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/PREMIERE PARTIE : GENERALITES

1. Introduction

La borréliose de Lyme, maladie transmise suite a une piqlre infectée de tique dure
du genre Ixodes, est une des infections émergentes du XXeme siécle, elle constitue
la maladie a transmission vectorielle la plus fréquente en Amérique du Nord
(endémique dans 15 états américains’) et dans les pays tempérés eurasiens.?®
Cette pathologie causée par des bactéries du groupe Borrelia burgdorferi sensu lato
‘. n'a été rattachée a ce micro-organisme que dans les années 1982 et 1983.°

En 2006, 19 931 cas ont été reportés aux Etats unis, ce qui représente une hausse
de 101% en 15 ans (de 1991 a 2006).° Le nombre annuel de cas dans le monde est
estimé a 255 000 personnes en 2011.7

L'incidence annuelle du New-Jersey, état de la cbéte Est des Etats-Unis ou la
maladie est endémique, est de 26 cas/100 000 habitants. En Europe, les incidences
les plus élevées sont répertoriées en Allemagne, Autriche, Suisse, Suéde et I'ouest
de la Russie (tableau 1).% ° Une étude suédoise trouve une incidence dans de sud de
la Suéde de 69/100 000 habitants par année en moyenne.®

En Alsace cette incidence atteint 200 cas pour 100 000 habitants par an (données
InVS, observatoire 2002-2003).

Figure 1 : Zones d'endémie de la borréliose de Lyme

(www.maxisciences.com/maladie-de-lyme)
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Incidence pour
Pays 100 000 habitants
25
(111 Baden-
Allemagne Wurtemberg)
Autriche 300
] . Slovénie 155
Tableau 1 : Incidences de la borréliose de
Lyme dans différents pays européens. Suisse 30,4
(Données OMS)°
Suéde 80 (sud)

Une interaction étroite entre le pathogéne, Borrelia burgdorferi sensu lato, la tique,

et les hbtes est nécessaire pour la persistance et la transmission du pathogéene dans

bl S
M ™~

la nature (Figure 2)."

WA

Borrelia burgdorferi sl

(Eufs de tiques

Figure 2 : Interrelation entre le vecteur, I'héte et le pathogéne. (Schéma personnel)
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2. Physiopathologie : Interrelation entre trois protagonistes

2.1. Le pathogéne :

Actuellement, le groupe B. burgdorferi sl est constitué de 18 espéces de
spirochétes dont la répartition varie selon la localisation géographique’. Pour les
especes isolées chez I'homme, on détecte en Amérique du Nord, B. burgdorferi
sensu stricto (ss) qui est la seule espece pathogéne de Borrelia burgdorferi
présente, alors que le nombre d'especes de Borrelia en Europe est plus important :
B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi, B. spielmanii et B. bavariensis, avec cliniquement
une surreprésentation de B. afzelii et B. garinii’. Quatre autres espéces peuvent étre
retrouvées chez des patients, B. bissetii, B. lusitaniae, B. spielmanii et B. valaisiana,
® 12 mais de fagon rare ou exceptionnelle et ne sont pas reconnues comme des
pathogénes importants. En Asie, B. garinii est la principale espece de Borrelia
pathogéne.’

Borrelia burgdorferi est une bactérie flagellaire, mobile, micro-aérophile, visible au
microscope a fond noir et mesurant de 10 a 20 ym de long et 0,2 a 0,5 um de large
(figure 3)."> ™

Cette bactérie est constituée d'une membrane cytoplasmique qui entoure le cylindre
protoplasmique, du peptidoglycane et des flagelles puis d'une membrane externe.
Son chromosome fait moins de 1 mégabase et son génome est composé de 9
plasmides circulaires et 12 plasmides linéaires (ces plasmides correspondent a 40%

de son ADN total).

Figure 3 : Structure et morphologie de

Borrelia burgdorferi."

Nature Reviews | Microblology
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Le génome de Borrelia code de nombreuses protéines de surface de la membrane
externe et interne, mais a peu d'activité de synthese : il dépend donc de I'héte pour
se procurer certains nutriments nécessaires a sa multiplication.*

La régulation de I'expression des protéines de surface (OspA, OspC, VISE) intervient
surtout pendant la transmission du pathogéne de la tique a I'héte. OspA est une
protéine de surface exprimée dans le tube digestif de la tique hors repas sanguin ou
in vitro alors qu’OspC et VISE sont plus abondants dans les glandes salivaires de
tiques. Dans les études réalisées, les auteurs constatent une diminution de
I'expression d’OspA pendant le repas sanguin, parallélement a |'augmentation
d'expression d’OspC.16

migration a travers les tissus, son attachement aux cellules de I'héte et sa capacité
d'évasion au systéme immunitaire, notamment par adhérence de la lipoprotéine
BBKS32, aux glycosaminoglycanes et a la fibronectine au niveau des jonctions inter-
cellulaires et de la peau.

La dissémination de la bactérie se fait de la peau vers les organes profonds.'” '8
Certaines de ces protéines de surface sont utilisées dans le sérodiagnostic de la

borréliose de Lyme.

2.2. Le vecteur :
Le vecteur de la borréliose de Lyme est une tique appartenant au genre Ixodes, dont
I'espéce change selon la localisation géographique : I. scapularis au Nord-Est de
I'Amérique du Nord et /. pacificus a I'Ouest des Etats-Unis, I. ricinus et I. persulcatus
en Europe, I. persulcatus et I. ovatus en Asie.>® ®
La morphogenese de la tique évolue en 4 stases (image 1) : I'ceuf, la larve, la

nymphe et |'adulte.

Image 1 : Morphogenése de la tique : stase

larvaire, nymphale et adulte (femelle et méle)."
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La durée du repas sanguin varie selon les différentes stases : 3j pour les larves, 5j
pour les nymphes, et 7j pour les femelles adultes.

Le passage d'une stase a une autre aprés un repas sanguin dure plusieurs mois et
la durée moyenne de vie d'une tique est de 2 4 6 ans.’

En Europe le vecteur principal est une tique de l'espéce I. ricinus et 5 espéces
bactériennes du groupe B. burgdorferi sl infectent cette tique : B. burgdorferi ss, B.
garinii, B. afzelii, B. lusitaniae et B. valaisiana.

La transmission de la bactérie entre les différentes stases des tiques se fait grace a
la persistance des spirochétes dans le tube digestif de la tique. Cette persistance
est essentielle pour la pérennité des spirochétes. Dans la grande majorité des cas,
apres un repas infectant, il y a uniquement une contamination du tube digestif de la
tique, mais lors d'infections systémiques chez les femelles, la bactérie peut atteindre
les ovaires et les embryons : la transmission transovarienne de Borrelia est possible

mais rare® et représente 1% de la totalité des ceufs d'Ixodes ricinus."

2.3. L'hote :
Borrelia infecte de nombreux vertébrés sauvages compétents (petits rongeurs et
certains oiseaux'') qui permettent un maintien de l'espéce concernée et agissent
comme un réservoir.”
Aux Etats-Unis, ces hétes réservoirs sont spécifiques de I'espéce B. burgdorferi ss :
au Nord des Etats-Unis : les souris a pattes blanches (Peromyscus leucopus), et a
I'Ouest : mulot sylvestre (Neotoma fuscipes) et les l|ézards des palissades
(Sceloporus occidentalis). En Europe par contre, les hotes "réservoir" sont moins
spécifiques : petits rongeurs, oiseaux, hérissons, lievres... sauf pour B. valaisiana qui
contamine uniquement les oiseaux.?
L'homme étant un héte accidentel, il constitue une impasse pour le pathogéne.
La contamination de I'h6te se fait soit par des larves de tiques infectées en
transovarien, soit par des nymphes contaminées a la stase larvaire. Les spirochétes
présentes dans le tube digestif migrent jusqu'aux glandes salivaires et sont

inoculées avec la salive de tique 2 a 3 jours aprés I'attachement.”



3. Présentation clinique chez I'homme :

Borrelia burgdorferi sl a un tropisme pour de nombreux tissus de |'organisme et par
conséquent, la borréliose de Lyme est associée a des atteintes cliniques variées :
dermatologiques, neurologiques, articulaires, cardiaques, ophtalmiques ou ORL.
Certaines manifestations semblent plus particulierement causées par des especes
différentes. En effet certaines atteintes dermatologiques, comme |'acrodermatite
chronique atrophiante, sont plus souvent décrites avec Borrelia afzelii, les atteintes
articulaires avec Borrelia burgdorferi ss et neurologiques avec Borrelia garinii.” #'
Les différences de présentation clinique entre les Etats-Unis et I'Eurasie semblent
découler de cette différence de pathogénicité entre les especes; Borrelia burgdorferi
ss étant la seule sous espece pathogene présente aux Etats-Unis.

Il existe également une différence d'atteinte clinique entre les sexes : I'acrodermatite
chronique atrophiante est plus souvent décrite chez les femmes (68,6% des cas)
alors que les atteintes extra-cutanées et notamment I'arthrite de Lyme I'est plus
chez I'hnomme (75%)*. L'incidence de la borréliose de Lyme est bimodale avec un
pic & 5-9 ans et un a 55-59 ans.®

Cette infection bactérienne évolue a court, moyen et long terme en 3 phases
cliniques ™

- la phase localisée

- la phase disséminée précoce

- la phase disséminée tardive

3.1. Phase localisée

Cette phase est caractérisée par une seule présentation clinique pathognomonique
de la maladie : I'érythéme migrant. Il s'agit d'une atteinte cutanée circulaire centrée
par le point de piqlre de la tique et évoluant de fagon centrifuge. Cette Iésion est a
différencier de I'atteinte inflammatoire trés locale qui survient au point de piqdre
dans les 48h.*

L'érytheme migrant apparait 3 a 180 jours apres piqlre avec une médiane a 17
jours, mesure au minimum 5 cm, en moyenne de 10 a 16 cm et peut atteindre plus
de 80 cm.*?" Un syndrome pseudo grippal peut accompagner |'éruption

céphalées, asthénie, arthralgies, myalgies, fievre, lymphadénopathies.?®
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L'évolution se fait sur une quinzaine de jours aux Etats Unis mais peut se chroniciser
notamment en Europe et persister jusqu'a 10 mois.?> 2° La présentation clinique
varie également selon les espéces : Borrelia burgdorferi ss entraine plus
fréquemment un érythéme migrant par rapport a Borrelia garinii ou afzelii, avec plus
souvent des symptdmes cliniques et biologiques associés.*®' Par contre les lésions
d'érythéme migrant décrites avec Borrelia garinii, sont plus larges avec une moindre
inflammation centrale et moins de signes généraux®’; celles décrites avec Borrelia
afzelii sont similaires en taille a celles décrites avec Borrelia burgdorferi ss mais
I'évolution est plus longue avec un centre plus clair.®

Borrelia afzelii est I'espéce le plus souvent isolé dans les biopsies d'érytheme
migrant en Europe.®

Histopathologiquement, I'épiderme est normal; le derme est le lieu d'un infiltrat
inflammatoire périvasculaire superficiel et profond avec plasmocytes en périphérie
et éosinophiles en central >3

Cette atteinte pathognomonique peut étre dans 30% des cas, des formes atypiques
d'érytheme migrant avec une coloration ou une éruption non commune, lésion
annulaire interrompue ou aspect hémorragique; dans ces cas la biopsie cutanée
pour culture/PCR permet le diagnostic.?*2°

L'érytheme migrant peut également étre absent de I'histoire clinique du patient et la

maladie peut se déclarer directement a ses phases disséminées.*

3.2. Phase disséminée précoce

3.2.1. Atteintes dermatologiques

e Erythéme migrant multiple (EMM)

L'érytheme migrant multiple pose un véritable probléme diagnostique car les I€sions
sont moins caractéristiques que I'érythéme migrant unique.® Il survient chez des
patients d'age moyen (53 ans) au niveau des membres inférieurs et du tronc et est
plus commun aux Etats Unis qu'en Europe.®> *® Borrelia burgdorferi ss est plus
susceptible de causer cette atteinte multiple que Borrelia garinii ou afzelii.*

La présentation clinique change également selon la répartition géographique, 20%
des patients américains ayant un EMM ont plus de 70 lésions cutanées, alors que le

nombre moyen de Iésions en Europe est inférieur a 6.%°
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Sa proportion est de 4 4 20% des érythémes migrants. 2
Le diagnostic se fait sur la présentation clinique et la réponse a un traitement

antibiotique bien conduit. *

Chez I'enfant, dans une étude ayant inclu 553 patients,
I'érythéme migrant multiple touche les plus jeunes (4,5 versus 6,5 ans), l'incubation
est plus longue (22 versus 13 jours) et les Iésions annulaires sont plus fréquentes

gue pour un érythéme migrant unique (99 versus 86%) .*’

* |Lymphocytome borrélien

Le lymphocytome borrélien, causé majoritairement par Borrelia afzelii ou garinii*® *®,

est localisé principalement au niveau du pavillon de l'oreille, du mamelon, du
scrotum ou de la face (par ordre de fréquence)®. Cette Iésion apparait 30 a 45 jours
aprés piqlre de tique et jusqu'a 6 mois plus tard. Sa taille varie de 1 centimetre a
guelques centimétres de diameétre.*

C'est une lésion unique plus fréquente chez I'enfant et qui représente 5% des
atteintes dermatologiques de la borréliose de Lyme.”® * Dermatologiquement, il
s'agit d'une plaque violacée a brun-jaune, apparaissant quelques semaines a mois
apres la contamination. Histologiquement il s'agit d'un pseudo lymphome en

réponse aux antigénes borréliens dans la peau.*

3.2.2. Atteintes neurologiques

Les atteintes neurologiques sont regroupées sous le terme de neuroborrélioses, et
sont multiples : méningites lymphocytaires, encéphalites, radiculonévrites sensitives
ou motrices*?, diplégies faciales, ataxies cérébrales ou myélites. Toutes les paires
craniennes peuvent étre touchées, I'atteinte de la Vlle paire cranienne est la plus
fréquente, des atteintes de la llle et Ve paire cranienne ont également été décrites.*®
Les encéphalites et les myélites sont des manifestations cliniques plus rares dans la
borréliose de Lyme.** ** La neuroborréliose concerne 15% des patients américains
touchés par la borréliose de Lyme, mais est la manifestation la plus fréquente a la
phase disséminée précoce chez les patients européens.”? Le diagnostic de
neuroborréliose est posé grace a la présence d'anticorps anti-Borrelia dans le
liquide céphalorachidien (LCR) avec mise en évidence d'une synthese intrathécale

d'anticorps, que ce soit pour les méningoradiculites, les paralysies faciales ou les

29



meéningites de Lyme. Borrelia garinii est I'espece la plus représentée dans cette
présentation clinique, mais Borrelia burgdorferi ss et afzelii peuvent également étre a
I'origine d'une atteinte neurologique.’

Chez I'adulte les symptédmes évoluent en moins de 6 semaines pour 82,2% des cas,
les méningites sont plus fréquentes chez le patient de moins de 50 ans alors que les
polyradiculites le sont plus chez ceux de plus de 50 ans. Il n'y a pas de différence
de composition chimique ou cytologique du LCR entre les différentes atteintes
cliniques neurologiques. La pléiocytose peut étre absente dans de rares cas : a la
phase tres précoce de la maladie, chez le patient immunodéprimé ou lors d'une
paralysie faciale isolée chez I'enfant.*®

Certaines manifestations sont trés précoces dans I'évolution et peuvent survenir
concomitamment a I'érythéme migrant. Il s'agit des méningites lymphocytaires qui
sont plus souvent associées a une infection a Borrelia garinii et cliniquement a des
douleurs radiculaires et un syndrome méningé lors de I'éruption cutanée.*” Elles
apparaissent aprés 7 jours d'évolution, surviennent périodiquement avec un pic de
juin a septembre, sont souvent associées a une paralysie d'une paire cranienne et
au plan cytologique, les cellules mononuclées prédominent a plus de 70% dans le
LCR.*®

Les paralysies faciales décrites chez I'adulte représentent 2 a 25% des paralysies

faciales en zone d'endémie.*

Chez I'enfant, les atteintes neurologiques survenant de 4 jours a 3 mois et demi
apres la piglre sont les plus fréquentes. Les principales présentations cliniques sont
la paralysie faciale®® parfois bilatérale®® ou a bascule et les méningites
lymphocytaires sans signes de radiculite, qui peuvent représenter de 50 a 67% des
meéningites de l'enfant en zone de forte endémie avec une incidence pour ces
"méningites de Lyme" a 26 cas/100 000 habitants en période d'activité des tiques.**
% La neuroborréliose de Lyme est la premiére étiologie dans les paralysies faciales
de I'enfant (30 a4 50% des cas) et est liée aux saisons. Dans I'étude de Drack®, les
paralysies faciales causées par Borrelia évoluent par pic au cours de I'année et sont

plus fréquentes en juin, aolt et septembre qu'en hiver.
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Vingt et un pour cent de ces patients ont des neuroborrélioses sans signe
neurologique clinique systématisé mais avec uniquement des signes généraux a
type de céphalées, asthénie, perte de poids, arthralgies et signes gastro-intestinaux.
Le diagnostic est suspecté en cas de pléiocytose dans le liquide céphalo-rachidien

ou de synthése intrathécale d'immunoglobulines.*

3.2.3. Atteintes cardiagues

Les premiéres descriptions d'atteinte cardiaque de Lyme ont été décrites par Steere
et coll en 1980 *°, elles représentaient 4 & 10% des manifestations cliniques de la
borréliose de Lyme chez les patients non traités aux Etats-Unis. L'évolution dans la
population est bimodale avec un pic a 5-14 ans et un pic a 44-59 ans.*® Plusieurs
présentations cliniques sont décrites : troubles de la conduction, atteinte du
péricarde, du myocarde et/ou de l'endocarde, défaillance cardiaque. " ***° Les
troubles de la conduction sont les manifestations cardiaques les plus fréquentes,
avec des blocs atrio-ventriculaires de gravité variable, nécessitant pour les cas les
plus séveres (bloc atrio-ventriculaire (BAV) de type | avec espace PR>0,3sec, BAV I
et Ill) une prise en charge en unité de surveillance continue de cardiologie avec une
antibiothérapie intraveineuse et pour certains patients implantation d'un pacemaker
de facon transitoire.®® ®' La récupération totale des troubles conductifs se fait a 6
semaines d'évolution en moyenne et de trés rares cas de blocs atrio-ventriculaires
complets et permanents nécessitent l'implantation définitive d'un pacemaker.*®
D'autres troubles conductifs sont décrits tels les tachycardies et rythmes
jonctionnels, et les tachycardies et fibrillations ventriculaires.®® 4%

Un cas de choc cardiogénique apres un bloc atrio-ventriculaire complet est décrit, il
est consécutif a une défaillance biventriculaire, avec un épisode de tachycardie

ventriculaire.®®

3.2.4. Atteintes ophtalmiques

L'atteinte ophtalmique est trées variée : uvéite, névrite optique, conjonctivite,
épisclérite, kératite, inflammation intraoculaire  chronique, paralysies
oculomotrices.** ¢ Dans certains cas, I'augmentation de la pression intracréanienne

dans la neuroborréliose entraine un cedeme papillaire qui affecte dans la majorité

31



des cas l'enfant.”® A l'inverse de rares cas d'cedéme papillaire sans hypertension
intracrinienne ont été décrit chez I'adulte.’” La sévérité de I'atteinte
ophtalmologique est probablement plus causée par la réponse immunitaire

consécutive a l'infection que par les dommages causés par les spirochétes.”

3.3. Phase disséminée tardive

3.3.1. Atteintes dermatologiques

L'acrodermatite chronique atrophiante est la principale manifestation du stade
disséminé tardif, apparaissant des mois a années apres l'infection par Borrelia afzelii
(beaucoup plus rarement Borrelia garinii et burgdorferi ss)’, dans une population
principalement féminine d'adge moyen 63 ans.”” Son incidence est de 4 cas pour
100 000 habitants.?® Elle se développe au site de piqQre’?, la plupart du temps sur la
face des extenseurs en distalité. Deux phases cliniques sont décrites : la phase
filtrante, cedéme violacé non inflammatoire, puis la phase d'atrophie, avec un
amincissement de la peau en papier de cigarette.”® D'autres formes cliniques sont
décrites : télangiectasique, fibreux, et atrophique avec une prédilection pour les
zones acrales. Dans 2/3 des cas, l'acrodermatite chronique est associée a une
neuropathie périphérique avec allodynie.”* ™

Les variations cliniques sont probablement dues a la variété d'espéces.”
L'acrodermatite chronique atrophiante au niveau des membres inférieurs est
confondue avec de l'insuffisance veineuse chronique et souvent associée a une

allodynie et des douleurs nociceptives exagérées.”

3.3.2. Atteintes articulaires

Les arthrites chroniques de Lyme correspondent a la principale manifestation
clinique de la phase tardive aux Etats Unis et a I'atteinte historique décrite par
Steere en 1977.® 7" Cette manifestation est présente chez 37 a 60% des patients
américains non ftraités initialement et évolue jusqu'a 2 ans aprés apparition d'un
érythéme migrant.® ® ™ 2 |es arthrites de Lyme sont des mono voire des
oligoarthrites qui touchent surtout les grosses articulations. Dans deux études de

2009 et 2011 les arthrites de Lyme sont localisées au genou dans 85-86% des cas,
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a la hanche dans 11-13% des cas, au coude dans 3% des cas et a la cheville dans
0,8% des cas. 8881

En zone d'endémie (études américaines) et dans la population pédiatrique, 22-51%
des arthrites mono-articulaires sont causées par Borrelia burgdorferi ss chez des
enfants d'age médian de 7,8ans.”® & 8% | es formes cliniques pédiatriques ont une
présentation classique de synovite épisodique ou une présentation d'arthrite aigie
qui peut entrainer une erreur diagnostique.®

En Europe l'atteinte articulaire est moins fréquente, causée par Borrelia burgdorferi
ss. Deux cas d'arthrite de Lyme résistante a une premiére ligne d'antibiothérapie ont
été décrits a Borrelia garinii en 2001.%"

L'évolution sans traitement conduit aux récurrences alors qu'avec traitement 90 a
93% des patients ont une trés bonne évolution en 1 a 2 mois. Pour les cas restants,
les arthrites de Lyme résistantes a 2 cures d'antibiotiques bien conduites,
répondent bien aux corticostéroides ainsi qu'au méthotrexate faisant suspecter une
réaction immunitaire inappropriée au pathogene, plutét qu'a une arthrite

persistante.?" 8

3.3.3. Atteintes neurologiques

Borrelia garinii peut étre la cause de certaines encéphalomyélites chroniques :
paraparésie spastique, neuropathie des paires craniennes ou atteinte cognitive,
irritabilité et signes neurologiques focaux.®® * La myosite orbitaire est également

décrite au stade disséminé tardif.*®

3.4. Syndrome post Lyme

Il s'agit de symptdémes subjectifs d'évolution longue apres un traitement adapté
contre Borrelia burgdorferi. Les symptdmes présents sont I'asthénie, les douleurs
musculo-squelettiques et les dysfonctions cognitives.®’

Il survient dans la majorité des cas chez |'adulte mais peut étre retrouvé chez
I'enfant notamment suite a une paralysie faciale. Une étude sur les paralysies
faciales causées par Borrelia burgdforferi sl chez |'enfant, menée en Sueéde,
démontre une absence de séquelles dans 73% des cas, des séquelles

neurologiques (a type de paralysies faciales persistantes) dans 19% des cas et des
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séquelles sensitives ou motrices possibles dans 8% des cas. Il n'y a pas
d'augmentation significative de vertiges, faiblesses d'un membre et signes
subjectifs (céphalées, asthénie, troubles de la mémoire ou de la concentration,
insomnie..) entre les patients du groupe neuroborréliose versus les témoins.*°

Chez I'adulte, la persistance de signes neurologiques 6 mois apres le traitement
d'une neuroborréliose pourrait correspondre a un syndrome post Lyme. Dans
plusieurs études, le syndrome post Lyme est caractérisé par plusieurs signes
cliniques peu spécifiques : asthénie, troubles cognitifs, myalgies, arthralgies, et
altération de la qualité de vie.”*** L'étude européenne de Eikland et coll, a évalué les
fonctions neuropsychologiques de fagon controlée avec des tests standardisés
chez les patients ayant été atteint de neuroborréliose, 30 mois apres traitement. Il y
a des différences significatives entre les patients cas et les témoins avec des

déficits d'attention, de mémoire et d'articulation verbale.*

4. Techniques utilisées pour le diagnostic sérologique :

Mise au point

4.1. Méthodes d'immuno-assay

En 1942, Coons et col, fondent les prémices de I'immuno-histochimie en détectant
un matériel antigénique grace a la fixation spécifique d'un anticorps marqué (dans
ce cas a la fluorescéine). lls se basent sur I'observation qu'un anticorps peut étre
couplé a un simple composant chimique sans détruire sa capacité spécifique a
réagir avec |'antigéne.

En 1950 Coons et Kaplan décrivent la méthode d'immunofluorescence permettant
de localiser les antigenes dans des tissus cellulaires grace a des anticorps couplés a
une molécule fluorescente, la fluorescéine.® Cette méthode consiste a utiliser une
solution d'anticorps fluorescents comme colorant histochimique sur des coupes
tissulaires entrainant une interaction antigéne anticorps. Il s'en suit une phase de
lavage avant visualisation de I'émission fluorescente au microscope. Cette méthode
est basée sur la synthese d'isocyanate de fluorescéine, puis conjugaison de
I'isocyanate a l'anticorps par fixation aux hydrates de carbones aromatiques. Les

coupes histologiques préparées sont ensuite mises en contact du conjugué ainsi
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créé avant visualisation au microscope a fluorescence. Cette idée d'utiliser une
substance colorante couplée a un anticorps, pour visualiser des antigenes, vient de
Sabin en 1939 (anticorps couplés a un colorant "purplish-red").* Les différentes
méthodes d'immuno-assay, l'immunofluorescence, la radioimmuno-assay et les
méthodes EIA et ELISA, se basent toutes sur des principess identiques,

d'interaction antigéne-anticorps.®’

4.1.1. Immunofluorescence indirecte

Cette méthode datant de 1955-57, inspirée de celle de Coons & Kaplan, permet de
déterminer la présence d'anticorps en suspension dans du sérum. C'est un test
d'inhibition en une étape, I'antigéne est exposé a I'échantillon a tester, avant une
phase de lavage. L'anticorps marqué par un fluorochrome est ensuite ajouté avant
une deuxiéme phase de lavage puis examen au microscope a fluorescence.® Une
des limites de cette technique est la présence de bruit de fond causé par la
dispersion de la lumiere, faussant les mesures; une des autres limite est le
phénoméne de quenching de fluorescence lié aux changements de pH, polarité,

oxydation.?’

4.1.2. Radio-immuno-assay

La méthode de radioimmuno-assay, découverte par Berson & Yalow en 1968,%
exploite la capacité d'un antigene non marqué dans le plasma ou une autre solution
a entrer en compétition avec |'antigene marqué pour se fixer a I'anticorps spécifique
et inhiber la fixation de I'antigéne marqué. Le ratio de I'anticorps fixé aux antigénes
marqués diminue lors d'une augmentation de la quantité d'antigénes non marqués.
Il y a ensuite comparaison d'émission de rayonnement gamma a une gamme de
rayonnements observés pour des concentrations connues d'antigénes.'® Cette
technique a un codt plus élevé, une accessibilité plus limitée que les méthodes
d'immuno-assay enzymatiques, nécessite la manipulation d'lode 131 et donc

expose a un risque sanitaire lié & son émission radioactive .'°" 1%
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4.1.3. Méthodes EIA/ELISA

La technique initialement découverte par Engvall et Perlmann en 1971 '®, I'Enzyme

Linked Immuno Sorbent Assay, s'est basée sur la méthode utilisée jusque-la pour
réaliser les radioimmuno-assay, associé aux techniques d'immunohistochimie. Il
s'agit d'une méthode compétitive. La méthode initiale utilise un antigene marqué par
une enzyme, la phosphatase alcaline, qui entre en compétition avec I'antigéne
d'intérét de I'échantillon par liaison aux anticorps covalents fixés initialement sur
des particules de cellulose. Suit une phase de séparation entre les antigénes fixés et
libres par lavage et centrifugation. Le substrat de I'enzyme est ensuite ajouté et
entraine une réaction enzymatique se mesurant au spectrophotomeétre qui permet
de quantifier de fagon inversement proportionnelle a la réaction lumineuse, la
guantité d'antigéne d'intérét dans I'échantillon.™

La méthode initiale de I'ELISA utilisait des tubes a essai'®, rapidement remplacés

par des plaques de coating puis des microplaques contenant 96 puits'®.

Parallelement a cette découverte suédoise, la méthode d'enzyme immuno-assay a
été développée la méme année aux Pays-Bas par Schuurs et Van Weemen '%’. Cette
meéthode inventée pour remplacer la méthode d'haemagglutination inhibition assay
utilisée pour la détection de I'hormone gonadotrophine chorionique (HCG) humaine,
est basée sur I'utilisation d'une autre enzyme, la peroxidase de raifoirt (horse radish
peroxidase = HRP). Dans un premier temps, |'antigene d'intérét I'HCG est couplé a
I'enzyme. Un antisérum est réalisé en injectant I'HCG aux lapins. Les anticorps anti-
HCG sont fixés a des microcristaux de cellulose. Les échantillons a tester sont mis
en contact avec les anticorps anti-HCG, puis incubés. Dans un second temps, il y a
adjonction de I'HCG marquée, puis apres une nouvelle incubation, et centrifugation,
une partie du surnageant est récupéré, dilué et I'activité de I'HRP est visualisée au
spectrophotometre a 450 nm. |l s'agit donc du dosage de la fraction non fixée de
I'HCG couplé a I'enzyme qui correspond a la fraction fixée d'HCG de I'échantillon.
La quantification de I'activité de HRP au spectrophotometre, correspond donc a la

quantité d'HCG dans I'échantillon.'®’
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Il est nécessaire pour ces deux méthodes d'élaborer une série de dilution des
échantillons test et/ou évaluation de Ila dégradation du substrat au

spectrophotometre.’®®

Plusieurs méthodes d'enzyme immuno-assay découlent de ces découvertes
paralléles et des techniques précédemment utilisées en radio-immuno-assay :'%

* L'enzyme immuno-assay (EIA) compétitive pour I'antigéne : I'antigéne marqué
entre en compétition avec |'antigene de I'échantillon pour une quantité limitée
d'anticorps. C'est la méthode initiale d'Engvall et Perlmann.'®

* L'immunoenzymometric assay pour I'antigene : L'antigéne de I'échantillon est
incubé avec I'anticorps marqué présent en excés. L'antigéne en phase solide
est ajouté en excés pour réagir avec les anticorps libres restants. Apres
séparation des phases, la mesure spectrophotométrique de I'activité de la
phase liquide permet de quantifier les antigénes de I'échantillon.™°

* La méthode d'EIA sandwich pour |'antigéne : I'antigéne réagit avec des
anticorps en exces fixés sur une phase solide. Aprés incubation, phase de
lavage et ajout d'un deuxieéme anticorps marqué, reconnaissant I'antigéne, il y
a une deuxieme phase de lavage avant mesure colorimétrique. Cette
méthode permet la mesure directe de la quantité d'antigenes présents dans
I'échantillon. Elle nécessite la présence de 2 épitopes sur ['antigéne
d'intérét.’"

* La méthode EIA pour les anticorps : cette méthode est identique a celle
décrite dans la méthode sandwich pour I'antigeéne a part le fait que I'antigéne
soit fixé en excés sur la phase solide pour détecter I'anticorps cible. La
révélation se fait grace a un anticorps secondaire marqué, anti-anticorps
cible.”?

Ces méthodes d'enzyme immuno-assay sont utilisées dans de tres nombreux

196,114 "en bactériologie '*° et dans d'autres

domaines en virologie '*®, en parasitologie
domaines non "infectiologiques" (endocrinologie, gastroentérologie..)'®... 107 187
articles ont été publiés jusqu'a présent sur ce sujet (recherche Pubmed, du 28 juillet

2013), et plus de 100 licences déposées utilisent ces techniques.'®
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4.2. Western-blot et immunoblot

La technique de Western-blot, qui correspond a un transfert protéique, a été
inventée par Burnette et publiée pour la premiére fois en avril 1981.""" Elle fait écho
a la technique de Southern-blot, inventée par Edwin Southern en 1971, qui
permettait la séparation des nucléotides et oligonucléotides par migration sur
cellulose imprégné de polyéthyléneimine.'”® L'objectif du Western-blot est
d'identifier, quantifier et déterminer la taille de protéines spécifiques.

Cette méthode se base sur la production d'un réplica de protéines, qui ont été
séparées par électrophorese sur gel de polyacrylamide puis transférées sur une
membrane de nitrocellulose, membrane qui est mise au contact d'un antisérum pour

la détection de protéines spécifiques.''® ?°

La technique de Western-blot se décompose en plusieurs étapes : ' 22

- I'extraction protéique et la préparation de I'échantillon : I'extraction se fait par lyse
cellulaire et I'échantillon est chauffé pour obtenir une dénaturation protéique; toutes
les protéines sont chargées négativement aprés dénaturation.

- la séparation sur gel d'électrophorese se fait selon le poids moléculaire, le point
isométrique, ou la combinaison des deux, avec migration protéique vers la cathode.

- le transfert sur membrane de nitrocellulose (le plus courant), la membrane étant
placée entre le gel et une électrode positive.

- I'étape de blocage par sérum albumine bovine ou lait écrémé dilué pour

empécher les fixations non spécifiques d'anticorps.

- l'ajout des anticorps primaires, spécifiques des protéines d'intérét, suivi d'une

premiere phase de lavage.

- I'ajout des anticorps secondaires marqués, puis une deuxieme phase de lavage.

- révélation des anticorps marqués, détection par colorimétrie, fluorescence, ou

radioactivite.

L'immunoblot correspond a la fixation des protéines d'intérét et au test des

anticorps présents dans le sérum.
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5. Diagnostic de la borréliose de Lyme

Depuis la découverte de la bactérie Borrelia burgdorferi sl en 1981 par Willy
Burgdorfer, un des enjeux principaux de la borréliose de Lyme a été son
diagnostic. Le diagnostic de cette pathologie est un diagnostic multifactoriel, a la
fois clinique, corrélé a une histoire de la maladie compatible et a un diagnostic
biologique concordant.®

A la phase localisée, avec une présentation d'érytheme migrant typique, aucun
examen complémentaire n'est nécessaire.'*

Le diagnostic direct peut se faire par plusieurs méthodes : par microscopie, par
détection d'acides nucléiques/protéines spécifiques (Polymerase Chain Reaction)
ou par culture. La microscopie est peu sensible du fait de la rareté de Borrelia dans
les échantillons analysés.’ La culture bactérienne a partir de peau, sang ou LCR
sur milieu de Barbour-Stoenner-Kelly (BSK) est laborieuse, I'incubation se fait a
30-34°C en milieu micro-aérophile et dure souvent 12 semaines, pendant
lesquelles il y a une vérification hebdomadaire des cultures pour détecter leur
positivité.'®* La visualisation bactérienne a I'examen direct aprés coloration de
Gram est impossible, Borrelia est visible uniquement a I'état frais sur microscope a
fond noir et nécessite donc un matériel adapté.’” Cet examen est par contre le
seul confirmant l'infection active causée par Borrelia burgdorferi sl.'*

La Polymerase Chain Reaction (PCR) spécifique de Borrelia a été développée en
1989."* Elle est utilisée pour la recherche de la bactérie dans les liquides de
ponction articulaire avec une bonne sensibilité (66 a 83%), dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR) avec une moindre sensibilité (23 a 76%) et dans quelques cas dans
les biopsies cutanées chez des patients atteints d'érythéme migrant atypique ou
d'acrodermatite chronique atrophiante (sensibilité de 36 a 88%)." ' La PCR
sanguine a une mauvaise sensibilité (18,4%) et n'est positive qu'a la phase
précoce de l'infection au stade d'érythéme migrant, elle a donc peu d'intérét en
pratique courante.’®* %

Les diagnostics sérologiques (ou diagnostics indirects) du plasma et du LCR
constituent deés lors la clef du diagnostic biologique de la borréliose de Lyme, dés la

phase disséminée précoce de la maladie.’
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Cet examen est positif chez 20 a 50% des patients a la phase localisée alors que sa
positivité atteint 70 4 90% et 100% aux phases disséminées précoce et tardive.'?®
Historiquement les premiéres sérologies ont été réalisées par méthode
immunofluorescence indirecte puis Enzyme Immuno-assay (EIA) et Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA) puis dans un deuxieme temps un Western-blot de
deuxiéme intention a été utilisé.

Les titres d'anticorps persistent des mois voire années dans le sang malgré un
traitement bien conduit, la réponse IgM ne peut donc pas étre la démonstration
d'une infection ou réinfection récente si I'histoire de la maladie ainsi que les signes
cliniques ne concordent pas.’’ La répétition de sérologies pour vérifier |'efficacité du

traitement ou la guérison n'a donc aucun intérét." % 123

Différentes sources antigéniques peuvent étre utilisées pour la réalisation des
techniques d'immuno-assay (immunofluorescence/ELISA) ou de Western-blot :

- a partir de bactéries entieres lysées : "whole cell sonicated"

- a partir d'antigenes bactériens purifiés

- a partir d'antigenes recombinants

Ou I'association de deux de ces techniques.

Dans certains cas, |I'absorption préalable des sérums testés par des antigénes de

Treponema est réalisée pour augmenter la spécificité du test utilisé.

40



/DEUXIEME PARTIE : REVUE DE LA LITTERATURE

1. Introduction

Pour rappel, B. burgdorferi ss est la seule espece présente sur le continent
américain, alors que B. afzelii, B. garinii, B. burgdorferi et a moindre niveau B.
spielmanii, le sont en Europe.” " Il y a une grande variabilité antigénique d'une
espéce a l'autre, d'un stade a l'autre, d'une protéine a I'autre.’®® L'important dans
ces études épidémiologiques est de tenir compte également de ['écologie
nationale/locale, car une méme espece n'est pas présente partout et a la méme
incidence en Europe (tableau 1).

Une des difficultés dans le sérodiagnostic de la borréliose de Lyme est la variabilité
antigénique d'une espece a une autre mais également parfois d'une souche a une
autre. Les passages bactériens nombreux (c'est a dire le nombre de fois ou la
souche a été "repiquée") modifient également les conformations et compositions
protéiques et peuvent entrainer une variabilité de la réponse en ELISA/IFA versus en
Western-blot selon les antigénes utilisés. Les difficultés diagnostiques surviennent
principalement en Europe ou la variabilité d'espéces et d'incidence de la maladie
selon les régions/pays, est grande. L'analyse des différentes études sérologiques
nécessite de tenir compte de I|'écologie locale, des espéces présentes et de
I'incidence de la maladie dans la population.

Dans ce travail les études européennes et américaines ont été séparées pour
I'analyse des résultats car peu superposables du fait de la diversité antigénique
chez les patients entre les deux continents.

D'un point de vue statistique, la sensibilité d'un test correspond a la capacité
d'identifier correctement comme malades ceux qui ont la maladie; la spécificité, la
capacité d'identifier les non malades parmi ceux qui n'ont pas la maladie. Un test
avec une forte sensibilité entrainera peu de faux négatifs alors qu'un test avec une
spécificité élevée, entrainera peu de faux positifs. Un test tres sensible permet
d'éviter un retard diagnostic.'®® '*® Un test biologique a spécificité élevée permet, s'il

est positif, de confirmer I'hypotheése diagnostique, alors qu'un test a sensibilité
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élevée négatif élimine le diagnostic. Sensibilité et spécificité varient en sens inverse,
quand lI'une augmente, |'autre baisse.

L'objectif de I'étude était d'évaluer les différences intrinseques des tests d'immuno-
assay comparés au Western-blot, pour définir le meilleur examen ou la meilleure
association d'examens permettant le diagnostic le plus juste avec le moins de faux

négatifs et positifs.

2. Matériels et méthodes

Type d'étude :

Il s'agissait d'une revue de la littérature des articles concernant le diagnostic
sérologique sanguin de la borréliose de Lyme, dans une population suspecte d'étre
atteinte de borréliose de Lyme, en employant les méthodes d'immuno-assay et
Western-blot.

Sources utilisées :

Il s'agissait d'articles publiés dans la littérature scientifique en langue anglaise.
Quatre bases de données ont été utilisés "Pubmed" (US National Library of
Medicine National Institutes of Health), "Hinari" (le programme d'accés a la
recherche dans le domaine de la santé de |'organisation mondiale de la santé) et les
références accessibles par version électronique ou papier de la bibliotheque
interuniversitaire de santé de Paris et de la bibliotheque de médecine de I'hbpital
Armand Trousseau (dépendante de la faculté de médecine Pierre et Marie Curie de
Paris).

L'analyse exhaustive de la littérature a été faite initialement via le moteur de
recherche Pubmed; les articles étaient extraits en globalité via Pubmed (acces libre)
ou grace au moteur de recherche Hinari ou grace aux ressources des bibliotheques
universitaires de Paris.

Les mots clefs utilisés pour la réalisation de ce travail sont répertoriés dans le
tableau 2. La recherche a été exhaustive correspondant au theme. Les sources
utilisées de ces articles ont été vérifiées, en reprenant les articles princeps cités

dans l'article original.
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"Immunoblot" "Lyme"

"Western blot in the serodiagnosis of Lyme disease"

"Comparison of Western Blot and ELISA for the serodiagnosis of Lyme
disease"

Western blot (Title) & Lyme borreliosis (Title)

Western Blot (Title) & Lyme borreliosis

Western Blot (Title) & Borrelia burgdorferi

Western Blot (Title) & Borrelia (Title)

Tableau 2 : mots clefs

analysés dans Pubmed. Western blot (Title) & diagnosis of Lyme borreliosis

Immunoblot (Title) & Lyme borreliosis (Title)

Immunoblot (Title) & Borrelia (Title)

Bornes de temps :

Tous les articles parus dans la littérature sur ce théme ont été inclus jusqu'au 18

ao(t 2013.

Critéres d'inclusion des articles :

* articles concernant des études de la sérologie de Lyme avec étude de la
place du Western-blot dans ce sérodiagnostic
* ET articles concernant des études originales (aprés contrdle des sources)

* ET patients suspects de borréliose de Lyme
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Critéres d'exclusion :

Les méta analyses, revues de la littérature, reprises d'études antérieures, et tous les
articles qui n'étaient pas des articles de recherche clinigue ou fondamentale
(éditoriaux, lettre a la rédaction) ont été exclus mais ont été utilisés lors de la
discussion. Les études concernant |'évaluation des ces tests sérologiques dans le
cadre du dépistage, et notamment concernant I'évaluation de la séroprévalence

dans une population donnée ont été exclues.

Détails du recueil de données :

Les informations répertoriées pour chaque étude analysée étaient : I'origine
géographique, le stade de la maladie étudiée, la méthode de choix des cas, le type
de test sérologique étudié (Whole sonicate, antigenes recombinants ou purifiés), la
souche bactérienne et les antigénes utilisés, les régles de positivité du test, le
nombre de cas positif selon le test (en IgM et IgG ou IgM+G), le nombre de témoins
positifs a risque de réactivité croisée, le type de témoins inclus (réactivité croisée), le
nombre de témoins sans antécédents connus (donneurs de sang), la sensibilité/
spécificité du test en IgM/IgG, et le nombre total d'échantillons testés par méthode

sérologique.

3. Résultats

Cing cent quatre vingt un articles ont été étudiés. Seize études étaient
spécifiqguement des études prospectives ou rétrospectives évaluant les
caractéristiques (sensibilité, spécificité) des techniques d'immuno-assay et de
Western-blot dans le sérodiagnostic de la borréliose de Lyme chez des patients
suspects d'étre malades. Les détails concernant cette recherche sont répertoriés

dans le tableau 3.
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"Immunoblot" "Lyme" 262 13 juin 2013
Western blot in the serod/qgnOSIf 168 14 juin 2013
of Lyme disease
"Comparison of Western Blot and
ELISA for the serodiagnosis of Lyme 18 14 juin 2013
disease"
Western blot (Title) & Lyme A
borreliosis (Title) 12 14 aolt 2013
Western Blot (Title) & L.ym'e 31 15 aofit 2013
borreliosis
Western Blot (Title) & Borre//q 21 17 aofit 2013
burgdorferi
Western Blot (Title) & Borr.e//a 6 17 aofit 2013
(Title)
Western blot (Title) & dlagnos_ls c_Jf 26 17 aolt 2013
Lyme borreliosis
Immunoblot (Title) & Lyme A
borreliosis (Title) 11 18 aott 2013
Immunoblot (Title) & Borrelia (Title) 26 18 ao(it 2013

Tableau 3 : Nombre d'articles correspondant aux mots clefs de cette étude

Pour I'analyse des résultats, devant une variabilité de souches et par conséquent,
une possibilité de variation antigénique importante, les patients issus d'études

européennes et américaines ont été séparés en 2 groupes.

En EUROPE
Neuf études *''*° correspondaient aux critéres d'inclusion et ont été publiées entre

1990 et 2012. Ces études ont été réalisées dans plusieurs pays européens

131 132, 134

endémiques pour la borréliose de Lyme : la Suede™’, I'Allemagne , la Suisse'®,
les Pays-Bas'® '°® % |a Slovénie' et la Belgique'®.

Une étude évaluait immunofluorescence et Western-blot a la phase d'érythéme
migrant,”’ dans 2 autres études seuls les cas de neuroborrélioses étaient inclus.™"

% | es 6 autres publications étudiaient les réactions sérologiques a tous les stades
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(dans 4 études il y avait une séparation entre stade précoces et tardifs) '3 341%,

L'objectif de toutes ces études était d'évaluer les caractéristiques telles que
sensibilité et spécificité, permettant par la suite de définir la place de chacun des
tests réalisés dans le diagnostique sérologique sanguin de la borréliose de Lyme.
Chaque étude réalisée utilisait des tests sérologiques  différents
(Immunofluorescence, EIA, ELISA, et Western-blot); I'antigene était produit soit a
partir de bactéries complétes soniquées, soit a partie d'antigenes purifiés, soit a
partir de protéines recombinantes d'une ou de plusieurs espéces différentes de
Borrelia soit par association de deux de ces méthodes, avec ou sans
hémagglutination ou pré-absorption pour Trepomena, qui peut croiser avec les
protéines de surface de Borrelia.

Les tableaux 4A, 4B, 5A et 5B, synthétisent les caractéristiques de chacun de ces

tests (par étude) pour les études européennes.

e Ftude européenne a la phase précoce de la borréliose de Lyme

Une étude slovéne, de Ruzic-Sabiljic et coll™’ (2002), concernait le sérodiagnostic de
la borréliose de Lyme a sa phase la plus précoce et pathognomonique de la
maladie, [|'érytheme migrant (tableaux 4B et 5B). Les techniques
d'immunofluorescence et de Western-blot étaient comparées en terme de sensibilité
et spécificité (IgM et 1gG). Le gold standard était le critére clinique avec présence
d'un érytheme migrant au moment de la sérologie. La sensibilité par
I'immunofluorescence (IFA) (avec une souche de B. afzelii) était de 1,7% en IgM et
2,5% en IgG, alors que celle du Western-blot (protéines recombinantes, a partir de
B. afzelii et B. garinii) était respectivement de 48 et 31% en IgM et IgG. La spécificité
n'était pas calculée mais pouvait étre déduite par une simple soustraction des
informations données dans I'étude. En effet, tous les cas positifs pour ces deux
méthodes étaient répertoriés, il suffisait de déduire les cas positifs en IFA et
Western-blot chez la population contrdle pour avoir les spécificités de ces tests. En
IFA, la spécificité déduite était de 100% en IgM et 98% en IgG, alors qu'elle n'était
que de 78% en Western-blot IgM et 73% en Western-blot IgG.

Le Western-blot était significativement plus sensible (p<0,0001) mais moins

spécifique (p non calculé).
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éMéthode de choix des

: iStade de la maladie ; ;
Référence :Origine géographique :étudiée ‘cas ‘Test sérologique utilisé :Souche/ Antigénes cibles ‘Régles de positivités du test
Clinique+Biologique
KARLSSON 1990 Suéde Neuroborréliose (pléiocytose du LCR)  ELISA Antigéne flagellaire purifié de B. burgdorferi 1gM D0=0,8  IgG DO=0,6
IgM ou IgG p41 +21 bande parmi 18, 21,5 et 23
Western blot IgM et IgG B. burgdorferi souche SL42 kDa
Tous les stades, 1 i : :
; iséparation Clinique+Biologique =~ : : :
WILSKE 1993 . 5,’.*.'.'?.@.3.9!‘.‘? .................... aigu/chronique 3,(.1.".‘.1.9.’.‘. sérique LCR22) ‘IFAadsorbée B. burgdorferi souche .P.kf’..........................‘5.2..1.2.3.3..19.5'!.99 B
5 ; 'FLA-ELISA : Flageliine native de B.burgdorferi:
EFLA-ELISA isouche ACA1 ‘cut-off variable selon les donneurs sains
................................................................................................................................ (OGP-ELISA ...........OGPELISA:BburgdorferisouchePko (99 percentileenlgMet 96°enlgG)
: §p100, flagelline, p41, OspA (41), OspC (22) iAnalyse bande par bande
‘Western blot recombinant '(clonage protéique) 1421 bande spécifique
: ; iCIinique +Screening ; éIgM : selon |'intensité bande + OspC + Flagelline
RYFFEL 1998 'Suisse ‘Tous les stades ‘ELISA IgG+M positif ~ :Western blot :B. garinii souche V102 119G : selon intensité bande et >3 bandes
: Tous les stades, NB et ] ' ‘
; iséparation :hemaglutination+IFA : ;
KAISER 1999 5,/,‘\_”_9[7?_3.9!‘_? .................... aigu/chronique iP.Q.SjFif.S. ........................ (EIA sonicated+ pré-absoption. B burgdorferi ss .SQ‘JEhﬁ.G.e.H‘.’....................,Ef de 205 de [a médiane de 80 donneurs sains
: INB et
: ‘hemaglutination+IFA
________________________________________________________________________________________________ positifs . RECO-EIA . iProtéinesrecombinantes de Borrelia '+ de2DS de la médiane de 80 donneurssains
iNB et IgM + >3bandes, 19G + >3bandes
themaglutination+IFA ; icriteres Engstom
‘positifs ‘Western blot 'B. burgdorferi ss souche GeHo icritéres Hauser
iTous les stades, ;
; 'séparation ‘Préparations Antigénes, vs protéines ,
GOOSSENS 1999 ‘Pays-Bas aigu/chronique Clinique . GWEA o .............recombinanteset Whole sonicated varie selon les fabricants
; ‘Genzyme IgM ou 1gG+ si>2 (83, 39, 34, 31, 25, 22,
2 Western blot en IgM+G 120 ou 18kDA)
, :(un allemand,Genzyme, un américain, ! 'MRL IgM + si réactivité 23 et/ou39kDA
‘Clinique 'MRL) ‘whole sonicated '1gG + 24 bandes (93, 45, 41, 39,37,23 ou 21kDa)
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: éStade de la maladie éMéthode de choix des : :
Référence Origine géographique -étudiée cas ‘Test sérologique utilisé ‘Souche/ Antigénes cibles ‘Régles de positivités du test

‘ éTous les stades, ELISAIGG  (avec hémaglutination pour T :
BLANUW 1999 ‘Pays-Bas iséparation actifancien (Clinique ~palidum) __Bburgdorferi  pasdeprécsions |

§Western blot IgG B burgdorferi 24 bandes ou 3 bandes parmi 11, 22, 39 ou 92 kDa

RUZIC-SABLIIC
2002 ‘Slovénie ‘Précoce (EM) ‘Clinique (EM) IFA ‘B, afzelii souche SA/91 4 Titres 2 1:512

éWestern blot Microgen : protéines :
‘recombinantes (p100, p4L, p39, OspA, OspC.

?Western blot §p18, p41 de B. afzelii et B. garini) selon le fabricant

; : 8 ELISA : 3 sonicated, 3 Sonicated+VISE, 2 ?variable selon les fabricants f
MGLL  PasBas  Tuslesstades  (COnige  recombent {pasdeprcisions) el les domnées dufaprioant

5 Western blot : 1 whole cell, I whole - :
‘cell+VISE, 3 recombinants idem idem

Tousles stades éCIinique(+sérologie : :
BUSSON 2012 ‘Belgique '(diagnostics certains)  antérieure positive) - :Chemiluminescent immunoassay IgM/IgG ~:0spC et VISE :selon le-cut-off des fabricants

éIgM recombinant antigénes B.burgdorfer s,
‘B.afzeli, B. garini
ELISA IgM/1gG (+VIsE) 196 idem+ VIsE e

‘Mix antigéniques de plusieurs espéces,
‘B.afzelii, B.garini, B.burgdorferi ss et B.
Sspielmanii (1Western blot). 1Western blot
: ‘avec 1 bande EB;
10 Western blot (en IgM et IgG) ‘1Western blot avec 1 bande Treponema -~ - iselon les fabricants
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:Stade de la maladie ' Diagnostics, réactivité ‘Nombre total
Référence -étudiée ‘Test sérologique utilisé . croisée :Sensibilité :Spécificité .d'échantillons testés
‘ : ;Méningite, encéphalite non 586% |
KARLSSON 1990 :Neuroborréliose | EBUSA borrélienne 74%(IgMoulgG) (déduite d'apres les faux positifs) 112
E | 5 82% |
:Western blot IgM et IgG ‘Idem i78% (IgM ou IgG) ; (déduite d'aprés les faux positifs) (112
jTous les stades, séparation 'syphilis, EBV, facteur [IgM : 23% : :
WILSKE 1993 ‘aigu/chronique {IFA adsorbée irhumatoide 119G : 76% 11gM 1 97% 19G : 97% 1276
FLA-ELISA FLA-ELISA : IgM 36%, IgG 71% FLA-ELISA : IgM 96% = 1gG 94%
_OGP-ELISA Idem _OGP-ELISA .- IgM 46%, 1gG 60% _OGP-ELISA : IgM+G 97% 276
| | IgM 13 3 43% ‘IgM 97 3 99% |
-Western blot recombinant {Idem :1gG 14 3 51% :19G 94 3 99% 1276
: 'syphilis (12) EBV (9) {En IgG+M : EM 90%, NB 92%, ACA 96%, :En IgG 88% (tous patients 'en IgM 346
RYFFEL 1998 ‘Tous les stades :Western blot ! Autoimmnunité (29) :1100% arthrites :confondus) ‘en IgG 394
5Tous les stades, séparation : ; ; :
KAISER 1999 ‘aigu/chronique  'EIA sonicated+ pré-absoption  Neurosyphilis (20) EBV (20) :IgM 53%,19G52% ienlgMetlgG675a100% 216
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, RECO-EA . Mdem . IgM84%1IgG80% enlgMetlgG8253100% 216
: gen IgM et IgG
i ‘Engstrém IgM 29%, I9G 27% ‘Engstrom 65 & 100% i
‘Idem :Hauser IgM 64%, 1gG 54% ‘Hauser 65 a 100% 1216
‘ : {EBV, CMV, polyarthrite ; :
‘Tous les stades, séparation ; irhumatoide, anticorps anti :ELBIgM 31 a 81% IgG 31 a 69% :IgM 75 & 89% IgG 84 a 98% |
GOOSSENS 1999 ‘aigu/chronique :11EIA  |nucéaires, syphilis, VIH  :LLBIgM46a69% 19G54392%  :(contrdles) 229
:2Western blot en IgM+G (un D, 'ELB IgM 46 & 50% 1gG 4 & 27% '1gM 80 et 90% et IgG 91 et 100% |

.un US) {Idem [LLB IgM 54 & 62% IgG 46% :(contrdles) 1229
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§Stade de la maladie

‘Diagnostics, réactivité

‘Nombre total

BLAAUW1999 .

Tous les stades, séparation
jactiffancien

'ELISA TG
(avec hémaglutination pour T.
. pallidum)

?Idem

....;100% (/10 actifs)

ésyphilis, leptospirose, maladies§51% (/49 anciens)
_dysimmunitaires

572% (/49 anciens)

Référence étudiée Test sérologique utilisé croisée ‘Sensibilité ‘Spécificité ‘d'échantillons testés

RUZIC-SABLIIC 2002 Précoce (EM)

EWestern blot IgG

/100% (/10 actifs)

CIMIT% 1628

19G 31%

103

NG

Touslesstades

‘Western blot

SELSA: 3sonicated,3
‘Sonicated+VIsE, 2 recombinant

ESyphiIis, infection a M.

15 Western blot : 1 whole cell 1
‘whole cell+VISE, 3 recombinants :

pneumoniae

Idem

1M 48%

623 100% (contrdles)

m

3t

BUSSON 2017 .-

éTous les stades (diagnosticsé
 Certain)

(ELISAIgM/IgG (+VIsE)

Chemiluminescent immunoassay étoxoplasmose, rubéole, CMV,

CgMAE s G e n e e

‘syphilis, leptospirose, EBV,
‘fivreQ, B. henselae,
Rickettsia, grossesse,
:paludisme, lupus,

§10 Western blot (en IgM et IgG) éidem

éScreening tests
en 1gM 92,3 2 100%
enlge100%

‘Screening tests
enIgM 92,3 4 100%
enlg6i00%

enIgM 95 & 100%
.en1gG 100%

éSreening tests
IgM 67,112 91%
19691a974%

‘Sreening tests
@IgM 67,112 91%
Ig691a974%

enIgM 76 & 96%
en1gG 94,8 4 99%
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e Ftudes européennes a toutes les phases de la borréliose de Lyme

L'étude la plus ancienne (datant de 1990), était une étude suédoise, celle de
Karlsson.™' Elle évaluait les caractéristiques de I'ELISA versus le Western-blot sur le
sang dans la neuroborréliose (tableaux 4A et 5A). Le gold standard était la
présentation clinique compatible avec une neuroborréliose associée a une
pléiocytose du liquide céphalo-rachidien. La sensibilité était de 74% en ELISA (IgM
et IgG confondus) alors que celle en Western-blot était de 78%. En IgM, le Western-
blot était plus sensible que I'ELISA (68 versus 40%) de facon significative (p=0,002),
mais pas en IgG ou en combinant IgM et IgG. La spécificité de ces tests n'était pas
calculée pour la population générale. Seuls les patients positifs pour I'un ou I'autre
de ces tests avec un diagnostic différentiel prouvé étaient évalués (méningites,
encéphalites non borréliennes). Il y avait 14% de faux positifs dans ce groupe en

ELISA contre 18% en Western-blot (p non calculé).

Dans I'étude de Wilske et coll (1993)," un test en IFA était comparé a deux tests
ELISA (FLA-ELISA et RECO-ELISA) et un Western-blot (tableaux 4A et 5A). Tous les
stades de borréliose de Lyme étaient inclus a I'étude. Le gold standard était clinique
(sauf pour es neuroborrélioses ou il était mixte clinique et biologique). La sensibilité
mesurée de ces quatre tests était meilleure en technique immuno-assay (60 a 76%)
qu'en Western-blot IgG (14 a 51%) et comparable en Western-blot IgM. La
spécificité de ces quatre tests dans la population générale était par ailleurs
comparable en IgM et IgG. Lors de I'évaluation des faux positifs parmi les patients a
risque d'avoir une pathologie croisant avec une borréliose de Lyme, le nombre de
faux positifs en FLA-ELISA était plus important qu'en IFA et qu'avec la méthode
RECO-ELISA et non évalué en Western-blot. L'analyse des 4 tests sérologiques
utilisés s'était faite sans comparaison de sensibilité/spécificité entre ces différents
tests.

Le Western-blot étudié dans cette étude était difficilement comparable a une autre
meéthode diagnostique car analysé bande positive par bande positive et non selon

des regles précises de positivité du test (selon le nombre/type de bandes positives).
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Il 'y avait un biais de sélection des patients car ceux suspects de neuroborréliose
étaient sélectionnés selon la synthése intra-thécale d'immunoglobulines, ce qui

entrainait une absence d'indépendance des tests étudiés.

Dans I'étude de Ryffel et coll'™ (1998) la méthode Western-blot était comparée a
une méthode ELISA, associée a la clinique, qui correspondait au gold standard
(tableaux 4A et 5A). La sensibilité, tous diagnostics confondus, était de 50% en IgM
et 84% en IgG. En associant les résultats obtenus en IgM+IgG et en séparant selon
la forme clinique, la sensibilité augmentait : 90% dans I'érythéme migrant, 92%
dans les neuroborrélioses, 96% dans les acrodermatites chroniques atrophiantes et
100% dans les arthrites de Lyme. La spécificité (calculée uniquement en IgG) était
de 88% tous diagnostics confondus (pathologies pouvant croiser avec le
sérodiagnostic de la borréliose de Lyme).

Dans cette étude, le Western-blot était plus sensible que spécifique, il pourrait donc
convenir au diagnostic initial de la borréliose de Lyme par ces qualités.

Un biais de sélection) de cette étude était le gold standard utilisé : il s'agissait d'un
test ELISA positif associé a une présentation clinique compatible avec la borréliose
de Lyme. La méthode Western-blot n'avait pas été analysée de facon indépendante
par rapport a la méthode ELISA.

Les patients témoins inclus étaient des patients atteints de maladie pouvant croiser
avec Borrelia et non des patients qui cliniquement avaient des présentations
proches de borréliose de Lyme. Un autre biais de sélection était I'analyse seulement

d'une partie des échantillons en IgM.

Dans I'étude de Blaauw et colll'® (1999), I'objectif de I'étude était de définir I'intérét
du Western-blot dans le cadre du sérodiagnostic et sa place dans une méthode de
diagnostic en 2 étapes (tableaux 4B et 5B). Le gold standard pour inclure les
patients dans ['étude était la présentation clinique évaluée par des médecins
rhumatologues, mais on se rend compte qu'ils analysaient ou pas les sérums en

Western-blot selon les résultats initiaux en ELISA et non de fagon indépendante.
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Il 'y avait eu uniquement des recherches d'lgG en Méthode ELISA et Western-blot.
Tout ELISA positif était testé par hémagglutination pour Treponema pallidum pour
éliminer une réaction croisée liée a une syphilis.

L'étude incluait des patients avec antécédents de borréliose de Lyme, avec
borréliose de Lyme active ou sans antécédent de borréliose de Lyme. Chez les
patients aux antécédents de borréliose de Lyme, 51% avaient un ELISA IgG positif,
contre 100% de ceux avec une borréliose de Lyme active cliniquement et 27% sans
antécédents. Les sérums positifs en ELISA étaient testés secondairement en
Western-blot IgG. Concernant les patients présentant des antécédents de Lyme,
72% avaient un Western-blot positif, ceux ayant une présentation clinique de
borréliose de Lyme étaient tous positifs, et 58% des patients faux positifs en ELISA
I'étaient aussi en Western-blot. La spécificité des tests n'était pas calculée.

Les auteurs concluaient a I'inutilité du Western-blot dans le sérodiagnostic de la
borréliose de Lyme alors que tous les échantillons n'étaient pas analysés et que peu
de patients étaient inclus.

Un des points de cette étude qui semblait discordant, était la faible spécificité du
Western-blot constatée lors de I'analyse des faux positifs en ELISA. En effet la
spécificité de ce test était de 98% (annoncée dans le matériels et méthodes) alors

que 58% des patients faux positifs en ELISA I’étaient aussi en Western-blot.

Dans I'étude de Goossens et coll'™ (1999), 11 tests EIA étaient analysés
parallelement a 2 Western-blot IgM et IgG (un fabriqué en Allemagne par
Genzyme®, un fabriqué aux Etats Unis par MRL®) (tableaux 4A et 5A). Cette étude
analysait tous les tests sérologiques industriels disponibles sur le marché européen
a cette époque. Les sensibilités en EIA variaient de 31 a 81% en phase précoce, et
46 a 92% en phase tardive (IgM et IgG associés), alors qu'en Western-blot elles
variaient de 4 a 50% en phase précoce et 46 a 62% en phase tardive (IgM et 1gG
associés). Ces variations au sein de la méme méthode étaient tres probablement
liées aux différences d'antigénes utilisés pour chaque test. Les spécificités calculées
chez les donneurs de sang sains étaient dans les mémes proportions en EIA et
Western-blot, de méme que celles calculées chez les témoins malades (infection par

CMV, EBV, polyarthrite rhumatoide, anticorps anti-nucléaires positifs, syphilis, VIH).
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En analysant de fagon séparée les Western-blot fabriqués en Allemagne et aux Etats
Unis, la sensibilité était meilleure pour le Western-blot allemand en IgM et en IgG a
la phase précoce en comparaison au Western-blot américain et inversement pour la
spécificité chez les témoins malades. On pouvait constater une grande diversité de
sensibilité et de spécificité des différents tests entre eux autant en EIA qu'en
Western-blot et en IgM et IgG, ne permettant pas de conclure sur la supériorité
d'une technique plutét qu'une autre dans le diagnostic sérologique de la borréliose

de Lyme.

Dans I'étude de Kaiser et coll’™* (1999), comme dans I'étude de Karlsson'', seuls les
patients atteints de neuroborréliose étaient inclus dans I'étude selon des critéres
cliniques associés a un test en hémagglutination passive positif et en
immunofluorescence positif (utilisant la souche B. burgdorferi ss, GeHo comme
antigéne) (tableaux 4B et 5B). Un test EIA avec protéines provenant de bactéries
soniquées (et pré-absorption), était comparé a un test EIA avec protéines
recombinantes et a un Western-blot analysé selon différentes régles (selon les

auteurs, selon Engstrom'® et selon Hauser'?®)

. La sensibilité des tests était analysée
et séparée selon les phases précoces et tardives : elle variait en EIA avec antigénes
soniqués de 53 et 52% en IgM et G quelque soit le stade de la maladie, alors qu'en
EIA avec antigenes recombinants, elle variait de 84 a 80% en IgM et G. L'EIA
recombinant (RECO-EIA) était le test diagnostique avec la meilleure sensibilité de
fagon globale en IgM et G dans toutes les phases et également de fagon particuliere
en séparant réaction de type IgM et IgG selon la phase précoce ou tardive.

En Western-blot, les sensibilités variaient en IgM et G entre 29 et 27% selon les
critéres d'Engstrom’ et 64 et 54% selon les critéres de Hauser.'?®

La spécificité était définie pour chaque groupe de témoins en IgM et en IgG :
volontaires sains, patients atteints de neuro-syphilis, et patients infectés par EBV.
Elle était de 67,5 a 100% en EIA avec antigénes soniqués, de 82,5 a 100% en EIA
avec antigenes recombinants et de 65 a 100% en Western-blot selon les critéres de
Engstrom ou de Hauser, les valeurs de spécificité de ces tests étaient similaires sauf
pour les patients atteints d'infection a EBV, pour lesquels les faux positifs étaient

plus nombreux en Western-blot qu'en EIA.™ %

54



Les qualités du Western-blot étaient variables selon les regles de positivité du test,

128 (

mais de facon globale meilleures selon les criteres de Hauser'® (criteres européens)

gue d'Engstrom™® (

criteres américains).

Dans cette étude I'analyse n'était pas indépendante de toute sérologie antérieure et
ne correspondait pas a une pratique courante, ne permettant pas d'utiliser de fagcon
brute et directe les conclusions de cette étude. La population analysée était déja
présélectionnée ce qui ne correspond pas a la réalité des difficultés diagnostiques

pour les praticiens.

Dans une étude de 2011, réalisée par Ang et coll'®®, le gold standard était la clinique,
et tous les stades étaient inclus (tableaux 4B et 5B). Huit tests ELISA différents sur
le plan antigénique (83 whole cell sonicated, 3 whole cell sonicated+VISE, 2
recombinants) et 5 Western-blot (1 whole cell, 1 whole cell+VIsE et 3 recombinants)
étaient analysés. Les 8 ELISA étaient comparés entre eux, la sensibilité variait de 34
a 64% et la spécificité pour les témoins malades (syphilis, infection a Mycoplasma
pneumoniae) de 62 a 100% et de 93 a 100% chez les donneurs de sang sains. Il 'y
avait une variabilité entre les tests, 43% des sérums étaient positifs dans 1 a 7
ELISA, 18% positifs dans tous les ELISA et 39% des sérums étaient négatifs. Les 5
Western-blot étaient également analysés mais aucun calcul de sensibilité ou de
spécificité n'était exposé dans I'étude. Cette analyse en Western-blot ne concernait
que 31 sérums. Il n'y avait pas de précisions concernant les critéres de choix de ces
31 sérums qui regroupaient autant des préléevements avec ELISA positifs que
négatifs selon les auteurs. Avec les Western-blots européens de cette étude, 36%
(4/11) des ELISA négatifs (8 tests sur 8) étaient positifs en Western-blot. Mais les
auteurs précisaient également un manque de sensibilité dans certains autres cas car
certains (nombre non précisé) Western-blot étaient négatifs avec 6 (/8) ELISA
positifs malgré des échantillons provenant de borréliose de Lyme précoces avec
symptémes évoluant depuis peu de temps.

Seule la concordance des tests entre eux était analysée. Elle était tres variable a la
fois en ELISA et en Western-blot.

Le probleme de cette étude était que toutes les données affirmées n'étaient pas

chiffrées, et qu'il était donc difficile d'analyser et de contréler les données
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annonceées. Les auteurs déduisaient que devant la positivité de plusieurs tests
ELISA avec analyse en Western-blot négative, la méthode ELISA avait une meilleure

sensibilité, alors qu'aucun chiffre n'était donné et aucun calcul de différence réalisé.

L'étude de Busson et coll™ (2012), analysait 2 techniques d'immuno-assay
(techniques de screening) en IgM et IgG (1 chemiluminescent assay et un ELISA
recombinant) parallelement a 10 Western-blot différents avec antigenes
recombinants (tableaux 4B et 5B). Le gold standard de I'étude était la présentation
clinique compatible associée a une sérologie antérieure positive.

La sensibilité des tests dits de screening variait de 92,3% a 100% en IgM et était de
100% en IgG. Celle en Western-blot variait de 95 a 100% en IgM et était de 100%
en IgG. La spécificité des tests de screening était de 67,11% a 91% en IgM et 91 a
97,4% en IgG. En Western-blot, la spécificité en IgM était de 76 a 96% versus 94,8
a 99% en IgG. Le calcul de la différence de sensibilité et de spécificité entre ces
différents tests n'était pas réalisé, le Western-blot semblait plus spécifique que
I'ELISA dans le groupe comprenant tous les témoins confondus. Lors de |'analyse,
0,57 a 27,6% des résultats étaient des faux positifs tous tests confondus, sans
pouvoir discriminer telle ou telle technique.

Peu de cas étaient inclus (moindre valeur de la sensibilité) et les patients inclus
comme suspects de borréliose de Lyme étaient inclus selon des résultats
sérologiques antérieurs ce qui biaise I'étude, car l'analyse des deux tests
ELISA/Western-blot n'était pas indépendante.

L'analyse de l'association des deux tests, ELISA et Western-blot, réalisés
conjointement permettait de définir un nombre moins important de faux positifs et
dans une proportion moindre de faux négatifs. En analysant les tableaux de faux
positifs et faux négatifs, on se rendait compte que tous les patients (cas comme
témoins) étaient inclus pour réaliser ces tableaux. On avait donc l'impression que
I'association des deux techniques permettait d'éviter surtout de diagnostiquer des
faux positifs (sur 160 témoins en tout, donneurs de sang sains et patients malades
non atteints de borréliose de Lyme), alors que peu de faux négatifs (sur 30 patients
atteints de borréliose de Lyme) étaient récupérés par l'association des deux

techniques.
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Aux ETATS-UNIS :

Sept articles ont été analysés'®'*®, 3 étudiaient spécifiquement la phase précoce'”

141,143, |les autres étudiaient toutes les phases confondues. Les tableaux 6A, 6B, 7A

et 7B précisent les caractéristiques de ces études.

e A la phase précoce :

L'étude de Grodzicki'' (1988), analysait les différences de réponse sérologigue en
ELISA et Western-blot a la phase précoce de la borréliose de Lyme (chez 30
patients dont 8 patients avec érytheme migrant) (tableaux 6A et 7A). Les réponses
sérologiques étaient évaluées a la phase initiale puis a la phase de convalescence (2
a 4 semaines plus tard). En ELISA, la sensibilité en IgM+1gG était de 40% en phase
précoce versus 63% a la phase de convalescence. La sensibilité combinée en
IgM+1gG  était de 53% pour les phases précoces et 83% a la phase de
convalescence pour la technique Western-blot. Les calculs de spécificité n'étaient
pas réalisées, seuls les faux positifs étaient définis : 11 patients sur 64 étaient des
faux positifs en ELISA versus 4 sur 64 en Western-blot (dont 3 patients atteints de
syphilis). La sensibilité du Western-blot pour les symptédmes évoluant depuis moins
de 2 semaines était meilleure qu'en ELISA (p=0,02), de méme qu'en phase de
convalescence (p=0,04).

Quand on se penche sur la sensibilité des deux tests a la phase de convalescence
post traitement de ces affections, on avait I'impression d'avoir également une
différence significative entre les deux tests (p calculé a 0,04) alors qu'a la lecture du
texte, on se rendait compte de l'inclusion de patients dit "Western-blot positif" alors
que les critéeres de positivité de ce test n'étaient pas respectés et étaient modifiés
en cours d'étude (toute apparition de nouvelle bande entre la phase précoce et de
convalescence était considérée comme positive alors méme que cette regle ne
figurait pas dans les critéres initiaux).

Il 'y avait également une meilleure spécificité (moins de faux négatifs) du Western-

blot dans les cas de fievre récurrente a Borrelia hermsii (p=0,04).

Dans une étude de Aguero-Rosenfeld et colll '*® (1993), le diagnostic sérologique

était également évalué au stade de Lyme précoce (tableaux 6A et 7A). Le test ELISA
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était un test pour les anticorps totaux de Borrelia burgdorferi et le test Western-blot
était réalisé a partir de whole cell sonicated. Sur 100 sérums de patients avec
érythéme migrant, 49 étaient positifs en ELISA et 65 en Western-blot. Les patients
avaient été séparés en érytheme migrant (EM) précoce (moins de 7 jours
d'évolution) et tardif. Il n'y avait pas de différence significative de sensibilité entre les
deux tests en phase précoce, méme si dans cette étude le Western-blot semblait
plus sensible (p=0,310). La réponse immunitaire en ELISA et Western-blot était par
contre corrélée de facon significative a la durée de I'EM (p<0,005). L'évaluation des
réactions croisées n'était réalisée que pour le Western-blot. Quatre-vingt pour cent
des patients syphilitiques étaient faiblement réactifs en Western-blot I1gG (1,7
bandes), 39% des patients ayant un lupus et 56% des patients ayant une
polyarthrite rhumatoide avaient des sérums réactifs en Western-blot IgG (1,2 et 1,3
bandes en médiane). Le calculs des faux positifs réels n'était pas réalisé (c'est a dire

plus de 5 bandes sur 10 en IgG), seules les réactivités étaient décrites.

Dans une étude de Engstrom'®, datant de 1995, I'objectif initial de I'étude était de
comparer les techniques ELISA et Western-blot a la phase précoce de I'érytheme
migrant (tableaux 6B et 7B); I'objectif final de I'étude étant de définir des regles
standardisées d'interprétation du Western-blot dans le sérodiagnostic de la
borréliose de Lyme.

Le gold standard de I'étude était la clinique et la présence d'un érytheme migrant.
Dans cette étude prospective, les sérums des patients étaient prélevés a chaque
visite de contréle pour évaluer la cinétique d'apparition/disparition des anticorps. La
sensibilité en IgM lors du début du traitement (phase initiale de I'érytheme migrant)
était meilleure en Western-blot qu'en ELISA : 43,6% versus 34,5% (p non calculé)
de méme que lors de la premiére consultation de contréle, 8 a 12 jours apres le
début du traitement : sensibilité 74,5 versus 63,6% (p non calculé). En IgG
€galement, la sensibilité du Western-blot était meilleure a la phase initiale de facon
significative (43,6 versus 23,6% p=0,026) et lors de la premiere consultation de
contrdle (80 versus 41,8% p<0,01). La spécificité n'était pas calculée seuls les faux
positifs étaient répertoriés : 10 en ELISA IgM et 17 en ELISA IgG (dont 15 syphilis) et
5 en Western-blot IgM et IgG.
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Cette différence de capacités des deux tests pouvait étre liée (comme précisé par
les auteurs) a la différence de souche utilisée entre I'ELISA et le Western-blot. En
effet, une souche de B. burgdorferi ss 297 avec faible passage était utilisée pour la
réalisation du Western-blot, alors que cette méme souche avec fort passage était
utilisée pour la réalisation de I'ELISA; cette différence pourrait expliquer de moins
bons résultats par modifications progressives protéiques (suite a des mutations).
Cette différence pouvait également étre liée a la différence de test utilisé, sous
entendant que dans I'érytheme migrant le Western-blot était un examen plus

sensible et plus spécifique que I'ELISA.
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Référence

Stade de la
maladie étudié

Méthode de choix des cas

Test sérologique
utilisé

Souches/Antigénes

cibles

Régles de positivités du test

GRODZICKI 1988

précoce

Clinique (stade précoce)
+Sérologie

ELISA

Western blot

B.burgdorferi ss souche

297

(whole cell, 50° passage)

Idem

>3DS médiane de 20 donneurs sains

>2 bandes + en IgM
>4 bandes + en IgG
ou 21 bande IgM + 21 bande IgG

EIA (capture IgM) B.burgdorferi ss souche - en IgM > 5DS (de 8 sérums standards)
DRESSLER 1993 Tous les stades Clinique ELISA indirecte IgG - |G39/40 (sonicated) En IgG > 3DS (de 8 sérums)
en IgM > 2 bandes (parmi 18, 21, 28, 37, 41, 45,
58 et 93kDA)
B.burgdorferi ss souche - en IgG > 5 bandes (parmi 18, 21, 28, 30, 39, 41,
Western blot (G39/40 (sonicated) 45,58, 66 et 93kDa)
AGUERO-ROSENFELD EM (phase précoce B. burgdorferi ss
1993 et tardive) Clinique (EM) ELISA (polyvalent) selon instructions fabricant

Western blot en IgM et

IgG

B. burdorferi

IgM>2 parmi 8 bandes (18, 21, 28, 37, 41, 45, 58
et 93kDa)

IgG=5 parmi 10 bandes (18, 21, 28, 30, 39, 41,
45, 58, 66 et 93 kDa)
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Référence

Stade de la
maladie étudié Méthode de choix des cas

Test sérologique
utilisé

Souches/Antigénes
cibles

Régles de positivités du test

ENGSTROM 1995

précoce (cutané) Clinigue (EM)

ELISA

Western blot

B. burgdorferi ss B31
(haut passage)

B. burgdorferi ss B31
(faible passage)

>3DS médiane de 200 donneurs sains

IgM > 2 bandes/3 (41, 39 et 21kDa)
IgG = 2 bandes/5 (88, 39, 35, 24, 20kDa)

ELISA CDC B.
burgdorferi ss B31 (haut

5 ELISA passage) et FLA-ELISA
(1CDC, 4 pour les autres whole cell
CRAVEN 1996 Tous les stades Clinique commerciaux) sonicated pas de précisions
3 Western blot non précisé pas de précisions
Critéres du CDC
B. burgdorferi ss B31 EIA selon instructions fabricant
TREVEJO 2001 Tous les stades Clinigue ETA + Western blot (faible passage) +/-"WB (+ si plus de 5 bandes/10)

Western blot seul

B. burgdorferi ss B31
(faible passage)

+ si plus de 5 bandes/10
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Référence

Stade de la
maladie étudié

Test sérologique
utilisé

Diagnostics,
réactivité croisée

Sensibilité Spécificité

Nombre total
d'échantillons
testés

Rocky Montain Spotted

en IgM et IgG :
ELB 53%

GRODZICKI 1988 précoce ELISA Fever (12), syphilis (9) convalescence 60% / 63
en IgM et IgG :
ELB 53%
Western blot Idem convalescence 83% |/ 63
/ (témoins signes
EIA (capture IgM) cliniques pouvant faire ELB IgM 40% ELB IgM 94%
DRESSLER 1993 Tous les stades ELISA indirecte IgG  suspecter une LB) LLB IgG 89% LLB IgG 72% 297
ELB IgM 32% ELB IgM 100%
Western blot / (idem) LLB IgG 83% LLB IgG 95% 297
AGUERO-ROSENFELD EM (phase précoce
1993 et tardive) ELISA Syphilis, Lupus, PR 49% / 228
Western blot en IgM et
IgG Idem 65% / 228
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Référence

Stade de la
maladie étudié

Test sérologique
utilisé

Diagnostics,

réactivité croisée

Sensibilité

Spécificité

Nombre total
d'échantillons
testés

Sclérose en plaque,

polyarthrite

rhumatoide, lupus,

syphilis, fiévres

récurrentes, syndrome

mononucléosique,

leptospirose, infections
a Streptocoque du

Phase précoce
IgM 34,5%
19G 23,6%
Controle

IgM 63,6%

ENGSTROM 1995 précoce (cutané) ELISA groupe A 1gG 41,8% / 489
Phase précoce
IgM 43,6%
1gG 43,6%
Contréle
IgM 74,5%
Western blot Idem IgG 80% / 489
5 ELISA (1 CDC, 4
CRAVEN 1996 Tous les stades commerciaux) / 40 a 93% 71 a2 99,5% 394
3 Western blot / non calculée non calculée 394
Patients vaccinés pour
Borrelia (20) et 60
patients sans LD, mais
signes cliniques 100%
TREVEJO 2001 Tous les stades EIA + Western blot suspects non calculée (IC 95,5-100%) 80
98,7%
Western blot seul Idem non calculée (IC 93-100%) 80




e A toutes les phases de borréliose de Lyme

Dans l'article de Dressler et colll'* (1993), I'objectif de I'étude rétrospective était de
développer des criteres de positivité du Western-blot pour des manifestations
variables de borréliose de Lyme (tableaux 6A et 7A). Il s'agissait ensuite de définir la
sensibilité/spécificité de ces criteres dans des études prospectives de patients avec
manifestations précoces ou tardives et de comparer les résultats ELISA/Western-
blot.

Dans [|'étude rétrospective, 25 patients malades étaient inclus par groupe de
symptémes (EM, méningite, arthrite, syndrome post-Lyme), 25 patients avaient
participé a une campagne de vaccination, et 100 avaient des diagnostics
différentiels établis (sclérose en plaque, sclérose latérale amyotrophique, polyarthrite
rhumatoide, lupus, asthénie chronique et syphilis). Au stade d'érytheme migrant, en
IgM, 40% étaient positifs en ELISA ou en Western-blot (40 versus 44%)
respectivement; a la phase de convalescence, 72% étaient positifs en IgM ELISA,
versus 60% en IgM Western-blot. Concernant les patients atteints de méningite
borrélienne, tous les patients étaient positifs en ELISA IgG, contre 64% en Western-
blot 1gG, pour les encéphalopathies 87 versus 84% (IgG) et arthrites 100% en IgG
(en ELISA et Western-blot). Concernant les patients contréles, aucun n'avait un
Western-blot positif selon les critéres définis au cours de cette étude (6% des
patients présentaient 2 ou 3 bandes positives et 8 patients syphilitiques sur 25
avaient plus de 5 bandes positives en IgG mais non spécifiques) tandis que 6
sérums étaient positifs ou intermédiaires en ELISA. Aprés analyse en courbe ROC,
les critéres retenus pour un Western-blot positif en IgM étaient : plus de 2 bandes
parmi 8 bandes spécifiques (18,21, 28, 37,41, 45, 58 et 93 kDa) et en IgG : plus de 5
bandes parmi 10 bandes spécifiques (18, 21, 28, 30, 39, 41, 45, 58, 66 et 93 kDa).
L'étude prospective faisait suite a cette étude rétrospective : elle incluait 237
patients. Pour les atteintes précoces de Lyme, la sensibilité des tests en IgM était
de 40% en ELISA versus 32% en Western-blot, pour une spécificité de 94 et 100%
respectivement, alors que dans les atteintes tardives en IgG, la sensibilité était de
89% en ELISA versus 83% en Western-blot, pour des spécificités de 72 et 95%

respectivement.
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Il en ressortait que le test ELISA utilisé dans cette étude était plus sensible, alors
que le test Western-blot était plus spécifique. Ces données soutenaient les criteres
CDC qui découlaient de cette étude avec'™' un test ELISA en premiére intention puis
un contrdle en Western-blot, pour pouvoir dans un second temps discriminer les
faux positifs.

Dans I'étude de Craven'*

(1996), I'objectif était d'évaluer I'exactitude de différents
tests de sérodiagnostic et de comparer la précision de ces différents tests (tableaux
6B et 7B). L'exactitude d'un test correspond au résultat de mesure coincidant avec
la valeur vraie que I'on cherche a mesurer. La précision correspond a I'aptitude d'un
appareil de mesure/d'un test a donner des mesures exemptes d'erreurs
accidentelles.™’

Les différents sérums étaient analysés en aveugle dans différents laboratoires de
recherche /référence. Six tests ELISA (dont 2 provenant du Center for Disease
Control (CDC)) et 3 Western-blot étaient également analysés. Cette étude analysait
les caractéristiques de chaque laboratoire, la sensibilité, spécificité, la précision et la
mesure de concordance des tests. Il y avait 194 échantillons positifs, 200 contrbles
hors zone d'endémie et 200 cas hors zone d'endémie suspects d'une borréliose de
Lyme et adressés au CDC pour un test sérologique. Les 3 méthodes ELISA étaient
les plus spécifiques (98-99,5%) mais aucun échantillon de patient atteint d'une
maladie pouvant entrainer une réaction croisée n'avait été inclu (syphilis, lupus,
infection a EBV). La sensibilité de ces tests était mauvaise car incluant au méme
niveau les patients atteints de borrélioses de Lyme précoces et ceux atteints de
borrélioses de Lyme tardives sans distinction entre les 2.

La précision de ces 3 méthodes était élevée pour les vrais cas (92-93%). Dans ces 3
cas, un Western-blot était utilisé pour confirmer un ELISA ce qui permetait
d'augmenter la sensibilité du test de 20 a 30% (par rapport a I'ELISA seul) sans
affecter la spécificité.

La disparité était majeure entre les tests ELISA effectués : sensibilité 40-93%,
spécificité 71 a 99,5%. Le test le plus sensible de cette étude était celui proposé par
le CDC, c'était également celui ayant la moins bonne spécificité. Ce test pourrait

donc plutbt étre utilisé en zone de faible endémie et permettre un diagnostic le plus
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précis possible sans engendrer de "sur" traitement massif. Au contraire ce type de
test est beaucoup moins adapté en zone de forte endémie et serait a tester dans de
telles conditions car engendrant probablement un nombre majeur de faux positifs.
Les autres données étaient répertoriées dans les tableaux 5 et 6 et aucune analyse
précise du Western-blot n'était réalisée dans cette étude.

Dans I'étude de Trevejo'*

(2001), l'objectif était d'évaluer la valeur des critéeres
définis par le Center for Disease Control en 1995 en zone de forte endémie (c'est a
dire une approche sérologique en deux temps), en utilisant des tests avec forte
spécificité chez des patients avec des signes cliniques aspécifiques, non originaires
de zones d'endémie (tableaux 6B et 7B). Cette étude évaluait le sérodiagnostic en 2
approches paralléelement a la réalisation d'un Western-blot seul. Les patients inclus
étaient ceux sans antécédents de borréliose de Lyme mais avec des symptémes
possiblement compatibles, ainsi que des patients sans aucun signe clinique et des
patients ayant été vaccinés contre la borréliose de Lyme (vaccins retirés depuis).
Quatre vingt sérums de patients sans antécédents diagnostiques de borréliose de
Lyme et 20 patients ayant été vaccinés étaient inclus. La sensibilité du test n'était
pas calculée car les patients aux antécédents de borréliose de Lyme étaient exclus.
En EIA, 4 sérums étaient positifs, alors que négatifs en Western-blot, et lors de la
réalisation d'un Western-blot isolément, un seul sérum était positif. La spécificité
calculée selon les critéres en 2 étapes du CDC était de 100% (95,5-100%) alors que
celle calculée lors de la réalisation d'un Western-blot seul était de 98,7% (93-100%).
Il n'y a pas eu d'évaluation de différences entre les 2 tests. Dans cette étude
I'absence d'histoire et de symptédmes compatibles avec une borréliose de Lyme
était définie comme une absence de maladie alors que les infections
asymptomatiques ou anciennes n'étaient pas éliminées. Les vaccins n'entrainaient
pas plus de faux positifs.

Le faible effectif de cette étude ne permet pas de trancher sur l'intérét d'une ou

['autre de ces méthodes.

Dans une étude de Lindenmayer et colll *° (1990), les auteurs ont réalisés une

comparaison des méthodes Western-blot, ELISA et IFA chez le chien.
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Dans cette étude, contrairement aux études réalisées chez I'homme et étant donné
les difficultés du diagnostic clinique chez le chien, le gold standard était défini par
un Western-blot positif associé a une clinique concordante (boiterie, atteinte
148

articulaire)
blot.

. Ce sont les méthodes ELISA et IFA qui étaient comparées au Western-

Cent vingt huit sérums étaient testés, 72 provenaient de chiens suspects de
borréliose de Lyme, 32 de chiens sains résidants en zone d'endémie et 24 suspects
de désordre immunitaire (lupus, polyarthrite rhumatoide), de leptospirose, ou de
fievre récurrente a Borrelia hermsii (Rocky Mountain spotted fever = RMSF).
Soixante six sérums étaient positifs en Western-blot, contre 62 négatifs. Cinq chiens
sur neuf avec désordre immunitaire, ainsi que 2/9 chiens avec leptospirose et 1
chien/5 avec RMSF étaient positifs en Western-blot, ce qui correspond a 12% de
I'effectif des positifs (8/66). Les méthodes ELISA et IFA étaient étudiées par rapport
aux Western-blot positifs. Sur les 66 Western-blot positifs, 56 le sont en ELISA; les
10 sérums négatifs en ELISA étaient pour 3 des cas suspects de borréliose de
Lyme, alors que pour les 7 autres, il s'agissait de vrais négatifs en Western-blot (5
sérums de chiens ayant une maladie dysimmunitaire et 2 de chiens ayant contracté
la leptospirose). Sur les 62 sérums négatifs en Western-blot, 58 I'étaient en ELISA.
Les 4 sérums positifs en ELISA et négatifs en Western-blot correspondent a 2 cas
de Lyme suspect et 2 faux positifs (adénocarcinome mammaire et leptospirose). Il y
avait donc 2 faux positifs en ELISA sur 60. La sensibilité du test ELISA était évaluée
a 91,8%, sa spécificité de 93%. En immunofluorescence, 44 des échantillons /66
positifs en Western-blot, étaient positifs. Quatorze des sérums négatifs
correspondaient a des faux négatifs (testés pour la borréliose de Lyme), les autres
cas étaient des vrais négatifs (maladie dysimmunitaire, leptospirose, RMSF). Sur les
62 sérums négatifs en Western-blot, 3 étaient suspects de borréliose de Lyme. En
IFA, il y avait un faux positif sur 58. La sensibilité de ce test en immunofluorescence
était de 70,5%, sa spécificité de 93%. L'étude en régression linéaire comparant les
deux méthodes d'immuno-assay, trouvait une différence significative entre les
résultats du test en ELISA et en IFA.

On constatait plus de Western-blot faussement positifs (8 cas) par rapport aux deux

autres techniques (2 et un faux positif respectivement).
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Aucune analyse n'avait été réalisée concernant les capacités du test Western-blot
(considéré ici comme le gold standard).
Le probleme de cette étude souligné par ces auteurs, était I'incertitude diagnostique

et la possibilité pour un méme animal d'avoir deux pathologies sous jacentes.

4. Discussion

Pour ne pas inclure de biais de sélection, seuls les articles en anglais, de tout pays,
ont été inclus dans les résultats. Si nous avions décidé d'inclure les articles publiés
en francais cela aurait pu entrainer un biais car les articles publiés dans les autres
pays dans leur langue originale n'auraient pas pu étre inclus et analysés dans cette
étude.

Un autre biais de sélection de cette étude était les sources utilisées. D'autres
moteurs de recherche tels Embase ou Cochrane auraient également pu étre utilisés
en complément de la base de donnée Pubmed. |l est possible que par ce biais de
sélection tous les articles n'aient pas été inclus. Par contre a partir des recherches
réalisées dans la base de données Pubmed, tous les articles qui correspondaient
aux criteres d'inclusion ont été analysés.

Toutes les études inclues n'étaient pas réalisées selon le méme objectif, il y avait
donc un biais de mesure, car toutes les données nécessaires pour le recueil,
notamment sensibilité et spécificité n'étaient pas toujours disponibles. Dans certains
articles, I'objectif n'était pas d'analyser les capacités du Western-blot seul mais lors
d'un diagnostic sérologique en deux étapes, méme si cette démarche n'était pas
toujours annoncée dans l'introduction. Dans ces cas, la sensibilité et la spécificité
n'étaient pas indépendantes et dépendaient d'un autre résultat sérologique

antérieur 133, 134, 139, 141, 145

L'analyse des tests sérologiques a la phase d'érythéme migrant a été séparée de
I'analyse des sérologies toutes les phases confondues.
Six articles (toutes origines géographiques confondues) évaluaient ainsi les

capacités des tests sérologiques d'immuno-assay versus Western-blot au stade
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d'érythéme migrant. Dans ces 6 études '¥* ™7 14014 g gold standard était la
présence clinique de ce signe pathognomonique.

La sensibilité du Western-blot était meilleure que celle de I'ELISA dans 4 études'™”

140, 141, 143 137, 140, 141.

et ce de facon significative dans 3 études en IgM, IgG ou les deux
sensibilité du Western-blot en IgM et G 48 et 31% versus 1,7 et 2,5% en ELISA
dans I'étude de Ruzic-Sabljic’’, 53 versus 40% a la phase précoce dans I'étude de
Grodzicki'' et 43,6 versus 34,5% dans I'étude d'Engstrom’. Dans I'étude de
Aguero-Rosenfeld'*®, la sensibilité du Western-blot était supérieure a celle de
I'ELISA (65 versus 49%) mais de fagon non significative.

Dans I'étude de Ryffel'®, la sensibilité du Western-blot était de 90%), mais I'analyse
était faite selon les résultats de la méthode ELISA et non de fagon indépendante.
L'étude de Dressler'*?, qui évaluait de fagon globale les différents symptdmes de la
borréliose de Lyme, avait des résultats discordants par rapport aux autres études.
En effet, a la phase précoce, la sensibilité en IgM en ELISA versus Western-blot était
identique, et a la phase de convalescence, il observait une meilleure sensibilité de
I'ELISA par rapport au Western-blot (72 versus 60%, p non calculé).

Cette différence par rapport aux autres études pourrait étre liée a différentes
raisons. Le nombre de patients inclus avec érythéme migrant était faible par rapport
aux autres études (25 patients versus 55'° a 117 patients'®’). La souche de Borrelia
utilisée pour réaliser ELISA et Western-blot est différente des autres études, mais
aucune étude n'a la méme source antigénique pour réaliser leurs études. Le dernier
point est que dans cette étude, de nouveaux criteres de positivité du Western-blot
étaient déduits et qu'ils étaient peut-étre la cause de cette différence de sensibilité.
De fagon quasiment unanime, en Europe et aux Etas Unis, la sensibilité du Western-
blot est a la phase d'érytheme migrant supérieure a I'ELISA. Il faut cependant noter
que cette sensibilité n'était pas tres élevée a cette phase (sans inclure les résultats a
la phase de convalescence) et oscillait de 31% (IgM dans I'étude de Ruzic-Sabljic'®)
a 65% (Aguero-Rosenfeld™®) ce qui est insuffisant si I'on souhaite utiliser ce test
pour du dépistage.

Le seul Western-blot ayant une bonne sensibilité, était celui réalisé dans I'étude de

Ryffel'*® (sensibilité 90%), mais il avait été réalisé aprés un ELISA positif.
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L'évaluation de la spécificité n'était pas réalisée dans toutes les études'™* *°. Elle
était variable selon les études : meilleure en immuno-assay dans les études de
Ruzic-Sabljic’ et Grodzicki'' et meilleure en Western-blot dans les études de
Engstrom'® et Dressler'®. Cette différence peut étre expliquée par I'objectif des
études de Engstrom’® et Dressler'*. En effet dans ces deux études, I'objectif était
de définir les meilleurs critéres de positivité du Western-blot et donc les meilleurs
criteres de sensibilité et spécificité. Or ces deux études se placent dans I'optique
d'un diagnostic sérologique en deux étapes; un Western-blot plus spécifique que
I'ELISA a alors plutét une place comme test de confirmation que de dépistage.

Il faut repréciser qu'il y a peu d'intérét d'une telle démarche sérologique a ce stade
étant donné le caractére pathognomonique de I'érytheme migrant et son diagnostic

clinique.

Dans un deuxieme temps nous discutons des performances des méthodes
d'immuno-assay versus celles du Western-blot, lors des analyses indépendantes de
ces deux tests d'une part et d'autre part lors d'études ou le gold standard était un

test de screening.

Cing études étaient réalisées avec pour seul Gold standard, la clinique™" 13% 138 142
5 Lors de l'analyse de la sensibilité, 2 études démontraient une sensibilité de
I'ELISA supérieure a celle du Western-blot aux phases précoces et tardives. Il

42 Aucune différence n'avait été

s'agissait des études de Goossens' et de Dressler
observée entre les 2 tests dans ces 2 études. Dans une étude ayant inclus
uniquement des cas de neuroborrélioses, la sensibilité des tests était identiques en
IgM et IgG pour les deux méthodes (p non significatif)’®'. Dans une autre étude de
Ang et coll'™, il n'y avait pas de calcul de sensibilité du Western-blot; seuls 31
prélevements étaient analysés, quelque soit le résultat de I'ELISA. Sur 11 tests
ELISA négatifs, 36% étaient positifs en Western-blot ce qui faisait suspecter une
meilleure sensibilité du Western-blot. Le biais de cette analyse était de ne pas avoir
fait d'étude du Western-blot sur tous les échantillons et de facon indépendante.

Dans I'étude de Trevejo'®, la sensibilité n'était pas calculée.
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En résumé, en incluant tous les stades avec comme gold standard I'examen
clinique, la sensibilité de I'ELISA était meilleure que celle du Western-blot dans 2
études. L'absence de différence dans les cas de neuroborrélioses est peut-étre liée
aux patients inclus qui ont souvent des atteintes cliniques précoces, ce qui pourrait
expliquer une sensibilité augmentée en Western-blot comme dans les cas
d'érythéme migrant. L'étude de Ang'®® ne permet pas d'apporter d'arguments
supplémentaires concernant la sensibilité du Western-blot car seuls 31 échantillons
sur 89 étaient testés.

La spécificité était meilleure en Western-blot qu'en ELISA dans I'étude de Dressler'*
(6 faux positifs en ELISA, aucun en Western-blot). Elle était équivalente dans I'étude
de Goossens' chez les donneurs de sang et les témoins malades, et il y avait plus
de faux positifs en Western-blot qu'en ELISA dans I'étude de Karlsson™'. La
spécificité n'avait pas été calculée par I'équipe de Ang'®.

Ces différences étaient peut-étre liées aux caractéristiques des études. Dans I'étude
de Dressler'*, I'objectif était de définir les critéres de positivité du Western-blot pour
avoir les meilleures sensibilité et spécificité.

Dans les différentes études, il n'y avait pas de calcul de différences ce qui ne
permettait pas de conclure stricto sensu. Les différences de spécificité peuvent
également découler les différences d'antigene utilisé : souches, antigénes
recombinants, passages bactériens différents.

Lors des analyses des tests sérologiques en dehors de la phase localisée, la
méthode ELISA apparait plus sensible que le Western-blot. Concernant la
comparaison de spécificité de ces deux tests il y a beaucoup de variations, ne nous
permettant pas de conclure sur la meilleure spécificité d'un test plutét que de
I'autre.

Dans I'étude de Trevejo'®, la méthode en 2 étapes était analysée en paralléle au
Western-blot seul. La spécificité du Western-blot seul était moins bonne que la

spécificité des deux tests successifs, ELISA puis Western-blot (p non calculé).

Cing autres études évaluaient ces tests sérologiques apres réalisation de tests de

screening.'®® 13139196 Dans un cas, ce test de screening était un Western-blot.'*®
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¢ et Kaiser'®, les sensibilités étaient meilleures en

Dans les études de Blauuw™
ELISA gu'en Western-blot. Dans celle de Busson'’, il y avait une trés grande
variabilité entre les tests, ce qui entrainait une équivalence de sensibilité entre ELISA
et Western-blot, alors que dans I'étude de Ryffel'® la sensibilité du Western-blot
post ELISA était bonne (sensibilité 90%).

Le gold standard de I'étude de Craven™ était la clinique, mais les
sensibilités/spécificités indépendantes du Western-blot n'étaient pas analysées. La
sensibilité des tests de diagnostics était augmentée de 20 a 30% par rapport a
I'ELISA seul, grace au Western-blot et sans altération de la spécificité.

6

Lors de l'analyse de la spécificité, dans I'étude de Blaauw'® et dans celle de

Busson'®, le Western-blot était plus spécifique que le test ELISA.

Dans deux autres études, celles de Kaiser et celle de Lindenmayer'* '

, il 'y avait
plus de faux positifs en Western-blot qu'en ELISA. Dans I'étude de Ryffel'®, la
spécificité calculée était de 88% en Western-blot (en faisant le parallele avec un test

ELISA positif).

D'autres études évaluaient les méthodes d'immuno-assay et de Western-blot mais
ne correspondaient pas aux criteres d'inclusion. Dans I'étude de Chmielewska-

Badora'*®

(étude européenne), la corrélation entre ELISA et Western-blot aux
différents stades de Borréliose de Lyme était évaluée. Cette corrélation de
sensibilité était significative, les résultats étaient comparables en IgM et IgG en
ELISA et en Western-blot.

Une étude de Wormser™® (

américaine) non inclue dans les résultats, mettait I'accent
sur la dépendance des tests ELISA et Western-blot méme lors de la réalisation
indépendante de ces deux tests. En effet il y a une corrélation entre le nombre de
bandes positives et la réactivité en ELISA (plus il y a de bandes positives, plus
I'ELISA apparait comme positif). La réactivité de I'immuno-assay est associée a

celle du Western-blot car ces tests utilisent les mémes antigénes d'intérét.
Le manque de spécificité des tests de diagnostic pose également un probléme

diagnostic et de prise en charge. Dans I'étude de Seriburi'®, les faux positifs en

Western-blot IgM étaient étudiés grace a une analyse rétrospective. Cinquante pour
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cent des prélevements étaient déclarés comme faux positifs selon les auteurs. Le
Western-blot n'était pas interprété de facon indépendante. Des faux positifs pour les
auteurs étaient observés quand :
* un Western-blot positif était réalisé sans méthode d'immuno-assay initiale (ou
négative)
* un Western-blot IgM était réalisé au dela de 4 semaines d'évolution avec
Western-blot IgG positif
* un Western-blot était déclaré comme positif en dehors des regles de
positivité du test
* les cas diagnostiqués de décembre a mars et ou en dehors de zones
d'endémie
* les présentations cliniques atypiques pour une atteinte précoce ou tardive de
Lyme
On se rend compte de I'absence d'analyse de spécificité du test avec des patients
non malades et non atteints de borréliose de Lyme. Cette évaluation des faux
positifs ne peut donc absolument pas étre prise en compte pour |'analyse globale

de la spécificité du Western-blot dans le sérodiagnostic de la borréliose de Lyme.

La spécificité des tests diagnostiques de la borréliose de Lyme peut étre abaissée
du fait des réactions croisées engendrées par certains antigenes et certains
pathogénes. L'étude de Luft'*® évaluait la réactivité en Western-blot de sérums de
patients syphilitiques versus des patients atteints de borréliose de Lyme pour un
antigéne p41 (flagelline) modifié a sa partie constante. Cette réactivité persistait
malgré modification de la partie commune a Borrelia et Treponema et était étendue
a la région variable de la flagelline.

D'autres études étaient réalisées pour rechercher les faux positifs secondaires a des
réactions croisées. Ces faux positifs étaient trouvés en ELISA mais pas en Western-
blot ce qui constitue un argument pour une plus grande spécificité du Western-blot
par rapport a I'ELISA.'% 1%

De fagon globale et toutes études confondues, la sensibilité des méthodes

d'immuno-assay était supérieure a celle du Western-blot et en faisait donc un

73



meilleur test de dépistage. Il était par contre difficile de trancher concernant le
meilleur examen du point de vue de la spécificité, mais le Western-blot semblait plus
spécifique que les méthodes d'immuno-assay.

La méthode actuelle en deux étapes semble donc étre adaptée a une démarche la
plus a méme de diagnostiquer les vrais positifs en éliminant les faux positifs.

Notre étude a par contre mis en lumiére la plus grande sensibilité du Western-blot
(de fagon significative ou non) dans les phases précoces de borréliose de Lyme et

notamment au stade d'érythéme migrant.

La difficulté de notre étude a été I'impossibilité de comparer les études entre elles.’®
Il'y avait également une grande variabilité de tests utilisés (EIA, ELISA, IFA, Western-
blot) avec des préparations antigéniques réalisées de fagon variables (whole cell
sonicated, purifi€és, recombinants...) avec des souches de Borrelia différentes (B31,
pKo, 297...) au sein d'une méme espece. Les especes bactériennes impliquées dans
la borréliose de Lyme varient entre les Etats-Unis et I'Europe et, dans les études
européennes, différentes associations antigéniques des différentes especes étaient
utilisées également. Au sein d'une méme espéce et d'une méme souche, il peut y
avoir une variabilité antigénique (nombre de passages bactériens).? 15615

Les patients inclus variaient également entre les études (au stade précoce, tardif,
patients témoins...). L'analyse était donc faite étude par étude.

L'étude espagnole de Hernandez-Novoa'®, mettait I'accent sur l'impossibilité
d'utiliser des regles diagnostiques et un Western-blot uniques dans ce
sérodiagnostic. L'importance selon cette équipe était la composition antigénique et
la sélection des especes selon la population cible pour réaliser un Western-blot
adapté selon un pays/une région donnés. Cette idée était également partagée par

I'équipe de Robertson'®, celle de Dunand™® (qui analysait un Western-blot "maison"

versus commercial dans le sérodiagnostique de I'ACA) et celle de Mavin.'®°
Notre travail portait sur la place du Western-blot dans la borréliose de Lyme. Nous

nous sommes interrogés sur la place qu'occupait cette méthode dans les autres

sérodiagnostics réalisés en microbiologie :
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En bactériologie, le Western-blot est uniquement utilisé comme test de confirmation
en cas de discordance des tests tréponémiques (TPHA, FTA, EIA) et non
tréponémiques qualitatifs et apres avoir réalisé de titrage d'anticorps sur ces deux
tests. Il s'agit donc d'un test de 3e intention dans ce sérodiagnostic.’''®
(recommandations HAS 2007)

En virologie, le Western-blot est utilisé dans le diagnostic de I'infection par VIH'®*"¢
(recommandations HAS 2009), VHC™"'® HTLV'® et EBV'"""'"*. Dans les 3 premiers
cas, le Western-blot est réalisé en deuxiéme intension aprés une méthode
d'immuno-assay, dans le cas du sérodiagnostic des infections a EBV, il peut étre
réalisé a la phase initiale’™.

En parasitologie, le Western-blot est utilis€ comme test de confirmation pour le
sérodiagnostic de la toxocarose'™ ¢, de I'échinococcose'’” '"® de la bilharziose'’®
79 et de la transmission mére enfant de la toxoplasmose'®.

Dans tous ces cas (hormis de fagon occasionnelle pour EBV), le Western-blot est

utilisé comme test de confirmation et non de dépistage.

L'analyse de la littérature montre en outre des perspectives d'évolution du
sérodiagnostic de la borréliose de Lyme.

Une étude américaine parue en 2004'®" comparant Western-blot (x3) et C6-ELISA
trouvait une forte sensibilité en C6 ELISA (100% versus 81 a 85%) pour une
spécificité moins bonne (73% versus 90 a 97% en Western-blot).

Une étude prospective américaine parue en 2008 réalisée par Steere et coll'®, faisait
le parallele entre le diagnostic sérologique en 2 étapes (ELISA +/- Western-blot) et
I'ELISA C6 seul. La cible antigénique de I'ELISA C6 est la région invariable d'une
protéine de surface VISE. La comparaison dans cette étude était réalisée en étudiant
toutes les manifestations de la borréliose de Lyme. Il n'y avait pas de différence
significative de sensibilité entre ces deux approches quelque soit le stade de la
maladie (en associant IgM+IgG ELISA et Western-blot). La méthode en 2 étapes
était plus spécifique (100% versus 96%) mais de facon non significative.

Une autre étude dirigée par Wormser en 2012'% également aux Etats Unis avait le
méme objectif que I'étude de Steere'®. La sensibilité était meilleure de fagon

significative pour I'ELISA C6 par rapport a la méthode en 2 étapes (a la phase
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précoce et toutes phases confondues) alors que la spécificité était significativement
meilleure en zone d'endémie ou de non endémie pour la méthode en 2 temps. Les
auteurs proposaient ['utilisation du C6 ELISA comme premiere étape dans le
sérodiagnostic, ce qui permettrait de diminuer de 82% les faux positifs et de 77,4%
les Western-blot inutiles (selon les chiffres calculés dans cette étude).

Une récente étude américaine (2013)™°

analysait des sérums de patients américains
contaminés en Europe. Les méthodes européennes et américaines en 2 étapes ainsi
qu'un C6 ELISA étaient comparées. La sensibilité de la méthode américaine était
significativement moins bonne que celle utilisée en Europe (52% versus 81%
p=0,0007) avec des spécificités comparables (100 versus 99%). Il n'y avait par
contre pas de différence de sensibilité et spécificité entre le C6 ELISA (88 et 100%)
et la méthode européenne. Le C6 ELISA pourrait étre une alternative a la méthode

en 2 étapes quelque soit I'historique des voyages des patients.

5. Conclusion

La difficulté du sérodiagnostic de la borréliose de Lyme est causée par une
variabilité de tests, d'espéces, de souches, d'antigénes.

De facon synthétique et globale I'analyse de la littérature montre que la sensibilité
des méthodes d'immuno-assay est supérieure a celle du Western-blot. Cette
caractéristique en faisait un meilleur test de dépistage. D'autre part, le Western-blot
est dans une moindre mesure plus spécifique, caractéristique nécessaire pour un
bon test de confirmation.

Dans une seule présentation clinique le Western-blot était plus sensible que les
méthodes d'immuno-assay : a la phase précoce c'est a dire au stade d'érythéme
migrant (cette différence de sensibilité n'était pas toujours significative). Or
I'érytheme migrant est pathognomonique de la borréliose de Lyme, un test
sérologique a ce stade n'entraine aucun changement de prise en charge et a donc

peu d'intérét.
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La méthode C6-ELISA semble avoir de bonnes sensibilités et spécificités et pourrait
étre le test sérologique de la borréliose de Lyme dans l|'avenir. Des études
européennes seront nécessaires avant son utilisation a large échelle.

Parallelement, dans les autres sérodiagnostics réalisés en microbiologie, a part dans
certains laboratoires pour le diagnostic d'EBV, aucune recommandation ne
préconise de Western-blot en premiére intention dans la pratique courante.

Dans tous les cas, un sérodiagnostic positif pour Borrelia doit étre rapporté a un
contexte clinique, épidémiologique et géographique pour éviter des diagnostics

aberrants.'®
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/Résumé de la thése

Les présentations cliniques de la borréliose de Lyme sont multiples et non spécifiques,
sa confirmation biologique est indispensable hormis au stade d’érytheme migrant (EM).
La sérologie est la méthode de choix de dépistage devant les limites des cultures et de
la PCR.

L'objectif de cette étude était d'évaluer la place du Western-blot dans le
sérodiagnostic de la borréliose de Lyme.

Matériel et méthodes : I'analyse exhaustive de la littérature s'était faite via le moteur de
recherche Pubmed. Les articles inclus devaient analyser les capacités de ce test chez
des patients malades (cas) ou sains (ttmoins).

Résultats : Seize articles étaient inclus. Les analyses comparatives de sensibilité et
spécificité ainsi que les criteres de positivité et d'analyse de chaque test étaient
répertoriés.

Discussion : Il y avait une grande variabilité de tests réalisés, d'antigenes utilisés pour
ces tests et de patients étudiés. La sensibilité des méthodes ELISA était supérieure a
celle du Western-blot et en faisait un meilleur test de dépistage. D'autre part, le
Western-blot était plus spécifique, caractéristique nécessaire pour un bon test de
confirmation. Dans un seul cas le Western-blot était plus sensible que les méthodes
ELISA : a la phase précoce c'est a dire au stade d’EM. Or 'EM est pathognomonique
de la borréliose de Lyme, un test sérologique a ce stade n'entraine aucun changement
de prise en charge et n‘a donc pas d'intérét.

Parallelement, dans les autres sérodiagnostics réalisés en microbiologie, aucun n'utilise
de Western-blot en premiére intention dans la pratique courante.

[Titre en anglais

Western-blot and the serodiagnosis of Lyme borreliosis.
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