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Sommaire  

 

Lôenc®phalite ¨ tiques est une maladie caus®e par un arbovirus appartenant ¨ la famille des 

Flaviviridae, genre Flavivirus qui utilise les tiques du genre Ixodes comme vecteurs. Il en existe trois 

sous-types responsables de la maladie et transmis par différentes espèces de tiques, nomm®s dôapr¯s 

leur répartition géographique. Mon étude se rapporte au sous-type européen, transmis par Ixodes 

ricinus. [2], [3] 

 

Le laboratoire de sérologie infectieuse de lôInstitut de Microbiologie du CHUV, emploie en routine le 

kit PROGEN pour le diagnostic du virus de lôenc®phalite ¨ tiques qui est basé sur la détection des 

anticorps de type IgG et IgM développés contre le virus. Cependant, le fabricant de ce kit envisage 

dôarr°ter sa production et le laboratoire souhaite donc mettre en place un nouveau kit de diagnostic. 

Mon travail a consisté à évaluer deux nouveaux kits (SERION et VIROTECH) sur 80 sérums pour 

chaque paramètre IgG et IgM. Jôai ensuite procédé à une comparaison des résultats obtenus avec ceux 

du kit actuel, pour, au final proposer en fonction des résultats et de la discussion, celui qui répond le 

mieux aux critères de sélection dôune méthode : le kit SEKISUI VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM 

ELISA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 

 

Tick-Borne Encephalitis is a disease caused by an arbovirus belonging to the Flaviviridae family, 

Flavivirus genus that uses ticks of the Ixodes genus as vectors. There are three subtypes of viruses, 

named after their geographical distribution, and transmitted by different tick species. My study is 

focused on the European subtype, transmitted by Ixodes ricinus. [2], [3]  

 

The laboratory of infectious serology of the Institute of Microbiology, CHUV, routinely uses the 

PROGEN kit for the diagnosis of Tick-Borne Encephalitis virus (TBEV) which is based on the 

detection of IgG and IgM antibodies developed against the virus. However, the manufacturer of the kit 

is planning to stop production and the laboratory therefore wishes to commission a new diagnostic kit. 

My work was therefore to evaluate two new kits (SERION and VIROTECH) using 80 serums for 

each IgG and IgM parameter. I then made a comparison of the results with those of the current kit, to 

ultimately choose according to the results and discussion, the one that best meets the criteria for 

selecting a method: SEKISUI VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA kit. 
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1. Introduction  

 

Au cours de ma derni¯re ann®e de formation de techniciennes en analyses biom®dicales ¨ lô®cole 

sup®rieure de la sant® ¨ Lausanne (ESsant®), jôai effectu® un stage de 5 mois au laboratoire de 

sérologie infectieuse du CHUV. Ce service, ind®pendant de lôimmunologie, est rattach® ¨ 

lôinstitut de microbiologie universitaire (IMU) et est chargé dôeffectuer des analyses pour des 

pathologies dôorigine virale, bact®rienne et parasitaire. ê noter que les demandes dôexamens 

sérologiques sont requises lors dôun d®pistage, dôun diagnostic, du suivi de lô®volution dôune 

maladie ou pour d®terminer lôefficacit® dôun vaccin. [4] 

 

Durant de ce stage, jôai d¾ accomplir un travail de dipl¹me sur le diagnostic de lôenc®phalite ¨ 

tiques sous la supervision du Professeur Pascal Meylan et de Mme Claudine Gostely. Cette étude 

a consisté à évaluer deux kits de diagnostic SERION/VIRION ELISA classic FSME Virus /TBE 

Virus IgG/IgM et SEKISUI VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA, car la firme PROGEN qui 

fabrique le kit PROGEN IMMNUNOZYM FSME IgG et IgM quôutilise actuellement le 

laboratoire prévoit de stopper la production. 

 

Ce travail a été effectué sur 80 échantillons congelés datant de 2013, 2014 et 2015 et provenant de 

la sérothèque du laboratoire de sérologie. (Toutes les données personnelles des patients ont été 

rendues anonymes pour des raisons de confidentialité).  

 

Le diagnostic du virus de lôenc®phalite ¨ tiques repose principalement sur les examens de 

sérologie qui permettent la détection des anticorps spécifiques de type IgM qui sont les premiers à 

se développer, puis de type IgG qui sont d®tectables ¨ vie et conf¯rent ¨ lôindividu une protection 

permanente. [4] 

 

Lôobjectif final de cette tâche est de sélectionner parmi les deux kits testés, celui qui répondra 

davantage aux crit¯res de validation dôune m®thode et lôintroduire ensuite pour la routine.  
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1.1 Encéphalites à tiques  

1.1.1 Généralités  

Lôenc®phalite ¨ tique, ®galement connu sous les noms de méningo-encéphalite verno-

estivale (MEVE), FSME (Frühsommer-Meningoenzephalitis) ou encore TBE (Tick-Borne 

Encephalitis) est une affection virale qui touche le système nerveux central. Le virus 

responsable de cette maladie appartient à la famille des Flaviviridae et du genre 

Flavivirus. Il sôagit dôun arbovirus, côest-à-dire un virus utilisant des arthropodes comme 

vecteurs de maladies chez lôhomme. Il utilise les tiques du genre Ixodes (tiques dures) 

dont Ixodes ricinus pour le sous-type européen et Ixodes persulcatus pour le sous-type 

dôExtr°me-Orient et de Russie, désignés selon leur distribution géographique. Ces trois 

sous-types sont responsables de la transmission de la MEVE et se distinguent par la 

gravité des symptômes créés. [2], [3], [5] 

La Suisse ®tant un pays dôEurope occidentale, mon étude se portera uniquement sur le 

sous-type européen transmis par la tique Ixodes ricinus.  

 

1.1.2 Brève description de la tique Ixodes ricinus  

Ixodes ricinus est une espèce, issue de lôembranchement des Arthropodes, de lôordre des 

Acariens et de la famille des Ixodidae (tiques dures). Elle vit principalement dans les 

lisières de bois, dans les prairies ; au bord des ruisseaux dôeau, dans les forêts avec une 

végétation basse (herbes, branches dôarbre, buissons, haies, fougères...etc.) ou dans des 

litières. Une présence abondante en eau, en humidité et surtout en hôtes (écureuils, souris, 

hérissons, chevreuils...etc.) sont indispensables pour sa survie. Cette espèce est retrouvée 

jusquô¨ 1500 m dôaltitude et ne survit pas plus haut. [6], [7], [8] 
 

On observe trois phases de développement chez les tiques du genre Ixodes d¯s lô®closion 

des îufs: les stades larvaire, nymphal et 

adulte. Les formes immatures ont une 

taille inférieure à 1-2 mm, puis les 

adultes 3-4 mm voire 11 mm après 

sô°tre aliment®s. Comme la plupart des 

tiques, elles possèdent un corps bombé 

et ovale recouvert dôun scutum ; un 

rostre long, puis 4 paires de pattes, 

excepté les formes larvaires qui en ont 

trois, fixées dans la partie ventrale. [9] 
 

Les tiques Ixodes ricinus sont réputées 

pour leur capacité à transmettre 

plusieurs agents pathogènes, comme les 

bactéries Borrelia burgdorferi (maladie 

de Lyme ou la borréliose) ; Rickettsia 

helvetica (rickettsiose) et Anaplasma 

phagocytophila (anaplasmose) ; certains 

parasites du genre Babesia (babésiose), 

mis à part le virus de lôencéphalite à 

tique (MEVE). [9], [10] 

i 

 
Morphologie des Tiques : de bas en haut Nymphes, larves, 

tiques adultes 

Image tirée du site : http://www.collie-

online.com/colley/insectes/tiques_familles.php 
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1.1.3 Mode dôinfection des tiques  

Les tiques acquièrent le virus de la méningo-encéphalite verno-estivale au cours de leur 

approvisionnement sanguin sur un hôte en phase de virémie. Les petits rongeurs sont les 

plus efficaces pour transmettre le virus, car ils ont une virémie élevée qui dure plus dôune 

semaine, contrairement à celle des grands mammifères qui est de plus bas niveau et plus 

courte [11], [12]. La durée du repas détermine la probabilit® dôinfection : plus elle perdure, 

plus les tiques  risquent dô°tre contamin®es. Cette transmission ̈  partir dôun hôte en phase 

virémie est aléatoire. Par ailleurs, il est prouv® quôune alimentation simultan®e (le 

cofeeding) permet également la transmission du virus dôune tique infectée à une tique non 

infectée. [12] 
 

Après ingestion, le virus se réplique dans lôintestin puis se propage dans tous les organes y 

compris dans les glandes salivaires de la tique, mais il ne cause pas de pathologie chez 

cette dernière. Cet agent viral peut également être véhiculé par voie trans-ovarienne de la 

tique à sa progéniture ou au cours de la reproduction par le mâle à la femelle. [12] 

 

1.1.4 Distribution du MEVE  

En Europe, la présence de tiques Ixodes ricinus, porteuses du virus de lôenc®phalite 

sô®tend sur lôensemble du continent, en majorité dans la partie centrale. Toutefois, la 

r®partition nôest pas homog¯ne, car elle varie en fonction de la saison, de lôaltitude, de 

lôhumidit® de la v®g®tation et de lôabondance des h¹tes. En 2006, on dénombrait 10 000 à 

12 000 cas de MEVE rapportés par année en Europe, sans tenir compte de ceux  non 

déclarés. [9], [11] 
 

En Suisse, les tiques infectées sont répandues dans 18 cantons, dont la majorité de ces 

cantons sont situés au Nord du Pays. Elles représentent jusquô¨ 1% des tiques présentes 

dans ces régions. Récemment, une extension des zones endémiques a été observée en 

Suisse Romande, notamment dans le canton du Valais et dans le Nord vaudois. Seuls les 

cantons de Genève, Tessin, Jura, Glaris, Neuchâtel ; Bâle-Ville, Appenzell Rhodes 

Intérieures et extérieures en sont épargnés. [10] 
 

Dôapr¯s lôOffice Fédéral de la Santé Publique, 200 à 250 cas ont été déclarés dans les 

années 2005 et 2006, et depuis, on rapporte de 100 à 200 cas par an. [8]  

 

 

 
Distribution de lôenc®phalite ¨ tiques en Suisse année 2005 en rose et 2011 en rouge (zones endémiques) 

Image tirée du site : http://www.revmed.ch/rms/2012/RMS-357/Encephalite-a-tiques-premier-cas-autochtone-et-

surveillance-epidemiologique-dans-le-canton-du-Valais 

http://www.google.ch/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjHutnC2qTLAhUKbhQKHWeUCdcQjRwIBw&url=http://www.revmed.ch/rms/2012/RMS-357/Encephalite-a-tiques-premier-cas-autochtone-et-surveillance-epidemiologique-dans-le-canton-du-Valais&psig=AFQjCNG5O57GYgVAVQAcIQPhWzt3Q5sRfw&ust=1457101041642913
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1.1.5 Structure des flavivirus  

Ce sont des virus à forme sphérique ayant une taille variable, entre 40-50 nm de diamètre, 

dotés dôune enveloppe. Le génome viral est constitu® de mol®cules dôacides 

ribonucléiques (ARN) simple brin de polarité positive, ce qui permet sa traduction directe 

en protéines par les ribosomes dans la cellule infectée sans recourir à une transcriptase. Il 

dispose à son extrémité 5ô, une coiffe de type-1, également appelé 5ô-cap qui protège 

lôARN de la destruction par les ribonucléases et qui permet la sélection des ribosomes qui 

le traduiront en protéines, dôautre part son extrémité 3ô est exempte de queue poly-A 

(polymère dôadénosine mono-phosphate). [5], [13], [14] 
 

Le virion est compos® dôune nucl®ocapside pourvue dôune prot®ine C qui est entourée 

dôune bicouche lipidique provenant des membranes du réticulum endoplasmique où sont 

établies la glycoprot®ine de lôenveloppe E et la protéine de la membrane M. La protéine E 

est celle de lôenveloppe, elle intervient dans la reconnaissance du récepteur viral fixé à la 

surface de la cellule, mais aussi elle entraine la production des anticorps neutralisants. [5], 

[13] 

 

LôARN des flavivirus dispose dôun cadre de lecture ouvert de 10500 nucléotides disposés 

entre deux régions non codantes à ses extrémités 5ô et 3ô. Il est directement traduit en une 

polyprotéine de 3400 acides aminés clivée simultanément et après la traduction, 

permettant ainsi de générer dans sa partie N-terminale, les protéines de structure C, le 

précurseur intracellulaire M (PrM) et la glycoprotéine dôenveloppe E, puis en parallèle 

sept protéines non structurales (côest-à-dire quôelles ne sont pas incorpor®es dans les 

particules virales) :NS1 ; NS2A ; NS2B ; NS3 ; NS4A ; NS4B et NS5. [5], [12], [13] 

 

La protéine NS3 occupe les fonctions de protéase virale et dôh®licase pour lôARN, et la 

protéine NS5 joue un rôle dans la synthèse de lôARN et de méthyltransférase. Les activités 

des protéines NS1 ; NS2A ; NS2B, NS4A ; NS4B ne sont pas clairement définies, mais on 

pr®sume quôelles participeraient à la synthèse de lôARN. [12], [15]  

 

 

 

 

Schéma représentatif du TBEV : image modifiée et légendée  

Source : http://docnum.univ-lorraine.fr/public/SCDPHA_T_2011_MOUGEL_PHILIBERT.pdf 

Bicouche lipidique 

Protéine E 

Nucléocapside 

Protéine M 
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1.1.6 Cycle de réplication du TBEV (Tick -Borne Encephalitatis Virus) 

La réplication du virus de la méningo-encéphalite verno-estivale se déroule dans le 

cytoplasme de la cellule quôil occupe : [12], [16] 
 

1. liaison du virus à la surface de la cellule-cible, ce qui induit le phénomène 

dôendocytose permettant au virus internalisé dans une vésicule endosomale de 

sôintroduire dans la cellule. [12], [16] 
 

2. Acidification du contenu de la vésicule  qui modifie par conséquent la conformation 

de la prot®ine de lôenveloppe E, entrainant ainsi une liaison de cette protéine avec la 

membrane vésiculaire, puis une fusion de lôenveloppe et de la membrane de la 

vésicule. Cette étape aboutit au relâchement de la nucléocapside dans le cytoplasme 

de la cellule. [12], [16]  
 

3. Désassemblage de la capside et lib®ration de lôARN viral dans le cytoplasme 

cellulaire. LôARN lib®r® étant de polarité positive est reconnu comme un ARN 

messager, puis immédiatement traduit en protéines par un ribosome. [12], [16]  
 

4. La polyprotéine est traduite dans le  réticulum endoplasmique (RE) dans lequel elle 

sera clivée, dont il  résulte la production des protéines de structure Pr-M, E et C et des 

protéines non structurales qui interviennent également dans la réplication du virus. 

[12], [16]  
 

5. Ensuite vient la phase dôassemblage o½ la prot®ine de la capside se lie avec lôARN 
amplifié pour former une nucléocapside, puis formation de nouvelles particules 

virales immatures dans le réticulum endoplasmique. [12], [16]  
 

6. Pour terminer, ces virions immatures vont migrer dans lôappareil de Golgi grâce à une 

nouvelle acidification qui change ®galement lôorganisation du complexe PrM-E, puis 

la dissociation du précurseur intracellulaire M (PrM) en prot®ine M sous lôaction 

dôune furine (protéase à sérine) pour ainsi créer des virions matures expulsés de la 

cellule par le ph®nom¯ne dôexocytose. [12], [16]  

 

Cycle du virus de lôenc®phalite ¨ tiques  

Source : http://docnum.univ-lorraine.fr/public/SCDPHA_T_2011_MOUGEL_PHILIBERT.pdf 
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1.1.7 Mode de transmission du virus de la MEVE ¨ lôhomme 

Lôhomme acquiert le virus de la MEVE suite à une piqûre par une tique infectée du type 

Ixodes ricinus (en Europe), via la salive de cette dernière. Ce virus peut également être 

inoculé par consommation de produits laitiers crus ou non pasteurisés, car malgré son 

altération en milieu extérieur, il survit parfaitement dans le lait. Cependant, ce mode de 

transmission reste exceptionnel. [3], [12] 
 

Il faut noter que les tiques infectées sont capables de transférer conjointement divers 

agents pathog¯nes (bact®rie, parasiteéetc.) autre que le virus de lôenc®phalite à tique (voir 

le paragraphe 1.1.2 du document). Le titre viral présent dans la salive de la tique infectée 

peut augmenter exponentiellement de 10 à 100 fois durant les trois premiers jours après le  

repas sanguin, par conséquent la transmission du virus ¨ lôhomme augmente fortement 

durant cette période. [3], [12] 
 

Dôautres voies de contamination comme la transfusion sanguine ou par aérosol, ou par 

lôingestion de lait contamin® ont été décrites dans la littérature, mais très peu de cas ont été 

documentés. Une transmission de la mère à son bébé au cours de la gestation est 

théoriquement possible, mais cette voie nôa pas ®t® investigu®e. [3], [12]  

 

1.1.8 Manifestations cliniques  

La majorit® des personnes infect®es par le virus de lôenc®phalite ¨ tiques demeurent 

asymptomatiques et seules 10 à 30 % dôentre eux présenteraient des symptômes après 7 à 

14 jours dôincubation, ou 4 à 28 jours selon les sources. [3], [12]  

 

Lôenc®phalite ¨ tique du sous-type européen se développe en plusieurs étapes :  

Á 1
ère

 étape de la maladie : elle coïncide avec la phase durant laquelle le virus dissémine 

de manière systémique. Elle se distingue par un syndrome grippal avec une fièvre (38-

39°C), puis dans de rares cas des troubles intestinaux avec des nausées, une rhinite 

et/ou une anorexie. Cette étape sô®tend sur 3 à 5 jours et peut atteindre jusquô¨ 10 jours. 

Elle peut passer inaperçue, car ces symptômes ne sont pas spécifiques à la méningo-

encéphalite verno-estivale. [12], [17] 

 

Á Étape de convalescence provisoire : elle correspond à une diminution des symptômes 

et ne dure quôune semaine. Elle reste sp®cifique au virus de lôenc®phalite ¨ tique du 

sous type européen, car ce stade est inexistant dans les autres sous-groupes. [12], [19] 

 

Á 2
ème

 étape de la maladie : elle survient en g®n®ral 28 jours apr¯s lôinfection et se 

caractérise par une atteinte du système nerveux central. Cette phase concerne 10 à 30% 

des personnes ayant développé la première phase. On observe une réapparition de la 

fièvre (40-41ÁC) et une d®gradation de lô®tat g®n®ral du patient qui vont conduire ce 

dernier ̈  lôhospitalisation. Au niveau du cerveau, cette étape se traduit par, dans 50% 

des cas, une méningite, une méningo-encéphalite dans 40% des cas et une méningo-

encéphalo-myélite dans 10% des cas. Les cas sévères comme la méningo-encéphalo-

myélite sont constatées préférentiellement chez les personnes âgées tandis que les 

enfants auront tendance à développer les formes moins sévères (méningite ou méningo-

encéphalite). [12] 
 

Ĕ La méningite : d®signe lôinflammation des membranes recouvrant le cerveau et 

la moelle épinière: la dure-mère (membrane externe) ; lôarachnoµde (situ®e sous la 

dure-mère) et la pie-mère (membrane la plus profonde). Elle provoque des maux 

de tête violents, des nausées, des vomissements et de forte fièvre, raideur de la 
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nuque, difficulté à replier les jambes sur le bassin (signe de Lasègue) et repli des 

jambes lors de la flexion (signe de Kernig). les personnes souffrantes montrent 

une amélioration favorable et guérissent après quelques jours de traitement. [12], 

[18] 
 

Ĕ La méningo-encéphalite : terme employ® pour d®finir lôinflammation de 

lôenc®phale (tronc cérébral, cerveau, cervelet) et des méninges. En plus des 

symptômes de méningite cités ci-dessus, on relève également des signes de 

déficits neurologiques focaux et des manifestations épileptiqueséetc. Si 

lôinfection parvient aux nerfs crâniens. Malgré les traitements, certaines 

conséquences engendrées persistent à long terme (séquelles). [12], [20] 
 

Ĕ La méningo-encéphalo-myélite: est la forme la plus sévère engendrée par le 

virus de lôenc®phalite ¨ tique. Il sôagit de lôinflammation des m®ninges, de 

lôenc®phale et de la moelle ®pini¯re. Elle se manifeste par une perte partielle de la 

motricité ou une paralysie des extrémités des membres supérieurs en particulier, 

tout ceci additionné aux symptômes des deux affections décrits antérieurement. 

La méningo-encéphalo-myélite peut sôaggraver sous forme de para- ou tétra-

parésie qui peuvent même affecter le diaphragme  et les autres muscles 

respiratoires engageant ainsi le pronostic vital. La mortalité est de quelques pour-

cent des patients atteints et les séquelles sont courantes. [12], [17] 

 

1.1.9 Physiopathologie du virus de la MEVE chez lôhomme  

La tique Ixodes ricinus transmet le virus ¨ lôhomme via sa salive par piqûre. Une fois dans 

lôorganisme, le virus se réplique précisément au niveau des cellules dendritiques et des 

cellules de Langerhans de la peau. Ces deux types de cellules jouent un rôle primordial 

dans la 1
ère

 défense immunitaire suite au contact avec un agent infectieux, par conséquent 

la rencontre du virus de lôenc®phalite ¨ tiques avec ces derniers est n®cessaire pour son 

invasion ultérieure. Ce virus, grâce à sa protéine NS5, restreint le pouvoir de production 

dôinterférons par les cellules dendritiques et leur maturation. Si la réaction immune induite 

par celles-ci surmonte les fonctions dô®vitement immunitaire, lôinfection reste locale. Dans 

le cas contraire, lôinfection se propagera suite ¨ la progression de lôagent viral dans 

lôorganisme. [12] 
 

Après avoir vaincu la première ligne de défense, le virus de la MEVE est conduit par les 

mêmes cellules dendritiques dans les ganglions lymphatiques, via les vaisseaux 

lymphatiques où il se réplique massivement avant de passer dans le sang, causant ainsi une 

virémie qui se traduit par la première étape de la maladie décrite ci-dessus. Ensuite, il se 

r®pand dans tout lôorganisme avec une préférence pour les organes et les tissus du système 

réticulo-endothélial. [12] 
 

Le mode dôinfection du système nerveux central par le virus nôest pas clairement élucidé, 

mais on présume quôil y parvient, transporté à travers les cellules endothéliales des 

capillaires cérébraux qui lui font ainsi traverser la barrière hémato-encéphalique pour 

atteindre le tissu cérébral. Selon une autre hypothèse, le virus atteindrait le système 

nerveux central, via le flux sanguin ou par aérosol, par le tractus nerveux olfactif, qui est 

un point faible dans la barrière hémato-encéphalique. Dans le système nerveux, les 

cellules cibles sont les neurones et les cellules gliales provoquant ainsi les symptômes 

cliniques observés à la deuxième phase de la maladie : la méningo-encéphalite et la 

méningo-encéphalo-myélite. [12] 
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1.1.10 Méthodes de diagnostics  

Le diagnostic de lôenc®phalite à tiques va se fonder sur lôanamn¯se, lôexamen physique du 

patient et sur les techniques de diagnostic moléculaire et sérologique.  

 

Les antécédents du patient des 3 à 4 dernières semaines sont indispensables pour la récolte 

dôinformations permettant de faire un lien avec les différentes maladies que transmet la 

tique Ixode ricinus bien quôil soit courant que le patient nôaie pas remarqu® la tique.  Il 

faut aussi sôinformer concernant une vaccination contre le virus de lôenc®phalite ¨ tiques ; 

un séjour en forêt dans une région à risque ; le lieu dôhabitat du patient ; présence 

dôanimaux domestiques et/ou dô®levage ; des traces de piqûres de tique, en plus des signes 

cliniques contribueront à orienter rapidement le médecin. [12] 

 

On peut confirmer le diagnostic dôatteinte du syst¯me nerveux central en exploitant 

dôautres examens non sp®cifiques ¨ lôenc®phalite ¨ tique : lô®lectro-encéphalogramme 

(EEG) va d®terminer lôactivit® c®r®brale et sera anormal dans 70% des cas ou encore 

lôIRM (Imagerie par R®sonnance Magn®tique) pour lôobservation des anomalies du tissu 

cérébral (également employé pour tous les organes du corps). [12], [21] 

 

En sérologie, le diagnostic du virus va se baser essentiellement sur la détection immuno-

enzymatique des anticorps de type IgG et dôIgM spécifiques à lôagent pathog¯ne grâce à la 

technique dôELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay). En cas de positivité, ces 

anticorps détectés permettront de se guider vers une infection récente (en phase aigüe), ou 

ancienne ou encore correspondants à des anticorps vaccinaux. [3], [12]  

 

En biologie moléculaire, les techniques comme : 

- La RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction), va permettre de 

transformer lôARN en ADN (Acide D®soxyribonucl®ique) compl®mentaire dans un 

premier temps, avant dôamplifier ce dernier par PCR. Elle constitue une m®thode de 

détection très sensible. [3], [12]  
 

- Le Western-Blot, méthode visant à mettre en évidence des anticorps dirigés 

spécifiquement contre des antigènes viraux séparés par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide et transférés sur une membrane, va permettre dans ce cas précis, la 

détection et lôidentification des anticorps spécifiques aux antigènes du virus de 

lôenc®phalite ¨ tiques. [3], [12] 

 

1.1.11 Diagnostic différentiel 

Il est essentiel dô®carter les autres maladies dont les symptômes sont semblables à ceux de 

lôenc®phalite ¨ tiques ou dôune m®ningite. 

 

Á Exclure les autres maladies que peuvent transmettre la tique Ixodes ricinus dôEurope 

(borréliose ; rickettsiose ; babésiose ; anaplasmoseéetc.). Durant mes recherches, 

jôai constat® que les maladies que transmet cette tique, débutent toujours par de la 

fièvre, des maux de tête et des douleurs musculaires. Ces maladies sont donc 

généralement à envisager au début de la maladie 
 

Á Éliminer les autres virus de la famille des Flavivirus pouvant engendrer des 

symptômes similaires ou la même maladie pour autant que le patient ait séjourné 

durant les derniers 15 jours dans des zones dôend®mie de ces virus: [5], [19] 
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Les Flavivirus causant une encéphalite :  
 

o Lôenc®phalite Japonaise : est provoquée par un virus dont le vecteur est un 

moustique des groupes Culex tritaeniorhynchus  et Culex vishnui. Cette 

affection touche ®galement le syst¯me nerveux central accompagn®e dôune forte 

fièvre ; de maux de t°te, d®sorientation, convulsions, paralysie, comaéetc. [22] 
 

o Encéphalite de Saint-Louis : les moustiques du genre Culex inoculent le virus 

de lôenc®phalite de Saint-Louis ¨ lôhomme engendrant ainsi une inflammation 

de lôenc®phale. [23] 
 

 

o Fièvre du Nil Occidental : virus contract® par lôhomme en raison dôune piq¾re 

de moustique infecté du genre Culex. Il entraine des aggravations au niveau de 

lôenc®phale aboutissant à une méningite ou à une encéphalite. [24] 

 

Les Flavivirus causant des épisodes hémorragiques :  

o Dengue : transmis par les moustiques du genre Aedes suite à une piqûre. Il 

induit des sympt¹mes semblables ¨ ceux du virus de lôenc®phalite ¨ tique. [25] 
 

o Fièvre jaune : ®galement nomm® virus amaril, infecte lôhomme via un 

moustique du genre Aedes ou Hémagogus. Les symptômes relevés durant la 

phase aigüe sont similaires à ceux du virus TBE, cependant, après la phase de 

vir®mie, sôenchaine avec des ®pisodes h®morragiques, ce qui le diff®rencie 

distinctement de celui de lôenc®phalite à tique. [26] 
 

Á Écarter les autres agents pathogènes conduisant ou pouvant conduire à une 

encéphalite (Virus de lôherp¯s simplex; dôEpstein-Barr ; de la varicelle et du zona ; 

du cytomégalovirus ; des Ad®noviruséetc.). [27] 

 

1.1.12 Traitement et prévention 

 

ü Trai tements  

Des traitements spécifiques à la méningo-encéphalite verno-estivale nôont pas encore 

été mis au point de nos jours, cependant il existe des médicaments destinés à soulager 

ou à supprimer les symptômes, principalement contre la fi¯vre et lôinflammation. On 

relève également des thérapies destinées à améliorer les affections musculaires pour les 

personnes gravement atteintes par la maladie. [17], [19] 

 

ü Mesures préventives  
 

Deux vaccins sont disponibles pour la pr®vention de lôenc®phalite ¨ tique en Europe. Il 

sôagit dôEncepurÈ et FSME-IMMUN® avec des formulations pour adultes et des 

dosages pédiatriques réduits. Ils fournissent une protection très efficace contre cette 

pathologie et doivent être renouvelés tous les 10 ans. La vaccination est préconisée 

pour tout le monde d¯s lô©ge de 6 ans et plus particuli¯rement pour les personnes vivant 

ou travaillant dans des zones endémiques. [3], [17], [28]  

 

En dehors de la vaccination, des mesures de protection personnelle doivent être entreprises 

pour éviter les morsures des tiques : [28], [29] 

- Se vêtir de manière à couvrir toute la surface de la peau avec des vêtements de couleur 

claire (principalement les membres inférieurs) 
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- Éviter les contacts avec la végétation (herbes et buissons), tout particulièrement à lôor®e 

des bois. 
 

- En cas s®jour dans des zones ¨ risque, (montagnes, for°ts, buissonséetc.), ôter les 

vêtements et rechercher la présence de tiques sur la totalité de la peau en fin de journée. 

(consulter rapidement un médecin en cas de présence de tiques sur la peau) 
 

- Des insecticides à vaporiser sur les vêtements  
 

- Utiliser des sprays pour la peau destinés à les éloigner 
 

- Contr¹ler les animaux domestiques (chiens, chatséetc.) sôils nôen contiennent pas sous 

la fourrure, sinon les extraire avec une pincette spéciale  
 

En Suisse, lôenc®phalite ¨ tique est une maladie ¨ d®claration obligatoire. Le laboratoire doit 

procéder à la déclaration auprès de lôoffice f®d®ral de la sant® publique (OFSP) dans un délai 

dôune semaine apr¯s la d®tection. (Annexe 1) [36] 
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2. But du travail  

 

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

IMMUNOZYM FSME IgG/IgM pour le d®pistage de lôenc®phalite ¨ tiques. Cependant, le 

fabricant a annoncé lôarrêt de la production de ce dernier et il est donc nécessaire dôintroduire 

rapidement une nouvelle méthode de diagnostic. Le but de mon travail va consister à analyser 

deux kits et comparer leurs résultats avec ceux du kit PROGEN. Les 2 kits sélectionnés pour 

réaliser ce travail sont : SERION/VIRION ELISA classic FSME Virus/TBE Virus IgG/IgM et 

FSME/TBE ELISA SEKISUI VIROTECH. Le but final de cette étude sera donc de sélectionner 

parmi les deux kits celui qui répondra au mieux aux critères de choix dôune m®thode. 
 

Pour des raisons pratiques, jôutiliserai les abréviations PROGEN, SERION et VIROTECH pour 

désigner les 3 kits durant la rédaction du document.  

 

3. Développement du sujet  
 

3.1 Matériels et méthodes 

3.1.1 Échantillons sélectionnés  

Pour la réalisation de ce travail, jôai sélectionné, avec lôaide de mes accompagnants, 80 

sérums congelés à -20°C, -40°C et -80°C des années 2013, 2014 et 2015.  
 

Nous les avons sélectionnés comme suit : (- = négatif) ; (+ = positif) 

Á IgG + / IgM + :  19 sérums (tous les  échantillons ayant ce statut ont été inclus) 

Parmi les autres sérostatus IgG/IgM, des échantillons ont été soigneusement choisis de 

mani¯re ¨ contenir certains crit¯res caract®ristiques: sexe; ©ge, et taux dôanticorps 

diversifiés. 

Á IgG - / IgM - :  21 sérums  

Á IgG limite / IgM - :  20 sérums 

Á IgG + / IgM - :  20 sérums  
 

Malheureusement, la sérothèque de Sérologie ne poss¯de pas dô®chantillons ayant le statut 

IgG - / IgM limite ou IgG- / IgM+.  
 

Pour résumer, nous disposons de 39 sérums IgG positifs ; 20 sérums IgG limite et 21 

échantillons IgG négatifs. Les IgM ont été également testés sur les mêmes sérums, nous 

possédons 19 sérums IgM positifs et 61 échantillons IgM négatifs. Tous ont été testés avec 

la méthode de routine PROGEN, employée actuellement au laboratoire de sérologie du 

CHUV, et les données provenant de ce kit dans le présent travail sont celles qui ont été 

produites lors de lôanalyse de ces s®rums et conserv®es dans la base de données du 

laboratoire. 
 

Afin de faciliter lôidentification des patients et de conserver toutes les informations les 

concernant confidentielles, nous avons retenu uniquement les numéros dôanalyse qui leur 

sont attribués au laboratoire et qui ont été renumérotés de 1 à 80 pour la commodité de ce 

travail. 
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3.1.2 Description des kits dôexp®rimentation  

3.1.2.1 SERION/VIRION ELISA classic FSME Virus/TBE Virus IgG et IgM 

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

Description  

Les tests SERION/VIRION ELISA classic FSME Virus/TBE IgG et IgM ont été conçus 

pour la recherche dôanticorps humains dirig®s contre le virus de lôenc®phalite ¨ tique 

dans le sérum, le plasma ou le liquide céphalo-rachidien grâce à la méthode ELISA. Ce 

sont des tests qualitatifs et quantitatifs développés pour le contrôle du statut immunitaire, 

la vaccination et pour la détection des infections aigües liées au virus FSME. [37]  
 

 IgG IgM  

Lot : SFF.CZ SFF.CW 

Référence : ESR112G ESR112M 

Expiration : 2017/ 05 2017/ 05  

Conservation : 2°C - 8°C 2°C - 8°C 

 

Composants des kits (IgG et IgM), stockage et stabilité [37] 

Composants pour le Test Pièces/ 

Volume 

Barrettes de huit puits coatées avec un antigène (au total 96) 

MTP , 1cadre 

Le Produit de coating est inactivé 

 

12 pièces 

S®rum standard (pr°t ¨ lôemploi) STD 

Sérum humain contenant du tampon phosphate; 

N®gatif pour lôAc anti-VIH, HBs-AG et lôAc anti-VHC 

Agent de conservation : <0.1% azoture de sodium ;  

Colorant : Amaranth O 

 

2 x 2 ml 

S®rum pour le contr¹le n®gatif (pr°t ¨ lôemploi) NEG 

Protéine sérique humaine contenant du tampon phosphate ; 

N®gatif pour lôAc anti-VIH ; HBs-Ag  et lôAc Anti-VHC. 

Agent de conservation : <0.1% azoture de sodium 

Colorant : Vert de lissamine V 

 

2 ml 

Conjugués anti-IgA (non fourni avec le kit), anti-IgG ou anti-

IgM humain (pr°t ¨ lôemploi) APC 

Conjugués anticorps polyclonal à la phosphatase alcaline anti-IgA, 

anti-IgG ou anti-IgM, stabilisé avec une solution contenant des 

protéines ; 

Agent de conservation : 0.01% méthylisothiazolone, 0.01% 

bromnitrodioxane 

 

13 ml 

Concentré de solution de lavage 1 :30 (en quantité suffisante 

pour 1000 ml) Wash 

Solution de chlorure de sodium avec Tween 20 et 30 mM Tris/HCl, 

PH 7.4, 

Agent de conservation : <0.1% azoture de sodium 

33.3 ml 
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Tampon de dilution DILB  

Agent de conservation : 0.1% azoture de sodium  

Colorant : 0.01 g/l de bleu de bromophénol 

 

2 x 50 ml 

Solution dôarr°t STOP 

Hydroxyde de sodium  

 

15 ml 

Substrat pr°t ¨ lôemploi pNPP 

Para-nitrophénylphosphate dans un solvant ne contenant pas de 

tampon ; agent de conservation : <0.1% azoture de sodium, 

(Le substrat, dans le flacon non ouvert, peu avoir une coloration 

légèrement jaunâtre, qui ne réduit pas la qualité du produit) 

 

13 ml 

Certificat de contr¹le de qualit® avec courbe dô®talonnage et 

tableau dô®valuation INFO 

(quantification des anticorps en UI/ml ou U/ml) 

 

2 pages 

 

RF-Absorbant (absorbant du facteur rhumatoïde, non fourni avec le Kit) : 2-8°C, Exp : 

2017/ 08 ; lot : SHF.EC ; 2.0 ml 

 

 

Réactifs Stockage et Stabilité 

 

Barrettes de 

microtitration 

(coatées avec 

un antigène) 

 

Date de péremption : Mai 2017 

Stockage entre 2°C et 8°C dans un sachet en aluminium fermé 

avec un desiccant 

Dès ouverture: 4 semaines 
 

Les barrettes non utilisées doivent être stockées dans un endroit 

sec, dans des sachets en aluminium fermés : durée de stockage en 

cas dôutilisation selon les consignes et stockage jusquô¨ la date 

dôexpiration 

 

Sérum de 

contrôle / 

sérum 

standard 

 

Date de péremption : Juin 2017 

Dès ouverture : 24 mois à partir de la date de fabrication 

Stockage entre 2°C et 8°C 

 

Conjugué  

 

Solution pr°te ¨ lôemploi 

Date de péremption : octobre 2017 

Stockage entre 2°C et 8°C 

Dès ouverture : 28 mois à partir de la date de fabrication 
 

Évitez les contaminations, en utilisant des embouts stériles 

 

Tampon de 

dilution  

 

Date de péremption : Juin 2018 

Stockage entre 2°C et 8°C 

Dès ouverture : 36 mois à partir de la date de fabrication 
 

Jetez les solutions troubles 
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Solution de 

lavage 

 

Date de péremption : septembre 2020 

Solution concentrée après ouverture entre 2°C et 8°C  

Solution diluée et conservée entre 2°C et 8°C : deux semaines 

Solution diluée à T°C ambiante : une semaine 
 

Les flacons utilis®s pour effectuer la dilution dôutilisation doivent 

être régulièrement nettoyés. Jetez les solutions troubles 

 

Substrat  

 

Date de péremption : Mai 2018 

Solution pr°tre ¨ lôemploi  

Stockage entre 2ÁC et 8ÁC ¨ lôabri de la lumi¯re 

Dès ouverture 36 mois à partir de la date de fabrication  
 

Évitez les contaminations, par ex., en utilisant des pointes stériles  
 

Jetez la solution si elle devient jaunâtre (différence de DO 

compar®e ¨ lôeau distill®e ; < 0.25 DO) 

 

Solution 

dôarr°t 

 

Date de péremption et dès ouverture à T°C ambiante : septembre 

2018 

 

Principe du test SERION ELISA classic 

Il sôagit dôun test immunologique permettant la d®tection dôanticorps, dont lôutilisation 

est spécialement destinée au secteur de la sérologie infectieuse. La réaction repose sur 

lôinteraction sp®cifique entre un anticorps et un antigène. Les puits de la microplaque 

sont coatés avec un antigène caractéristique au virus de lôenc®phalite ¨ tiques. Apr¯s 

lôajout de s®rum, les anticorps du patient d®velopp®s contre ce pathog¯ne, vont sôattacher 

aux antigènes déjà fixés sur les puits. Le complexe formé est révélé par un anticorps 

secondaire, un anti-IgG ou un anti-IgM humain, conjugué à la phosphatase alcaline. 

Après lôaddition du substrat P-nitrophénylphosphate, lôenzyme phosphatase, lorsque le 

conjugué a été retenu dans le puits, modifie le substrat en un produit de la réaction 

coloré, le P-nitrophénol. La réaction est ensuite stopp®e par lôhydroxyde de sodium et la 

densité optique mesurée à 405 nm par une méthode photométrique. La couleur est 

proportionnelle au taux dôanticorps anti-FSME présents dans le sérum. [37] 
 

Les étapes de distribution des sérums et du conjugué sont suivies par des lavages, afin 

dô®liminer les anticorps non li®s et/ou aspécifiques à la réaction.  

 

Dilution des échantillons [37] 

SERION ELISA classic TBE Virus IgM  

Avant dôeffectuer le test, lôabsorbant du facteur rhumatoµde doit °tre dilu® dans le 

tampon de dilution comme suit :  
 

- 1/5 : 200 µl de RF-absorbant + 800 µl de Tampon de dilution (par patient) 
 

- Échantillon patient doit être dilué ce tampon de dilution RF:  

1/101 => 10 µl de sérum + 1000 µl de RF-tampon dilution  

 

SERION ELISA classic TBE Virus IgG 

Échantillons dilués dans le tampon de dilution comme suit :  

1/101 => 10 µl de sérum + 1000 µl de tampon de dilution (par patient) 
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Procédure [37] 

1. Préparer une feuille de protocole et placer le nombre de barrettes requises dans le 

cadre (annexe 6) [41] 

 

2. Déposer 100 µl dô®chantillons dilu®s ou les s®rums contr¹le/standard pr°ts ¨ 

lôemploi dans les puits appropriés. Laisser un puits pour le blanc substrat, par ex:  

 

3. Incubation des échantillons : 60 minutes (+/- 5 min) à 37°C dans chambre humide  

 

4. Après incubation, laver tous les puits avec la solution de lavage (avec un laveur 

automatisé ou manuellement) 
 

a. Aspirer ou enlever la solution dôincubation en retournant la plaque 

b. Remplir chaque puits avec 300 µl de solution de lavage 

c. Répéter la procédure de lavage des points a et b 3 fois (4 fois en tout) 

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

 

5. Ajouter 100 µl du conjugué anti-IgG ou anti-IgM  pr°t ¨ lôemploi dans les puits 

appropriés sauf le puits blanc substrat  

 

6. Incubation du conjugué pendant 30 minutes (+/- 1minute) à 37°C dans une 

chambre humide 

 

7. Après incubation, laver tous les puits avec la solution de lavage (voir plus haut au 

point 4) 

 

8. Ajouter 100 µl de substrat pr°te ¨ lôemploi ¨ chaque puits y compris le puits pour 

le blanc substrat 
 

9. Incubation du substrat pendant 30 minutes (+/- 1 minute) à 37°C dans une 

chambre humide 

 

10. Arrêt de la réaction : ajouter 100 Õl de solution dôarr°t à chaque puits, secouer 

doucement la plaque de microtitration pour mélanger 

 

11. Mesurer la réaction à 405 nm (longueur d'onde de référence 620-690nm). Régler le 

photomètre de façon à ce que la valeur du blanc substrat mesurée soit déduite des 

autres absorbances. La mesure photométrique doit être réalisée dans les 60 minutes 

suivant lôarr°t de la r®action. 

 

La lecture de la r®action a ®t® effectu®e sur lôautomate DSX REVELATION 6.20 

DYNEX dont je vous ferai la description plus loin. (Voir sous 4.1.3)  

 

SERION IgG / IgM 

 

Puits A1 

Puits B1 

Puits C1 

Puits D1 

Puits E1  

Puits F1 

 

Blanc du substrat 

Contrôle négatif 

Sérum standard 

Sérum standard 

Patient 1 

Patient 2éetc. 
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Critères de validation du test [37], [38] 

 IgG  IgM  

OD Blanc substrat (BLC) :   <0.25  <0.25 

OD contrôle négatif (CN) :   <0.46  <0.53 

OD du Standard (STD) (+/- 20%) : 0.46 - 1.55  0.53 ï 1.80 

 

Interprétation des résultats [37], [38] 

Un résultat positif avec le test SERION ELISA classic TBE Virus IgM ou IgG dénote 

la pr®sence dôanticorps sp®cifiques dirig®s contre le Virus TBE. De tels résultats doivent 

être interprétés en tenant compte des antécédents médicaux du patient et du tableau 

clinique.  

 

Un résultat négatif avec les deux tests SERION ELISA classic dénote lôabsence 

dôanticorps sp®cifiques au virus. Un tel r®sultat nô®carte pas cependant absolument 

infection au virus FSME en présence de symptômes caractéristiques et dôune histoire de 

morsures de tiques. Dans de tels cas, un 2
ème

 prélèvement est requis après 14 jours et 

testé avec le premier prélèvement en parallèle.  

 

Un r®sultat dôIgM positif en association avec un r®sultat dôIgG n®gatif témoigne 

dôune infection aigue, au stade précoce de la maladie. Lôanamn¯se du patient est 

primordiale, afin de d®terminer si les anticorps IgM d®cel®s proviennent dôune 

vaccination contre le virus de lôenc®phalite ¨ tique. 

 

Un résultat positif lors du test SERION ELISA classic TBE Virus IgM et IgG  
confirme une infection actuelle. Lôanamn¯se du patient est aussi nécessaire, afin 

dô®liminer la possibilit® dôune vaccination. Les sérums uniquement positifs en IgG 

guident vers une infection (dans une région à risque) ou une vaccination ancienne.  

 

Le suivi du statut immunitaire avec les ELISA IgG TBE doit être réalisé avec une 

certaine réserve. Un r®sultat positif sugg¯re fortement quôune immunité envers le virus 

de lôenc®phalite ¨ tique existe, mais cela est incertain. Lôefficacit® de lôimmunit® ne 

dépend pas du taux dôanticorps d®tect®s en ELISA mais plutôt de la production 

dôanticorps neutralisants, qui ne corrèlent pas forcément avec le titre ELISA. De plus, le 

délai du prélèvement dô®chantillon apr¯s la vaccination affecte le titre et lôefficacit® en 

termes de protection des anticorps détectés.  

Enfin, il faut tenir compte de lôexistence de r®actions croisées des anticorps de TBEV 

avec ceux des autres flavivirus : dengue, fièvre jaune, encéphalite japonaise, Nil 

Occidental et diverses autres encéphalites.  

 

Intervalles de référence des échantillons (exprimés en UI/ml  = unité internationale) 

  IgG  IgM  

Positif :  Ó150.0   Ó15.0 

Limite ou douteux : Ó100.0 - <150.0  Ó10.0 - <15.0 

Négatif :  <100.0  <10.0  
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3.1.2.2 SEKISUI VIROTECH FSME /TBE ELISA IgG et IgM 

(Annexes 4 et 5) [39], [40] 

Description [39] 

Le kit FSME/TBE IgG/IgM de VIROTECH a été conçu pour le diagnostic du virus de 

lôenc®phalite à tiques et pour la détection des anticorps vaccinaux. 

Lot : 210.01 

Référence : EC 117.00 

Expiration : 2016/ 11 

Conservation : 2-8°C  

 

Composants des kits (IgG et IgM), stockage et stabilité [39] 

Composants  Volumes/pièces 

Une microplaque, composée de 96 puits 

détachables à revêtement antigénique, 

lyophilisée 

 

1 pièce (12 barrettes 

de 8 puits) 

Tampon de dilution PBS (bleu, prêt à 

l'emploi), pH 7,2, avec conservateur et 

Tween 20 

 

2 x 50 ml 

Solution de lavage PBS (concentrée au 

facteur 20), pH 7,2, avec conservateur et 

Tween 20 

 

50 ml 

Contrôle négatif des IgG, sérum humain 

avec stabilisants des protéines et 

conservateur, prêt à l'emploi 

 

1.3 ml 

Contrôle Cut-off des IgG, sérum humain 

avec stabilisants des protéines et 

conservateur, prêt à l'emploi 

 

1.3 ml 

Contrôle positif des IgG, sérum humain 

avec stabilisants des protéines et 

conservateur, prêt à l'emploi 

 

1.3 ml 

Contrôle négatif des IgM, sérum humain 

avec stabilisants des protéines et 

conservateur, prêt à l'emploi 

 

1.3 ml 

Contrôle Cut-off des IgM, sérum 

humain avec stabilisants des protéines et 

conservateur, prêt à l'emploi 

 

1.3 ml 

Contrôle positif des IgM, sérum humain 

avec stabilisants des protéines et 

conservateur, prêt à l'emploi 

 

1.3 ml 
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Conjugué anti -IgG humain, (chèvre ou 

mouton) conjugué à la peroxydase de 

raifort  avec stabilisants des protéines et 

conservateur en tampon tris, prêt à 

l'emploi 

 

11 ml 

Conjugué anti -IgM humain, conjugué à 

la peroxydase de raifort (chèvre ou 

mouton) avec s®rum fîtal de veau (FCS) 

et conservateur en tampon tris, prêt à 

l'emploi 

 

11 ml 

1. Substrat de tétraméthylbenzidine 

en solution (TMB 3ô, 5,5ô), prêt à 

l'emploi 

 

11 ml 

2. Solution d'arrêt ¨ lôacide citrique 6 ml 

 

Absorbant RF-Sorbo Tech (Facteur rhumatoïde) (non fourni avec le Kit) : 2-8°C, 

Exp : 2016/ 12 ; lot : 50071, 2.0 ml 

 

Stockage et stabilité [39]  

- Les barrettes de la microplaque /puits simples doivent être renfermées dans le paquet 

en aluminium après ouverture et stockées avec un désiccant entre 2-8°C. 
 

- Le conjugué et le substrat TMB sont sensibles à la lumière et doivent être conservés 

dans lôobscurit®. Le substrat nôest plus utilisable sôil est color® ¨ cause dôune 

exposition à la lumière. 
 

- Prendre uniquement la quantité du substrat ou du conjugué nécessaire pour la 

réalisation du test. Les solutions du conjugué ou du substrat TMB en excès doivent 

°tre jet®s (ne pas remettre dans les flacons dôorigine) 

 

Matériels Statut Stockage Durée de 

conservation 

Les échantillons 

à tester 

dilués 2 à 8 °C Maximum 6h 

Non dilués 2 à 8 °C Une semaine 

Les contrôles Après 

ouverture 

2 à 8 °C 3 mois 

Barrettes de 

microtitration  

Après 

ouverture 

2 à 8°C (à conserver 

dans un sachet sec) 

3 mois 
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Principe du test VIROTECH FSME/TBE  

Les anticorps anti-FSME sont d®pist®s dans lô®chantillon humain grâce à un complexe 

immunologique formé avec lôantig¯ne du virus FSME d®j¨ adsorbé dans les puits. Les 

immunoglobulines non sp®cifiques sont ®vacu®es par lavage. Lôadjonction du conjugué 

enzymatique anti-IgG ou IgM humain va se lier au complexe engendré, puis les éléments 

non fixés sont éliminés par lavage. Le substrat ajouté révèle la présence de conjugué par 

la formation du produit se traduisant par une coloration bleue qui se mue en une couleur 

jaune apr¯s lôajout de la solution dôarr°t. [39]  

 

Préparation des réactifs [39] 

Virotech propose une grande flexibilité dans les réactifs qui permet dôutiliser le tampon 

de dilution et de lavage, le substrat, la solution dôarr°t au citrate ainsi que le conjugu® 

indépendamment du lot du kit. Les contrôles (positif, Cut-Off, négatif) sont prêts à 

lôemploi et restent spécifiques aux paramètres (IgG ou IgM) pour lesquels ils sont 

prévus. Ils doivent être utilisés uniquement avec le lot notifié sur le certificat de contrôle 

de qualité. 

 

1. Pr®chauffer lôincubateur ¨ 37ÁC 

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

3. Bien mélanger tous les composants liquides avant utilisation 

4. Préparer le volume nécessaire de solution de lavage concentré (20X) avec de lôeau 

distillée ou déminéralisée. Faire revenir à température ambiante la solution mère de 

lavage en cas de formation de cristaux 

5. Un titre élevé en IgG ou en facteur rhumatoïde peut perturber la détection spécifique 

des anticorps de type IgM et mener à des résultats faussement positifs ou négatifs. 

Pour une mise en évidence correcte des IgM, il est donc nécessaire de prétraiter le 

Facteur 

rhumatoïde ï 

adsorbant 

Non dilué, 

après 

ouverture 

2 à 8 °C 3 mois 

Dilué 2 à 8 °C Une semaine 

Le conjugué Après 

ouverture 

2 ¨ 8 ÁC (¨ lôabri de 

la lumière) 

3 mois 

Tétraméthyl-

benzidine 

(TMB)  

Après 

ouverture 

2 ¨ 8 ÁC (¨ lôabri de 

la lumière) 

3 mois 

Solution Stop Après 

ouverture 

2 à 8 °C  3 mois 

Solution de 

lavage  

Après 

ouverture 

2 à 8 °C 3 mois 

Solution 

diluée prête à 

lôemploi 

2 à 25°C 4 semaines 
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s®rum avec de lôabsorbant VIROTECH RF-Sorbo Tech. Le prétraitement des 

contr¹les IgM nôest pas n®cessaire  

 

Procédure [39] 

Feuilles de protocole (annexe 6) [41] 

 

1. Prétraitement et dilution des échantillons IgM  : 1/100 : 5 ɛl de s®rum+ 450 ɛl de 

tampon de dilution + 1goutte de RF-absorbant (45 ɛl),  

Incuber 15 minutes à T°C ambiante.  

 

2. Dilution des échantillons IgG : 1/101 => 10 ɛl de s®rum + 1 ml de tampon de 

dilution . (IgG) 

 

3. Distribuer 100 ɛl du tampon de dilution prêt à lôemploi (blanc réactif), des 

contrôles et des sérums dilués des patients dans les puits adéquats. Il est 

recommandé de tester chaque échantillon en double (valeur à blanc, contrôles et 

sérums des patients); par contre le contrôle Cut-Off  doit absolument être testé à 

double.  

 

Exemple 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Après distribution, incuber la plaque à 37 °C pendant 30 minutes avec un 

couvercle 

 

5. Période d'incubation stoppée par 4 lavages effectués chacun à l'aide de 350 ¨ 400 ɛl 

de solution de lavage pour chaque puits. Éliminer les restes de solution de lavage 

en tapotant la plaque sur du papier absorbant 

 

6. Déposer 100 ɛl de conjugu® prêt à l'emploi dans tous les puits. 

Incubation des conjugués : 30 minutes à 37 °C avec un couvercle. 

 

7. Mettre fin à l'incubation du conjugué en effectuant 4 lavages (voir le point 3). 

 

8. Déposer 100 ɛl de substrat TMB dans chacun des puits. 

Incuber 30 minutes à 37 °C ¨ lôabri de la lumi¯re 

 

9. Arrêt de la réaction : déposer 50 ɛl de solution d'arr°t dans chacun des puits. 

Agiter la plaque avec précaution, jusqu'à ce que les liquides se soient complètement 

mélangés et qu'ils présentent une couleur jaune uniforme. 

VIROTECH  IgG / IgM  
Puits A1 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 2éetc.  
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10. Mesurer la réaction à 450/620 nm (longueur d'onde de référence 620-690nm). 

Régler le photomètre de façon à ce que la valeur à blanc mesurée soit déduite des 

autres absorbances. La mesure photométrique doit être réalisée en l'espace d'une 

heure à partir de l'ajout de la solution d'arrêt. 

 

La lecture de la r®action a ®t® effectu®e sur lôautomate DSX REVELATION 6.20 

DYNEX dont je vous ferai la description plus loin. (Voir sous 4.1.3)  

 

Critères de validation du test [39], [40] 

 IgG  IgM  

OD du Blanc réactif :  <0.15   <0.15 

OD Contrôle négatif (CN) :  <0.10   <0.08 

OD Contrôle Cut-off (CO) : >0.11   >0.09 

OD Contrôle positif (CP) :  >0.28   >0.24 

 

Interprétation des résultats [39] 

Ĕ Calcul des résultats en unités VE = Virotech-Units (unité arbitraire établie par 

le fabricant) 

 

VE (Contrôle positif) =           DO Contrôle Positif    X 10 

DO Cut-Off 

 

VE (Sérum patient) =                    DO Sérum Patient      X 10 

DO Cut-Off 

 

 

Résultat en 

unités VE 

Évaluation Interprétation  

<9.0 Négatif  Aucun anticorps détecté 

9.0-11.0 Plage limite ou 

douteuse 

 

concentration dôanticorps non 

significativement élevée. Répéter le test, 

le cas échéant avec un 2
ème

 sérum 
 

>11.0 Positif   

D®tection dôune concentration dôanticorps 

significativement élevée 
 

IgM  :  

- Infection aigue 

- Infection récente  

- Anticorps vaccinaux 
 

IgG :  

- Infection récente  

- Infection ancienne 

- Anticorps vaccinaux 
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3.1.3 Brève présentation du DSX REVELATION 6.20 DYNEX  

Lôautomate DSX est un syst¯me enti¯rement automatis® pour la r®alisation des tests établis 

avec la technique dôELISA. Cet automate peut contenir 4 microplaques au maximum et 

ex®cuter plusieurs tests ¨ la fois. Il est muni dôun ordinateur qui permet la gestion et la 

programmation des tests, des échantillons et du traitement des résultats. Au laboratoire de 

sérologie infectieuse du CHUV, il est employé pour les examens suivants : Herpès IgG et 

IgM ; Varicelle IgM, Rougeole IgM, Oreillons IgM. [30] 
 

Pour la partie pratique de mon travail de diplôme, le DSX a uniquement servi à la lecture et 

à lôinterpr®tation de mes tests dôELISA sur le virus FSME que par ailleurs jôai r®alis®s 

manuellement du début à la fin pour les 2 kits tests. Il a mesuré la densité optique de mes 

échantillons grâce à son module de lecture. Les longueurs dôondes, les crit¯res de validation 

et dôinterpr®tation des deux kits dôessais ont ®t® introduits manuellement dans lôordinateur 

de pilotage de lôautomate, puisquôil nôa pas été programmé pour ex®cuter lôanalyse du virus 

FSME du début à la fin.  

 

3.1.4 Comparaison des 2 kits-tests avec le kit PROGEN 

 Kit SERION  Kit VIROTECH  

 

Kit PROGEN (kit 

actuel) 

 

Méthodes ELISA 

 

ELISA 

 

EIA 

 

Réactifs Pr°ts ¨ lôemploi, 

excepté le tampon 

de lavage et 

lôabsorbant 

 
 

Pr°ts ¨ lôemploi, 

excepté le tampon de 

lavage 

Conjugué et tampon de 

lavage à diluer 

Type dô®chantillon 

mentionné dans le kit 

 

Sérum, Plasma 

(EDTA, Héparine, 

citrate), LCR 

 

Sérum, Plasma (tous les 

anticoagulants) 

Sérum, Plasma, LCR 

Volume 

dô®chantillon 

nécessaire  

 

IgG : 10 µl 

IgM : 10 µl 

 

IgG : 10 µl 

IgM : 5 µl  

 

IgG : 5 µl 

IgM : 5 µl 

 

Prétraitement des 

IgM  

 

Oui 

 

Oui Oui 

Dilution des 

échantillons 

 

1/101 

 

1/101 IgG ; 1/100 IgM 1/101 

Interférences selon le 

producteur 

Hémolyse, lipémie, 

ictère 

 

Hémolyse, 

hyperlipémie, turbidité 

Aucun 

Durée de la 

procédure 

2h sans tenir compte 

du temps de 

manipulation et des 

étapes de lavages 

1h30 sans tenir compte 

du temps de 

manipulation et des 

étapes de lavages 

 

2h30 sans tenir compte 

du temps de 

manipulation et des 

étapes de lavages 

Longueur dôonde de 405 nm 450 nm 450 nm 
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mesure 

 

Résultats Qualitative et 

quantitative 

 

Qualitative et 

quantitative 

Qualitative et 

quantitative 
 

Unités UI/ml 

Standardisé  

 

VE (Virotech-Units) 

Unité arbitraire  

VIEU/ ml (Vienna-Units) 

Unité arbitraire 

Absorbant IgM Non fourni 

 

Non fourni Compris dans le tampon 

de dilution 

Prix des kits  475.0 frs => IgG  

585.0 frs => IgM 

437 frs => IgG 

517.0 frs => IgM 

525.0 frs => IgG 

550.0 frs => IgM 

 

Solution Stop Ne modifie pas la 

couleur du Substrat 

 

Modifie la couleur du 

substrat 

Modifie la couleur du 

substrat 

Type dôantig¯nes 

coatés dans les puits 

[31], [32] 

Ag de la protéine E 

de lôenveloppe du 

TBEV= Souche 

"Moscow B-4" 

produit par culture 

cellulaire. 

Ag du TEBV = souche 

"Neudörfl" produit dans 

les cellules de 

fibroblastes 

embryonnaires de 

poulet 

 

Ag du TEBV = souche 

"Neudörfl" produit dans 

les cellules de 

fibroblastes 

embryonnaires de poulet 

Fabricants des kits Institut 

VIRION/SERION 

GmbH 

 

SEKISUI VIROTECH 

GmbH 

PROGEN 

BIOTECHNIK GMBH 

Fournisseurs 

 

RUWAG TEOMED AG TEOMED AG 
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4. Résultats 

 

Cette étape du travail décrits les résultats obtenus pendant la phase expérimentale. Elle 

comportera la validation technique des tests, lôinterpr®tation des résultats ; la détermination de la 

sensibilité et la spécificité des méthodes, de lôindex de Youden qui permettra dô®valuer la 

précision de ces méthodes, lô®tude des r®sultats discordants, le calcul du coefficient Kappa qui va 

d®terminer le degr® dôaccord entre les trois techniques et la mise en commun des résultats des 

différents kits sous forme de graphiques. 

Voici les formules utilisées pour le calcul des différents paramètres : tous les calculs ont été 

réalisés manuellement excepté le calcul du coefficient Kappa [34] que jôai r®alis® gr©ce au 

logiciel Graphpad.  

 

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

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

Index de Youden [33] :  sensibilité + spécificité ï1 => m®thode parfaite sôil est ¨ 1 et 

inefficace sôil est proche de 0.  

 

Coefficient Kappa (K) : [34]  

« K=  (Po ï Pe) / (1 ï Pe) » 

 « Po : proportion dôaccord observ®e » 

 « Pe : proportion dôaccord al®atoire » 

 

Les valeurs du coefficient Kappa sont interprétées selon le tableau ci-dessous, mais les 

intervalles d®finis peuvent °tre modifi® selon la cat®gorie dô®tude. [34]  

 

Accord  Kappa  

Excellent  ² 0,81  

Bon  0,80 - 0,61  

Modéré  0,60 - 0,41  

Médiocre  0,40 - 0,21  

Mauvais  0,20 - 0,0  

Très mauvais  < 0,0 

 

Toutes ces informations approfondies, vont aider à choisir la méthode adéquate pour le diagnostic 

sérologique de lôenc®phalite ¨ tiques, ou à explorer dôautres nouvelles m®thodes si nécessaire.  

Les analyses ont été exécutées sur 80 sérums pour chaque paramètre des deux kits évalués (IgG et 

IgM). Ces échantillons ont été examinés dans les années précédentes (2013, 2014 et 2015) par le 

kit PROGEN qui représente la méthode utilisée en routine dans le laboratoire de sérologie du 

CHUV. De ce fait, ses résultats sont déjà connus. 

 

Les résultats bruts des 80 échantillons manipulés ont été relevés sous forme de tableaux et se 

trouvent en annexe du document. (Annexe 7) [42] 
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4.1 SERION/VIRION ELISA classic FSME Virus/ TBE Virus IgG et IgM  

4.1.1 Validation technique 
 

IgG 

Le blanc substrat et le contrôle négatif ont été réalisés à simple, tandis que le contrôle 

standard a été réalisé à double. Voici les valeurs de la densité optique (DO) des contrôles de 

qualité mesurés :  

DO Blanc substrat :  0.040  [<0.25] 

DO Contrôle négatif :  0.094  [< 0.46] 

DO moyenne Sérum standard (+/- 20%) :  1.111 [0.46-1.55] 

DO du sérum standard mesurée dans les deux puits : (+/- 20%) => [1.102 ; 1.119] 
 

Les résultats des contrôles de qualité du kit SERION IgG se trouvent dans les intervalles de 

référence du fabricant, le test IgG est donc validé et les résultats dôéchantillons peuvent être 

acceptés.  

 

IgM  

Les contrôles de qualité des IgM sont identiques à ceux des IgG et sont effectués avec le 

même nombre de puits : 

DO Blanc substrat :  0.053 [<0.25] 

DO Contrôle négatif :  0.024 [<0.53] 

DO moyenne Sérum standard (+/- 20%):  1.308 [0.53-1.80] 
 

DO du sérum standard mesurés dans les deux puits : (+/- 20%) => [1.328 ; 1.288] 
 

Les résultats des contrôles de qualité du kit SERION IgM sont dans les intervalles de 

référence du fabricant, le test IgM est de ce fait validé et les r®sultats dô®chantillons sont 

donc exploitables.  

 

Si les contrôles de qualité IgG ou IgM du kit ne répondaient pas aux critères de validation, 

tous les résultats deviendraient par conséquent inutilisables et les tests devraient être 

répétés. 

 

4.1.2 Interprétation des échantillons 

Les résultats obtenus par le test SERION sont exprimés en UI/ml . Les Intervalles de 

référence des échantillons ont été établis et fournis par le fabricant du kit  

 

 IgG IgM  

Positif : Ó150.0   Ó15.0 

Limite ou douteux : Ó100.0 - <150.0  Ó10.0 - <15.0 

Négatif : <100.0  <10.0  

 

Sur les 80 échantillons testés pour les IgG et les IgM, nous avons obtenus les résultats 

suivants.  : 
 

 

 

 

 

 

Sérums  IgG IgM  

Positifs 29 19 

Négatifs  48 61 

limites 3 0 
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4.1.3 Appréciation des résultats 
 

IgG 
 

 

 

 

 

Sensibilité :  0.81  (81 %) 

Spécificité :  1  (100%) 

Index de Youden :  0.81 

Kappa : 0.43 => concordance jugé comme modérée  

 

Dôapr¯s les r®sultats du tableau ci-dessus : 

 Les 39 sérums dôorigine IgG positifs ont résulté en 29 positifs, 7 négatifs et 3 

limites. 
 

 Les 21 s®rums dôorigine IgG n®gatifs ont résulté en 21 négatifs 
 

 Les 20 s®rums dôorigine IgG limites ont résulté en 20 négatifs 
 

Cela constitue 30 discordances sur les 80 sérums testés, dont 10 pour les IgG positifs et 20 

pour les IgG limites. 

 

IgM  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sensibilité : 1 => (100%) 

Spécificité : 1 => (100%) 

Index de Youden :  1 

Kappa  1 => degré de concordance jugé comme excellent 
 

Aucune discordance nôest détectée au niveau des IgM : 

 Les s®rums dôorigine IgM positifs ont résulté en un même nombre de résultats 

positifs (19) 
 

 les 61 sérums IgM négatifs de base ont résulté en un même nombre de résultat IgM 

négatifs.  

 Kit SERION FSME IgG   

Kit 

PROGEN 
Positifs Limites négatifs Total 

Positifs 29 3 7 39 

limites 0 0 20 20 

Négatifs 0 0 21 21 

 Kit SERION FSME IgM   

Kit 

PROGEN 
Positifs Limites négatifs Total 

Positifs 19 0 0 19 

limites 0 0 0 0 

Négatifs 0 0 61 61 
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4.1.4 Représentation graphique des résultats avec le kit  de PROGEN 

Tous les graphiques présents dans ce document, ont été confectionnés grâce au logiciel 

GraphPad Prism téléchargé sur internet [35]. Les axes (X et Y) des graphiques ont été 

définis sur une échelle logarithmique de 10, afin de pouvoir représenter toutes les données. 

Plusieurs points sont dissimul®s sous dôautres, ¨ cause de la proximit® des r®sultats entre les 

échantillons. 
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ï Lôaxe des X affiche les résultats fournis par le test IgG du kit SERION. La zone limite a été 

définie entre 100 et 150 UI/ml. Les résultats inférieurs à 100 UI/ml sont interprétés comme 

négatifs et ceux supérieurs à 150 UI/ml sont positifs.  

 

ï Lôaxe des Y expose les résultats IgG du kit PROGEN qui représente la méthode utilisée au 

laboratoire de sérologie infectieuse du CHUV. La zone limite est définie entre 63 et 126 

VIEU/ml. Les résultats inférieurs à 63 VIEU/ml sont négatifs et ceux supérieurs à 126 

VIEU/ml sont considérés comme positifs.  

 

ï Les vrais négatifs et les vrais positifs montrent les résultats concordants entre les deux kits. Ils 

sont représentés par les points noirs.  

 

ï Les points rouges montrent les résultats discordants entre les deux kits. Ils représentent 30 

échantillons sur les 80 testés dont la majorité peut être considérée comme des discordances 

mineures (explication détaillée dans le chapitre discussion) 

 

 

ï  

n = 80 

Vrais négatifs 

n = 80 n = 80 

Vrais positifs 
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ï Lôaxe des X affiche les résultats obtenus pour le test IgM du kit SERION. La zone limite a été 

définie entre 10 et 15 UI/ml. Les résultats inférieurs à 10 UI/ml sont interprétés comme 

négatifs et ceux supérieurs à 15 UI/ml sont positifs.  

 

ï Lôaxe des Y expose les résultats IgM du kit PROGEN qui représente la méthode employée au 

laboratoire de sérologie infectieuse du CHUV. La zone limite est définie entre 63 et 126 

VIEU/ml. Les résultats inférieurs à 63 VIEU/ml sont négatifs et ceux supérieurs à 126 

VIEU/ml sont considérés comme positifs.  

 

ï Les vrais négatifs et les vrais positifs montrent les résultats concordants entre les deux kits. Ils 

sont représentés par les points noirs. Aucune discordance nôest pr®sente. 
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4.1.5 Analyse des performances évaluées et celles du fabricant 

 

 
Performances du Kit SERION 

évaluées par le fabricant  

Performances du Kit SERION 

évaluées au laboratoire 

Paramètre IgG IgM IgG IgM 

Sensibilité 97% 97% 81% 100% 

Spécificité  90.3% >99% 100% 100% 

Kappa Non fourni Non fourni 0.43 1 

 

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

population de patients provenant dôune r®gion end®mique pr®sentant une clinique 

compatible et des résultats suggérant une infection récente 

 

 La sensibilité du paramètre IgG tel que testé dans notre laboratoire est moins bonne 

que celle du fabricant qui se situe à 97%. La capacité du test à dépister les personnes 

présentant les anticorps du type IgG dirigés contre le virus de lôenc®phalite ¨ tiques 

sô®l¯ve donc ¨ 81% pour notre expertise, soit une sensibilité relativement bonne.  

 

 Le test IgG nous a fourni une meilleure spécificité que celle du fabricant. La 

capacité du test à détecter les personnes ne pr®sentant pas dôanticorps IgG contre le 

virus de lôenc®phalite ¨ tique est de 100% dans notre travail, soit une excellente 

spécificité.  

 

 La sensibilité et la spécificité du paramètre IgM sont excellentes. La performance du 

kit à découvrir des personnes possédant ou non des anticorps de type IgM 

développés contre le virus de lôenc®phalite ¨ tique est de 100%. 

 

 Le degr® dôaccord des tests IgG entre le kit SERION et le kit PROGEN de référence 

est interprété comme modérée à 0.43 

 

 Le degr® dôaccord entre le test SERION IgM et le test IgM de la m®thode de 
référence est excellent : il est à 1 
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4.2 SEKISUI VIROTECH FSME/TBE ELISA  IgG et IgM 

4.2.1 Validation technique  

 

IgG 

Les contrôles de qualité ont été effectués à double excepté le blanc réactif. Le Kit de 

VIROTECH comprend le contrôle négatif, le contrôle Cut-Off et le contrôle positif. 

 

DO Blanc réactif :  0.010  [<0.15] 

DO moyenne Contrôle négatif :  0.000  [<0.10] 

DO moyenne du Cut-Off :  0.300  [>0.11] 

DO moyenne du Contrôle positif :  0.795  [>0.28] 

Les résultats des contrôles de qualité IgG du Kit VIROTECH sont situés dans les intervalles 

de référence fournis par le fabricant, le test peut °tre valid® et les r®sultats dô®chantillons 

acceptés.  

 

IgM  

DO Blanc réactif :  0.010 [<0.15] 

DO moyenne Contrôle négatif  0.000 [<0.08] 

DO moyenne du Cut-Off  0.231 [>0.09] 

DO moyenne du Contrôle positif  0.771 [>0.24] 

Les résultats des contrôles de qualité IgM du Kit VIROTECH sont situés dans les 

intervalles de référence fournis par le fabricant, le test peut être validé et les résultats 

dô®chantillons peuvent °tre rendus.  

 

Si les critères de validation des tests IgG ou IgM nô®taient pas remplis, ces derniers 

devraient être répétés.  

 

4.2.2 Interprétation des échantillons  

Les résultats du Kit VIROTECH sont exprimés en unités VE. Les intervalles de référence 

sont identiques pour les IgG et les IgM. Ils ont été définis et procurés par le fabricant.  

 

Négatifs  <9.0 

Positifs  >11.0 

Limites   9.0-11.0 
 

Voici les résultats recueillis du kit VIROTECH IgG et IgM. Pour cette m®thode, jôai test® 

80 s®rums pour les IgG et 79 pour les IgM (jôai omis de rajouter le sérum N°17 durant les 

dilutions) sur les 80 sérums sélectionnés :  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sérums  IgG IgM  

Positifs 29 18 

Négatifs  50 61 

limites 1 0 
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4.2.3 Appréciation des résultats 
 

IgG 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sensibilité :  0.76  => (76%) 

Spécificité :  1    => (100%) 

Index de Youden :  0.76 

Kappa :  0.43  => concordance jugée comme modérée 
 

Dôapr¯s les r®sultats notés dans le tableau ci-dessus, on obtient : 

 29 positifs, 9 négatifs et 1 limite sur les 39 sérums IgG positifs de départ 
 

 21 négatifs sur les 21 sérums IgG négatifs sélectionnés 
 

 20 négatifs sur les 20 sérums IgG limites testés  

 

Nous relevons de ce fait 30 discordances sur les 80 échantillons de type IgG comme pour le 

Kit SERION.  

 

IgM  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sensibilité :  1 => (100%) 

Spécificité :  1 => (100%) 

Index de Youden :  1 

Kappa : 1 => degré de concordance excellent  
 

Nous nôobservons aucune discordance sur les 79 ®chantillons IgM testés avec le kit 

VIROTECH :  

 Les 18 sérums positifs ont donné 18 positifs 
 

 Les 61 sérums négatifs ont donné identiquement 61 négatifs.  

 Kit VIROTECH FSME/TBE IgG   

Kit 

PROGEN 
Positifs Limites négatifs Total 

Positifs 29 1 9 39 

limites 0 0 20 20 

Négatifs 0 0 21 21 

 Kit VI ROTECH FSME IgM   

Kit 

PROGEN 
Positifs Limites négatifs Total 

Positifs 18 0 0 18 

limites 0 0 0 0 

Négatifs 0 0 61 61 
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4.2.4 Représentation graphique des résultats avec le kit PROGEN 

 

0 .001 0 .01 0 .1 1 10 100

10

100

1000

C om p ar ai son  d es K i t s PR O G E N  et  V I R O T E C H  I gG

R ésu l t at s V I R O T E C H  I gG

R
é

s
u

lt
a

t
s
 P

R
O

G
E

N
 I

g
G

6 3

1 2 6

6 5 0

 
 

ï Lôaxe des X montre les résultats fournis par le test IgG du kit VIROTECH. La zone limite a 

été définie entre 9 et 11 VE. Les résultats inférieurs à 9 VE sont interprétés comme négatifs et 

ceux supérieurs à 11 VE sont positifs.  

 

ï Lôaxe des Y expose les résultats IgG du kit PROGEN qui représente la méthode utilisée au 

laboratoire de sérologie infectieuse du CHUV. La zone limite est définie entre 63 et 126 

VIEU/ml. Les résultats inférieurs à 63 VIEU/ml sont négatifs et ceux supérieurs à 126 

VIEU/ml sont considérés comme positifs.  

 

ï Les vrais négatifs et les vrais positifs montrent les résultats concordants entre les deux kits. Ils 

sont représentés par les points noirs.  

 

ï Les points rouges montrent les résultats discordants entre les deux kits. Ils représentent 30 

échantillons sur les 80 testés dont la majorité peut être considérée comme des discordances 

mineures (explication détaillée dans le chapitre discussion) 

 

  

Vrais positifs 

Vrais négatifs 

Vrais positifs 

n = 80 
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ï Lôaxe des X affiche les résultats obtenus pour le test IgM du kit VIROTECH. La zone limite 

a été définie entre 9 et 11 VE. Les résultats inférieurs à 9 VE sont interprétés comme négatifs 

et ceux supérieurs à 11 VE sont positifs.  

 

ï Lôaxe des Y expose les résultats IgM du kit PROGEN qui représente la méthode employée au 

laboratoire de sérologie infectieuse du CHUV. La zone limite est définie entre 63 et 126 

VIEU/ml. Les résultats inférieurs à 63 VIEU/ml sont négatifs et ceux supérieurs à 126 

VIEU/ml sont considérés comme positifs.  

 

ï Les vrais négatifs et les vrais positifs montrent les résultats concordants entre les deux kits. 

Ils sont représentés par les points noirs. Il nôexiste aucune discordance pour les IgM. 

 
 

  

Vrais négatifs 

Vrais 

positifs 

n = 79 
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4.2.5 Interprétation et analyse des performances évaluées et celles du fabricant 

 

 Performances du Kit 

VIROTECH évaluées par le 

fabricant  

Performances du Kit VIROTECH 

évaluées au laboratoire 

Paramètre IgG IgM IgG 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 kit nôa pas inclut ses performances dans la procédure, nous ne pouvons donc 

pas procéder à une comparaison. 

 

 La sensibilité du paramètre IgG du kit VIROTECH testé est de 76 %, côest-à-dire 

que sa capacité à découvrir des anticorps de type IgG dirigés contre le virus de 

lôenc®phalite ¨ tique est moyennement bonne. 

 

 La spécificité du test IgG est excellente. La capacité du test à détecter les personnes 

ne pr®sentant pas dôanticorps IgG contre le virus de lôencéphalite à tique est de 

100%. 

 

 Les IgM testés pour ce Kit fournissent une sensibilité et une spécificité excellentes, 

soit à 100%. 

 

 Le degr® dôaccord entre le test IgG de VIROTECH et de PROGEN est jugé comme 

modérée à 0.43 

 

 Le degr® dôaccord entre le test VIROTECH IgM et le test IgM de la méthode de 

référence est excellent, voire parfait : il est à 1. 
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4.3 Comparaison du test IgG et IgM des kits SERION et VIROTECH 

En constatant que les kits dôessai pr®sentaient tous deux des r®sultats presque similaires, jôai 

d®cid® dôeffectuer une comparaison afin de mieux visionner leurs performances. Le coefficient 

Kappa a donné 0.81 pour les IgG et 1 pour les IgM, ce qui signifie une concordance excellente 

entre les deux kits.  
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ï Lôaxe des X affiche les résultats obtenus pour le test IgG du kit VIROTECH. La zone 

limite a été définie entre 9 et 11 VE. Les résultats inférieurs à 9 VE sont interprétés 

comme négatifs et ceux supérieurs à 11 VE sont positifs 

 

ï Lôaxe des Y affiche les résultats fournis par le test IgG du kit SERION. La zone limite 

a été définie entre 100 et 150 UI/ml. Les résultats inférieurs à 100 UI/ml sont 

interprétés comme négatifs et ceux supérieurs à 150 UI/ml sont positifs. 

 

ï Les points noirs représentent les vrais positifs et les vrais négatifs concordants des deux 

kits. On observe uniquement quelques discordances mineures : 2 résultats limites chez 

SERION qui ressortent négatifs chez VIROTECH ; 1 résultat limite et 1 résultat positif 

chez VIROTECH qui ressortent positif et  limite chez SERION. 

 

Vrais négatifs 

Vrais 

positifs 

n = 80 
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ï Lôaxe des X affiche les résultats obtenus pour le test IgM du kit VIROTECH. La zone 

limite a été définie entre 9 et 11 VE. Les résultats inférieurs à 9 VE sont interprétés 

comme négatifs et ceux supérieurs à 11 VE sont positifs 

 

ï Lôaxe des Y affiche les résultats fournis par le test IgM du kit SERION. La zone limite 

a été définie entre 10 et 15 UI/ml. Les résultats inférieurs à 10 UI/ml sont interprétés 

comme négatifs et ceux supérieurs à 15 UI/ml sont positifs. 

 

ï Les résultats des deux kits montrent un accord parfait. 

 

 

 

  

n = 79 

Vrais négatifs 

Vrais positifs 
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4.4 Discussion 

 

Tests IgG  

Pour les tests IgG, les résultats obtenus ont montré des discordances qui se sont traduites par 

une concordance modérée lors du calcul du coefficient Kappa pour les deux kits comparé au 

test utilisé en routine. On observe une bonne performance des deux méthodes qui est 

démontrée par les calculs de la sensibilité et de la spécificité, puis une bonne précision 

d®termin®e par le calcul de lôindex Youden.  

 

Les 80 sérums testés ont résulté en 30 discordances que lôon peut juger mineures pour la 

majorité dôentre elles pour chacun des kits :  

 Kit SERION :  

- 20 sérums IgG limites du kit PROGEN ont généré 20 résultats négatifs ;  

- Parmi 39 sérums IgG positifs du kit PROGEN, 10 ont généré 3 résultats limites et 7 

négatifs.  
 

On observe donc 7 discordances majeures qui passent dôun statut positif à celui de 

négatif. Les 23 autres discordances sont interprétées comme mineures, car les sérums 

passent dôun statut positif ¨ limite ou dôun statut limite ¨ n®gatif.  

 

 Kit VIROTECH  :  

- 20 sérums IgG limites du kit PROGEN ont produit 20 résultats négatifs ;  

- Parmi 39 sérums IgG positifs du kit PROGEN, 10 (dont 9 étaient les mêmes sérums 

produisant une discordance mineure avec le kit SERION) ont produit un résultat 

limite et 9 négatifs 
 

Les discordances majeures sont les 9 sérums qui passent dôun statut positif ¨ celui de 

négatif. Celles jugées comme mineures sont représentées par 21 résultats qui passent 

dôun statut limite à négatif ou de positif à limite. 

 

Les tests IgM des deux kits évalués 

Pour les tests IgM , aucune discordance nôa ®t® observ®e et nous obtenons un degr® dôaccord 

excellent par le calcul du coefficient Kappa. Nous avons obtenu une sensibilité et une 

spécificité parfaites à 100%, puis une précision parfaite des méthodes déterminée par le calcul 

de lôindex de Youden.  

 

On observe donc que les deux kits ont produit des résultats très similaires y compris au niveau 

des discordances. Cependant, ils ne proviennent pas du même fabricant et leurs antigènes de 

coating sont également différents. Lôantigène de coating du test SERION est une préparation 

de protéine E de la souche Moscow B-4 de TBEV [32] (sans que nous puissions avoir une 

description pr®cise de cette pr®paration autre que le fait quôil ne sôagit pas dôune prot®ine 

recombinante, mais bien dôune pr®paration ¨ partir dôune production de virus en culture 

cellulaire suivie dôune purification) ; tandis que celui de VIROTECH est des particules virales 

lysées de la souche Neudörfl produite dans des fibroblastes embryonnaires de poulet et 

inactivé par formaldéhyde est purifié sur gradient de densité .[31] qui dôailleurs est également 

lôantigène de coating du test PROGEN pratiqué au laboratoire. 

 

Le point le plus important de cette étude est que les résultats du kit VIROTECH présentent une 

discordance importante avec les résultats du kit PROGEN, alors quôil partage le même 

antigène de coating. Toutefois, ils concordent parfaitement avec ceux du kit SERION qui, lui, 
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utilise un antigène différent. Ces discordances laissent supposer que le test PROGEN pourrait 

être plus sensible, ou alors que ce sont les kits évalués qui sont peu sensibles.  

On pourrait faire lôhypoth¯se que la congélation/décongélation des sérums a pu détériorer la 

qualité des anticorps. Malheureusement, pour des raisons logistiques, il ne nous a pas été 

possible de tester de nouveau les sérums décongelés avec le kit PROGEN pour vérifier cette 

hypothèse. La plupart des discordances ont impliqués des sérums ayant des taux dôIgG 

relativement bas avec le kit PROGEN.  Nous nous sommes demandés si ces titres bas 

correspondaient à des échantillons présentant des réactions croisées envers TBEV, en raison 

dôinfections pass®es ou de vaccination pour dôautres Flavivirus (dengue, fièvre jaune, 

encéphalite japonaise, encéphalite Nil occidental). Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons 

examin® dans les dossiers patients de 15/30 cas discordants si lôon trouvait trace dôinfections 

passées ou de vaccinations avec dôautres Flavivirus. Nous nôavons trouv® r®trospectivement 

aucune indication de ce type. 

 

Dans lôensemble des r®sultats r®colt®s, il existe une relation quantitative entre les différentes 

méthodes, en particulier pour les taux dôIgG par SERION et VIROTECH (voir figure page 

38).  

Aucun des r®sultats positifs test®s nôexc¯de la limite de quantification fix®e par les fabricants, 

hormis ceux de PROGEN. Les unités étant choisies arbitrairement par les fabricants de 

VIROTECH et PROGEN (VE ; VIEU/ml) sauf pour SERION (UI/ml), nous ne pouvons pas 

proc®der ¨ une conversion en unit®s standardis®es, afin de d®terminer lô®quivalence 

quantitative entre les résultats discordants des 3 méthodes.  Par contre les deux nouveaux kits 

semblent offrir lôavantage dôune quantification quel que soit le taux dôIgG, sans quôil faille 

recourir à des dilutions 

 

La comparaison graphique entre les deux kits évalués et le kit PROGEN a soulevé une 

incertitude sur lôefficacit® du test PROGEN quôemploie actuellement le laboratoire. Jôai donc 

contacté Mr Pascal Burri, de lôentreprise TEOMED, fournisseur des kits PROGEN et 

VIROTECH. Ce dernier môa fait part des problèmes similaires rencontr®s par dôautres 

laboratoires dôanalyses médicales à propos de ce kit, ce qui le fournisseur à conclure que le 

seuil négatif/douteux  était trop bas et à prévoir dôaugmenter prochainement le Cut-Off à 100-

126 VIEU/ ml au lieu de 63-126 VIEU/ml pour les prochains nouveaux lots avant lôarr°t de la 

production. (Annexe 8) [43] 

Si lôon tient compte de ces informations, cela réduirai les 30 résultats discordants du test IgG 

sur les 80 sérums manipulés à 17 et améliorerait par conséquent le degré de concordance des 

tests IgG qui deviendrait alors bon selon le coefficient Kappa. 

 

Nous pouvons soulever dôautres points observés au cours de cette étude : 

 Toutes les informations contenues dans la procédure du kit SERION se rapportent 

exclusivement à des sérums alors quôelle mentionne que lôon peut ®galement tester 

sur du plasma ou du liquide céphalo-rachidien (LCR) avec le même kit. Selon la 

procédure, si lôon venait ¨ tester du LCR, il faudrait donc commander expressément, 

une autre procédure spécifique qui nôest pas comprise avec le kit fourni, ce qui se 

correspond à une perte de temps et dô®nergie ! Lôutilisation des tests VIROTECH est 

uniquement validé au sérum et au plasma et ils ne sont pas conçus pour le dépistage 

des anticorps dans le LCR, ce qui constituerait un grand inconv®nient si lôon devait 

contrôler une synth¯se dôanticorps intrath®cale.  

 

 Les procédures des kits sont petites et imprécises: celle du kit SERION est imprimée 

dans un format A6 et la petite taille des caract¯res dô®criture rend la lecture difficile . 

On remarque aussi une incohérence des informations fournies par le fabricant : en 
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consultant le site internet de ce dernier pour trouver une procédure dans un format 

plus convenable, jôai constat® que les donn®es sur les performances du test établies 

par le fabricant divergeaient par rapport à celles notifiées dans la procédure du kit. 

Ce qui laisse penser quôil nôy a pas eu de mise à jour, soit sur le site internet, soit 

dans la procédure du kit.  

Celle du kit VIROTECH est résumée très brièvement en anglais. Pour une version 

complète, il faut installer un CD contenu dans le kit, ce qui nôest pas pratique. De 

plus, aucune information sur la performance du test nôest notifi®e nulle part.  

Enfin, on se rend compte à de nombreuses reprises que ces documents ont fait 

lôobjet de traductions peu soign®es. 

 

 Jôai ®galement relev® des erreurs dôintroduction de crit¯res dôinterpr®tation dans les 

programmes de lecture install®s sur le DSX pour lô®valuation des deux kits. Les 

valeurs dôinterpr®tations de lôautomate ne concordaient pas avec celles fournies dans 

les kits  

 

Toutes ces incohérences peuvent paraître comme de simples détails, mais cela a 

exigé beaucoup de temps pour vérifier toutes les informations, de faire venir les 

fournisseurs responsables pour les modifications ou pour obtenir certaines réponses 

nécessaires pour le bon déroulement de la manipulation.  

 

 Concernant la durée des procédures, sans tenir compte du temps de  manipulation et 

des lavages, le kit VIROTECH est le plus court, sa durée totale étant dôune heure et 

demie comparée à celle de SERION qui est de deux heures.  

  

 À propos des coûts, le kit VIROTECH est encore le plus avantageux. Ses tests IgG 

et IgM coûtent respectivement 437 frs et 517 frs tandis que  le prix des kits SERION 

se situe à 475 frs pour les IgG et 585 frs pour les IgM, soit plus cher que le kit 

PROGEN. Un inconv®nient de ces deux kits est que lôabsorbant RF utilisé pour le 

pr®traitement des IgM nôest pas fourni par le kit et doit °tre command® s®par®ment 

alors que celui du kit PROGEN est compris dans le tampon de dilution. À noter que 

jôai inclus le prix des absorbants dans ceux des kits. 

 

 Les deux kits testés utilisent la même technique (ELISA), mais ils ne possèdent pas 

les mêmes unités, ce qui ne permet pas de comparer les résultats de manière 

quantitative : les résultats du Kit VIROTECH sont exprimés en VE (Virotech-

Units), unité choisie aléatoirement par le fabricant contrairement à ceux du Kit 

SERION qui sont exprimés en UI/ml, une unité internationale  

 

 Lors de la r®alisation pratique des tests, jôai constat® que la solution STOP du kit 
SERION ne modifiait pas la couleur générée par le substrat (jaune pour les 

échantillons positifs) contrairement à celle de VIROTECH qui transforme la couleur 

bleue des échantillons positifs en jaune. Cela nécessite donc une grande vigilance, 

afin de ne pas pipeter deux fois de suite dans le même puits.  
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5 Conclusion 

 

Ce travail consistait à évaluer deux nouveaux kits de diagnostic du TBEV dans le but dôen 

sélectionner un et de lôintroduire en routine, car le fabricant PROGEN pr®voit dôarr°ter la 

production du kit quôutilise actuellement le laboratoire de sérologie infectieuse du CHUV. 

 

Toutes les observations faites au cours de cette analyse suggèrent que les résultats des kits 

expérimentés (SERION et VIROTECH) soient plus fiables par rapport à ceux de PROGEN. 

Malgré une concordance modérée pour les tests IgG avec ce dernier, ils ont montré un degré 

dôaccord excellent entre eux. Le fait quôils fournissent des r®sultats presque analogues sachant 

quôils nôutilisent pas le m°me antig¯ne de coating et quôils ne proviennent pas du m°me fabricant 

supporte lôinterpr®tation de leur qualit® sup®rieure.  

 

Les discordances observées en les comparant avec le kit PROGEN ont permis de percevoir que la 

méthode utilisée actuellement au laboratoire est douteuse et peut-être trop sensible, puisque le 

fournisseur a admis que dôautres laboratoires dôanalyses biom®dicales ont rencontr® des 

probl¯mes similaires, dôo½ leur d®cision dôaugmenter le Cut-off patient de 100-126 VIEU/ml au 

lieu de 63-126 VIEU/ml pour les prochains nouveaux lots. Cette décision paraît un peu 

surprenante si lôon se r®f¯re au fait que le fabricant arrête la production de ce dernier. 

 

En se basant sur les résultats des méthodes évaluées, il est difficile dôen s®lectionner une, car les 

deux ont montré une performance identique. Mais nous pouvons mettre en avant le kit 

VIROTECH avec lequel on a un gain de temps considérable, une facilit® dôutilisation et qui est le 

meilleur marché. Côest la raison pour laquelle je propose au laboratoire le choix du kit 

VIROTECH pour le remplacement du test PROGEN.  

 

Les difficultés rencontrées durant ce travail ont été dans un premier temps la sélection et la 

d®cong®lation des s®rums. Effectivement jôai d¾ sortir plus dôune centaine de s®rums des 

congélateurs (-20°C ; -40°C et à -80°C). Il faut savoir que chaque sérum possède une place 

précise et bien définie d®termin®e par lôordre dôentr®e dans la sérothèque du laboratoire de 

sérologie. Par conséquent ils ne se trouvent pas ni dans le même congélateur, ni dans le même 

rack et ni dans la même boîte. Ensuite, il faut relever les résultats de chaque sérum, afin de 

sélectionner des spécimens de sérum selon un certain nombre de critères (sexe, âge, valeurs des 

taux dôIgG et dôIgM par le test de routineéetc.). Ce qui exige une grande concentration et surtout 

de la patience. Ensuite le plus difficile a été la collecte des données théoriques sur lôenc®phalite ¨ 

tiques. La plupart des données se trouvent en anglais et en dehors des sites internet, il nôexiste pas 

de livres consacrés exclusivement à cette pathologie 

 

Jôai ®galement ®prouv®e des difficult®s lors de la réalisation des graphiques, car le logiciel 

GraphPad Software que jôai d¾ t®l®charger pour les confectionner mô®tait inconnu. En plus, toutes 

les données dôutilisation de ce logiciel se trouvent en anglais, ce qui ajoute donc une difficulté 

supplémentaire. Je tiens donc à remercier Alexandre Mamin, TAB au laboratoire de sérologie 

infectieuse du CHUV qui môa initi® ¨ lôapprentissage de ce logiciel.  

 

Ce travail de diplôme a été très constructif pour moi sur le plan professionnel et culturel. 

Effectivement, lôenc®phalite ¨ tiques est une maladie peu connue au sein de la population. La 

plupart des gens y compris moi-même nous référons souvent à la bactérie Borrelia burgdorferi 

responsable de la maladie de Lyme lorsque lôon évoque les agents pathogènes transmis par les 

tiques. Avant dôavoir entrepris mon stage au sein du laboratoire de s®rologie infectieuse, 

jôignorais en effet que les tiques étaient également responsables de la transmission du virus de 

lôenc®phalite ¨ tiques. La r®alisation de ce travail môa permis dôapprofondir mes connaissances 
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théoriques sur ce sujet ainsi que sur les autres agents pathogènes diagnostiqués dans ce laboratoire 

et dôam®liorer certaines lacunes en pratique concernant lôorganisation, la rapidité et la précision 

dans le pipetage, la gestion du stress et par-dessus tout la capacit® de gestion dôun grand nombre 

dô®chantillons ¨ la fois.  
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8 Lexique 

 

VET : Virus de lôenc®phalite ¨ tiques 

FSME : Frühsommer-Meningoenzephalitis  

MEVE : Méningo-encéphalite Verno-Estivale 

TBE : Tick-Borne Encephalitis  

TBEV Tick-Borne Encephalitis Virus 

ARN: Acide Ribonucléique  

ELISA : Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay 

EIA: Enzyme Immuno-Assays 

CN: Contrôle négatif 

CP :  Contrôle positif  

STD : Standard 

CO : Contrôle Cut-Off 

DO : Densité optique  

PrM Précurseur intracellulaire M  

IgG :  Immunoglobuline de type G 

IgM : Immunoglobuline de type M 

CHUV Centre Hospitalier Universitaire Vaudois 

OFSP Office Fédéral de la Santé Publique 

OMS Organisation Mondiale de la Santé 

RF Facteur Rhumatoïde  

TAB Technicien (ne) en analyses biomédicales 
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9 Annexes 

 

Annexe 1 :  OFSP ; déclaration de résultats dôanalyses de laboratoire  

Annexe 2 :  manuel dôutilisation du Kit SERION/VIRION 

Annexe 3 :  Certificats de contrôle de qualité du Kit SERION IgG et IgM 

Annexe 4 :  Manuel dôutilisation du Kit SEKISUI VIROTECH  

Annexe 5 :  certificat de contrôle de qualité du Kit VIROTECH IgG et IgM 

Annexe 6 protocoles de travail 

Annexe 7 Résultats 3 kits retranscrits dans un tableau 

Annexe 8 Décision concernant le changement du Cut-OFF du kit PROGEN 
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9.1  Annexe 1 :  OFSP ; d®claration de r®sultats dôanalyses de laboratoire  

 






































































