & ® e
des bois.

En cas s®jour dans des zones =~ taregque,
vétement®t rechercher la présence de tiques sur la totalité de lagpetau de journée
(consulter rapidement un médecin en cas de présence destigl@peau)

Des insecticides a vaporiser sur les vétements
Utiliser dessprayspour la peau destinés a les éloigner

Contrller |l es animaux deommelksi qgoes ¢ochiie
la fourrure, sinon les extraire avec une piregpeciale

Sui sse, | 6enc®phalite © tique &est une m

procéder a laléclaationaupresdé 6 of f i ce f ®d ®r a (OFSPmans um d&daa nt ®
débune semai ne (Anpaxeljy36]l a d®t ecti on.
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Travail de dipléme Encéphalites a tiques

2. But du travall

Le laboratoire de sérologie infectieuse du CHUV utilise actuellement le Kit PROGEN

Il MMUNOZYM FSME 1 gG/ 1 gM pour |l e d®pi stage d
fabricanta annoncédarrétde la production de celernieret il estdoncnécessairal iatroduire
rapidementune nouvelle méthode ddiagnostic Le but de mon travail va consister a analyser
deux kits et compardeurs résultatavecceux du kit PROGEN.Les 2 kitssélectionnés pour
réaliser ce travaisont: SERIONVIRION ELISA classic FSME Virus/TBE Virus IgG/IgM et
FSME/TBE ELISA SEKISUI VIROTECHLe but final de cite étude seraoncde sélectionner

parmi les deux kits celui quépondra amieuxauxcrittresd e c hoi x d.6une m®t hc

Pour des raisons pratique@jtjliserai les abrévationsPROGEN,SERION et VIROTECH pour
désigner les 3 kitdurantla rédaction du document.

3. Deéveloppement dusujet

3.1 Matériels et méthodes

Pour la réalisation de ce travagil, 6 slectionné¢a v e aide demes accompagnan&()
sérums congelés-a0°C,-40°C et-80°Cdes années 2013, 2014 et 2015.

Nous les avonsélectionnésomme suit (- = négatif); (+ = positif)

A 1gG +/IgM +: 19 sérumgtous leséchantillons ayant ce statont été inclus
Parmi les autres sérostatig&s/IgM, des échantillons ont été soigneusement choisis de
mani re 7 contenir certains <crit res c:
diversifiés.

A 1gG-/IgM-: 21 sérums

A 1gG limite / IgM-: 20 sérums

A 1gG+/IgM-: 20 sérums

Malheuraisemet, la sérotheque de Sérologiee poss de pas doOé®chant
IgG -/ IgM limite ou IgG / IgM+.

Pour résumer, nous disposods 39 sérums IgG positifs 20 sérums IgG limite et 21
échantillons 1gG négatifd.es IgM ont été égalememgstéssur les mémes sérumsous
possédond9 sérums IgM positifs et 61 échantillons IgM négafitsus ont été testés avec
la méthodede routinePROGEN,employée actuellement au laboratoire de sérologie du
CHUV, et les données provenant de ce kit dangrésent travail sont celles qui ont été

produites | ors de | 6anal yse base deaengéessd®r u n
laboratoire
Afindef aci l i ter | 6i dent idonsenerntoues lesdnéosnatipfest i e n

concernantconfidentielles nous avongetenuuniquementies numérosd 6 a n ajui ke e
sont attribués au laboratoiet qui ont étérenumérotés de 1 a §dur la commodité de ce
travail.
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Travail de dipléme Encéphalites a tiques

(Annexes 2 et 3 [37], [38]

Description
Les tests SERIONIRION ELISA classicFSME Virus/TBE IgG et IgM ont été congus
pour |l a recherche dbéanticorps humains di

dans le sérume plasma ou le liquide phalorachidiengrace a la méthode ELISKe
sont des tests qualitatifs et quantitati&veloppépour le catréle du statut immunitaire,
la vaccination et poua détectiordes infections aigldiges au virus FSMHE37]

lgG IgM
Lot : SFF.Cz SFF.CW
Ré&érence ESR112G ESR112M
Expiration: 2017 05 2017/05
Conservation 2°C-8°C 2°C-8°C

Composants dddts (IgG et IgM) stockage et stabilit37]

Composants pour le Test Pieces/
Volume

Barrettes de huit puits coaté&s avec un antigéngau total 96) | 12 pieces

IMTP], 1cadre

Le Produit de coating est inactivé

S®rum standard [STRr°t ~ | 6emp 2x2ml
Sérum humairtontenant du tampgrhosphate

N®gati f p&iHrHB3-AARA cetanMHBc ant i

Agent de conservation<0.1% azoture de sodium

Colorant: Amaranth O

S®rum pour le contr®INEGn®gat 2 mi
Protéine sérique humaine contenant du tampon phosphate

N®gati f p&idr HBsAgAect aln&-HHdC. Ant |

Agent de conservation<0.1% azoture de sodium

Colorant: Vert de Issamine V

Conjugués anti-IgA (non fourni avec le kit), anti-lgG ou anti- 13 ml
IgM humai n (pr 1l 6empl oi)

Conjugués anticorps polyclona& la phosphatase alcaliaati-IgA,

antilgG ou antilgM, stabilisé avec une solution contenant

protéines

Agent de conservatian 0.01% méthylisothiazolone, 0.01
bromnitrodioxane

Concentré de solution de lavagd :30 (en quantité suffisante, 33.3 ml

pour 1000 mI)

Solution de chlorure de sodium avec Tween 20 et 30 mM Tris/
PH 7.4,
Agent de conservation<0.1% azoture de sodium
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Travail de diplome Encéphalites a tiques

Tampon de dilution|DILB 2 x50 mi
Agent de conservation0.1% azoture de sodium
Colorant: 0.01 g/l de bleu de bromophénol

SolutioTaP6 arr °t 15 ml
Hydroxyde de sodium
Substrat prpNRA © | 6empl oi 13 ml

Paranitrophénylphosphate dans un solvant ne coatgnpas de
tampon; agent de conservatior0.1% azoture de sodium,

(Le substrat, dans le flacon non ouvert, peu avoir une color
légerement jaunatre, qui ne réduit pas la qualité du produit)

Certificat de contr 'l e de qualit® 2 pages
tabl eau dé®valuation | NFO
(quantification des anticorps en Ul/ml ou U/ml)

RF-Absorbant (absorbant du facteur rhumatoiden fourni avec le Kit) 2-8°C, Exp:
2017/ 08; lot : SHF.EC; 2.0 ml

Réactifs Stockage et Stabilité

Barrettes de Date de péremptionMai 2017

microtitration Stockage entre 2°C et 8°C dans un sachet en aluminium !
(coatées avec avec un desiccant

un antigéne) Desouverture 4 semaines

Les barrettes non utilisées deit étre stockées dans un end
sec, dans des sachets en aluminium ferndésée de stockage ¢
cas doutilisation sgd ojnpud s
doéexpiration

Sérum de Date de péremptionJuin 2017

contrle / Des ouveture: 24 mois a partir de la date de fabrication
sérum Stockage entre 2°C et 8°C

standard

Conjugué Solution pr°te ° | 6empl oi

Date de péremptionoctobre 2017
Stockage entre 2°C et 8°C
Dés ouverture 28 mois a partir de la date de fabrication

Evitez les contaminains,en utilisant degmboutsstériles

Tampon de Date de péremptionJuin 2018
dilution Stockageentre 2°C et 8°C
Des ouverture 36 mois a partir de la date de fabrication

Jetez les solutions troubles
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Travail de dipléme Encéphalites a tiques

Date de péremptionsegembre 2020
Solution de Solution concentréapes ouverture entre 2°C et 8°C
lavage Solution diluée et conservéatre 2°C et 8°C deux senaines
Solution dluée a T°C ambianteune semaine

Les flacons wutilis®s pour e
étre régulieement nettoyés. Jetez les solutions troubles

Substrat Date de péremptionMai 2018
Solution pr°tre ° | 6empl oi
Stockage entre 2AC et 8AC
Deés ouvertur®6 mois a partir de la date de fabrication

Evitez les contaminations, pex., en utilisant degointesstériles

Jetez la solution si elle devient jaunatre (différence de
compar ®e 7 ;k0.BHDO) distill ®e

Solution Date de péremption et dés ouverture a T°C ambiasgptembre
doéarr°t 2018

Principe du test SERIOKLISA classic

1 sbagit débunpeéeemet tianmunloh od®Pygaeti on dob
est spécialement destinée au secteur de la sérologie infectieuse. La réaction repose sul
| 6i nt er act énwenun anpc@rpsief un qniigehes puits de la microplaque

sont coatés avec un antigéne caractéristeug i r us de | 6enc®phali
| 6aj out de s®r um, |l es anticorps duatpatcihe
aux antigenesdéjafixés sur les puits. Le complexe drmé est révélé par un anticorps
secondaire, un anlgG ou un antigM humain, conjugué a la phosphatase alcaline.
Aprés b ddition du substrat fitrophénylphosphatd 6 enzy me phosphat a
conjugué a été retenu dans le puitgdifie le substat en unproduit de la réaction

coloré, le Pnitrophénol La réaction estnsuites t o p p ®hgdropyderde dodiuret la

densité optiquemesurée a 405 nm par une méthode photométriqaecouleur est
proportionnel |l e -#&SMEtprésentdars e aénutid37t or ps ant i

Les étapes de distributiades sérums et du conjugaéntsuivies par des lavageafin
dé®l i mi ner | es/owmspécifiquesafaséactioo.n | i ®s et

Dilution des échantillong37]

SERION ELISA classic TBE Virus IgM

Avanef fdebct uer l e test, | 6absor bant du f
tampon de dilution comme suit

- 1/5: 200 pl de RFabsorbant + 800 pl de Tampon de dilution (par patient)

- Echantillon patient doit étre dilué ce tampon de dilufkbn
1/101=> 10 pl de sérum + 1000 pl de~tampon dilution

SERION ELISA classic TBE Virus IgG

Echantillons dilués dans le tampon de dilution comme: suit
1/101=> 10 pl de sérum + 1000 pul de tampon de dilufjoar patient
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Procédurg37]

1. Prépare une feuille deprotocole et [acerle nombre debarrettesrequisesdans le
cadre(annexeb) [41]

2. Déposerl00 plddé®chantill ons di |l u®s ou | es S
I 6 e mpnis les puitd @ppropriés. Laisser puits pour le blanc substrat, par ex:

SERION IgG / IgM

Puits Al Blanc du substrat

Puits B1 Contréle négatif

Puits C1 Sérum standard

Puits D1 Sérum standard

Puits E1 Patient 1

Puits F1 Pat i eeftct 2

3. Incubation des échantillon$0 minutes(+/- 5 min) a 37°C dans chambre humide

4. Aprés incubationlaver tous les puitsavecla solution de lavage(avec un laveur
automatisé ou manuellement)

a. Aspirerouenlever a s ol uti on doéincubation en r €
b. Remplirchaque puits ave®00 U de solution de lavage

c. Répételta procédure de lavagkes poits a et I8 fois (4 fois en tout)

d. Sécheta plaque de microtitration en la tapant sur un papier absorbant

5. Ajouter 100 ul du conjugué anti-IgG ou anti-igM pr °t 7 dan$ legugsl o i
appropriéssauf le puits blanc substrat

6. Incubation du conjugué pdant 30 minutes (+/ 1lminute) a 37°C dans une
chambre humide

7. Apres incubationlaver tous les puits avec kolution de lavage(voir plus haut au
point 4)

8. Ajouter100 plde substratpr °t e ~ | 6 e mpycompris’le peitb@uru e p
le blanc substra

9. Incubation du substrat pendaB0 minutes (+/- 1 minute) a 37°C dans une
chambre humide

10. Arrét de la réaction ajouter1 0 0 Ol d e s dlchatue puits,egbdea r r ° t
doucement la plague de microtitration pour mélanger

11. Mesurer la réaction a 405 nflongueur d'onde de référence 6290nm). Régler le
photometre de facon a ce que la valeur du blanc substrat mesurée soit déduite des
autres absorbances. La mesure photométrique doit étre rédiseées 60ninutes
suivant | 6éarr°t de | a r®action.

Laled ure de | a r®action a ® ® effectu®e
DYNEX dont je vouderai la descriptiomplus loin. {/oir sous 4.1.3)
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Critéres de alidation du tesf37], [38]

19G IgM
OD Blanc substrat (BLC) <0.25 <0.25
OD contréle négatifCN) : <0.46 <0.53
OD du StandardSTD) (+/- 20%): 0.46- 1.55 0.537 1.80

Interprétation des résultdd7], [38]

Un résultat positif avec le test SERION ELISAlassicTBE Virus IgM ou IgG dénte

|l a pr®sence dbéant i cor Mes TBR. ®e teld résgltate doivedti r i
étre interprétésen tenant compte e antécédents médicaux du patientetableau
clinique.

Un résultat négatif avec les deux tests SERION ELIS#Aassicdénote | 6absen
doanticorps sp®cifibuas 8aa®awadrrtussolpmish de
infection au virus FSME en présence de symptomes caractéristiogies @tn e  diei st o
morsures de tiques. Dans de tels cas2Ufi prélévementest requisaprés 14 jours et

testé avec le premi@rélevemenen parakle

Un r®sultat edcd6lagsM oa «aittiiofn avec t#moigre®s ul
d @ne infectionaigue au stade précoce de la malade6 anamn se du p
primordiale, afin de d®t er mi ner S i |l es
vaccinabncontre | e virus .de | 6enc®phalite = 1

Un résultat positif lors du test SERION ELISA classic TBE Virus IgM et 1gG

confirme une infectionact uel | e. L 6 a n asnauss aéceshairafip at i €
do®l ilmd npos s i bvactiratibnr®Lesd SBame @niquement positifs en 1gG
guident vers une infection (dans une région a risque) ou une vacciaatienne

Le suivi du statut immunitaire avec les ELISA IgG TBE doit é&tkalisé avec une
certaine réserve Un r ®sul t at p o s urteimmungéuegvgrs leires f or |
de | 6 enc ®p lexasteimaiecela esttincegaine 6 e f f decladciinmtnRu ni t ®
dépendpasdu tauxd 6ant i cor ps d @ais Elut® de laepnodudiidnl S A
ddant i cor pssquimecortelera pas fereément ale titre ELISA De plus le

délai duprélévementdd ®c hant i | | on aaffecteletitrd edl Oveaf cf ciicnaacti i
termesde protection des anticorps détectés.
Enfin, i faut tenir c oroggds ees dndicorpsdde XBESs t e r

avec ceux ds autresflavivirus: dengue, fievre jauneencéphalite japonaiseNil
Occidental etliverses autres encéphalites

Intervalles de référence des échantillon@exprimés eftJl/ml = unité internationale)

109G IgM
Positif: 0150. 0 015.0
Limite ou douteux O1 0 0<1%0.0 O10-<X5.0
Négatif: <100.0 <10.0
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(Annexes 4 et 5) [39], [40]

Description[39]

Le kit FSME/TBE IgG/IgM deVIROTECH a étécongupour le diagnostic du uis de
| 6 e n c Gpiduesdt pourda détection des anticorps vaccinaux

Lot: 210.01

Référence EC 117.00

Expiration: 2016/ 11

Conservation 2-8°C

Composants des kits (1gG et IgM), stockage et stafdag

Composants Volumes/pieces
Une microplaque, composée de 96 puits 1 piece (12 barrette
détachables a revétement antigénique de 8 puit}
lyophilisée

Tampon de dilution PBS (bleu, prét a 2 x50 ml
l'emploi), pH 7,2, avec conservateur et

Tween 20

Solution de lavage PBSconcentrée au 50 ml
facteur20), pH 7,2, avec conservateur et

Tween 20

Contréle négatif des 1gG,sérum humain 1.3m

avec stabilisants des protéines et
conservateur, prét a I'emploi

Contréle Cut-off des IgG,sérum humain 1.3m
avec stabilisants des protéines et
conservateur, prétI'emploi

Contréle positif des IgG sérum humain 1.3m
avec stabilisants des protéines et
conservateur, prét a I'emploi

Contréle négatif des IgM,sérum humain 1.3m
avec stabilisants des protéines et
conservateur, prét a I'emploi

Contréle Cut-off des IgM, sérum 1.3nm
humain avec stabilisants des protéines e
conservateur, prét a I'emploi

Contréle positif des IgM, sérum humain 13m

avec stabilisants des protéines et
conservateur, prét a I'emploi
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Conjugué anti-lgG humain, (chévre ou 11 ml
mouton) conjugué a la peroxydase de

raifort avec stabilisants des protéines et
conservateur en tampon tris, prét a

I'emploi

Conjugué anti-lgM humain, conjugué a 11 ml
la peroxydase de raifort (chévre ou
mout on) avec s @FC&m
et conservai®@ en tampon tris, prét a

I'emploi

1. Substrat de tétraméthylbenzidine 11 ml
en solution (TMB 3 6 , brétso )
I'emploi

2. Solutiondarrét™ | 6aci de 6 ml

Absorbant RF-Sorbo Tech (Facteur rhumatoide) (non fourni avec le Kit) 2-8°C,
Exp: 2016/ 12, lot: 50071, 2.0 ml

Stockage et stabilitg39]

Les barrettes de la microplaque /puits simples doiventrétferméeslans le paquet
en aluminium aprés ouverture et stockées avec sinatentre 28°C.

- Le conjugué et le substrat TMB sominsibles a la lumiére et doivent étre conservés

dans | 6obscurit ®. utlsablesdablt reastt Tdé otr ® p |
exposition a la lumiére.

- Prendre uniquement la quantité du substrat ou du conjugué nécessaire pour la
réalisation du test. lsesolutions du conjugué ou du substrat TMB en exces doivent

°tre jet®s (ne pas remettre dans | es f
Matériels Statut Stockage Durée de
conservation
Les échantillons dilués 2a8°C Maximum 6h
a tester
Non dilués 2a8°C Une semaine
Les contrbles Apres 2a8°C 3 mois
ouverture
Barrettes de Aprés 2 4 8°C (a conserve 3 mois
microtitration ouverture dans un sachet sec]
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Facteur Non dilue, 2a8°C 3 mois
rhumatoide i apres
adsorbant ouverture
Dilué 2a8°C Une semaine
Le conjugué Aprés 2 " 8 AC 3mois
ouverture la lumiere)
Tétraméthyl- Aprés 2 ° 8 AC 3mois
benzidine ouverture la lumiere)
(TMB)
Solution Stop Aprés 2a8°C 3 mois
ouverture
Solution de Aprés 2a8°C 3 mois
lavage ouverture
Solution 2 a 25°C 4 semaines
diluée préte a
l 6empl ¢

Principe du tesVIROTECHFSME/TBE

Les anticorpantitF S ME
immunologiqueformé aved
i mmunogl obulines

sont d®p
dantig n

non sp®ci fi qu edu cosjognét

enzymatique arigG ou IgM humain va se lier au complexegendrgpuisles éléments
non fixés sonéliminéspar lavagelLe substragjouté révelda présencele conjugué par
la formation duproduitse traduisanpar une coloration bleugui se mue en une couleur

jaune

apr s | 6ajo3t de |l a solution

Préparation des réactif39]

Virotech propose une grande flexibilidéans les réactifqui permetd 6 ut i | i ser

de dilution et de lavage, kubstrat | a

solution doarr °t

indépendamment du lot du kiLes contrélegpositif, CutOff, négatif) sontpréts a
| 6 e met Irestentspécifiquesaux parametreglgG ou IgM) pour leguels ils sont
prévus. lisdoiventétre utilisésuniquementwvec le lootifié surle certificat de controle

de qualité

1. Pr®chauffer | 6incubateur 37AC

2. Faire revenir tous les réactifs a température (T°C) ambiante

3. Bien mélanger tous les comgants liquides avant utilisation

4. Préparefe volume nécessaire @g®lution de lavage concentf20X) avecde b e a u

Laclé Ali, 55™TABES

distillée ou déminéralisé&aire revenir a température ambiante la solut@mede
lavage en cas de formation de cristaux
Un titre élevéen IgG ouenfacteur rhumatoide peut perturber la détectpécHique

des anticorps de typgM et menera des résultats faussement positifs ou négatifs.

Pour unemise en évidenceorrecte des IgM, il est donc nécessaire draiter le
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S ®r um a\asarbantd ¥ROTEGH RFSorto Tech. Le prétraitement des
contr'les I gM nbébest pas n®cessaire

Procédurg39]

Feuilles de protocole (annex@ [41]

1. Prétraitement et dilution des échantilldgd! : 1/100: 5 ¢ | de s®r um+
tampon de dilution + 1gouttede RFabsor bant (45 ¢1)
Incuberl5 minutes a T°C ambiante

2. Dilution des échantillon$gG : 1/101=>10 ¢ | de s® rum + 1 m
dilution. (IgG)

3. Distribuer 1 0 0 dwe tampon de dilution prét a | 6 e mfblarx réactif), des
contréles et des sérums dilués des patiendans les puits adéquatf est
recommandéle testerchaqueéchantillon en double (valeur a blanc, contrbles et
sérums des patientspar contrele contréle Cut-Off doit absolumentétre testéa
double

Exemple

VIROTECH IgG / IgM
Puits Al Blanc réactif
Puits B1 NC1
Puits C1 NC1
Puits D1 CO1
Puits E1 CO1
Puits F1 PC1
Puits G1 PC1
Puits H1 Patient 1
Puits A2 Patient

4. Apres distribution, incuber la plaque & °C pendant 30 minutesavec un
couvercle

5. Périoded'incubationstoppéear4 lavageseffectués chacun a laidee 350 ~ 40
de solution de lavagepour chaque puit€liminer les restesle solution de lavage
en tapotant la plaque sdu papier absorba

6. Déposerl 00 ¢ | d eréta demplail dans ®us les puits.

Incubation des conjugué80 minutes a 37 °Gavecun couvercle

7. Mettre fin a l'incubation du conjugué en effectudtdavages(voir le point 3).

8. Déposel 00 el de sdanb chaen deg puil.MB
Incuber30 minutesa37°C | 6abr i de |l a lumi re

9. Arrét de la réaction : déposér0 ¢ | d e s o tlaostchagum ded pudts. r ° t

Agiter la plaque avec précaution, jusqu'a ce que les liquides se soient completement
mélangés et qu'ils présent une couleur jaune uniforme.
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10. Mesurer la réactiom 450/620 nm (longueur d'onde de référence-GHihm).
Régler le photométre de facon a ce que la valeur a blanc mesurée soit désluite
autresabsorbancesLa mesure photométrique doit étre réaliséd'espace d'une
heure a partir de I'ajout de la solution d'arrét.

La |l ecture de |l a r®action a ®t® effect
DYNEX dont je vous ferai la description plus loin. (Voir sous 4.1.3)

Critéres de glidation du tesf39], [40]

19G IgM
OD du Blanc réactif <0.15 <0.15
OD Contr6le négatif (CN) <0.10 <0.08
OD Controle Cutoff (CO): >0.11 >0.09
OD Controle positif (CP) >0.28 >0.24

Interprétation des résultd39]

E Calcul des résultats en unités VE= Virotech-Units (unité arbitraire établie par
le fabricant)

VE (ContrGle positif= {DO Controle Posiﬂ X 10

DO CutOff
VE (Sérum patient¥ DO Sérum Patient |X 10
DO CutOff
Résultat en Evaluation Interprétation
unités VE
<9.0 Négatif Aucun anticorps détecté
9.0-11.0 Plage limiteou concentration nod 6
douteuse

significativement élevée. Répéter le test

le cas échéant avec uti"2sérum

> iti . "
11.0 POl D®t ection dbéune <co

significativerrent élevée

IgM :

- Infectionaigue

- Infectionrécente

- Anticorps vaccinaux
19G :

- Infectionrécente
- Infection ancienne
- Anticorps vaccinaux
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Léaut omate DSX est un syst risatioreded tésts établise n t
avecl a technique dO6ELI SA. Cet aut omate peul
ex®cuter plusieurs tests 7 |l a fois. ! e !
programmation des tests, des échantillons et durtraitedes résultats. Au laboratoire de
sérologie infectieuse du CHUV, il estpbyé pour les examens suivantsierpes IgG et

IgM ; Varicelle IgM, Rougeole IgM, Oreillons IgM30]

Pour la partie pratique de mon travail de dipléme, le DSX a uniquesegnt la lecture et

al 6i ntteropnr @ea mes t e vitlusFSME@Uepdr Silkkursg 6 i | r ®al
manuellement du début a la fin pour les 2 kits tests. Il a mesuré la densité optique de mes
échantillons grace a son moddle lectureLeslmgueur s déondes, | es
et doéinterpr®tation des deux kdarss dlé@arsdii
de pil otage ¢eils@aéEipdgeantdé@powa®cut er | danal
FSME du début a la fin.

Kit SERION Kit VIROTECH Kit PROGEN (Kkit
actuel)
Méthodes ELISA ELISA EIA
Réactifs Pr°ets “ | Pr°ts “ | 6¢Conjugué etampon de
excepté le tampon excepté le tampon de lavage a diluer
de lavage et lavage
| 6absor ba
Type do®c h Sérum, Plasma Sérum, Plasma (tous le Sérum, Plasma, LCR

mentionné dans le kit (EDTA, Héparine, anticoagulants)

citrate), LCR

Volume IgG: 10 pl IlgG: 10 pl IgG: 5 pl

dé®chantil IgM:10ul IgM : 5l IgM : 5l

nécesaire

Prétraitement des Oui Oui Oui

IgM

Dilution des 1/101 1/1011gG; 1/100 IgM  1/101

échantillons

Interférencesselon le | Hémolyse, lipémie, Hémolyse, Aucun

producteur ictere hyperlipémie, turbidité

Durée de la 2h sans tenir compte 1h30 sans tenir compte 2h30 sans tenir compte

procédure du temps de du temps de du temps de
manipulation et des manipulation et des manipulation et des
étapes de lavages étapes de lavages etapes de lavages

Longueur d405nm 450 nm 450 nm
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mesure

Résultats Qualitative et Qualitative et
quantitative guantitative

Unités Ul/ml VE (Virotech-Units)
Standardisé Unité arbitraire

Absorbant IgM Non fourni Non fourni

Prix des Kits 475.0 frs => IgG 437 frs => IgG
585.0 frs => IgM 5170 frs=> IgM

Solution Stop Ne modifie pas la  Modifie la couleur du

couleur du Substrat substrat

Type doant| Agdelaprotéine E
coatésdanslespuits de | 6enve

[31], [32] TBEV= Souche les cellules de

"Moscow B4"

fibroblastes

produit par culture  embryonnaires de

cellulaire.

Fabricants des kits Institut

poulet

SEKISUI VIROTECH

VIRION/SERION GmbH

GmbH

Fournisseurs RUWAG

Laclé Ali, 55™TABES

TEOMED AG

20152016

Ag du TEBV = souche
"Neudorfl" produit dans

Encéphalites a tiques

Qualitative et
guantitative

VIEU/ ml (ViennaUnits)
Unité arbitraire

Comprs dans le tampon
de dilution

525.0 frs=> IgG
550.0 frs => IgM

Modifie la couleur du
substrat

Ag du TEBV = souche
"Neudorfl" produit dans
les cellules de
fibroblastes
embryonnaires de poule

PROGEN
BIOTECHNIK GMBH

TEOMED AG
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4. Reésultats

Cette étapedu travail décrits les résultats obtenugpendantla phase expérimentale.Elle
comporterda validationtechniquedestests 6 i nt e r pes @sulatsla détermination déa
sensibilité et la spécifcité des méthodesde| 6 i ndex de Youd®é®vagluuerp
précision decesméthodes] 6 ®t ude des r @escaldultdadoefficiehi Kappa quid/a n t s
d®t er miner | e degr ® doac cmiseen comniun ées réseltats des o i
différents kits sous forme de graphiques.

Voici les formules utilisés pour le calcul des différents paramétrésus les calcsl ont été
réalisés manuellement excepté le calcul du coefficient K§ppprgue | 6 ai r®@al i s
logiciel Graphpad

Sensibilité[33] : Vrai positif / (Vrai positif +faux négatif)

Spécificité [33] : Vrai négatif / (vrai négatif + faux positif)

Index de Youden[33]: sensibilité + spécificitd 1 => m®t hode parfait e
inefficacedeD6i | est proche

Coefficient Kappa (K) : [34]

«K= (PyT P/ (1T Pg) »
«Po.proportion d&daccord observ®e
«Pg.:proportion doéoaccord al ®atoire

Les valeurs du coefficient Kappa sont interprétées selon le tablefssous, mais les

intervalles d®finis peuvent[34ftre modi fi ® ¢

Accord Kappa

Excellent 20,81

Bon 0,80-0,61

Modéré 0,60-0,41

Médiocre 0,40-0,21

Mauvais 0,20-0,0

Trés mauvais <0,0

Toutes ces informatiorepprofondiesyontaider a choisita méthodeadéquateour le diagnostic
sérolgique ®kl6 enc ®p h al,outeex pl drieruedd aut r sinécessaiev el | e s

Les analyses ont été exécutées sur 80 sérums pour chaque parametre des deux kits évalués (IgG
IgM). Ces échantillons ont été examinés dans les années précédentes {2018, 2015) par le

kit PROGEN qui représente la méthoatlisée en routine dans le laboratoide sérologie du
CHUV. De ce fait sesrésultats sont déja connus

Les résultatsbruts des 80 échantillongnanipulés ont été relevés sous forme de tableaux s¢
trouvent en annexedu document. (Annexe 7) [42]
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4.1 SERION/VIRION ELISA classicFSME Virus/ TBE Virus IgG et IgM

19G

Le blanc substrat et le contrble négatif ont kalisésa simple,tandis quele controle
standardh étéréaliséa double. Voici les valeurs de la densité optigD®) des contrbles de
gualité mesurés

DO Blanc substrat 0.040 [<0.25]
DO Contréle négatif 0.094 [< 0.46]
DO moyenneSérum standar¢t/- 20%):  1.111 [0.46-1.55

DO du sérum standamesuréalansles deuxpuits: (+/- 20%) =>[1102; 1.119

Lesrésultats desontrbles de qualité ckit SERIONIQG se trouvent dans les intervalles de
référence du fabricanle testlgG est donc validét les résultatd@chantillongpeuvent étre
acceptes

IgM

Les contréles de qualité des IgM sont identiqaeseux des IgGet sont effectués avec le
méme nombre de puits

DO Blanc substrat 0.053 [<0.25]
DO Contréle négatif 0.024 [<0.53]
DO moyenne Sérum standare- 20%): 1.308 [0.53-1.80]

DO du sérum staradd mesurédans les deupuits: (+/- 20%) =>[1.328; 1.288]

Les résultats dexontréles de qualité du kit SERION IgM sont dans les intervalles de
référence du fabricante test IgM est de ce fait validét | es r ®s ul soatt s d
donc expldiables.

Si les controlesle qualité IgG ou IgMliu kit ne répondient pas aux criteres de validation,
tous les résultats deviendraient par conséqumaurtilisables et les tess devraient étre
répétés

Les résultatsobtenuspar le test SERIONsont exprimés erJl/ml. Les Intervalles de
référence des échantillonat étéétabliset fournispar lefabricant dukit

109G IgM

Positif : 0150.0 015. 0

Limite ou douteux : O1 0 6<1%0.0 0O10-<16.0

Neégatif : <100.0 <10.0

Su les 80 échantillongestéspour les IgG et les IgM, nous avons obtetess résultats
suivants :
Sérums IgG IgM

Positifs 29 19
Négatifs 48 61
limites 3 0
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1aG
Kit SERION FSME IgG
Kit Positifs Limites négatifs Total
PROGEN <
Positifs 29 3 7 39
limites 0 0 20 20
Négatifs 0 0 21 21
Sensibilité: 0.81 (81 %)
Spécificité: 1 (100%)
Index de Youden 0.81
Kappa: 0.43 => concordance jugé commeodérée

Déapr s

limites.
P Les 21
P Les 20

Cela constitue 3discordancesur les 80 séms testés, dont 10 pour les IgG piésiet 20

s ®r ums

|de tableau®esslst at s
P Les 39 sé U ms

ds@ra mesultfen 2L enégatity G

dbéor i gi n erésultged 29 paskifs, t7 indgatifs etrdt

arigine lg@lanited dnt résult&n 20 négatifs

pour les IgG limites.

lgM
Kit SERION FSME IgM
Kit " . L
PROGEN Positifs Limites négatifs Total
Positifs 19 0 0 19
limites 0 0 0 0
Négatifs 0 0 61 61
Sensibilité: 1 =>(100%)
Spécificité: 1 => (100%)
Index de Youden: 1
Kappa 1 => degré de concordance jugé comme excellent
Aucune di s cdetecttawnnoeau dedlghs t
P Les s®rums door i gésuitée endngnéne mandei de irésuttats o n t
positifs (19)

P les 61sérumsigM négatifs @ baseont résulté en un méme nomigte résultatigM

négatifs.
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Tous les graphiques présents dans ce document, ont été confectjciceésau logiciel
GraphPad Prismtéléchargé sur interng¢B5]. Les axes (X et Y) des graphiques ont été
définis sur une échelle logarithmique de 10, afin de pouvoir représenter toutes les données.
Pl usi eurs points sont dissimul ®s sous doa
échantillons.

Comparaison desKitsPROGEN et SERION 1gG

10007 n=280 :
6507 ; oo : ‘oo. @ e
.o ®e
O ‘o .
2 .0 : .
z . e o Vrais positifs
L . .
O % « ° Do
0O l26f~~==========°-=- $F -~~~ ===~- I
| o0 ° . .
* 100 ,‘: Do
2 e® o o M
L R el i S e L bk
a ° o [ ] g [ . .
§ * saatd
Vrais négatifs
10 . — .
1 10 100150 1000

Résultats SERION 1gG

I L O ax e affichesles résultats fournis par le test IgG du kit SERIONzone limite a été
définie entre 100 et 150 Ul/ml. Les résultats inférieurs a 100 Ul/ml sont interprétés comme
négatifs et ceux supérieurs a 150 Ul/ml sorsitifs.

I L 6 ade®Y exposeles résultats IgG du kit PROGEHUI représente la méthode utilisée au
laboratoirede sérologie infectieuse du CHUVWa zone limite est définie entre 63 et 126
VIEU/mI. Les résultats inférieurs a 63IEU/mI sont négatifs eteux supérieurs a 126
VIEU/mI sont considérés comme positifs

I Les vrais négatifet les vraiositifs montrent les résultats concordants entre les deuxl&its
sontreprésentés par les points noirs.

I Les points rouges montrent les résultats discordarite ¢ées deux kitslls représenten80
échantillonssur les 80 testés dont la majorité peut étre congdiEmdme des discordances
mineures €xplication détaillée darie chapitrediscussion)
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Résultats PROGEN IgM

Comparaison desKitsPROGEN et SERION IgM

n =80
10001 [ (1 X )
[ J
®

Vrais positifs g

[ ]

®

....

° ®
126--—-——-——--——-——-——-——-——-——'—-—»4-'——-——-——-———-——-——-—!--
1001

R e e e
0000000080 CININD 00 [
Vrais négatifs
10 T T 1
1 10 15 100

Résultats SERION IgM

L 6 a x & aftichesles résultatsbtenuspourle test gM du kit SERION. La zoa limite a été
définie entre 10 et 1®JI/ml. Les résultats inférieurs a 10l/ml sont interprétés comme
négatifs et ceux supérieurs allBml sont positifs.

L 6 a x & expass les résultatsNgdu kit PROGEN qui représenie méthodeemployée au
laboratoire de sérologie infectieuse du CHU\A zone limite est définie entre 63 et 126
VIEU/mI. Les résultats inférieurs a 68IEU/mI sont régatifs et ceux supérieurs a 126
VIEU/mI sont considérés comme positifs.

Les vrais négatifs ées vrais positifs montrent les résultats concordants entre les deux kits. lls
sont représentés parlespointsndvstcune di scordance nbéest pr @
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Performances du Kit SERION

évaluées pale fabricant

Performances du Kit SERION
évaluées au laboratoire

Parametre lgG IgM lgG IgM
Sensibilité 97% 97% 81% 100%
Spécificité 90.3% >99% 100% 100%
Kappa Non fourni Non fourni 043 1

Les performances du kit selon le fabricant évaluée pardelta des deux ELISA chez une

popul ati on de

patients provenant doune

compatible et des résultats suggérant une infecfioente

[

Laclé Ali, 55™TABES

La sensibilité du parametre Ig@l que testé dans notre laborat@st moins bonne
quecelledu fabricant qui se situe a 97%. La capacité du test a dépister les personnes
présentantes anticorps du type Ig@irigés contre levirusdel 6 enc ®p hal i t e
s 06 ®l ve doumatre éxpedidestit une sensibilitéelativemenbonne

Le test IgG nous dourni une meilleure spécificit@ue celle du fabricant. La

capacité du test a détecter les persomnes pr ®s ent ant gqoatreled 6 an
viusde | 6enc®phal it edans notra trpvgisoit ere texcellemte 1 0 0
spédficité.

La sensibilité et la spécificité du parametre IgM sont excellentes. La performance du
kit & découvrir des personngmssédantou non des anticorps de type IgM

développés contrelgdrusd e | 6 enc®phalit.e ™ tique est
L e d eagaor® dededts IgG entre le kit SERION le kit PROGEN de référence

est interprété commmaodéréex 043

Le degr® dbéaccord entre |l e test SERI O

référence est exttent: ilesta 1

20152016 32|Page



Travail de dipléme Encéphalites a tiques

4.2 SEKISUI VIROTECH FSME/TBE ELISA 1gG et IgM

19G

Les contrbles de qualité ont été effectués a double excepté le blanc réactif. Le Kit de
VIROTECH comprend le contréle négatié contréleCut-Off et le contrble positif.

DO Blanc réactif: 0.010 [<0.15]

DO moyenne Contréleégatif: 0.000 [<0.10]

DO moyenne du CuOff : 0.300 [>0.11]

DO moyenne du Contréle positif ~ 0.795 [>0.28]

Les résultats desontroles de qualité IgG du Kit VIROTECH sont situés dans les intervalles
de référence fournis par le fabricant, le testpt °tre vali d® et | es
accepts.

IgM

DO Blanc réactif: 0.010 [<0.15]

DO moyenne Contréle négatif 0.000 [<0.08]

DO moyenne du CuOff 0.231 [>0.09]

DO moyenne du Contréle positif ~ 0.771 [>0.24]

Les résultats des controlage qualité IgM du Kit VIROTECH sontsitués dans les
intervalles de référence fournis par le fabricant, le test peut étre validé et les résultats
do®chantill ons peuvent °tre rendus.

Si les criteres de validation des tests IgG ou IgMd ®t a i emplis ce aerniers
devraienttrerépétés

Les résultats du Kit VIROTECH sont exprimés en unités Les intervalles de référence
sont identiques pour les IgG et les IgM.dls été définis gbrocuréspar le fabricant.

Négatifs <9.0
Positifs >11.0
Limites 9.0-11.0

Voici les résultatsecueillisdu kit VIROTECH IgG et IgM Pour cette m®th
80 s®rums pour |l es 1 gG et 7 SérymdNtlyduranelss | g M
dilutions)sur les 80 sérumslgétionnés

Sérums IgG IgM
Positifs 29 18
Négatifs 50 61
limites 1 0
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1aG
Kit VIROTECH FSME/TBE IgG
Kit iy - A
PROGEN Positifs Limites négatifs Total
Positifs 29 1 9 39
limites 0 0 20 20
Négatifs 0 0 21 21
Sensibilité: 0.76 => (76%)
Spécificité: 1 => (100%)
Index de Youden: 0.76
Kappa : 0.43 => concordance jugée comme modérée
Déapr s | eésdans®dabléat -@esssis, an oltient
P 29 positifs,9 négatifs etl limite sur les 39 &rums IgGpositifsde départ
P 21 négatifsur les 21 sérums IgG négatiSlectionnés
P 20 négatifs sur les 20 sérums ll@ites testés
Nousrelevonsde ce fait30 discordances sur |89 échantillons de type IgGmme pour le
Kit SERION.
IgM
Kit VI ROTECH FSME IgM
Kit . . s
PROGEN Positifs Limites négatifs Total
Positifs 18 0 0 18
limites 0 0 0 0
Négatifs 0 0 61 61
Sensibilité: 1=>(100%)
Spécificité: 1 =>(100%)
Index de Youden: 1
Kappa: 1 => degré de concordance excellent

Nous mobservons
VIROTECH:

P Les 18 sérums positifs odonnél8 positifs

aucune di sc orlgMataestée avex der kit | e s

P Les 61 sérums négatitsmtdonné identiquemer®l négatifs.
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Comparaison desKitsPROGEN et VIROTECH 1gG
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Résultats VIROTECH IgG

I L6 ax e mirdre les résultats fournis par le test IgG du kit VIROTECH. La zone limite a
été définie entre 9 et 11 VE. Les résultats inférieurs a 9 VE sont interprétés comme négatifs et
ceux supérieurs a 11 VE sont positif

I L 6 ax eY exipesse les résultats IgG du kit PROGEN qui représenteéthodeutilisée au
laboratoire de sérologie infectieuse du CHU\A zone limite est définie entre 63 et 126
VIEU/mI. Les résultats inférieurs a 6BIEU/mI sont régatifs et ceux supéurs a 126
VIEU/mI sont considérés comme positifs.

I Les vrais négatifs et les vrais positifs montrent les résultats concordants entre les deux kits. lls
sont représentés par les points noirs.

i Les points rouges montrent les résultats discordants kastréeux kits. lls représentent 30
échantillons sur les 80 testés dont la majorité gtne considécomme des discordances
mineures (explication détaillée daeschapitradiscussion)
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Comparaison desKitsPROGEN et VIROTECH IgM
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Résultats VIROTECH IgM

T L 6 ax « affichesles résultatebtenus pour le test IgM du RIROTECH. La zone limite
a été définie entr@ et 11 VE. Les résultats inférieursVE sont interprétés comme négatifs
et ceux supérieurs®El VE sont positifs.

T L6 ax & expasasles résultats IgM du kit PROGEN qui ésgntda méthodeemployée au
laboratoire de sérologie infectieuse du CHUW\A zone limite est définie entre 63 et 126
VIEU/mI. Les résultats inférieurs a 63IEU/mI| sont régatifs et ceux supérieurs a 126
VIEU/mI sont considérés comme positifs.

i Les vraisnégatifs et les vrais positifs montrent les résultats concordants entre les deux Kkits.
lls sont représentés par les pointsndlrs. n6exi st e aucune discorda
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Performances du Kit .
VIROTECH évaluées par le I'Derfor,mances du Kit .VIROTECH
) évaluées au laboratoire
fabricant
Parametre lgG IgM lgG IgM
Sensibilité Non fourni Non fourni 76% 100%
Spécificité Non fourni Non fourni 100% 100%
Kappa Non fourni Non fourni 0.43 1
Le fabricant du kimances daas lgppeosédurennous netpousomssdong e |
pas procéder a une comparaison.
P La sensidité du parameétre Ig@u kit VIROTECH testéest de76 %, cafliees t
que sa capacité a découvrir des anticorpsype IgG dirigés contre le virus de
| 6 enc ®p h ast mbyennement bormel e
P La spécificité du test IgG est excellernta capacité du test a détecter les personnes
ne pr®sentant ganse led & & ni tsenadjukalifg #0tigueg 5t de
100%.
P Les IgM testés pour ce Kit fournissent une sensibilité etspeeificité excellentes,
soit a 100%.
P Le degr ®Rentkdedestdg® dedVIROTECH de PROGENest jugé comme
modérée a 0.43
P Le dearco®entede test VIROTECH IgM et le testMgde la méthode de

référence est exttent, voire parfait il est a 1.
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4.3 Comparaison du test IgGet IgM des kits SERION et VIROTECH
En constatant que |l es kits doées ssmilargsj ®sae n't
d®ci d® d o0 e mpaeasdnafm de mienxevisi@noer leurs performanicesoefficient
Kappa a donné 0.8iour les IgG et 1 pour les Ighe qui signifie une concordance excellente
entre les deux Kits.

Comparaison desKitsSERION et VIROTECH 1gG
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Résultats VIROTECH 1gG

i L6 ax « affichesles résultats olias pour le test IgG du kit VIROTECH. La zone
limite a été définie entre 9 et 11 VE. Les résultats inférieurs a 9 VE sont interprétés
comme négatifs et ceux supérieurs a 11 VE sont positifs

T L 6 ax & affichesles résultats fournis par le test IgG duS&RION. La zone limite
a éeté definie entre 100 et 150 Ul/ml. Les résultats inférieurs a 100 Ul/ml sont
interprétés comme négatifs et ceux supérieurs a 150 Ul/ml sont positifs.

I Les points noirs représentent les vrais positifeetraisnégatifsconcordats desdeux
kits. On observe uniquement quelques discordances mine2irésultatdimites chez
SERION qui ressortent négatifs chez VIROTECHrésultatlimite et 1 résultatpositif
chez VIROTECH quressortent positif et limite chez SERION.
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Comparaison desKitsSERION et VIROTECH IgM

100 o
n=79 D 0#0
2 .o
% Vrais positifs
P Lo
O D
o LD B ety
= -
T T IR
2 Vrais négatifs x
° °
o S Pewac o o0
. o'’ “o‘ °® @
1 : : .
0.01 0.1 1 oL 100

Résultats VIROTECH IgM

i L 06 ax & affichesles résultats obtenus pour le test IgM du kit VIROTECH. La zone
limite a été définie entre 9 et 11 VE. Les résultats inférieurs a 9 VE sont interprétés
comme négatifs et ceux supérieurs a 11 VE sont positifs

i LO a x eY affiehs les résultats fournis par le test IgM du kit SERION. La zone limite
a été définie entre 10 et 15 Ul/ml. Les résultats inférieurs a 10 Ul/ml sont interprétés
comme négatifs et ceux supérieurs a 15 Ul/ml sont positifs.

i Les résultats desedx kitsmontrent un accord parfait.
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4.4 Discussion

Tests IgG

Pour les testigG, les résultat®btenusont montré des discordances gei sontraduites par

une concadancemodérédors du calcul du coefficient Kapgaour les deux kitscomparé au

test utilisé en routineOn observe une bonnperformancedes deux méthodes qui est
démontrée par les calculs de la sensibilité et de la spécificité, puis une bonne précision
d®t er mi n®e par | e cal cul de | 6index Youden.

Les 80 sérums testés ont résd®@3 0 di scordances quespdudlan p
majoritéd 6 e nt r e claduh deskitsp o u r

> Kit SERION :
- 20 sérumdgG limites du kit PROGEN oménéré0 résultatsnégatifs;
- Parmi 39sérums IgG positifs du kit PROGENO ont généré3 résultatdimites et 7
négatifs.

On observe donc 7 discordances majewras i p aumnssetut positid & celui de
négatif Les 23autresdiscordances sont infmétées comme mineas, car les sérums
passent doun statut positif “ limite ou

> Kit VIROTECH
- 20 sérums IgG limites du kit PROGEN qmbduit20 résultatségatifs,
- Parmi 39sérums IgG positifs du kit PROGENIO (dont 9 étaient les mémesisés
produisant une discordance mineure avec le kit SERI@M)produit un résultat
limite et 9négatifs

Les discordancesnajeues sont les érumsq U i passent doéun st at
négatif. Celles jugées comme mineures sont représentéeslpa@sdtats quipassent
dbé ustatut limite a négatibu depositif a limite

Les tests IgM des deux Kits évalués

Pour les testgM, aucue di scordance noab®e®owmdsenvdege
excellent par le calcul du coefficient KappaNous avas obtenu une sensibilité et une
spécificité parfaitea 100%, puisine précisionparfaitedes méthodedéterminée par le calcul

de | 6index de Youden.

Onobservedoncque les deux kits omtroduitdes résultatressimilairesy comprisau niveau
desdiscordancesCepemlant,ils ne proviennent pas du méme fabricant et leurs antigénes de
coatingsont également différentk 6 tigéne de coatingu testSERION estune préparation

de protéine E déa souche Moscow B4 de TBEV [32] (sans que nous puissions avoireun
description pr®cise de cette pr®paration a
recombinant e, mai s bien doOéune pr ®paration
cell ul aire sui vtaedis queceudeVIRQATEGHfestdesapariicoles yirales
lyséesde la souche Neudorfl produie dans des fibroblastes embryonnaires de poetiet
inactivé par formaldéhyde est purifié sur gradient de defi8itfquid 6 a i kstégalement

| Otigeme e coating di testPROGEN pratiqué au lakettoire.

Le pointle plus importantle cette étude est gles résultats dkit VIROTECH présentent um

discordance importantavec les résultats dikit PROGEN a | o rpartagg ledméine
antigéne de coating. Toutefoiss doncordat parfaitement avec ag du kit SERION qui, lui,
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utilise un antigene différentCesdiscordancesaissent supposer que le test PROGEMrrait
étreplussensiblepu alors quee sont les kits évalués qui sont peu sensibles.
Onpourrait f ai r econgéatioydéangélatiordes séquma pul détériorer la
qualité aes anticorps Malheureusement, pour des raisons logistiques, il ne nous a pas été
possible deester de nouvealgs sérums décongelés avec le kit PROGEN pour vérifier cette
hypothése.La plupart des discoahces ont impliqués desrumsa y a nt des tau
relativement bas avec le kit PROGEN. Nous nous sommes demandés si ces titres bas
correspondaient a des échantillons présentant des réactions croisées envers TBEV, en raisol
doéinfections rana®e 0 n o p Eladivrus gdanguet fiewes jaune,
encéphalite japonaise, encéphalite Nil occidensdih de vérifier cette hypothése, nous avons
examin® dans | es dossiers patients de 15/ 3
passée ou de vacci nd&kivioue.bloaseoabdvansresouv®
aucune indication de ce type.

Dans | 6ensembl e des r ®s ul dquantitaiveant®des tiffe@ses i |
méthodes en parti cul igé par SERION et MIRGTEGHa(wix figuted plage
38).

Aucun des r®sultats positifs test®s nobdexc
hormis ceux dePROGEN. Les unités étant choisies arbitrairement par les fabricants de
VIROTECH et PROGEN (K ; VIEU/mI) saufpour SERION (Ul/ml), nous ne pouvons pas
proc®der "’ une conversion en uni t ®s stan
guantitative entre les résultatscordantsles 3 méthodesPar contre les deux nouveakits
sembl entavahfage H6umngeueduagnutei fsiociatinisloaqg utda ul x f
recourir a des dilutions

La comparaison graphiquentre lesdeux kits évaluéset le kit PROGENa soulevé une
incertitude sur | 6efficacit ® edaboratoresd ©©doircR OGE
contacté Mr Pascal Burri, del 6 entrepri se TEOMED, fourni s:
VIROTECH. Ce dernier prébemessaiinmi | pares de€ncont i
laboratoiresd 6 a n anhéglicdes & propos de ce kit, ce qui leuimisseur a conclure que
seuil négatif/douteuxétait trop bas et prévoird 6 augment er pr OfBEO ne me

126 VIEU/ ml au lieu de 6326 VIEU/mlpour lesprochainsmouveaux | ots aval
production (Annexe 8) [43]
Si | 6 campte de ees tnformations, ceéduirailes 30 résultats discordards test IgG

sur les 80 sérummanipulésa 17 etamélioreraitpar conséquerie degré de concdance des
tests IgG qui deviendrastlorsbonselon le coefficient Kappa

Nous pouvons sdeverd 6 a upbimtselsservésu cours de cette étude

7 Toutes ls informations contenues dans la procédiueit SERIONse rapportent
exclusivement des sérums alorg u 6 enentioeneque | 6 on peeset ®ge
sur duplasma ou ddiquide céphalerachidien (LCR)avecle méme kit Selon la
procédure,is | 6 on v a@nlLR,tl fatudrait dereconenrandeexpressément,
une autre procedurgpécifiqueq u i n 6cemsptiseapeals kit fourni, ce qui se
corresponch une perte detempst d 0 Budeirt g il eesstests VIROTECH St
uniguementalidé au sérumet au plasma etls ne sont pas congus pour le dépistage
des anticorpslans IeLCR, ce qui constitutaitun gr and i nc devait®ni e
contrBlerune synth se déanticorps intrath®ca

> Les procédures des kits sont pegtietimpreécises: celle du kit SERION est imprimée

dansunformaf6et | a petite t ai lrendlatdwsdiffcier act
On remarque aussi urnecohérenceades informations fournies par le fabricamn
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consultant le site internet de ce derrpeur trouverune procéduredans un format
plus convenablg 0 a i const at &urlespedormarcsdu tbsiétabli®@e s
parle fabricant divergeaient par rapport a celles notifiees dans la procéduite du k
Cequilai sse penspaseu demiéeia ljour,sait surleasite internet, soit

dansla procédurelu kit.

Celle du kit VIROTECH est résumée tres brievement en anglais. Pour une version
complete, il faut installer un CD contenu dans le &#q u i nbest.Dpas p
pus aucune i nformation sur | a perfor man

Enfin, on se rend compte a de nombreuses reprises que ces documents ont fait
| 6obj et de traductions peu soign®es.

> Joai ®gal e neeguitsd orienltervdRd udcetrsi b nres dées nt er
programmes de | ecture install ®s sur | €
val eurs doéinterpr®tations de | 6aut omat ¢
les kits

Toutes ces incohérencesupent paraitrecomme de simples détails, mais cala
exigé beaucoup de temps pour vérifier toutes les informatidagaire venir les
fournisseurs responsablpsur les modifications ou pour obtenir certaines réponses
nécessairegour lebon déroulementedla manipulation.

» Concernant la durée des procédures, sans tenir compte du temps de manipulation et
des lavages, le kit VIROTECH estpéus court sa duréaotde étantd 6 une heur
demie comparta cdle de SERION qui est de deux heures.

> A propes des cats, le kit VIROTECH esencorele plus avantageux. Ses tests IgG
et IgM codltent respectivement 437 frs et 51dradis quele prix des kits SERION
se situe a 475 frs pour les IgG et 585 frs pour les, Igdit plus cher que le kit
PROGEN.Uninconv ®ni ent de ces de RKutiiképowsle e st

pr®traitement des I gM ndoest pas fourni
alors que celui du kit PROGE®Et compris dans le tampon de dilution. A noter que
] 6ai i nc | bserbante dapsrcauxdeskidss a

» Les deux kits testés utilisent la méme technique (ELISA), mais ils ne possedent pas
les mémes unités, ce qui ne permet pas de comparer les résultats de maniere
guantitative: les résultats du Kit VIROTECH sont exprimés en YMarotech
Units), unité choisie aléatoirement par le fabricant contrairement a ceux du Kit
SERION qui sont exprimés en Ul/ml, une unité internationale

»Lors de |l a r®alisation pratigue des te
SERION ne modifidi pas la couleur générée par le substrat (jaune pour les
échantillons positifs) contrairement a celle de VIROTECH qui transforme la couleur
bleuedes échantillons positifs gaune Cela nécessite donc une grande vigilance,
afin de ne pas pipeter deux fais suite dans le méme puits.
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5 Conclusion

Ce travail consisait a évaluerdeux nouveauxkits de diagnostic du TBEdans | e but
sélectionner un etlel 6 i nt r odui,r ecaean lreouftamrei cant PROGE
production du kig u 6 u adudllemerg le laboratoire deerologie infectieuse du CHUV.

Toutesles observationsfaites au cours de cette analyseggerentque les résultats des kits
expérimentéedSERION et VIROTECH)soient plus fiables par rapport a ceux de PROGEN.
Malgré une concalance modérépour les tests IgGvec ce dernierijs ont montré un degré

ddaccord excellent entre eux. Le fait quoil
gubdils nodébutilisent pas | e m°me ant imgfamm@antde c
supporte | 6interpr®tation de | eur qualit® su

Les discordances observéedestompaantavec le kit PROGEN ont permis de percewqie la
meéthode utilisée actuellement au laboratoire est douttupeutétre trop sensible, puisque
fournisseur a admi s gue déoautres | aboratoi
probl mes similaires, d 6 odff pdtientude 10426 &/IEW/inlaumn d 6 «
lieu de 63126 VIEU/mI pour les prochainsiouveaux lots Cette décisin parait un peu

surprenants i | 6on se r ®f rarétadaproductiontde cgarnéer | e f abr i c
En se basant sies résultatsles méthodedvaluées i | est diffi ceicarées do e
deux ont montré une performancedentique Mais nous pouvons mettre en avdet kit

VIROTECH avec lguelon a un gain de temps considérablen e f aci | i étquiesteut i |
meilleur marché C6 e s t l a raison pour |l aquel l e | e p

VIROTECH pour le remplacemenudestPROGEN

Les difficultés rencontréedurant cetravail ont étédans un premier temgda sélection et la
d®cong®l ati on des s®r ums. Effecti vement j 0
congélateurs-R0°C; -40°C et a-80°C). Il faut savoirque chaque sérum posséde une place
précise et bien définiel ®t er mi n ®e p a rdan$ & sérathegee dd daleoratoire @e
sérologie Par conséquent ils ne se trouvent pas ni dans le méme congélateur, ni dans le méme
rack et ni dans la méme boite. dhite, il faut relever les résultats de chaque sérum, afin de
sélectionnedes spécimens de sérwgmlon un certain nombre de critéres (sexe, age, valeurs des
taux doél gG et dolé&eit). Geaqui eXige une graside comaentratiosustbut n e

de la patienceEnsuitele plus difficile a été la collecte des données théoriguasr | 6 enc ®p h
tiques La plupart des données se trouvent en angl@s dehors des sites internetf nd e x i st
de livres consacséexclusivemena cette pdtologie

Joai ®gal ement ®pr o uv @alisatioa sles dgraphiduesarud log®isl | o r
GraphPad Softwarg u e | 0 a i @pcurlesc®d ®fcenatrigenm ner phs@dutasi t i
les donnéesl 6 ut i Ide ce #ogidieBatrouvert en anglais, ce qui ajoute donc une difficulté
supplémentaireJe tiens donc a remercier Alexandre Mamin, TAB au laboratoire de sérologie
infectieusedu CHUVQ u i moé d Oiarpiptrie®@ct’logiciela ge de

Ce travail de dipldme ététrés constructif pour moi sur le plan professionnel eulturel

Ef fectivement, | 6enc®phalite © tiques &est u
plupart ds gensy compris moimémenousréféronssouvent a la bactériBorrelia burgdorferi
responsable de lamaladiede Lymelorsque IGon évoqueles agents pathogéenes transmis par les

ti ques. Avant déavoir entr epr i sologreoimectisusea g e
j 6i gnor adusles &igoes étdiehteegalement responsables de la transmissirugude
| 6enc®phallLiat & altiisaueo.n de ce travail méa p
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théoriquessur ce sujet ainsi que sur les autres agents pathogénes diagnostiqués dans ce laboratoir
etd 6 a m@ Icartaines lacunes en pratiqeencernant adganisationJa rapidité etla précision

dans le pipetage, la gestion du stress etlpasudoutl a capaci t® de gestio
dé®chantillons ° | a fois.
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8 Lexique
VET : Virus de | 6enc®phalite © tigues
FSME: FrihsommeiMeningoenzephalitis
MEVE : Méningoencéphalité/erno-Estivale
TBE: Tick-Borne Encephalitis
TBEV Tick-Borne Encephalitis Virus
ARN: Acide Ribonucléique
ELISA : Enzyme Linked Immun&@orbent Assay
EIA: Enzyme ImmuneAssays
CN: Contréle négatif
CP: Contrde positif
STD: Standard
CO: Contrdle CHOff
DO: Densité optique
PrMm Précurseur intracellulaire M
IgG: Immunoglobulinede typeG
IgM : Immunoglobulinede typeM
CHUvV Centre Hospitalier Universitaire Vaudois
OFSP Office Fédéral de la Santé Publique
OMS Organisation Mondiale de la Santé
RF Facteur Rhumatoide
TAB Technicien (ne) en analyses biomédicales
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