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I. INTRODUCTION

1. Dé&finition et classification

Le virus de l'encéphalite A tiques, un Flavivirus de la
famille des Togaviridae, appartient au groupe des Arbovirus
(Arthropod-borne animal viruses). Lea Arbovirus sont définis
par 1'0.M.S. comme "Virus maintenu dans la nature principale-
ment par sa transmission biologique entre un hdte vertébre
susceptible et un arthropode hématophage. Ils se multiplient
et produisent une virémie dans le vertébré&, se multiplient
dans les tissus de l'arthropode et sont transmis a de nou-
veaux vertébrfs par la morsure de l'arthropode apréa une pé-

riode d'incubation &cliptigue” (114).

La plus grande partie des 408 Arbovirus catalogués (9) se
situent dans les familles des Togaviridae (84 virus), des
Bunyaviridae (113 virus), des Rhabdoviridae (29 virus), deg
Reoviridae (39 wvirus) et d'autres familles encore, le solde

n'étant pas encore classifi& (64).

Les Togaviridae comprennent ausai, outre des représen-
tants des Arbovirus, d'autrea virus qui ne sont pas tranamis
par des arthropodes. Les Arbo-Togaviridae se trouvent dans
les genres Alphavirus (groupe antigénigue A) et Flavivirua
(groupe antigénique B). La plus grande partie dea repréaen-
tants de ces deux groupes sont confirmés comme &tant "arthro-

pod-borne”. D'autres non-Arbo-Togaviridae aont les Rubivirus

(Rubella virus , seul représentant de ce genre) et les Pesti-

virus.

Les Flavivirua possd&dent un filament d'acide ribonucléi-
que & un seul brin d'un poids moléculaire (PM) de 4 x106,
compris dans une capside d'un diam2tre de 20 & 30 nm, de
symétrie cubique. Cette capside est entouré&e d'un peplos (en-—
veloppe) riche en lipo-protéines, dans lequel s'incorpore
1'hémagglutinine. Le diam@tre externe du virion est de 45 nm
(64) a3 70 nm (97) selon les auteurs. Trois polypeptides
Vir V, et Vv, ont pu &tre isolé&és du virus. Les protéines V, et
V3 sont asgsociées a l'enveloppe, tandis que la protéine v,



serait assoclée A la capside (33, 34}). Ils sont responsables

de 1'antigénicité du virus.

Sérologigquement, les Flavivirus montrent une grande pa-
renté entre eux, mais pas avec les autres Togavirus (13, 14,
16).

2. Répartition

Il existe deux formes principales d'encéphalites 3 tiques
A travers 1'Europe et l'Asie, soit: la forme occidentale,
1'encéphalite d'Europe centrale (CEE), et la forme orientale,
la "russian spring-summer encephalitig" (RSSE)}. Si1 le vecteur
principal du virus CEE est la tigue Ixodes ricinus, celui du
virus RSSE est 1. persulcatus. La répartition de ces deux
viroses correspond 3 celle des deux Ixodes (27). Dans 1'ouest
de 1'URSS, les deux vecteurs coexistent et, de ce fait, les
virus RSSE et CEE ont pu 8tre 1solés A partir de tigques cap-
turées dans le méme blotope (14). Les exigences &cologiques
particulieéres des vecteurs expliguent la répartition discon-
tlnue des viroses d'encéphalite a tiques, laquelle est liée
3 des foyers naturels bien définis.

Des foyexrs de CEE ont &té localisés dans presque tous les
pays d'Europe: Russgle européenne (101), Hongrie (70), Yougosla-
vie (59), Tchécoslovaguie (10), Pologne (78), Bulgarie (%), Au-
triche (68), Suadde (119), Finlande (11), Noxvége (106, 107), Da-
nemark, fle & Bornholm (11), France (28), Italie (108}, Sulsse
(117).

Un autre Flavlvirus, le virus Louping I1l1 (LI), dont le
vecteur est aussi I. ricinus, a été localilsé dans les Iles
Britanniques (100). Ce virus, qul est antigéniguement presque
identique au virus CEE (16), provogue des troubles du systéme
nerveux central (SNC), surtout chez les moutons, les cas

d'infection chez 1'homme restant rares (115).

3. Le vecteur

La relation entre 1'infection virale chez 1'homme et la

morsure d'une tigue ne fut établie gue durant la guatrieéme




décennie du 20&me siécle (58). L'éthiologie et 1l'é&pidémiolo-
gie de l'encéphalite 3 tigues ont &té reconnues paxr ZILBER
(121). Aujourd'hui, on admet que la tique I. ricinus est le
vecteur principal du virus CEE (58, 64). Cependant, la trans-
mission possible de ce virus par d'autres esp@ces de tiques

a 6té prouvée par des essals de transmisslon expérimentale.
D'autre part, plusieurs 1solations de souches a partir de

tigques capturées dans la nature ont &té réalisées.

RIEDL et al. (92) isol&rent le virus CEE a partir 4'adul-
tes d'Haemaphysalis concinna libres. KOZUCH et NOSEK (45) ré-
ussirent ensulte a8 prouver la transmisslon transstadiale chez

cette tigue. GRESIKOVA et al. (25) isolérent des souches de

virus CEE a partir de H. inermis libres et purent &galement
démontrer par la sulte la transmisslon transstadiale. Selon
ces auteurs, cette espéce pourrailt fonctlonner comme vecteur
principal de la CEE dans les régions x&rothermiques, c'est-a-
dire plutdt dans le sud de 1'Europe. Pour I[I. springera et

H. turturis, NOSEK et al. (73) démontrérent la transmission
transstadiale et PAVIOV et al. (76) isolérent le virus a par-
tir de B. punctata récoltés sur des moutons. STREISSLE (103)
a réussi la transmission transstadiale chez I. hexagonus et
KOZUCH et NOSEK (44) chez Dermacentor marginatus et D. reticu-

latus.

Au laboratoire, chez ces 2 esp@ces, ces auteurs n'ont
trouvé gu'un taux de virus assez bas lors de la transmission
trapsstadiale, comparé a celui obtepu chez les Haemaphysalis
et Ixodes. De ce fait, leur importance &pidémiologique serait
secondaire dans la circulation du virus CEE. PAVLOV et al. (76)
ont cependant effectué des i1solations A partlr de D. margina-

tus capturés dans la nature.

Les Argasides semblent ne jouer aucun r8le comme vecteurs
de la CEE. En effet, les essais de transmission du virus a
des poussins, par des nymphes ou des adultes d'Ornithodorus
moubata préalablement infectés de virus CEE, sont tous restés
négatifs (STREISSLE) (104). Seule l'injection directe du

microorganisme dans 1'hémocale des tiques donna des résultats



positifs. Selon STREISSLE, 1'épithé&lium intestinal serait
une barriére insurmontable pour le virus 1ngéré par vole na-

turelle.

D'autres arthropodes, vecteurs potentlels, ont &té étu-
diés: moustigues des genres Culex (C. pipiens pipiens, C. mo-
lestus) (75, 98); Anopheles (A. maculipennis, A. messeae)

(75, 98) ; Aedes (A. vexans) (98) ; puces des genres Xenopsylla
(X. cheopsis), Nosopsyllus (N. fasclatus), Ctenophthalmus

(C. assimilis) (99) ainsi gque la mite Parasitus coleoptratus

(74) . En général, ces arthropodes ne restent porteurs de virus

gue pendant une pé&rilode courte, soit de 1 A 7 jours. D'autre
part, la transmission bilologigue du virus 3 un héte n'a ja-

mals été réussie expérimentalement.

11 faut donc admettre que le vecteur principal du virus
CEE est I. riclinus chez qul ces transmissions transstadiale
et transovarienne ont &té démontrées. Les taux de virémie,
aprés la nymphose, varient entre 10% et 10° LDSO/ml (LDSO =
dose 1é&tale 50%) (47). Les adultes présentent en général de
plus fortes virémies que les nymphes. Le virus peut persister
dans la tigue 200 a 300 jours au maximum, par conséguent aus-
si durant la diapause hilvernale, aprés la mue (pérlode pré-
nutritionnelle). Si la période prénutritionnelle dépasse 1 an,
le virus n'est alors plus dé&tectable (48). La transmlssion
transovarienne ne s'effectue gu'd un taux de 1l'ordre de 3%
(89). CHUMAKOV (12), avec la tique I. persulcatus il est vral,
obtient de meilleurs résultats: l'espéce est restée virémigque

pendant trols générations !

4. Les hdtes

Un grand nombre de vertébrés servent d'hOtes naturels au

virus de 1'encéphalite 3 tiques. .

Néanmoins, selon les esp@ces, on observe différentes gra~

dations dans la sensibilité de 1'hdte au virus (6), soit:

1. résistance naturelle du type d'hote;
2. grande sensibilité& périphérique mais faible sensibllité



neuvurale;

3. grande sensibilité périphérigque et neurale.

4.1i. R&sistance naturelie

La résistance naturelle d'une espéce s'exprime par 1'ab-
sence de toute multiplication du virus apre2s injection intra-
cérébrale ou pé&riphérique. Les oiseaux semblent réunir sou-
vent ceas conditions. Alnsi, REHACEK et al. (90), de m&me
qu'ERNEX et LICHARD (18), n'ont pu isoler le virus apreés 1i'in-

fection expérimentale de Buteo buteo, Falco tinnunculus et

Pagsser domesticus. Par contre, GRESIKOVA et al. (26) réussi-

rent & isoler une souche de virus CEE & partir du sang de

Tringa ochropus capturé dans la nature.

Chez d'autres vertébré&s, RADDA et al. (79) démontrérent

la résistance naturelle de Capreolus capreolus. Ces auteurs

admirent d'ailleurs que la résistance naturelle, ou la sensi-
biiité&, ne seraient pas seulement liées & 1'espéce mals dé-
pendraient aussi de la "disposition individuelle de 1'animal".

4.2. Grande sensibilité périphé&rique

mais faible sensibiiité neurale

Ce type de relation virus-h8te se rencontre primairement
chez les h®tes vertébr&s naturels. Elle s'exprime par une vi-
rémie du sang circulant de l'animal sans toutefois atteindre
le syst2me nerveux central d'une manildre grave. L'animal in-

fect& ne montre donc pas de symptdmes de maladie.

Toute une série de micromammiflres ont &té& &tudiés, tels

Gue Clethrionomys glareolus (7, 19, 30, 49, 60, 93, 120),

Microtus arvalils (49, 93), Apodemus flavicolis (7, 19, 30,

49, 82, 93, 120), Apodemus sylvaticus (30), Mus musculus
(30, 85), Micromys minutus (69) et Talpa europea (7, 46, 50).

Bien que, dans certains cas, 1)l puisse y avoir multiplication
du virus dans le cerveau, ces micromammiféres ne présentent
que tré&s rarement des symptOmes de maladie (93). Dans la pa-

ture, les individus sensibles seront &liminé&és au fur et 2



mesure. Il s’&tablira un &quilibre entre le virus et son hfte

par une sélection naturelle réciproque.

Les carnivores Vulpes vulpes et Mustela nivalis pré&sen-
tent aussi ce type de sensibilité périphérique, développant
des virémies durant 2 a4 5 jours A des titres suffisamment

hauts pour permettre 1'infection de tiques (80).

En ce qui concerne les reptiles, GRESIKOVA et al. (24) dé-
montrérent expérimentalement des virémies chez Lacerta virldis
durant 2 a 10 jours aprés injection sous-cutanée.du virus.
SIXL et al. (96) ont trouvé, lors d'une &tude sérologique

effectuée dans le terrain, des anticorps contre le virus CEE

chez Anguis fragilis, Elaphe longuissima et Natrix natrix.

4.3. Grande sensibilité périphérique et neurale

Pour 1'étude pathologlque et immunologique de la plupart
des Arbovirus , ce sont les "swiss white mice"™ et autres sou-
ches de sourls blanches, & grande sensibilité& neurale, éui
sont régulidrement utilisées (32). Ces souris développent des
encéphalites graves lors de l'injection de 1l'agent pathogéne,
que ce solt par vole intracérébrale ou sous-cutanée. Cette
sensibilité est utilis&e pour les essalis d'isolation de sou-
ches d'Arbovirus. On choisit alors des sourlceaux nouveau-nés.
De fagon moins prononcée, on observe aussi une certaine sensi-
bilité neurale chez 1'homme (cas cliniques d’encéphalite 2a
tiques) et chez guelques autres vertébrés tels gque V. vulpes
(B0) et Ovis ariles (76).

4.4. virémie prolongée chez les mammiféres;

infection par voie alimentaire

Virémie prolongSe chez les mammif2res: Chez le héris-

son (Erinaceus roumanicus) et le loir (Glis glis), KOZUCH et
al. (51) réussirent A maintenir la vir&mie durant leur hiber-

nation aprds infection expérimentale. Ces auteurs ont ob-

sexrvé la présence du virus dans le sang du loir, y compris



pendant la p&riode d’'hibernation, durant 38 jours (max. 85
jours pour le hérisson). La principale phase de multiplica-
tion avait lieu immédiatement apr@s le réveil des animaux.
Toutefois, pour que la persistance du virus dans les hOtes
vertébrés soit réalisée dans la nature, 11 importait que
1'infectlion ait eu lieu peu avant leur hibernation. D&s le
réveil, les hOtes devalent 8tre alors infest&s par les tiques
pour que celleg-ci aient une chance d’é&trxe infectées, fermant

ainsi le cycle tigque-hdte-tique.

N Infection par vole alimentaire: VAN TONGEREN (105) a
démontré que le virus CEE passe dans le lait de la ché@vre in-

fectée. Ce lait virémigue peut provogquer une infection ali-
mentaire chez 1'homme et méme donner lieu A de petites épidé-
mies (101). Le mécanisme de l'excrétion du virus dans le lait
a €t& surtout Btudié chez la souris blanche (40). Ainsi, le
virus se multiplie non seulement dans le systé@me nerveux cen-
tral, mais aussi dans la rate et les glandes mammalres. De
jeunes souriceaux contracta@rent la maladie en tétant des
méres infectées. Lors de contaminations alimentalres, le vi-

rus atteint le cerveau par le nerf olfactif (40, 74).

Relevons finalement que la plupart des "infections de la-
boratoire® avec le virus CEE sont dues A des aGrosols
(ALBRECHT) (6). Il s'agit donc d'infections par vole olfac-
tive. Ces aérosola peuvent &tre prodults par 1l'ouverture pré-
maturée d'homogénBisateurs ou lors de centrifugations de sus-

Pensions de virus avec dee tubes mal €gullibrés.

5. L'encéphalite 3 tiques chez 1'homme

L'infection de 1'homme par le virus CEE se caractérise

Par une &volution de la maladle en deux phases (6, 52, 91, 102):

1) Apra&s une période d'incubation de 3 2 14 jours débute une
Premiére phase a symptOmes non spé&clfiques, voire méme asymp-
tomatique. Dans la plupart des cas, cette phase, qul dure

eénviron 4 jours, est abortive. Elle correspond 3 la phase



virémigue de la maladie {42) et est souvent considérée cli-

niquement comme "affection grippale”.

2) Une semalne plus tard débute une deuxi®me phase, ceci
uniquement dans 8 3 10% des cas, causée par 1'invasion du
systéme nerveux central par le virus et se caractérisant par
une méningite, une méningoencéphalite ou une méningoencépha-
lomyélite pouvant durer de 2 & 14 jours. En géné&ral, les pa-
tients se remettent complétement de cette infection. Cepen-—
dant, on connalit des cas d'encéphalite 3 tigues avec para-
lysie, localisée le plus souvent aux extrémités supérieures,
ainsi que d'exceptilionnels cas ol la maladie présente une

issue fatale (91).

Diagnostic : Durant la premiére phase de la maladie,
le diagnostic peut 8tre assuré par l'isolation du virus A
partir du sang du patient (27). A un stade plus avancé, des
anticorps spécifiques sont formés, mettant fin a la virémie.
Le virus ne pourra alors &tre détecté que dans des cas 1létaux,
dans le systé@me nerveux central. Le diagnostic de laboratoire
repose donc essentiellenent sur des techniques sérologlques,
les anticorps spécifiques étant présents dans le sang circu-
lant du malade dés le début de la deuxieme phase de la mala-
die.

La fixation du complément (FC) et 1'inhibition de 1'hé-
magglutination (IHA) sont les tests les plus couramment uti-
lisés. Toutefois, la tendance actuelle est de remplacer ces
tests par L'ELISA (enzyme linked immuno-sorbent assay), per-
mettant 1'identification rapide des IgG et IgM spécifiques
(36, 37). Les anticorps &laborés deés le début de 1l'infection
sont les IgM, mals ceux-cil ne persistent gque quelques semal-
nes. Les IgG de m#me spécificité, qui les remplacent, sont dé-
celables beaucoup plus longtemps. Il nous faut donc exclure
les cas séro—ﬁositifs reposant sur une ancienne infection.
Dans le cas d'une encéphalite oll le patient présente des IgG
mais pas d'IgM contre le virus CEE, il ne s‘'agit probablement
pas d'une encéphalité A tiques.




6. L'encéphalite & tiques en Suilsse

Du fait de la large répartition d'I. ricinus en Suisse
(1), 11 eQt &té &tonnant de ne pas rencontrer de foyers d'en-

céphalite a tiques dans ce pays (3).

En effet, KRECH et_al. (53) et SPIESS et _al. (102) rap-
portérent en 1969 quelques cas cliniques. En 1972, WANDELER
et al. (112) réalisérent pour la premiére fois en Suisse 1'1i-
solation d'une souche de virus CEE & partir de la cervelle
d’un chien provenant de Hallau (SH). En 1973, les mémes au-
teurs décelérent des anticorps contre ce virus dans le sé&rum
de carnivores sauvages (91 cas positifs sur 560 animaux exa-

minés) (111), malheureusement sans donner de précisions sur

leur provenance. La méme année, WYLER et al. (117), ainsi que
RADDA et al. (86), localisérent les premiers foyers naturels
dang les cantons de Schaffhouse et de Zurich par 1'isolation
du virus & partir de tiques capturées dans la nature. En 1977,
lors de recherches séroépidémiologiques effectufes & partir
de sé&rums bumains récoltés dans toute la Suisse, MUNZIGER et
al. (71) trouveérent des différences dans les taux d'infection

variant de 0,2 a4 1,3% selon les régions.

Pour les années 1970 & 1978, le nombre des cas annuels
répertoriés d'encéphalites d tiques clinigues en Suisse a
varié de 7 & 74 (52). La plupart de ces cas se sont manifestés

vers la fin de 1'été& et en automne.

7. Buts du présent travail

1. Cadastre des foyers naturels d'encéphalite 3 tiques

en Sulsse

Le but principal de notre travail consistait a re-
chercher et localiser les foyers naturels d'encépha-
lite 3 tiques en Suisse. Pour ce faire, nous avons

utilisé les méthodes suivantes:

- Recherche d'anticorps spécifiques dans les séra

d'humains et d'animaux domestiques et sauvages,



provenant de la Suilsse entieére;

- Essails d'isolation du virus CEE 3 partir de tiques
capturées dans la nature, principalement dans les
régions o0 la population se serait révélée séro-

positive.

Etude de foyers naturels d'encéphalite a tiques

Afin de comparer i'activité saisonniére 4'I. ricinus
avec l'apparition des cas d'encéphalite a tiques,
nous avons tenté d'approfondir le r8le épidémiolo-
glque joué par cette esp@ce dans la circulation du
virus, au cours de l'année, dans 2 biotopes au
moins (nord du canton de Zurich et ré&gion de

Thoune) .

Introduction et mise au point de méthodes de

laboratoire

Afin d'améliorer les techniques pour la dé&tection
d'infections récentes par la détermination des IgM,
nous avons introduit et perfectionné le test ELISA

pour ia détection des anticorps contre le virus CEE.

Dans une deuxiéme phase, nous avons tenté de mettre
au point une m&thode permettant de détecter direc-
tement i'antigéne viral dans ia tigque, dans des

organes de vert&brés et dans desgs cultures de tissus

infectés.



1I. MATERIEL ET METHODES

1. Récolte du matériel

1.1. Capture des tiques

Dans la nature, les tigues ont &té& ré&coltées au drapeau
(1) et introduites dans des tubes contenant un rectangle de
papier légérement humidifié. Transportées au laboratoire,
elles ont &té& congelées dans une solution saline selon Hank
pH 7,4, contenant 0,05% de BSA (bovin serum albumin), 100
U.I./ml de pé&nicilline, 100 ug/ml de kanamycine, (HAlb), a
- 20°C. Les tigueg en provenance du Tessin ont &té prélevées
en grande partle sur les h8tes et ont &té& conservées comme

décrit plus haut.

1.2, Capture des micromammiféres

100 & 150 pleéges durant 3 nuits par lieu de piégeage ont
été employés dans les ré&gions de Thoune (BE) et de Glattfel-
den (ZH). Aux micromammif&res capturés dans la ré&glon de
Thoune on a prélevé et congelé dans du HAlb, la cexvelle, 1la
rate, le foie et les glandes gsalivaires, les organes 4'un
méme individu &tant groupés dans un tube, en vue d'essais

d'isolation du virus.

1.3. Récolte des sé&rums

Sérums humains: Les s&rums humains nous sont parve-
nus principalement des deux sources sulvantes: 1) laboratoires
cliniques de différents h&pitaux, et 2) des employés fores-
tiers des cantons de TG, SH, 2ZH, AG, SO0, BE, FR et VD.

Sérums de chiens: Les sérums de chiens provenaient

de sujets en traitement dans des cliniques vétérinaires de

Zurich, Miinchenstein (BL) et Berne.

Sérums de moutons: Les sérums de moutons ont &té
collectés dans la vallé&e du Haut-Rhin (SG, GR et Liechten-
steiny).



Sérums de micromammlféres: Le sang des micromammi-

fe@res a été& obtenu par ponction intracardiaque.

Les aliquotes de sérums ont &té conservées a - 20°C.

2. Tests sérologlques

2.1. Séroneutralisation pour titrage des anticorps

dans un sérum

Principe: Dans ce test, le pouvoir infectieux du
virus est neutralisé par les anticorps spécifiques présents
dans un sérum. Ils se fixent sur les antig@nes de la pé&riphé-
rie du virion. Le virus alnsi neutrallsé ne pourra plus péné-

trer dans la cellule sensible.

Le test de la séroneutralisation (SNT) est effectué avec
une lignée continue de cellules rénales de porc, les cellules
MPK (minipig kidney cells, American Type Culture Collection
CCL 166 MPK) dans des plaques de microtitration (Micro Test
I1, Tissue culture plates wlth Lid, Falcon Products, Becton
Dickinson and Co., Oxnard CA. 93030 U.S.A.). Pour la culture
de ces cellules MPK, nous utillisons comme milieu nutritif du
Eagle's MEM, Earle's base (Serva Feinbiochemica, Heidelberxg,
BRD) avec double concentration d'acides aminés et de vitami-
nes, et des antiblotiques (100 ug/ml kanamycine, 100 U.I./ml
penicililne). Pour la mise en culture de ces cellules, nous
avons ajouté 20% de sérum de veau foetal (FCS) (Fetal calf
serum, North American Biological, Mlaml, Florida 33169), pour
les dilutions virales et sériques 3% de FCS.

La SNT pour titrage des anticorps dans un sérum s'effec-
tue en mélangeant 1 volume de 200 TCIDg, (tissue culture in-
fectious dosis 50%) du virus de référence I.40 (une souche de
virus CEE isolée a partlr de tlques ré&coltées dans la région
de Schaffhouse (94)) avec 1 volume d'une dilution du sérum que
l'on laisse ainsi en contact pendant 1,5 heure & 37° C. Cette
dilution virus-sérum est ensulte inoculée A la culture de cel-

lules A raison de 0,2 ml de la dilution/cupule (4 cupules/
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dilution sérique). Apra@s 6 jours d'incubation a 37°C, la lec-
ture de l'effet cytopathogene (ECP) est effectuée. Le titre
du sérum donné par le point de neutralisation 50% est calculé

selon la méthode de REED et MUENCH (108).

Dans certains cas, nous avons effectu& la SNT sur des
souriceaux nouveau-nés, le principe du test restant le méme.
Les dilutions virales et sériques sont faites dans du HAlb.
Le m&lange virus-sérum est inoculé intracérébralement par
aliguotes de 0,01 ml/souriceau (4 -5 souriceaux par dilution
de sérum). Les souris sont ensuite contx0lées périodiguement
pendant 3 semaines et le point de neutralisation 50% calculé

selon la méthode de REED et MUENCH.

2.2. Inhibition de 1'hémagglutination

Principe: Le test de 1'inhibition de 1'hémaggluti-
nation (IHA) est basé& sur la propriété gu'ont certains virus,
dont le virus CEE, d'agglutiner des é&rythrocytes. Cette ag-
glutination peut &tre inhibé&e par des anticorps spécifigues

dirigés contre le virus (ou antige®ne) utilisé& dans le test.

Pour la production de 1'hémagglutinine, nous utilisons le
virus de référence I.40. La méthode décrite par CLARKE et
CASALS (15) et par FRISCH-NIGGEMEYER (22) est employ&e pour
la pré&cipitation de 1'antigéne au sulfate de protamine A par-
tir de la cervelle de souriceaux nouveau-nés infectés. La dé-
termination des anticorps inhibant 1’'hé&magglutination dans
les sérums est effectufe selon la méthode de LENNETTE et
SCHMIDT (57) dans le syst&me de microtitration sur plagues
(Greiner PS-Microtiterplatten, 96K, V-Form, Greiner Labor-
technik, D-7440 Nirtingen) avec des érythrocytes d'oies.

Huit 3 seize unités hémagglutinantes de 1l'antig&ne sont
utilisées dans le test & un pH final de 6,4. Pour 1l'évalua-
tion des résultats, seuls des titres d'au moins 1 : 10 sont

Pris en considération.



2.3. ELISA pour la détermination des IgG et IgM dans un

sérum

Principe: Dans le test ELISA ({(enzyme linked immuno-
sorbent assay), l’antigéne est adsorbé sur une surface en
plastique (= ;coating"). Une dilution du sé&rum a tester est
ensuite ajoutée. En pré&sence d'antlcorps spécifiques, ceux-
ci vont s'attacher a 1l'antigdne immobillsé sur le plastique.
Des anti-"specles”"-globulines marquées avec une enzyme sont
ajoutées et vont se fixer aux anticorps immobilisé&s. Chaque
étape est sulvie d'une procédure de lavage pour é&liminer les
réactifs qui sont restés en solution. Pour finir, le sub-
strat est ajouté. La dégradation du substrat par 1'enzyme
provogue un changement de couleur. L'lntensité de cette cou-
leur sera en relation directe avec la quantité& d'anticorps
spécifiques immobllisés sur le plastique. L'ELISA nous donne
honc des résultats gualitatifs et quantitatifs tout en n'uti-

lisant qu'une seule dilution de sérum (109).

2.3.1. Production et purification de l'antigene
(31, 32, 36)

Pour le test ELISA, 1l'antigéne est produit sur des ex-
plants primaires de fibroblastes de poulet. A des embryons de
poulets 8gés de 11 jours, on coupe les extrémités et la téte
et on &loigne les entrailles ainsgl que le coeur. Le reste est
trypsiné pendant 30 min. a tempé&rature ambiante (Difco txyp-
sine 1 : 250; 0,125% dans du PBS, tampon phosphate sallin, avec
100 U.I./ml pénicilline, 100 wg/ml streptomycine) sous agita-
tion continue. Cette suspension de cellules est ensulte fil-
trée 3 travers de la gaze stérile et centxifugée 10 min. a
200 g. Le surnageant jeté, la masse cellulaire est resuspen-
due dans le milieu nutrxitif (Eagle's MEM - 30 mM N-2 hydroxy~-
6thylpipérazine - N'-2 &thanesulfonacide (HEPES) - 100 0.I./ml
pénicilline - 100 pg/ml streptomycine) enrichi de 5% de FCS.
Les cellules sont comptées au Coulter Counter et réparties
dans des roller bottles (Coxrning, 490 cm? / Tissue Culture
Roller Flask) a raison de 150 x 10° cellules par roller bottle



Lorsqu'une nappe unicellulaire confluente s'est formée, ceci
apres 48 heures d'incubation 2 36°C, les cellules sont infec-
tées avec le virus CEE (souche I.40)}. La dose infectante est
de 5 a 10 TCID gy par cellule. Apreés 1,5 heure d'incubation,
on ajoute 30 ml/roller-bottle de milieu contenant 5% de FCS
et on incube les cellules 24 heures & 36°C. Ce milieu est
ensuite remplacé par un milieu sans FCS d'un pH de 8,0. Apres
une nouvelle période d'incubation de 20 heures, le surnageant
est récolté (premlére récolte du virus). En répétant cette
dernidre é&tape, nous avons pu effectuer une deuxidme ré&colte
du virus. Les débris cellulaires de cette suspension virale
sont &liminés par centrifugation 3 10'000 g pendant 30 min.
(centrifugeuse Sorvall, GSA-angle rotor, 6 x220ml). Le vi-
rus est inactivé par adjonction de 0,02% de formaldéhyde au
surnageant suivi de 24 heures d'incubation i 37°C. Il est
ensuite gédimenté a 25'000 g. 20 heures dans le Sorvall GSA
angle rotor. Le sé&diment est resuspendu dans 1lml de tampon
TEA (triaethanclamine 0,05M - NaCl 0,1M -pH 8,0). Cette sus-
pension virale est ensuite purifiée sur un gradient liné&alre
de saccharose de S - 20% (w/v), 110 min. 3 25'000 tours 3a 1°¢C
(Beckmann Ultracentrifuge, SW 40 rotor). Aprés la centrifuga-
tion, le virus se trouve environ a mi-hauteur du tube sous
forme d'une bande nette et opaque. Cette bande est aspirée 2
l'aide d'une pompe pé&ristaltigque en introduisant un microca-
pillaire dans le tube jusqu'd la hauteur du virus; puils elle
est diluée dans du tampon TEA 3 au moins 10 fois le volume
initial et sé&dimenté&e 3 20'000 tours durant 120 min. 4 4°C
(SW 40 rotor). Le s&diment est ensuite resuspendu dans lml de
tampon TEAR et congelé a - 70°C.

2.3.2. Test

L'ELISA est effectué selon VOLLER et al. (109), dans les
Plagues de microtitration 2 fond plat (Dynatech Microelisa
Plates M129 A, Dynatech Produkte AG, CH-8302 Kloten). Les
taux de 1'antiga@ne, des sérums et du conjugué ont €t8 détermi-
Nés lors de tests préalables de fagon gue le s&rum positif de

référence nous donne une absorption (abs) de 1 et le sérum de



contr®le négatif, une absorption plus petite que 0,05.

L'antlgene est dllué a 0,8 pg de protélne/ml dans un tam-
pon carbonate-blcarbonate 0,05M - pH 9,6 (coating buffer).
60 ul de cette solution sont pipetés dans chague cupule d'une
plague de microtitratlon, gui est ensuite incub&e durant la
nuit 4 4°C dans une chambre humide. La plague est lavée trois
fois de suite dans du PBS enxrichi de 0,05% de Tween 20 (PBS
Tween) avec le Multiwash (Skatron Multiwash, Flow Laborato-—
ries AG, Baar/ZG).

Les sérums a tester ainsi que les sgérums de contrdle, po-
sitifs et négatifs, sont ajoutés & une dllution de 1:40 dans
du tampon Trls (NaCl 0,15M ~ NAQEDTA lmM - Tris-HCl 0,05 M -
BSA 0,1% - Tween 20 0,05% - pH 7,4) A raison de 50 pl par
cupule (2 cupules par sérum) et lncubé pendant 1,5 heure a
37°C dans une chambre humide. La plaque est ensulte lavée

trois foils comme décrit plus haut.

Le conjugué (Goat antil Human IgG (Fc)- HRPO (horseraddish-
peroxidase) cu (Goat ant)l Human IgM (Fc)- HRPO, Nordlc Immu-
’nological Laboratories, Biogenzia Lemania SaA, CH-1004 Lausan-
ne) est dilué 3 1:1000 pour la déterminatlion des IgG et a
1:500 pour les IgM dans le tampon Tris. Il est ajouté dans la
plaque A raison de 50 pl par cupule et incub& pendant 3 heures
dans une chambre humide A température amblante. La plaque est
ensulte lavée trois fols. On procedde alors 3 un deuxilme cy-

cle de lavage avec de 1l'eau désionlsée.

Comme substrat, nous utilisons de 1'OPD (Oxrthophénylen-—
dlamine, Fluka AG, Buchs/SG) a 0,4 mg/ml dJdans un tampon phos-
phate-citrate 0,1 M - pR 5,0 et 0,4 ul/ml de H,0, 2 30%, a
raison de 200 pul de substrat par cupule. Aprés 30 min., le
développement de la couleur est stoppé& avec 50 pl de H,804
2,5M par cupule et la denslté optlgue mesurée a 495 nm avec
un ELISA-Reader (Titertek Multiskan, Flow Laboratorles AG,
CB-6340 Baar/ZG).



3. Tests virologiques

3.1. Essais d'isolation de virus

3.1.1. Essais d'isolation sur souris

Les tiques, classées selon l'’espéce, le stade é&volutif
(larve, nymphe, adulte) et le sexe, sont broyé&es, dans un
mortier refroidi a 4°c, par pool de 5 ~ 20 adultes, 10 - 50
nymphes ou larves, dans 1 ml de HAlb. Le broyat est sédimenté
4 8'000 g pendant 3 min. et le surnageant inoculé intracéré-
bralement (ic) & des souriceaux nouveau-nés, soit 0,01 ml par
souriceau a raison d'une demi-portée (4 2 5 souriceaux) par
pool de tiques. Pour les essais d'isolation a partir d'orga-
nes de mammiféres, une suspension de 10% dans du BAlb de ces
organes est inoculée comme décrit plus haut. Les souris sont
contrbdlées périodiquement pendant 20 jours. Chez les souris
présentant des symptOmes de paralysie, la cervelle est préle-
vée pour effectuer des passages successifs par inoculation ic
a de nouvelles portées de souris sous forme d'une suspension

de cervelle de 1% dans du HAlb.

3.1.2. Fssals d'isolatlon sur culture de cellules

Parallélement aux expériences effectuées sur sourls, une
partie des pools de tiques a &té& inoculée A des cultures de
cellules. Nous utilisons des cellules MPK dans des plaques
Costar ({Costar Tissue Culture Cluster 24, 205 Broadway,
Cambridge, Mass. U.S.A.) ou dans des tubes Corning (Corning
16 x 125 mm /Tissne Culture Tube with Screw Cap, Polystyrene,
Corning, New York 14830). Les cellules de deux cupules (pla-
que Costar) ou de deux tubes Corning sont inoculées avec
0,1ml des pools de tigues prépar€s comme décrit plus haut.
Aprés absorption de cette suspension pendant 1,5 heure a
37°C, nous ajoutons 0,8 ml par cupule ou 1lml par tube de mi-
lieu nutritif (voir 2.1.) enrichi de 3% de ¥CS. La présence
Ou 1'absence d'un ECP chez ces cellules est contr8lée apreés

S a2 6 jours d'incubation & 35°C.



A partir des tubes Corning, des passages successifs ont
été effectués. Apres avoir 6té lavées 2 fois avec du PBS, les
cultures de cellules sont trypsinées (sclution trypsine enri-
chie de 0,68 mM EDTA), resuspendues dans du milieu nutritif
frals et rediluées A 1:2 dans le méme tube. Si, apres 5 a 6
jours d'incubation a BSOC, il n'y a pas d'apparition 4’ECP,

un deuxiéme passage est effectué de la méme manidre.

3.2. Détermination des souches de virus

Les souches de virus sont déterminées lors du troisieme

ou guatriéme passage sur souriceauX.

3.2.1. Séroneutralisation virale

Dans cette réaction, nous avons testé 100 TCIDg, de cha-
gque souche de virus contre différents sérums CEE de référence,
la méthode étant la méme que celle décrite pour la détermina-

tion d'anticorps neutralisants (voir 2.1.).

3.2.2. Hémagglutination et inhibition de 1'hémagglutina-

tion

A partlr de chaque souche, une hémagglutinine a &té fa-
briquée et testée contre différents s&rums de ré&férence sgelon

les méthodes décrites en 2.2..

3.2.3. Réaction du pouvoir infectieux

Le dosage du pouvolr infectieux est déterminé en culture
de cellules (cellules MPK) sur plaques de microtitration, la
TCIDs, étant calculée selon la méthode de REED et MUENCH (87)

3.2.4. Sensibilité a 1'éther et au chloroforme

La sensibilité des souches de virus & 1'éther et au chlo~
roforme est testée en incubant une suspension virale avec 20%
d'éther ou 10% de chloroforme pendant 12 heures a 4°C. La

TCID du virus traité est ensulte comparée avec celle du vi-

50
rus non traité. N



3.2.5. Ultrafiltration

Le diamétre approximatif des virions est &valué par ultra-
filtration (filtres miliipore, Millipore SA, F-67100 Molsheim,

France) .

4. ELISA pour la détection et la détermination

de l'antigéne viral

Principe: ILe principe de ce test est similaire a 1'E-
LISA pour la détection d'anticorps dans un sérum (voir 2.3.).
Nous avons immobilisé des CEE - anticorps sur le plastique,
qui fixeront les particules virales de la suspension a tester.
On ajoute ensuite un sérum positif spécifique. Les anticoxrps
réagiront ensuite avec les virions. Ces anticorps, qui dénon-
cent la présence du virus, pourront &tre détectés par la ré-
action enzymatique apras adjonction du conjugué. Il s'agit
donc i1ci d'un "double antibody sandwich ELISA" modifié (109),
car 1'antig@ne recherché se trouve entre les anticorps immo-
bilisés sur le plastique et les anticorps utilisés pour la
détection de cet antig2ne. Ces deux anticorps doivent provenirxr
de différentes espl@ces, &tant donné que le conjugué doit se
fixer sur les anticorps ayant réagi avec antigene et non sur

les anticorps immobilisés sur le plastique.

4.1. Production d'antis&rum CEE dans le lapin

Un antis&rum CEE est préparé,par injection intramusculaire
répétée au lapin d'une suspension de virus (souche I.40) inac-
tivée, concentrée et purifiée par ultracentrifugation (voir
2.3.1.). Les injections sont préparées en émulsant 0,1 mg de
protéines virales diluées dans 0,5ml de PBS avec 0,5ml d'ad-
Jjuvant complet (Bacto Adjuvant Complete, H 37 Ra, Difco Labo-
ratories, Detrolt, Michigan, U.S.A.). D&s que les lapins pré-
sentent un taux d'anticorps d'un titre d'au moins 1:1280, i'an-

tisérum est prélevé par exsanguination par les carotides.



4.2. Isolation des immunoglobulines par précipitation

au sulfate d'ammonlum

La précipitation des lmmunoglobuiines (29) est effectuée
en ajoutant goutte A goutte A& 2 volumes de sérum 1 volume de
sulfate d'ammonium saturé a pH 7,2 (pH ajusté avec du Tris
satur&), en agitant continuelilement avec un barreau aimanté.
Cette suspension est laissé&e 3 heures A température ambilante
et est ensuite centrifugée a 3'000 g pendant 30 min. Le sgé&di-
ment est resuspendu dans de 1l'eau bidistillée. Cette précipl-
tatlion est répétée deux fols. Le dernier sé&diment est resus-
pendu dans du PBS (1/3 du volume initlal de sérum) durant la
nuit a 4°C et dlalysé extenslvement contre du PBS. La préci-
pitation se formant durant la dialyse est &liminée par cen-

trifugation.

4.3. Chromatogqraphie d'affinité

0,79 de CNBr-Sé&pharose 4B activée (Pharmacia Fine
Chemicale AB, Uppsala) est lavé avec 100ml de HCl 1 mM sur
un filtre en verre fritté (17D3). 0,2mg de virus CEE inactl-
vé et purifié (volr 2.3.1.) dans 3ml de NaHCO3 0,1M - NaCl
0,5M - pH 8,3 est immédiatement ajouté au gel lavé et agité
sur un "orbital shaker” a 4°C durant la nuit. Le gel est en-
suite centrifugé a 2'000 g pendant 20 min. et le s&diment
resuspendu dans 5ml d'éthanolamine 1M - NaHCO, 0,1 M -

NaCl 0,5M et agité comme décrlt pré&cédemment (1'éthanolamine

blogue les groupes actifs du gel restés libres).

Le gel est ensuite lavé 3 fois avec 30ml de tampon acé-
tate 0,1 M - NaCl 1,0M - pH 4,0 alternatlvement avec 30 ml de
tampon borate 0,1M - RaCl 1,0M - pH 8,5 et pagueté& dans une
colonne (pipette pasteur bouch&e avec de la lalne de verre).
Cette colonne est montée dans une chambre froide et lavée avec
10 a 20 gel-volumes de tampon Tris-HCl 0,1 M - NaCl 0,5M -
pH 8,0 (tampon de iavage) A raison de 60 ml par heure 2a 1'alde
d'une pompe péristaltigue. 5ml d'immunoglobulines de lapin
(CEE-spécifique) dans du tampon de lavage (7 mg/ml) sont pas-~

sées au travers du gel en clrcuit fermé pendant 12 heures a



raison de 6 ml par heure. Le gel est ensuite lavé durant une
nuit avec le tampon de lavage (6 ml/heure) pour &liminer les
protéines n'ayant pas réagi avec l'antigéne viral couplé au
gel. L'élution des immunoglobulines est effectuée avec 4 ml
de NaSCN 3N. Aprés avolr déconnecté& la pompe péristaltique,
le NaSCN est plpeté& sur la colonne. Des fractions de 1 ml
sont collectées au bas de la colonne et immédiatement dialy-
sées contre du PBS. Les fractions contenant les immunoglobu-
lines spécifiques sont détermin&es au test THA. Aprés avolir
&té lavé avec 10 3 20 gel-volumes de tampon de lavage, le gel
est régénéré avec 10 gel-volumes de Tris-HCl 0,1 M - NaCl
0,5M - pH 8,5, Buivis de 10 gel-volumes de Na-ac&tate 0,1 M-
NaCl 0,5M - pH 4,5. La colonne est ensuite rééquilibrée dans

le tampon de lavage avant d'&tre réemployée.

4.4. Fabrication d'un conjuqué - HRPO anti-CEE

La conjugaison du HRPO (horseraddish peroxidase) est ef-
fectuée selon la méthode au periodate décrite par WILSON et
NAKANE (116).

4 mg de HRPO (Blogenzia Lemania SA, CH-1004 Lausanne)
sont dissous dans 1 ml d'Hzo; 0,2ml de NaIO, 0,1 M sont
ajoutés, Ce mélange, aprés avoir &té agité 20 min. a tempéra-
ture ambiante, est dialysé durant la nult contre du tampon
Na-acétate lmM - pH 4,4 a 4°C (oxydation du carbohydrate -
reste de 1'HRPO). A cette enzyme activée, on ajoute 20 yl de
tampon carbonate 0,2M pH 9,5 et, immédiatement aprés, 8 mg
d'IgG (voir 4.2.). Le mélange est alors agité pendant deux
heures 3 tempé&rature ambiante. La base de schiff qui s'est
formée entre l'anticorps et l'enzyme est stabilisée par ad-
jonction de 0,1 ml d'une solution de NaBIl, (4 mg/ml H,0). La
solution est ensuite laissée 2 heures a 4°C. Le conjugué
HRPO~IgG est 1s80lé& de la solution par précipitation au sulfate
d'ammonium. On ajoute 1 volume de (NH4) ,50, satur& a 1 volume
de la solution. Aprés centrifugation a 2'000 g pendant 15 min.,
le précipité est lave 2 fois avec du (NH,),50, & 50%. Le con-

jugué est ensulte dlalysé& extensivement contre du PBS. Aprés



adjonction de 1% de BSA, le conjugué est filtré (0,22 pm Mil-

lipore) et conservé a - 20°C.

4.5. Test

Leg immunoglobulines anti-CEE purifiées sont diluées 2a
65 ng/ml dans du tampon carbonate-bjcarbonate 0,05M pH 9,6,
pipetées dans une plague de microtitration (Dynatech Micro-
elisa plate M 129 A) A ralson de 60 yl/cupule et incubges 2
4°C durant la nuit dans une chambre humide. La plaque est en-
suite lavée 3 fois de suite dans du PBS-Tween avec le Multi-
wash (= 1 cycle de lavage). Le maté&érlel 3 tester concentré,
ou dilué dans du tampon Tris, est ajouté A raison de 50 pl/
cupule {(au moins 2 cupules par aligquote) et incubé durant la
nuit 2 4°C dans une chambre humide. La plaque est ensuite

soumlse 3 2 cycles de lavage.

A chaque cupule sont ajoutés 50 pl d'un sérum bumain CEE-
positif A une dilution de 1:40 dans le tampon Tris. La plaque
est Incubée 1,5 heure a 37°C dans une chambre humide, puis
lavée (2 cycles de lavage). Le conjugué (Rabbilt-anti-~Human
IgG (Fc), alcaline phosphatase conjugated, Dynatech Dlagnos-
tics INC) est ajouté 3 une dilution de 1:100 dans du tampon
Tris A raison de 50 pl/cupule. La plague est alors incubge
pendant 3 heures dans une chambre humide 3 température am-

biante, puis lavée (2 cycles de lavage).

Le substrat (Sigma 104 Phosphatase substrate tablets -
1 mg/ml de tampon carbonate pH 9,8 - MgCl2 1 mM) est ajouté
3 raison de 200 pl/cupule. La réaction colorimétrigue est me-
surée a 405 nm avec un ELISA-Reader apr@s 2 heures et/ou 20

heures d'incubation a 37°C dans une chambre humide.

Nous avons aussi effectué ce test avec un conjugué HRPO
(Rabbit-anti-Human IgG (Fc), Peroxidase conjugated, Dynatech
Produkte AG, CH-8302 Kloten). Dans ce cas, nous avons utilisé
comme substrat de 1'OPD comme décrit dans 2.3., le principe
du test restant le m&me. Nous avons &galement effectug cet
ELISA avec un conjugué HRPO anti-CEE (volr 4.4. pour la fabri-

cation de ce conjugué). Ce conjugué détectant directement



e il

1l'antigéne viral, nous simplifions donc le test. En effet, il
n'est plus nécessaire d'ajouter un sérum humain CEE-positif
comme décrit plus haut, la sulte de la procé&dure restant la
méme .

5. ELFA pour la détection et la détermination

de 1l'antigé@ne viral

Principe: L'ELFA {enzyme linked fluorescence assay)
est basé sur le méme principe que 1'ELISA. Seule la détec-
tion de 1'enzyme est différente. Si, dans 1'ELISA, on utilise
un systéme enzyme-substrat produisant un changement de cou-
leur du substrat, la réaction utilisée pour 1'ELFA nous donne
un produit fluorescent, donc détectable avec un fluorimétre
(118) .

5.1. Test

Le procédé du test est le méme que celui de 1'ELISA
(voir 4.). Comme substrat, nous avons utilisé du MUP (4-Methyl-
umbelliferxyl phosphate, Sigma chemical company) (118): MOUP
0,1 mM dans du tampon triéthanolamine 0,05M - mMgCl ©0,01M
pH 9,8) & raison de 200 M1l/cupule. Apré&s incubation de la
plague pendant 2 heures 3 37°C dans une chambre humide, le
contenu de chague cupule est transféré& dans un tube de verre
contenant 1,8 ml de tampon triéthanolamine. La réaction est
enguite mesurfe & l'aide 4'un fluorim&tre (Perkin-Elmer
Fluoreszenz Spektrophotometer 3000) avec, comme longueur d'on-

de d'excitation 360 nm, 1'émission &tant mesurée a 470 nm.



III. RESULTATS

1. L'ELISA pour la détection des anticorps dans un sérum

La seule mé&thode valable permettant le dlagnostic d'une
encéphallte 2 tiques est 1'analyse sérologique, 1l'isolation
du virus n'étant pas possible dans la majorité des cas (voir
p. 8). L'apparition des anticorps dans le sérum coxrespond au
début de la deuxieme phase de la maladie (phase clinique),
avec, en premler lleu, la production 4'immunoglobulines de la
classe G. Dans notre laboratoire, pouxr assurer le diagnostic
d'une infection récente, nous avons test& paxr 1'IHA 2 séra
prélevés pendant la phase clinigue a un intervalle d'environ
deux semaines. Une augmentation significative d'au moins
2 taux de dilution é&tait la preuve d'une infectlon récente.
Malheureusement, le plus souvent, les allguotes des séra
avaient &té pré&levés trop tard au cours de l'infection et
1'augmentation du titre des antlcorps ne pouvalt &tre démon-
trée.

D'autres laboratoires utilisent la fixation du complément
(FC) comme technigue de diagnostic. Ainsi, des titres &levés
d'anticorps (1:64 ou plus) seralent dus A une infection ré-
cente car les antlcorps FC disparailssent plus rapidement du
sérum que les anticorps IHA ou SN. Contrairement 3 cette ob-
servation, HOFMANN (35) a constaté que de tels taux d'anti-
corps FC apparalssent souvent geulement apr@s la troisiéme

vaccinatlon contre l'enc&phallite a tiques.

Une autre méthode utilisée pour diagnostiquer une infec-
tion ré&cente consiste 3 tralter le sérum av 2-mercaptoétha-
nol (2-ME) puls & réaliser un test IHA (56). Un abalssement
du titre du sérum par ce traltement (lequel ré&dult s&lectiver

ment le titre des IgM) prouve une Infection récente.

Actuellement, 1'ELISA est en passe de devenir le test de
choix pour le diagnostic sérologlque en virologle. En effet,
11 permet la détectlon et la différentiation directe des
IgG et des IgM. Il est facile, rapide et peu cofteux 2a
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effectuer. Nous avons donc dé&cidé d'introduire ce test, d&-
crit pas HOFMANN (36), pouxr 1l'6tude de l'encéphalite a tiques
dans notre laboratolre, ce quil a nécessit& certalnes mises au

point d'ordre technique.

1.1. Production de 1'antig@ne

L'antig®ne utilisé& dans 1'ELISA doit &tre d'une pureté
optimale., Le virus produit sur les animaux de laboratoire &-
tant difficile A purifier, la plupart des auteurs choisissent
un systé@me en culture de cellules pour la production de 1'an-

tige@ne. C'est aussi la mé&thodologie que nous avons utiligée.

Le comportement du virus CEE (souche 1.40) sur cultures
primaires de fibroblastes de poulets est présenté dans la fi-

gure 1.

=

heures pl

Figure 1 : Multiplication du virus CEE en culture primaire

de fibroblastes de poulets.

'X‘CID50 : tissue culture infectious dosis 50%;
HA : hé&magglutininejy p.i.: post infection; 4——e : virus
infectieux (TCIDSO); »—-e: hémagglutinine (unité&s HAR); 0---0:
antigéne détectdé par ELISA (double antibody sandwich ELISA

mod1fi&); A : changement de milieu de culture.



Le mode d'infection et la récolte virale sont décrits dans le
chapfitre "Matériel et M&thodes" (2.3.1.). Ainsi, nous avons
mesuré la dose infectante et la guantité d'antig@ne du surna-
geant 3 différents intervalles de temps. Le taux d’antigé&ne a
été déterminé par 1l'hémagglutination et par ELISA (ELISA

pour la détection de 1'antigeéne viral).

Aprés une phase d'éclipse d'au moins 6 heures, la produc-
tion de virus augmente jusgu'd la 362me heure environ apres
1’infection. Ensuite, elle baisse continuellement. La coupure
des courbes aprés 24 heures et 45 heures est due au change-
ment de milieu nutritif. Apres 45 heures de culture, 1'abais-
sement du taux de virus infectant provient d'un effet cytopa-
thique du virus. Celul-cli atteint 90 a 100% des cellules 69
heures aprés l'infection. D'autre part, on constate une inac-
tivation thermigue du virus. Par contre, par ELISA comme par
HA, on observe le début de la production en grande quantité
de 1l'antige@ne entre 20 et 24 heures apres l'infectlon. Elle
reste constante jusqu'a la fin de 1'expérience., Avant le pre-
mier changement de milieu & 24 heures apres l'infection, on
ne détecte pas d'hémagglutinine dans le surnageant. Cela est
sans doute 4@ a la pré&sence de FCS dans le premier milieu, ce
qul inhibe 1'hémagglutination (31). D'autre part, il est con-
nu que contrairement aux Alphavirus, les Flavivirus ont une
une phase de latence longue de 12 heures au minimum avant le

début de la transcription (113).

Sur les deux récoltes d'antlgéne (récolte I & 45 heurxes
et récolte II a 69 heures apres 1l'infection), aprds inactiva-
tion, purification et concentration 3 1lml par récolte, le
taux de dilution requis pour 1'ELISA est déterminé par un
ELISA preéalable effectué avec des dilutions de ces antigé@nes
I et IT (titrage de l'antigdne) et le sérum positif de ré&fé-
rence I et II dilué 1:40. La dilution d'antig@ne donnant une
absorption de 1,0 avec le sérum de référence est la dilution

utilis€e pour le test. La production décrite plus haut, effec-
tuée avec 15 "roller-bottles", nous a ainsi fourni des antil~

génes a des titres de 1:1200 et 1400 (II), ce qul permet la



sengibilisation d'environ 250 plagques de microtitration. No-
tons encore gue la perte d'antigéne lors de la purification
sur gradient de saccharose est environ 10 fois supérileure
avec le virus actif gu'avec le virus préalablement inactivé

a la formaldéhyde. Cette perte pourrait &tre due a une agglo-
mération du virus actlf lors de la sé&dimentation, la fixa-

tion a la formaldéhyde empéchant celle-ci.

1.2. Détection des IgG et des IgM

Pour évaluer la sensibllité et la spécificité de cet
ELISA, nous avons analysé la présence ou 1'absence 1'IgG et
d'IgM spécifiques dans environ 250 sé&ra de forestiers IHA-
positifs et négatifs des cantons de Zurich et de Schaffhouse,
ainsi gue dans 23 séra provenant de patients ayant subi une
infection r&cente avec le virus CEE. L'analyse de ces séra

a été effectufe a4 une dilution unique de 1:40.

IgG
forestiers 31 / 250 *
patlents 22 / 23

Tableau 1 : Dé&tection, par ELISA, des Ig9G et IgM spécifi-
ques dans le gérum de patients ayant subi une
infection récente avec le virus CEE, et dans

le sé&rum de forestiers.

* : nombre de sérums positifs / nombre de sé&rums
analysés

Une nette démarcation existe entre les sérums positlifs et né-
gatifs, les positifs ayant tous une absorption (exprimée par
la matrice *) > 2. Quelques séra né&gatifs mis & part,

En cholsissant 1'expression de 1l'absorption par la matrice, 1'ELISA-
reader subdivise en 10 bandes d'absoxption égales la gamme des va-
leurs mesurées entre O et un maxiwum choisi par 1l'opérateur. L'ab-
sorxption mesurée sera classée 4d'aprés ces bandes et exprimée par des
chiffres allant de 0 & 9. Donc, en choisissant par exemple une ab-
sorption max. de 1,500, les valeurs d'absorption se situant entre
0,000 et 0,150 serxront exprimées par O, celles entre 0,151 et 0,300
par 1, etc.



(absorption se situant entre 1,0 et 1,5), la grande majorité

des sé&ra négatifs montraient une absorption < 1,0.

Comme on peut le voir dans le tableau 1, aucun des séra
positifs de forestiers ne contenait des IgM, ce qui suppose
que le contact avec le virus CEE devait dater de plusieurs
mois déja, voire de plusieurs années. Les séra des patients
cliniques, par contre, contenaient tous des IgM contre le vi-
rus CEE, ceci sans exception. Dans un seul cas, nous avons
détecté& dans le premier s&rum d'un patient des IgM, mais pas
d'IgG. Celles-ci &tajent cependant présentes dans le deuxidme
sérum prélevé deux semainesgs plus tard. Lorsgue l'on ne détec-
te que des IgM, 11 est indispensable d'analyser une deuxiéme
aliquote de sérum pré&levé 1 A 2 semaines plus tard pour dé&-
tecter 1'apparition des IgG. En effet, la seule présence
d'IgM peut &tre aussi due A une réaction non spécifique pro-
voguée par le facteur rhumatoide. Un sérum montrant des IgG
et des IgM peut aussi &tre d0 3 la combinaison du facteur
rhumatoide (IgM) et d'une ancienne Infection avec le virus
CEE (IgG). Toutefols, la probabilité d’une telle combinaison
est minime; elle est inférieure a 0,1% (36).

2. Détection et détermination de l'antig@ne viral CEE

par le test ELISA

Nous avions pour but l'introduction d'un test permettant
1'identification rapide du virus CEE dans un organe, une cul-
ture cellulalre ou méme directement dans la tique. Nous avons

alors mis au point le test ELISA pour détecter cet antig2ne.

La fixation d'immunoglobulines de lapins immunisgés contre
le virus de l'encéphalite & tiques, sur les plagues de micro-
titration, n'a pas donné de résultats concluants. Il nous a
donc fallu purifier ces Ig-anti-CEE par chromatographie d'af-
finité.

Le taux d'antig2ne fixé& sur la sépharose a &té déterminé
par ELISA, en immobilisant des dilutions d'antigdne avant et

aprés la réaction. La dilution donnant une absorptioh 3 495mm



de 0,4 avec le sérum positif de référence &tait de 1:20'000
avant la ré&action, et de 1:200 aprés la réaction. Le 99% du
virus a donc &té adsorb& par le gel.

L'élution des anticorps purifié&s aprés adsorption des anti-
CEE~Ig de lapins par le gel est présenté dans la figure 2. Le
pool des fractions 2 4 7 montrait un titre de 1:320 a 1'IHA
et un taux de proté&ines de 0,015mg/ml. Etant donné que le
matériel de départ avait un titre de 1:2560 3 1'IHA et un taux
de protéines de 7,0 mg/ml, nous avons obtenu une purification
des Ig d'un facteur de 60, en tenant compte du titre des anti-
corps. La dilution de travail de ces anticorps a &té& détermi-
née par des tests ELISA préalables, 3 une concentration de
protéines de 65ng/ml, soit une dilution de 1:240 de ces anti-
corps purifiés.

1:1280

log dilution des fractions
N
o

¥ —r- L4 Y

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
fractions

Figure 2 . Chromatographie d'affinité&: élution des CEE-Ig
—_———

au NaSCN 3N, Fractions de 1 ml dialysé&es mesu—
rées par 1'IHA.
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2.1. Détermination de la sensibilité et de la spBcificité

de 1'ELISA; comparaison avec 1'ELFA

Pour analyser la sensibilité& de 1'ELISA, nous avons testé
une titration de notre virus de référence I.40, dont le titre

comportait 1075 TCIDSO/O,OS ml sur cellules MPK.
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Figure 3 : Analyse d’'un titrage du virus CEE (souche 1.40)
par ELISA sur plagues non irradiées (a) et irra-
diées (b).
&——o : double antibody sandwich ELISA modifié;
0----0 : double antibody sandwich ELISA;
A . taux de dilution de 1 TCID,, /0,05 ml.

Dans la figure 3 sont représent&s les résultats de la
comparaison du "double antibody sandwich ELISA" modifié, et
du "double antibody sandwich ELISA". Dans le premier cas, l'an-
tigéne est détectd par le conjugué HRPO par l'intermédialre




d'anticorps spécifiques humalns; dans le second, 1l'antigéne
est alors détecté directement par les anticorps spécifiques
marqués avec l'enzyme. Le test ELISA modifié est environ 10
fois plus sensible gue le test ELISA détectant directement
l'antigéne. D'autre part, nous avons comparé des plagues de
microtitration normales (figure 3a) avec des plaques irradiées
aux rayons gamma (figure 3b). La sensibilité gagnée de prime
abord par les plaques irradiées est reperdue par leur plus
faible spécificité. Le titre final du virus détectable se si-

tue a4 la dilution de 104 dans les deux cas.

Nous avons aussi essayé d'augmenter la sensibilité du
test en utilisant un conjugué a la phosphatase alcaline avec,
d'une part, au test ELISA, un substrat colorant (p-nytrophé-
nyl-phosphate)}, et, d'autre part, au test ELFA, un substrat
fluorescent (4-méthylumbelllferyl-phosphate}. Les ré&sultats
de ces analyses, présentés dans la flgure 4, nous montrent
une légére amélioration du test. Aprés 2 heures d'incubation
du substrat du test ELISA, nous obtenons des ré&sultats 1légé-
rement inférjeurs a ceux du test ELISA gous utilisation du
conjugué RHPO, mais en prolongeant ce temps d'incubation,
contrairement 3 la peroxidase, la réaction colorimétrigue
catalysée par la phosphatase continue et nous obtenons ainsi
de meilleurs résultats, la r&actlon non spécifique restant

minime (figure 4a).

Les résultats obtenus par ELFA (figure 4b) sont compara-
bles a ceux obtenus par ELISA. Le éest ELFA présente une
plus grande sensibilité apr2s 2 heures d'incubation du sub-
strat, mais cette différence est Bgalisée au test ELISA par
1'incubation du substrat pendant 20 heures & 37°C. Une aug-
mentation du temps d'incubation du substrat pour le test ELFA
n'a pas apporté d'amélioration.

Conclusion: Du fait de sa plus grande simplicité d'exé-
cution, nous avons donc utilisé le test ELISA pour nos analy-
ses, avec le conjugué phosphatase et un temps 4'incubation

de 20 heures a 37°C du substrat. La sensibilité du test
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atteint 1'000 & 10'000 TCIDSO/O,OS ml de la suspension virale

(virus de ré&fé&rence 1.40),

marquant le taux de dilution de 1 TCIDSO/O,OS ml.

1

Figure 4 :

Nous avons par la sulte analysé& plusieurs pools de tiques
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positifs et né€gatifs pour le virus CEE par cette m&thode. Mal-

heureusement,

les réactions non spécifiques é&taient trop gran-

des pour pouvolr différencier les pools contenant le virus CEE

des pools négatifs, méme en testant ces tiques A différentes

dilutions. Les taux de virus dans la tique variant de 102 a

10° IDSO maximum (FAIVRE, communication personnelle}, la sen-

sibilité du test ELISA se trouve donc & la limite de d&tection.




- log 1D /0,03 ml i.c. * i ELISA abs 405 nm
pos. \7 pos. négq. pos. Lﬁpos. nég.

44_~‘;“4kF | A’T

G.s. 4,25 5,25 - 074%8 076%2 021%4

ov. 3,5 2,75 - 047%20 060%6 030ty

T.d. 5,5 3,75 - 08414 058% 4 054110

Cer. 2,5 2,75 - 102 6 063%13  026%7

S.t. 5,5 5,0 - 460177 430%45 2497%28
Tableau 2 : Dé&tection du virus CEE dans des organes de tiques

par inoculation intra-cérébrale aux souris et par
le test ELISA.
pos.: tiques infectées; né&g.: tigques négatives (organes de
5 tiques par analyse); (G.8.: glandes salivaires; Ov.:
ovaire; T.d.: tube digestif; Cer.: cerveau; S.t.: solde de
la tigue; ID : dose infectante 50%; 1i.c.: infection intra-
cérébrale; abs: absorption; T : &cart type.
*) L'infection des tigues et le titrage du virus sur souri-
ceaux ont &t& effectués par Monsieur J.P. Faivre, Instlitut de
Zoologie, Université de Neuchdtel.

L'analyse d'organes de tiques infectées (tableau 2) ne
donne pas non plus de ré&sultats nets et incontestables, bien
qu'il y alt une différence mesurable entre les organes posi-
tifs et négatifs. En comparant les r&sultats des analyses ef-
fectuges par ELISA a ceux des analyses effectues sur souri-
Ceaux nouveau-né&s, nous constatons gque le test ELISA n'est pas

€quivalent au titrage de ces organes in vivo.

Relevons toutefois un fait intéressant: les titres de vi-
rus dans les glandes salivaires des tiques atteignaient 104
a 10° ID50 et ont donné a 1'ELISA une absorption de 075. Les

titres titres dans les cerveaux &tant de 102’5,

ceux~ci don-
ndrent 3 1'ELISA des résultats comparables a3 ceux obtenus

pour les glandes salivaires. Il nous faut donc admettre que



les différents titres obtenus dans les différents organes desg
tiques ne sont pas dus 3 une variation du nombre de particules
virales uniguement, mais surtout 3 une variation du pouvoir
infectieux du virus pour les souriceaux. Nous avions déja ob-
gervé de telles variations lors du titrage d'organes de tiques
effectué en paralldle sur souriceaux et en culture cellulaire,
ol le virus atteignait des titres de 104 IDg, wur souriceaux
mais n'étalt pas détectable en culture de cellules. Les tiques
avaient &t& Infectées avec le virus de référence I1.40, lequel
avait subi de nombreux passages consécutifs sur souriceaux et
montrait des titres comparables en culture de cellules et sur
souris. Nous reviendrons sur ces problemes de variations du

pouvoir infectieux du virus dans la discussion finale.

Une amélioration du test ELISA pourrait &tre obtenue en
produisant des anticorps monoclonaux contre le virus CEE pour
la sensibilisation des plagues de microtitration. Ces anti-
corps montrant généralement d&€ja une trds grande pureté&, il
ne serait pas nécessaire de les purifier par chromatographie
d'affinité. Il est en effet probable gque les anticorps mon-
trant une grande affinité pour le virus CEE n'ont pu 8tre &-
lués de la colonne. Nous n'aurions obtenu gue des anticorps
de faible affinité&, d'old peut-8tre une réduction de la sensi-
bilité et de la spé&cificité du test.

Conclusion : Nous constatons que le test ELISA n'est
hé&las pas utilisable pour le dépistage direct de la présence
du virus CEE dans la tique. Il nous apporte cependant une mé-
thode d'identification rapide du virus, cecl 3 partir d'orga~
nes ou de cultures de cellules infectées. Il est &vident que
pour contr8ler la spéclficité du test vis-a-vis d'autres
Arbovirus, plus particuli@rement d'autres Flavivirus, il nous
faudrajit tester toute une sé&rie d'antigénes différénts gue
nous n'avions pas d notre disposition. Par contre, toutes les$
souches de virus CEE isol8es sur souriceaux et en culture de
cellules ont pu &tre identifiées par ELISA. Trols souches 150~
lées de tiques du "Staatswald", restées non identifiées {(CEE~
négatives) (p. 49) &talent nettement né&gatives & ce test.



3. Investigations sérologiques

3.1. Chez 1'homme

Les résultats des investigations sérologiques effectuées
au sein du personnel forestier de différents cantons sont ré-
sumés dans le tableau 3. Les cantons de Zurich et de Schaff-
house montrent les plus grands taux d'infection avec des pour
centages de 5,41% et de 4,02% respectivement. Nous remarquons
les hauts titres d'anticorps, donnés par la moyenne géométri-

que, des sujets du canton de Zurich.

Nombre de séra Nombre de Pourcentage Titre 3 1'IHA
présentant séra des séra des séra
Canton des anticorps analysés positifs positifs
{(moyennes
géométr.)
ZH 23 / 425 5,41 1 : 123
SH 10 / 249 4,02
(-38 chasseurs = 211) (4,74)
BE 3 / 288 1,04 1 93
SO 2 / 162 1,23 1 12
AG 3 / 627 0,48 1 53
vD 1 / 220 0,45 1 : 20
TG 0 / 46 - -
FR 0 / 47 - -
Total 42 / 2064 2,03 1 : 92
L

Tableau 3 : Anticorps contre le virus CEE dans le sérum du

personnel forestier de différents cantons.

Dans les cantons de Fribourg et de Thurgovie, nous n'avons
pu détecter de cas d'encéphalite 3 tigues. En Thurgovie, les
ipvestigations sérologiques n'ont touché que le sud du canton,
les employé&s du nord du canton {Diessenhofen, Steckborn)

ayant &t& vaccinés auparavant contre le vlirus CEE. D'autre



part, seul un faible nombre de séra a ét& analysé dans ces

deux cantons.

Dans les cantons d'Argovie, de Soleure et de Vaud, peu de
personnes présentent des anticorps contre le virus CEE. De
plus, on n'observe aucun regroupement géographique des rares
cas positlfs. Le détall de ces résultats est pré6senté aux
vages 38 et 39.

Les titres d'anticorps d€tectés par IHA et par ELISA sont
approximativement comparables (tableau 4). En effet, les séra
négatifs en IHA montrent le plus souvent une valeur de 0
(forme matrice) & 1'ELISA. De ces séra IHA-négatifs, seuls
quelques-uns attelgnaient des valeurs de 1 A& 2. Ces derniers
avalent &té conservés pendant une assez longue période. Au
contraire, les sé&ra fralfchement prélevés, négatifs a 1'IHA,
montrérent toujours des valeurs de matrice allant de 0 a 1.

A une exception pr&s, tous les séra THA-positifs présentérent
des valeurs de 3 ou plus. Par conséquent, fixant la limite de
spécificité du test ELISA & 2, nous constatons une bonne con-

cordance des résultats des 2 tests.

Un sérum négatif A 1'ELISA mais positif & 1'IHA prove-
nait d'une personne de la région de Zofingen (AG). Nous l'a-
vons aussi examiné par le test de la séroneutralisation qul,
pour les Flavivirus, est plus spécifigue que le test IHA (16).
En employant 10 TCIDg, de notre virus de référence I1.40,
1'index de neutralisation (IN) de ce sérum était < 1:5. Le
contr®le positif montrait un IN de 1:640. Ainsl, nous pouvons
admettre gque la réaction positive décelée a4 1'IHA est non
spécifique, ou, alors, qu'il s'aglt d’une réaction croisée
avec un autre Flavivirus. Par contre, le sérum prélevé dans
la région de Lostorf (S0) s'est avéré positif a 1'ELISA, mals
négatif 2 1'IHA et 3 la SNT avec des tltres respectivement de
< 1:10 et de < 1:5. Nous avons congslddré& que ce casg é&talt
positif en nous basant sur 1'expérience de HOFMANN et al. (36).
En effet, ces auteurs ont démontré que chez 2/3 des person-
nes vaccinées contre 1'’encéphalite & tiques, les antlcorps

spécifiques &talent, quelgues annéeg plus tard, toujours



+
canton région sérums titre (IHA) ﬁiiizs
positifs
L

SH Altdorf 1 1:160 6
Trasadingen 1 1:20 4
Hallau 2 1:40 2x 5,5/6
Buchberg 1 1:40 6,5
Stein am Rhein 3 1:40 2x/1:80 4/5,5/6
Thayngen 2 1:80/1:10 6/3

AG Fislibach 1 1:40 3

- Zelhen 1 1:80 5
Elken 1 1:40 4
Zofingen 1* 1:40 0

ZH wilflingen 1 1:80 7,5
Berg 1l 1:160 7
Neftenbach 1 1:640 7
Ddttlikon 1 1:80 6
Kyburg 1 1:160 7
Uster 1 1:80 6
Horgen/Sihlwald 2 1:160 2x 8/6
Laufen 1 1:160 3,5
Rheinau 3 1:80 3x 5/6/6

- Ossingen 1 1:160 6,5

Kl.Andelfingen 1 1:80 6
Blilach 1 1:40 5
Rafz 1 1:80 6
Bachenbllach 1 1:80 6
Frelenstein 1l 1:80 5
Eglisau 4 1:80 4x 4,5 2x/6/7
Z{irich 1 1:80 4

BE Gampe len 1 1:80 5
Ins 1 1:160 8
Gwatt 1** 1:40 q

50 Lostorf 1 <1:10 3
Niederbuchsiten 1 1:20 8

VD Gimel 174 1:160 9
Yverdon 1 1:20 6

L____
Tableau 4 : Comparaison des titres d'anticorps aux tests IHA

et ELISA et localisation du personnel forestier
présentant ces anticorps.
+: Les résultats du test ELISA sont donnés en unités représentant la
moyenne des mesures de la forme matxice de 1'ELISA-reader, le con-
tréle positif ayant une valeur de 9 et le négatif de 0 & une dilu-
tion sérique de 1:40.
*: Il s'agit d'une réaction non spéclfique de 1'IHA ou d'une réaction
croisée avec un autre Flavivirus.
Dans la région de Thoune, peu de forestiexs ont &té analysés.
Cas d'une personne ayant contracté une lnfection dans la région de
Glattfelden (ZH) en 1979.

*w

LTI




décelables & 1'ELISA mais plus & 1'IlA.

Un seul sérum présentait des anticorps a un titre > 1:320,
tel gu'on le décele souvent lors d'infections actuelles chez
I'homme. Ceci est peut-&tre d@ 3 une falble activité des ti-
ques en 1980. Aussi a-t-on enregistr@ beaucoup moins de cas
cliniques cette année-1a gu'en 1979 par exemple (voir aussi

figure 7).

Dans les cantons de Zurich et de Schaffhouse, la réparti-
tion géographique des lieux d'habitation ou de travall des
personnes séropositives recouvre assez bien celle des foyers
naturels déja connus (117). La concordance est &galement bonne
avec les résultats obtenus par KRECH (52), lequel a localisé
des foyers naturels en guestionnant les patients ayant subi
une encéphalite a tiques clinlque. Un foyer naturel supplé&men-
taire doit exlster dans la région de Horgen (Sihlwald). En
effet, 2 forestlers de cette réglon ont subli une séroconver-
slon et nous avons réussi A isoler le virus CEE A4 partir de la
cervelle d'un poney ayant €té infecté dans la mé@me ré&gion
(110). KRECH localisa é&galement guelgues cas d'encéphalite 2
tigues prés de Horgen. Il s'agigsailt toutefois de cas incer-

tains (52).

Dans le canton de Berne, seules 3 personnes &talent séro-
positives. Deux d'entre elles travaillent dans la xréglon du
"Grand Marais” (Ins, Gampelen). La présence d'un foyer naturel
dans cette ré&églon a &té confirmée par 1l'isolation du virus CEE
A partir de tigues (63). La troisiéme personne est un emplOYé
de la protection de la flore et de la faune de la régilon de
Thoune (Gwatt). Ce résultat, peu représentatif, n'a pu 8tre
confirmé par 1'examen des forestiers de cette région. Ceux-ci
se sont d'allleurs montrés peu coopératifs. Néanmoins, lors
d'investigations effectuées quelques ann€es auparavant avec
des semiprofessionnels de courses d'orlentation de la régilon
Thoune-Splez, 2 sportifs sur 54 présent@rent des anticorps
spécifigues au virus CEE. D'autre part, des foyers naturels
ont été localisés dans la réglon de Thoune par 1'isolation
du virus 3 partir de tiques et de micromammifdres (p.51).



Les 4 cas décelés dans le canton d'Argovie et les 2 cas du
canton de Soleure ne se lalssent gue partiellement interpréter
&tant donné& gue nous n'avons pas encore assez d'informations
prouvant la présence du virus CEE dans ces cantons. L'un des
foregtlers s&ropositifs hablte prés des foyers naturels que
nous avons locallsés dans le canton de Zurich. Il est proba-
ble gqu'll se soit infecté dans ces ré&gions. Un autre cas, po-
sitif A 1'IHA et provenant de la région de Zofingen, s'est
montr& négatif & 1L'ELISA et au SNT. I1 ne s'agit donc pas de
1'encéphalite 3a tilques.

Comme pour les cantons d'Argovie et de Soleure, le cas
provenant d'Yverdon (canton de Vaud) ne peut 8tre expliqué
pour le moment. L'infection du forestler de Gimel, par contre,
a pu Btre reporté a la ré&gion de Glattfelden (2H), son lieu
de travall en 1979, ol 11 avait alors contracté& une infection

cliniguement diagnostiquée.



3.2. Chez le mouton

800 sérums de moutons ont &té& pré&levés dans la vallée du
Haut-Rhin et seulement deux aliquotes présentatent des anti-
corps inhibant 1'h&magglutination, soit 0,25% des animaux. Les
titres étaient bas (1:10 et 1:20). Les 2 animaux concernés
provenaient des régions de Untervaz et de Malenfeld (tableaub).
Ces résultats sont d'autant plus &tonnants gue ces moutons
sont régulidérement parasités par les tiques. D'autre part, le
virus a été lsolé d'une hermine de cette région (STECK, commu-

nication personnelle).

—_—
Rombre de séra Nombre de Pourcentage
Région présentant séra des séra
des anticorps analysés positifs
}____
Oberhasli o / 20 -
Sevelen 0 / 136 -
St. Martinsberg o / 15 -
Triibbach o / 18 -
Azmood o / 10 -
Oberschaan o / 6 -
Welte 0 / 14 -
Fontnas o / 15 -
Balzers o / 70 -
Pignia o / 48 -
Glaspass o / 41 -
Realta 0 / 21 -
Bonaduz o / 50 -
Felsberg 0 / 27 -
Rhéziins o/ 26 . -
Untervaz 1/ 67 1,50
Kiblis o / 41 -
Malans o/ 37 -
Malenfeld 1/ 24 4,10
wangs o / 58 -
Flums [V 56 -
s
Total 2/ 300 0,25

Tableau 5 : Anticorps IHA contre le virus CEE dans la sérum

de woutons de la vallée du Haut-Rhin.



3.3.

Chez le chien

41 -

Nous avons eu connaissance de 3 cas d'encéphalite a tiques

chez des chiens en Suisse.

1'homme par la tique T.

ricinus,

indicateur de virus CEE.

Le chien,

plus souvent parasité& que

représente sans doute un bon

Nombre de séra Nombre de Pourcentage | Moyenne géom.
Canton présentant des séra des séra des titres
anticorps analysés positifs a 1'IHAa
Zurich 15 316 4,8 1 : 40
Berne 10 / 534 1,9 1 : 74
Bale 3 / 53 5,6 1 : 25
Total 28 / 303 3,1

Tableau 6 : Anticorps IHA contre le virus CEE dans le sérum de

chiens.

Les résultats des Investigations sérologiques de chiens
provenant des cliniques vétérinaires de Zurich, Berne et Bdle

(Minchenstein) sont résumés dans les tableaux 6 et 7. Le pour-

centage des cas enregistrés, soit 1,9% et 4,8% pour les can-
tons de Berne et Zurich respectivement, sont comparables a
ceux obtenus chez le personnel forestier de ces deux cantons.
Un sérum positif du canton de Berne j.rovient d'un chien de la
région de Thoune (Gwatt) ol nous avons localisé& des foyers
d'encéphalite a tiques. Nous ne pouvons pas tirer de conclu-
sions d&finitives pour le moment des autres résultats positifs
de Berne et de ses alentours, alnsi que du cas de Moutler.
Dans la ré8gion de BAle, bien que nous n'ayons analysé qu'un
petit nombre de séra, nous avons observé 3 cas positifs. Les
chiens positifs du canton de Zurich proviennent en grande par-
tie des régions habitées par les forestiers trouvés positifs,

surtout du nord du canton (volr aussi figure 9).



Canton Ré&gion Titre (IHA)
L_.jp
BE Bern 1 : 20
4 1 : 20
" 1 : 40
" 1 : 80
Gwatt 1 : 80
Laupen 1 : 320
Liebefeld 1 : 20
" 1 : 40
Moutiex 1 : 40
Minchenbuchsee 1 : 80
S A — ]
SG Bazenheid 1 : 80
e
ZH Benken 1 - 20
Briitisellen 1 : 320
Glattfelden 1 : 20
Kaltbrunn 1 20
Niederweningen 1 : 40
Pfungen 1 : 20
Riischlikon 1 : 160
Wallisellen 1 : 40
Wintexthur 1« 40
ziirich 1 : 20
) 1 : 40
" 1 : .80
inconnu 1 : 20
" 1 :+ 80
BS Basel 1 : 10
" 1 : 80
| Bottmingen 1 : 20
Tableau 7 : Provenance des chiens montrant des anticorps

Comme pour les séra de moutons,

le test de 1'inhibition de 1'hémagglutination.

contre le virus CEE.

nous n'avons utilisé que

On ne peut donc

pas exclure des réactions apparemment positives mais non spé-

cifiques.

D'autre part,

les Arbovirus sont encore trop peu

étudiés en Sulsse pour pouvolr exclure une réaction croisée

avec un autre Flavivirus.




4. Investligations virologlques

Parmi les tiques ré&coltées de 1978 a 1981 en Suisse,
13'039 exemplalres ont &té analysés pour déterminer la pré-
sence de virus. Il s'agissalt en majorité de l'espéce 1. ri-
cinus. Du Valais, du Tessin et de 1'Ile de Kembs (Alsace),
nous avons aussl analysé des tiques du genre Dermacentor mar-

ginatus (224 exemplaires) et D. reticulatus (44 exemplaires).

Les tiques récoltées en 1978 ont ét& uniquement analysées
par 1noculation intracérébrale & des souriceaux nouveau-nés
(63). Par contre, des essals d'lisolation ont &té effectués
aussl blen sur souriceaux que sur cultures de cellules réna-
les de porc (cellules MPK) avec les Ixodides récoltés dés
1979 (62).

Le tableau 8 démontre gue 25 souches de virus ont pu &tre
isolées: 10 souche a partir de lots de tliques femelles, 10 2
partir de m8les et 5 a partir de nymphes. Toutes ces souches
ont &été& obtenues avec I. ricinus uniquement. Les Dermacentor

n'ont rien livré.

L'isolation de 18 souches a réussi sur des souriceaux et
6 autres souches ont &té& 1solées de concert sur souriceaux et
en culture cellulaire. Une souche a &té i1sc0lée en culture de
cellules alors que les sourlceaux restaient négatifs. Cepen-
dant, 1l'inoculation du surnageant de cette culture infectée 2
une portée de souriceaux déclencha les symptOmes typlques de

paralysie de l'encéphalite & tiques.

Les tests de neutralisation virale et de 1'inhibition de
l'hémagglutination ont permis 1'identification de 22 souches
de virus CEE. Trols autres souches n'ont pas donné d'hémagglu-
tinine et elles n'ont pu @tre neutralisées par des sérums de
référence antil-CEE: elles n'appartlennent donc pas aux virus
de l'encéphalite a tigues ! Les expérilences faltes avec ces

souches sont présentées ci-dessous (volr p. 49}.



]
Nb.de tiques
Souche | Date de capture | Lieu de capture par pool
m_{@—._i
I.W.3 26.4.1978 Ins, Staatswald (BE) 10 F
I.C.7 3.5.1978 Ins, Staatswald (BE) 10 F
I.2 29.5.1979 Glattfelden, Laubberg(ZH) 10 F
1.102 " " 10 M
1.103 " - 10 M
I.206 " " 10 F
I.115 16.5.1979 Eglisau, Stadtforen (ZH) 10 M
I1.)42 " " 25 N
I1.269 5.6.1979 Ins, Staatswald (BE) 20 N
1.273 " " 62 N
J.276* " " 50 N
I.11 9.7.1979 Thun, Glitschbach (BE) 8 F
X012 " " 8 M
1.13 ” " 8 M
I.18 - " 6 M
J1.248 31.5.1979 Thun, Zulgrain (BE} 8N
T.225 28.4.1980 Ing, Staatswald (BE) - 16 F
T.229* 12.5.1980 " 16 F
T.232 " " 15 M
T.234 " - 22 M
T.235 " " 23 M
T.243* 28.4.1980 " 12 M
T. 246 " " 14 F
T.258 " " 20 F
L—L.107 | 20.5.1981 Glattfelden, Laubberg(ZH) 20 F
S —
Tableau 8 : Isolation de souches de virus 3 partlr de tiques

de 1'espéce Ixodes ricinus.

F: tiques femelles; M: tiques m8les; N: nymphes.

*} souches de virus non jidentifiées.

Les résultats des analyses sont résumés dans le tableau 9.

Les tiques de la région de Thoune montrent le plus haut pour-

centage d'infection avec 0,82% et 0,84% A'I. ricinus porteurs

de virus.

Les tiques récoltées dans la région d'Egliseau présentale-

un faible taux d'infection. Toutefols, dans ce cas, plus de l:

moitié des tiques analysées &talent des larves. En ne les pre’

nant pas en considération (elles &talent d'ailleurs toutes


Nb.de

négatives), le taux d'infection atteint alors 0,38% (au lieu

de 0,18%), soit un chiffre enregistré dans d'autres régions.

Les tiques récoltées au Staatswald permettent de consta-
ter l'existence d'une variation du taux d'infection d'une
année 38 l'autre: 0,32% des tiques adultes sont positives en
1978, 0,75% en 1980. Les tiques récoltées en 1979 étajent
uniquement des nymphes et des larves; par consé&quent, ces

résultats ne sont pas directement comparables.
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Tableau 9 : Tilgues capturées en Suisse de 1978 a 1981

" B e —
Tigques
o)
Canton / Réglon F M N L | Total | virus %
- x|
1976
r'd_‘“——“m—‘—‘[——r’—"ﬁﬁ—‘ 1
ZH Regensberg 8 4 12 9 33 -
Glattfelden {Laubberg) 41 27 48 116 -
Eglisau (Stadtforen) 1 3 1 30 35 -
BE Ins (Staatswald) 579 53 632 2 0,32
NE Neuchatel
(Bois de 1'Hbpital) 93 29 122 -
2G Winzwilen 9 14 -
Hohnenberqg (2G/AG) 165 82 247 -
FR Le Chablais (Sugiez) 270 270 -
SH Geissberg 59 27 86 -
! —
total : 1225 230 61 39 1555 2
1979
NN IS RES— ]
ZH Bachs (Raeblisberg) 44 41 105 190 -
Dietlikon (Gubel) 121+ 121 270 512 -
Dietlikon (Gubel) 22 23 151 196 -
Glattfelden (Laubberg)| 214 216 397 827 4 0,48
Hochwart-Irchel 35 42 437 514 -
Pfungen 36 29 410 475 -
Regensberg 80* 93 296 469 -
Regensberg 52 36 86 174 -
Raschlikon 68 61 65 194 -
Stammheim 16 12 105 133 -
gglisan (Stadtforen) 62 62 402 | 563 | 1089 2 0,18
BE 1Ins (Staatswald) 659 |157 816 2(+1) | 0,25
Reutigen (Gliatschbach)| 152 144 189 485 4 0,82
Thun (Allmend) 30 34 99 163 -
Steffisburg/Homberg 25 20 74 119 1 0,84
AG Gelssberg 78 105 454 637 -
VS BAllodon 9 9 18 -
Bois Noir 28 43 141 212 -
Epinassay 22 15 30 70 -
total : 1094 1106 4370 723 7293 13(+1)
L S B




Tableau 9 (sulte)

Canton / Ré&gi Tiques
a gion F l M l N J L |Total | virus| %
1980
b — —1
AG Zeihen 6 11 123 140 -
BE 1Ins (Staatswald} 413 385 798 6(+2}( 0,75
TG Altlkon 38 39 180 257 -
Pfyn 9 10 79 98 -
Bonau 9 9 72 30 -
VS Martigny-Bourg 13 22 35 -
val d'Annlvler 30 30 -
Bramois 10 1 11 -
Brgilsch 6 3 9 -
St-Martin 6 11 17 -
a 1 3 -
T valle Maggla 75 53 3 131 -
a 35 22 57 -
c 341 76 7 424 -
a 82 102 184 -
ZR Glattfelden (Laubberg) 40 28 782 4 854 -
Ile de Kembs 71 25 96 -
b 13 31 44 -
total: 1198 330 | 1246 4 3278 6 (+2)
F— _
1981
ZH Glattfelden{Laubberg) 167 165 730 52 1114 1 0,09
1978 - 81 total: 3684 2331 | 6407 818 | 13240 ([22(+3) { 0,17
1
F: tiques femelles; M: tigues m3les; N: nymphes; L: larves;

pourcentage de tiques infestBes; - : essals d'isolation
négatifs. '
pas d'essais d'isolation effectués; a = D. marginatus;

b: D. reticulatus; c: I. ricinus récoltés sur chdvre;

d: D, marginatus récoltés gur chévre; chiffres sans nota-
tions: I. xicinus libres; Virus: nombre de souches de virus
CEE isolées avec, entre parenthéses, le nombre de souches ol

11 ne s'agit pas du virus CEE.



Les micromammiféres capturés dans la région de Thoune
n'ont livré qu'une souche de virus CEE en 1977, A partir d'un

pool d'organes (cervelle, rate, fole et glandes salivalres).

Il s'agissait d'un Apodemus flavicollis male et adulte (5).
D'autre part, de la région de Horgen (ZH}, nous avons
réussi l'isolation d'une souche de virus CEF a partir de la
cervelle d'un cheval ayant présenté des symptOmes de paralysle
(110). L'isolation n'a &té effectue que sur culture de cel-~
lules MPK. Les essais sur souriceaux nouveau-nés sont restés
négatifs, méme aprés 3 passages successifs. Par contre, les
souriceaux tomberent malades apr&s injection intra-cérébrale
du surnageant des cultures. Cette souche de virus, aprés
avoir subi 3 passages sur souris, garda une plus grande affi-
nité pour les cellules MPK que pour les souriceaux, cecl com-—
paré A notre souche de ré8férence 1.40. En effet, les titres
de cette souche "cheval" sont environ 100 fois supérieurs sur
cellules que sur souris, tandis gue le virus de référence

montre des titres comparables dans les deux systé@mes (tableau

10).
DI50 /0,02 ml TCID50 /0,2 ml
lc souriceaux cellules MPK
souche “cheval” 108,16 10975
souche TI.40 108:0 10708
Tableau 10 : Dose infectante sur souriceaux et en culture

de cellules.

DI dose infectante 50%; TCIDSO: tissue

50°
culture infectlous dosls 50%; 1c: infection

intra-cérébrale.

Nous avons par la sulte analysé 14 chevaux du méme trou-
peau. Blen gue ces animaux alent &té& souvent parasités par des
tiques, nous n'avons pas décelé d'anticorps contre le virus

CEE dans leurs séra, nl par le test SN, ni par celul de 1'IHA.



5. Souches de virus non identifdisges (I.276, T.229, T.243)

En 1979, nous avons isolé une souche de virus (souche
1.276) a partir d'un pool de 50 nymphes d'T. ricinus. Nous
n'avons pu la neutraliser avec nos sérums de ré&férences anti-
CEE; nous n'avons pas non plus réussi a produlre une hémag-
glutinine. Ces tigues provenaient du "Staatswald"” prés d'Ins
(BE) (tableau 9). L'année sulvante, et dans la méme région,

2 autres souches semblables ont &té lsolées, l'une d'un pool
de 16 femelles I. ricinus (T.229) et 1l'autre de 12 males
I. ricinus (T.243).

-log ~log
souche P.1 rp.3 TCID50 p.12 TCIDg,
1.276 8 3. 6-7 j. 5,0 6-7 j. 8,5
T.229 9 3. 6-7 7. 7,23 - -
T.243 9 j. 5-6 7. 7,0 - -
CEE-vi. 4-5 3. 4 j.J

Tableau 11 : Caractéristiques des souches lndéterminées de

virus sur sourlceaux.

P.1: temps d'incubation (souriceaux) lors de
1'isolation initiale; P.3: temps d'lincubation
lors du passage 3; P.12: lors du passage 12;
-: passsage pas effectu&;

TCIDSO: tissue culture infectious dosis 50%.

Les temps d'incubatlion sur souriceaux nouveau-nés é&talent
de 1'ordre de 8-9 jours lors de 1l'isolation initiale et de
5-7 jours lors des passages sulvants (tableau 11). Non seule-
ment les temps d'incubation different de ceux observés pour
les souches de virus CEE (4-5 jours), mails aussl les manifes-
tations cliniques des souriceaux sont moins nettes avec ces
3 souches qu'avec le virus CEE. On n'observe pas vraiment
d'affections paralytiques, mals plutdt une période d'excita-

tion brave et violente. La mort survient rapldement, environ



12 heures plus tard.

En culture de cellules MPK, par contre, nous avons obser-
vé des tendances inverses. Ainsi, lors de l'infection des cel-
lules avec le virus CEE, un début d'effet cytopathogéne n'est
observable que 2 & 3 jours post infection, par contre l'effet
cytopathogéne des 3 souches &tudiées est détectable déja 24
heures post infection. D'autre part, lors du titrage de ces
virus en culture cellulaire, on observe une formation de pla-
ges atteignant quelques centaines de cellules sans qu'il y
ait besoin d'un "overlay”. Le virus n'est donc pas, ou trés
peu, libéré directement dans le milleu. Le titre du virus

dans le surnageant &tait d'ailleurs toujours trés faible.

filtration sensibilitée
0,3pm 0,2pm  O0,1lpm éther chloxo

.__"‘_{H - 4.4[——_‘—\_1

souche contr8le

X.276 7.5 6,5 <1,5 2,5 2,5 8,5
T.229 7,0 6,0 <1,5 3,5 - 7,23
T.243 6,66 6,66 <1,5 3,0 - 7,0
I.40* 7.7 7,0 6,5 4,66 4,0 8,0
Tableau 12 : Filtration et sensibilité 3 1'&ther et au
chloroforme
filtration : tissue lInfectious dosis 50% (TCID ) apreés

filtration sur milllpores;

sensibilité: TCID aprés incubation dans 1'é&ther et le
chloroforme (chloro};

contrdle : virus non tralté;
- : pas effectuég,
* : souche de virus CEE de ré&férence.

Les résultats des essals de flltration et des tests de
sensibilité 3 1'éther et au chloroforme sont pr&sentés dans
le tableau 12. Il doit s'agir d'un virus ayant une enveloppe
d'un diam3tre se situant entre 100 et 200 nm. ne possé&dant
pas de séra de ré&férence des Arbovirus, nous ne pouvons pas
déterminer ces 3 souches avec plus de précision, sinon suppo-
ser 1'appartenance i la famille Bunyavirus (38). Le probléme
est & l'étude.



6.

Thoune

51

Etude épidémioclogique détaillée dans la région de

Comme nous l'avons d&ja mentionné plus haut, 6 souches de

virus CEE ont é&té i1solées dans la région de Thoune: 5 A par-

tir de lots de tiques et 1 A partir d'un A.

flavicollis.

Les

résultats des piégeages effectués en 1977 et des captures de

tigues libres en 1979 sont présentés dans

le tableau 13.

B ' ]
R&gion Micromammifdres 1977 Tigues 1979
As Af |Cg|Ma|Tot (Vi ]AC 3 M N [Tot | Vi
i S —
1 Birenholz 101 3| 8 21 - -
2 Schiesstand 1} 9] 1oy | -
3 Stalldgerten 6 3|10 20 -| -
4 Schiesstand 2 20 -| -
5 Guntelsei 8] 210 20| 1} - 54| 53] 61)168 -
6 Chelbenau 1 1| 4 61 | 4 58| 56| 77191 4
7 Stdghalten 1 1 21 -t - 61 15| 35{ 56 -
8 Chapf 30 19 12| 61 -
9 U.Chandergrien 30| 34| 99163 -
10 Zulgrain 131 10 8; 31 1
11 Schwendibach 11| 10| 64| 85 -
12 Homberg 1 2 3 -
13 amsoldingen-See 2 1 3 -
14 Spiezberg 2 1 3 6 -
Total 27 8{31|14} 80| 1| 4 2071193362767 5

Tableau 13 :

de Thoune.

As: A. sylvaticus;
Cg: C. glareolus ;

femelles;
Tot: total;
AC

Af: A. flavicollis;
Ma: M. agrestis; F:
M: tiques males; N: nymphes;

Vi

nombre de gouches de virus

nombre de micromammiféres montrant des
anticorps contre le virus CEE

La numérotation des ré&gions se rapporte 3 la figure 5.

Investigations des foyers naturels de la région

tiques

CEE;




Micromammiferes : Des essals dfisclation de virus, sur
sourlceaux nouveau-nés, ont &té effectufs avec des "pools"
d'organes de 80 micromammifére; capturés en 1977.‘De plus, le
sérum de 58 de ces animaux a été analysé& par THA afin de dé-
tecter des antlcorps antl-CEE. Quatre rongeurs ont présenté
des anticorps inhibant l'hémagglutination: 1 C. glareolus et
3 M. agrestis. Ces 4 animaux ont é&té capturés dans la région
du "Cheibenau". Le micromammifére, source d'une souche de vi-
rus CEE, provient guant & lul d'une région proche, soit du

"Guntelsei”™ (figure 5, nos 5 et 6).

Tigues : Parml les 5 souches de virus CEE 1isolées de 767
tigues récoltées en 1979, 4 provenaient de tiques de la ré-
gion du “"Cheilbenau®, donc du méme endroit o, deux années au-

paravant, nous avlons détecté des anticorps dans le s&rum de

micromammiféres. Le fait est intéressant. Il laisse supposer

une certaine stabllité dans la localisation et le fonction-
nement de ce foyer. La derniére souche de virus provenait de
tigues capturées au "Zulgrain®", a l'est de Steffisburg (fi-
gure 5, no 10). Ce foyer n'est donc pas en relation directe

avec celui situé dans la vallée du Glitschbach.

La région de Thoune représente donc une mosalque de
foyers et le nombre annuel &levé de cas d'encéphalite 3 ti-

ques enregistrés chez l'homme en prouve l'importance.



)

Steffisbuyrg CD

Homb'vq
®

THUN

FEL LI
XL

Pautigen

RN
A.-P‘-‘"\ =

Spiez

]
Fiqure 5: Foyers d'encéphalite 3 tiques dans la région de
Thoune,
Les numéros se rapportent au tableau 13.
nos 5, 6 et 10:

Régions
foyers naturels confirmég par 1'1-
solation du viru

8 de l'encéphalite 2 partir de
tiques X. ricinus.



7. Etude épidémioclogique de 1'encéphalite a tiques

dans le canton de Zurich

L'activité saisonniere des tiques 1. riclnus, en rapport
avec l'apparition des cas d'encéphalite chez l1'homme, a &té&
observé dans le nord du canton de Zurich. Le choilx de cette
région est justifié par le grand nombre de cas annuels réper-

toriés.

7.1. Foyer naturel de la région de Glattfelden

Une attention particuliere a &té porté&e a4 cette région
car elle est riche en tiques. D'autre part, lors de nos re-~
cherches pré&cédentes (tableau 9), de nombreuses souches de

virus ont été isolées A partlr des 1. ricinus de ce foyer.

7.1.1. Situation et caractérisation du foyer

Ce foyer d'encéphalite a tiques se situe sur le versant
sud-ouest de la colline du Laubberg (altitude 460 m, cooxdon-
nées: 680, 250/268, 750, carte de Suisse au 1/25'000, feuille
Eglisau no 1051). Nous avons &tudié l'activité& saisonniére

des tiques libres dans 3 stations.

Station 1: Intérieur de la forét
L'assocliation de cette station est un interm&diai-
re entre un Asperulo-Fagetum et un Carici-Fagetum,
caractéristique de 1'étage des collines des ver-
sants chauds, avec une strate arborescente 4'un

recouvrement de 85%.%

Station 2: Clairiére
Il s'agit ici d'un ancien Mesobromium (prairie
maigre s@che) en voie de recolonisation par la fo-

rét dont 1'association refléte une station plus

* Nous remercions vivement M. J.M. Gobat, de 1'Institut de
Botanique de Neuchatel, pour avoir effectué les relevés
phytosociologiques.



chaude gue la gstation 1, caractérisée par des es-
peces therxrmophiles. La foré&t en train de s'établir

est probablement un Caricl-Fagetum.

Station 3: Clairilere
Cette statlon présente la méme situation que la
station 2, donc un anclen Mesobromium, mals 3 un
stade plus avancé de colonisation par les buls-

sons.

Selon les Indications données par les espéces de végétaux,
la station 2 est la plus chaude, suivle des stations 3 et 1.
Ces 3 statlons représentent des endrolts plus chauds gue les
for8ts environnantes du reste de la colline, surtout du fait
de leur exposition au sud-ouest. Les rapports détailllés des
relevés phytosoclologliques sont présentés en annexe a ce cha-

pitre.



Annexe: Relevé phytosociologique du 22.7.1980 au Laubberg

STATION 1
Sltuation: Haut de la butte, fOret de pins sylvestres plantés,

avec quelques clajiri2res de feuillus. En bas,
hetraie un peu plantée d'épicéas.

Relevé:
Altitude: 467m Pente: 0-5%, surface concave Surface: lOOm2
Exposition: -

~ Strate arborescente: Recouvrement: 85% Hauteur moyenne:15-20m

4 Pinus silvestris planté
4 Faqus sivatica
2.2 Clematis vitalba

Strate arbustive: R: 20% H: 2-3m
2.1 vibumum lantana r Acer campestre
1.2 Corylus avellana r Rubus sp
1.2 Ligustxum vulgare r Berberis vulgaris T
1.2 Lonicera xylosetum r Crataegus monogyna
+.2 Cornus sanguinea r  Vibumum opulus
+ Fagus silvatica r Quercus petrea
+  Prunus avium 1° Rosa sp
+  Fraxinus excelsior
Strate herbacée: R: 10% H: 20cm

2.2 Bedera helix +0  Convallaria majalis T
1.2 Asperula odorata +°  Polygonatum multiflorum
1.2 Carex digitata Y Fragaria vesca

+.2 Brachypodium sivaticum © Listera ovata

+ Vicia sepium © Solidago virgaaurea

T = especes thermophiles
Profil de sol:

O-4cm : Litigre de feullles de hatre et aiguilles de pin,
relativement peu décomposée. pH = 6,5

4-8cm : Liti2re plus décomposée, brun-noir, grumuleux, limite
nette en bas. pH = 7

9-24cm: Transition lente de brun-noir 2 ocre (sable molassique)

24 et en dessous: Sable molassique. pH = 7

Racines jusqu'ad 25cm
Présence de carbonates d2s 8cm. L'humus est un moder.
Taux de recouvrement des mousses: 5%



STATION 2

Situation: Clairi{dre dans une "for8t” de pins et de mélezzs
plantés. Lisiére de feuillus bilen fournie. La
clairidre est envahie par de jeunes buissons et des
plantes d'ourlets.

Relevé:
Alt: 460m Pente: 12% Surface: 250m2 Exp: SW
Strate arborescente: R: 10%(suxr la clairilre). Les arbres

sont en bordure,. H: 25-30m

5 Pinus silvestris (2 au niveau de la clairié&re)

Strate arbustive: R: 100% en lisiére, 15% dans la clalriére
H: 4m en lisiere, 1lm dans la clairidre
Lis. Clad. Clai.
3 + Fagus silvatica 1.2 Cormus mas T
3 + Ligustrum vulgare + Quercus petrea
4 1.2 Corylus avellana + Berberis vulgaris T
2 2.1 Juglans regia + Crataegus monogyna
i + Vibumum lantana r Tilia platyphyllos T
1 +.2 Cornus sanguinea r Rosa sp
i Prunus avium -
Strate herbacée: R: 100% H: 60cm
4.5 Brachypodium pinnatum O + Broms tectoram
2.2 Centaurea scabjosa + Lotus comiculatus M
2.2 Origanum vulgare O + Pimpirella minor
2.2 Festuca ovina + Salvia pratensis M
2.1 Avena pubescens M + Briza media
2.1 BEuphrasia cyparissias + Scablosa columbaria
2.1 Achillea millefolium + Galium molluwgo O
2.1 Silene cucubalus + Vicia hirsuta
1.3 Calamagrostis villosa + Holcus lantana
1.2 Helianthemum nummularum M + Ononis repens M
1.2 Chrysanthemum leucanthemum + Orobanche purpurea sur Achillea
1.2 Dpactylis glomerata + Knamtia silvatica O
1.2 Broms erectus M +0 Verbascum sp
+.2 Dianthus carthusiaporum M + Clematds vitalba T
+.2 Asperula odorata O . + Vicia seplum
M: espdces reliques du Mesobromium 0: espdces colonlatrices
de 1'ourlet T: espdces thexmophiles (comme aussl M et O)

Profil du sol:

0-3cm : Terre brun-noir bilen décomposée, pH = 6,0

3-30cm: Terre brune, avec bonne minéralisation de 1'huws, pH 6,5
30-65cm:Sable molassigue ocre, pH = 6,8

Racines principales jusqu'3d 30cm, secondaires jusqu'd 60cm
Présence de carbonates (peu) en surface, beaucoup dés 4cm



STATION 3

Sltuation comme la station 2, mais 3 un stade de colonisation
des buissons plus avancé. Les builssons gitués au milieu de la
clairjare recouvrent cette fois 25%, pour une hauteur de 1 a 2m.

Relevé:

Les espéces arbustives et herbacées sont en grande majorité les
mémes que celles de la statlon 2. En plus toutefols, Populus
tremula dans les bulssons (2.1), qul est un colonisateur

raplde des clailrldres. Autres esp2ces not&es: Centaura jacea (M),
Vlola hlrta (0), Trifolium medium (0O), Veronica teucrium (O),
Epipactis sp, Alium sp.



7.1.2. Tiques sur h8tes

Un pilégeage de micromammiféres a été effectué au mols
d'aoQt 1980 dans ces trois stations et aussi a leur proximité
immé&diate. Les 100 pléges sont restés deux jours en place et
ont €té contrdlés 24 et 48 heures aprés leur pose. Trente
micromamml féres ont &té& capturés: 12 A. flavicoliis, 10 A.

sylvaticus, 7 C. glareolus et i M. agrestis. Les résultats

de ce pilégeage et du déparasitage deg rongeurs sont présentés

dans le tableau 14.

moyenne
rongeurs tot. tiques tiques/rongeur
par. /tot. L. N. L. [ N.
A.s. 10 / 10 213 3 21,3 0,3
A.f. 12 / 12 342 11 28,5 0,9
C.g. 4 /7 15 0 2,1 0
M.a. 1/ 1 2 0 2 0
Tableau 14 : Tiques * sur micromammifares

A.s.: A. gsylvaticusg A.f.: A. flavicollls;

C.g.: C. glareolus ; M.a.! M. agrestis

par.: parasité; tot.: total; L.: larves
N.: nymphes

Ces rongeurs étalent parasités par des larves, plus rare-
ment par des nymphes. Le nombre moyen de tiques trouvé sur
Apodemus é&tait environ 10 fois plus &levé que celul trouvé
sur Clethrionomys et Microtus, A. flavicollis é&tant le plus

hautement infest&. MERMOD et al. (65) ont publié des observa-

tions semblables. Ils supposent gue l'activité globale de

*) Ces tiques n'ont pas &t8 déterminées. Elles ont &té immé-
diatement congelées dans du HAlb en vue des essals d'lso-
lation du virus. Seules 2 esap@ces sont vralsemblablement
en cause: I. ricinus d'abord, puis peut-8tre quelques
I. trianguliceps.




cette esp@ce est supérieure a celle des autres. Ainsi les dé-
placements plus fréquents et plus importants des Apodemus aug-

menteraient les chances de rencontre avec les tigues.

7-1.3. Tiques libres

Les tiques libres ont &té& récoltées par la méthode dite du
drapeau sur une surface de 100 m2 a4 1'intérieur de la forét
(station 1), de 106 m? dans une clairidre (station 2) et a la
lisiére de foré&t sur 200 m (station 3). Les résultats de cet
6chantillonnage mensuel sont présentés dans la figure 6. Mal-
heureusement, les investigations dans la station 3 ont 40 &tre
interrompues au printemps 1981, cette ré&glon ayant €té détrulte
par la constructicn d'un chemin forestier. Tous les exemplaires

récoltés appartenaient a l'espéce 1. ricinus.

Beaucoup de larves ont &té récoltées. Elles sont souvent
groupées dans des "nids" disséminés irréguliérement dans le
biotope (1). Comme nous avons effectu& nos é&chantillonnages
sur de petites surfaces, nous n'avons pas tenu compte des lar-

ves dans cette étude.

Dans la station 1 (foré&t), nous avons constaté deux pics
d'activité des tiques en 1980: le premier en juin-julllet, et
le deuxiéme, moins accentué&, en septembre-début octobre. Ceci
concorde avec d'autres observations faites en Suisse (1, 65, 66,
67). L'année suivante (1981), le premier pic é&tait avancé d'un
mois, sans doute A la suilte de meilleures conditions mété&orolo-
gigues. Pendant ces 2 années d'observation, 1'apparition en
grand nombre des larves llbres ne dé&bute gqu'au mois de juiln,
donc avec un retard de 3 34 4 mols par rapport aux nymphes et
aux adultes. Ces larves sont sans doute issues de la ponte des

femelles qui se sont gorgées au printemps.

Dans les stations 2 (clalriére) et 3 (lisieére de forét),
le pic d'activité en automne est pratiguement inexistant. Les
tigues ayant besoln d'un degré hygrométrigque assez &levé (23),
elles ne survivent que difficilement, durant les mois chauds

de l'année, dans un ancien Mesobromium sans couvert forestier
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Figure 6 : Echantillonnage mensuel de tigues libres au
"Laubberg”
1 Station 1 (100 m2 2 1l'intérieur de la forét)
2 : Station 2 (100 m? dans une clairiére)
3: Station 3 (300 m le long de la lisieére de la fordt
+—> : tiques adultes; e ----¢: nymphes; a: degtruc-

tion de cette station par la construction d'un
chemin foresttier.



et sans sous—-bols. L'absence d'activité des tigques durant
l1'hiver 1980-81 est due aux basses températures et a la neilge
qui a persisté de novembre a4 mi-février. A proximité de ces

3 stations, nous n'avons presque jamals capturé de tiques li-
bres, peut-&tre pour des ralsons de température et/ou a

cause du trés faible sous-bois des foréts environnantes.

7.1.4. Etudes virologiques

Bien que nous ayaons réussi A isoler, en 1979, 4 souches
de virus CEE & partir des tiques de cette région, en 1980
rien n'a &té obtenu alors qu'au printemps 1981 une 5@me sou-
che était identifiée. Cette différence est peut-8&tre due au
stade évolutif des tiques analysées, Les 4 premidres souches
ont &té isolées & partir de 327 tiques récoltées au mois de
mai 1979 dont plus de la moitie étaientldes adultes. En 1980,
sur les 782 tiques récoltées, il n'y avait que 68 adultes.
Quant a la souche obtenue en 1981, elle avalt &té& isolée a
partir de 446 tigues dont 227 adultes. Ces tigues avalent é&-

galement &té& récoltées au mois de mai.

Dans le sérum des micromammiféres capturés, nous avons re-
cherché des anticorps spécifiques du virus CEE. Un seul 1lndi-
vidu (A. flavicollis) présentajit des anticorps neutralisant a
un titre de 1:488. Nous n'avons pas effectué d'essais d'iso-

lation de virus A partir de ces rongeurs.

Nous présenterons une hypothé&se sur le fonctionnement
d'un tel foyer naturel d'encé&phalite A tigues dans la discus-

sion finale.

7.2. Répartition saisonnidre des cas cliniques humains

dans le canton de Zurich

Dans le canton de Zurich, 41 cas d'encéphalite A tiques
ont &té diagnostiqués en 1973, 13 en 1980 et 15 en 1981. La
.répartition saisonniére de ces cas est représent&e dans la

fiqure 7.
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Flgure 7 : Répartition saisonni@re des cas clinlques humains
d'encéphalite 3 tiques dans le canton de Zurich.

n = nombre de cas annuels.

En comparant les données de 1'é&chantillonnage mensuel des
tigques du "Laubberg”™ 3 celles des cas d'encéphalite (1980/81),
nous constatons un décalage d’'environ 1 mois entre les pics.
Cela pourralt correspondre au temps d'incubation du virus
chez le patient, avant l'apparltion de sympt®mes clinliques.
D’autre part, on constate un rapport prcbable entre le nombre
de tiques actlives et le nombre d'infectlons, du molns au dé-
but de la belle saison. Ainsi, le nombre de tlgues libres
capturées au mois de juln semble pouvolr 8tre mis en rapport
avec le nombre de cas d'encéphalite de mols suivant. Le deu-
xiéme pilc d'activité des Ixodes, par contre, ne se répercute,
ni en 1980 ni en 1981, sur le nombre d'infections chez 1'hom-
me. Cecl pourralt &tre 40 a une variation du pouvoir patho-
gene du virus. Ces problemes sont exposés en détall dans la

discussion finale,

7.3. Répartition géographique

La figure 8 représente la répartition, dans le canton de
Zurich, des cas a sérologle positive provenant du personnel

forestier, des malades hospltalisés, et des chilens examinés.




Pour le personnel forestier, la localisation des cas est don-
née par le lieu de travail, pour les malades et les chlens,
par leur lieu d'habitation. En ce qul concerne la localisa-
tion des foyers naturels détectés par isolation du virus CEE,
outre nos propres résultats, nous avons aussi représenté

ceux de WYLER et al. (117), et de RADDA et al. (86).

Les cas cliniques et sérologiques se rencontrent surtout
dans le nord du canton et plus modestement a 1l'ouest du bas
du lac. Ainsi, 11 existe une assez bonne corré&lation entre
les localisations des cas cliniques d'encéphalite a tiques
et celles des investigations sérologlques des forestiers.

Ces derniers ont donné& des résultats plus précis que ceux
obtenus par l'analyse des sé&ra de chiens. Rappelons que les
séra de chiens ont été& analysé&s uniguement par le test de
1'inhibition de l'hémagglutination. Ces résultats ne nous per-
mettent pas d'exclure les ré&actions rion spécifiques dues

éventuellement & d'autres Flavivirus.
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Figure 8 : Répartition géographique de 1l'encéphalite 3 tiques
dans le canton de Zurich.
® : foyers naturels d'encéphalite a tiques localisés
paxr isolation du virus;
® : anticorps chez le personnel forestier;

anticorps chez les chiens;
cas clinigues d'encéphalite 3 tigques de 1979 31981,

>0




IV. DISCUSSION ET CONCLUSIONS

1. Introduction de nouvelles méthodes

L'introduction du test ELISA détectant les antlcorps spé-
cifiques du virus CEE nous permet d'établir actuellement un
diagnostic sur l'encé&phalite 3 tiques. Ces anticorps sont
présents dans le sé@rum du patient dds le début de la deuxié-
me phase de la maladie. Il nous faut toutefols pouvoir nous
assurer qu'ils ne proviennent pas d'une ancienne infection,
ou d'un vaccin anti-CEE (ce qui supposerait que le patient
ne souffre pas d'une encéphalite due au virus de 1'encépha-
lite & tiques) (35). 11 est connu que, lors d'une infection,
des anticorps de la classe IgM sont tout d'abord formés,
mais qu'ils disparaftront par la sulte assez rapidement. Les
anticorps de la classe IgG, par contre, persistent durant
plusieurs années et sont responsables d'une immunité& durable
En utilisant, dans le test ELISA, des conjugués permettant
de différencler les IgG et les IgM, nous pouvons diagnosti-
quer avec s(reté une infection récente. Finalement, &tant
donné sa simplicité d'ex&cution, ce test permet 1'analyse si-

multanée d'une grande quantité de séra.

Nous avions d'autre part 1'intention de mettre au point
un test ELISA permettant de détecter et d'identifier rapide-
ment le virus CEE dans un organe de vertébré, dans une cul-
ture cellulaire, ou méme directement dans la tique. La limite
de sensibilité de ce test s'est révélée &tre aux environs de
1041DSO du Qirus CEE de référence. Cette sensibllité est lar-
gement suffisante pour 1l'identification du virus A partir
d'organes ou de cultures de cellules infect&s, mais malheu-
reusement pas pour le dépistage direct de l'antig@ne viral
dans la tique. Nous nous sommes trouvé 13 a la limite de dé-
tection du test, les taux de virus dans la tigue variant de

100 2 10°1Dg, (20, 45).



2. Recherches épidémlologlques

Le but principal de ce travail concernalt 1’é&tabllssement
d'une répartition des foyers naturels d'encéphalite A tlqgues
en Sulsse. D'emblé&e nous é&tions congcient qu'un tel objectif
ne seralt pas faclile 3 réaliser. En principe, pour voir se
dessiner une répartition exhaustive des foyers, 11 eQt fallu
récolter et analyser plusieurs centalnes de milliers de ti-
ques dans toute la Suisgse. Un tel procé&dé ne nous auralt

d'allleurs pas emp&ché de mangquer les trés petits foyers.

La locallsation de foyers naturels d'agents infectieux
nécegsite 1l'usage d'indicateurs approprlés. Nous avons donc
choisi de déterminer la présence d'anticorps contre le virus
CEE dans le sérum de personnes exposées, c'est-3a-dire tra-
valllant professionnellement dans la foré&t. Les forestlers,
bdcherons et garde-chasgse courent un plus grand risque d'in-
fection dque le reste de la population (42, 54, 55). Nous avons
aussl analysé le sérum d'animaux tels que les chiens gqui,
souvent, sont parasités par les tiques. Ces investigations
sérologliques englobent pratigquement tout le Plateau suisse,
du lac de Constance au lac L&man, le canton de Lucerne excep-
te.

Dans 4 régions du Plateau, nous avons pu délimiter des

foyers naturels d'envergure variable (figure 9).

Région 1 : Cette ré&glon comprend le nord et le nord-ouest
du canton de Z2Zurich, avec les arrondissements de Winterthur,
Blilach, Andelfingen et le sud du canton de Schaffhouse (Rlett-
gau, Stein, Schaffhausen—-S et Reiat). Plusieurs souches de
virus CEE ont &té isolég A partir de tiques récoltées preés de
Glattfelden et d'Eglisau (p.46). La plupart des cas d'encé-
phalite 3 tiques enregistrés en Suisse proviennent de cette
Zone. Le pourcentage de forestliers séropositifs s'élevalt en
moyenne 3 5,4% dans le canton de Zurich. Mails, dans certailns
arrondigsements, comme celul d'Andelfingen, ce pourcentage

culminait a 12,5%, celul de Bllach a 16,3% (tableau 15).



Réglon 2 : Un autre foyer naturel a été locallsé& Qdans
1'arrondissement de Horgen (ZH), od quelques cas d'encé&phalite
3 tiques chez l'homme ont &té enregistr&s. D'autre part, le
virus CEE a pu 8tre is0l& a partir d'un cheval infecté dans

cette région.

Région 3 : Dans la ré&gion de Thoune, deux foyers ont &té&
découverts par isolation du virus CEE & partir de tlgues et de
micromammiféres (p. 51). L'un se trouve prés de "Zwieselberg”
(Reutigen-Tierachern), l'autre au nord-est de Steffisburg, le
long de la rivié&re Zulg. Plusieurs cas d'encE&phallte & tiques

sont enregistrés chaque année dans cette réglon.

Région 4 : Un autre foyer se trouve dans le "Grand Marals
(Grosses Moos), prés 4d'Ins. Deux forestiers de cet arrondis-
sement (arr. Erlach) présentalent des anticorps. D'autre part,
nous avons 1so0lé& 10 souches de virus CEE A partir des I. rici-
nus de cette ré&glon. Il y a 10 ana, Krech supposglit d'ail-
leurs l'exlstence de foyers naturels d'encéphalite a tigues
dans le Grand Marais (53). Cette région est particuli@rement
intéressante, car elle présente des foyers de dimension res-
treinte. Le virus a par exemple &té isolé& de tigues capturées
dans le “Staatswald®”, une forét &troite d'environ 3 km de
longueur, entourée de terrains cultivés, par conséquent abso-
lument isolée des autres ford&ts. Ce lambeau de forét d&ja an-
cienne peut 8tre consid&ré comme un foyer naturel typique,
dans lequel se malntient une importante population de tigues,
possédant ses propres microorganlsmes, et trouvant ses hdtes

dans la faune locale de vertébrés. L'homme entre par accident

dans ce foyer et s'infecte A la sulte d'une piqfire de tigue.

En 1980, le pourcentage de tlques infectées 8tait excep-
tionnellement &levé dans les foyers de Thoune (0,8%) et du
Staatswald (0,75%). De tels taux d’'infection ont déja &té
constatés lors d'autres enquétes effectuBes en Suisse (117),
en Autriche et en Allemagne de 1'Est (8, 41). Dans d'autres

régions endémiques, seul le 0,1 A& 0,5% des tiques &taient



porteuses du virus CEE. Nous pouvons donc admettre que, dans
un foyer naturel 4'encéphalite a tigues, 0,1 2 1% des tiques
sont infectleuses. Le taux d'infection moven de toutes les
tigues analysées en Sulsse au cours de ce travall se montait
A 0,17%, ce gul correspond aux résultats d'autres régions
d'Europe occldentale (11, 28, 81, 84). Il faut soullgner gue
les tiques provenant du Tessin et du Valals n'ont livré 23 ce
jour aucune souche de vlrus CEE.

Les recherches gérologiques effectuées auprés du person-
nel forestier démontrent que ces personnes sont exposées a
un risque d'Infection 5 fols plus &levé que le reste de la
population et les résultats obtenus dans le canton de Zurich
le prouvent clairement. En effet, les taux d'infection des
forestiers de ce canton sont de 5% alors que celul de la po-
pulation ge situe A environ 1% (71). Alnsl, dans les réglons
ol des foyers naturels ont &té décelés, les personnes expo-
sées devralent impérativement se faire vacciner contre l'en-

céphalite 3 tigues.

Les chasseurs et garde-chasse, par contre, semblent
8tre moins exposés que les forestiers. Parmi les 249 sujets
contrdlés dans le canton de Schaffhouse, 38 é&talent des
chasgeurs. Aucun d'entre eux ne présentalt d'anticorps con-
tre le virus CEE alors que parmi les 211 foregtiers testés
1,8% Btalent positifs (tableau 3). Le nombre de séra de
chagseurs &tant toutefols assez faible, une conclusion abso-
lue ne peut &tre encore apportée. Cependant, 1l faut relever
que la salson de la chasse ne colnclde pas avec la périlode

principale de 1l'activité des tigques.

Les sportifs participant & des courses d'orientation ne
semblent pas plus exposés gque les chasseurs 3 un trés grand
risque d'infection. En effet, parml les 26 sportifs du
cadre national de courses d'orientation, aucun ne présentait
des anticorps, blen gu'lls alent parcouru de nombreux kilome-
tres en for8t, parfoils dans des foyers d'encéphalite. Il se-

rait tout de m@me souhaitable gue les sportlfs prennent les



précautions d'usage, soit la vaccination, lorsque le parcours
passe par des foyers démontrés d'encéphalite a tiques (voir

les deux cas positifs de la réglon de Thoune-Spilez}.

La figure 9 montre la localisation g&ographique des 4 ré-
gions principales a foyers naturels d'encéphalite & tiques
gue nous avons pu relever en Suisse. En général, les lieux
od nous avons pu isoler le virus CEE sont proches des lieux
de travail ou d'habitation du personnel forestier sé&ro-posi-
tif. Notre méthode d'approche était donc bonne. Il est &vi-
dent gque cette carte ne saurait &tre compléte pulsque nous
n'avons pas eu accés a toutes les informations possibles. Ce-
pendant, en relation avec cette carte, le tableau 15 récapl-
tule le nombre de séra analysés en Sulsse, par région, démon-
trant ainsi que les localisations g€ographiques enregistrées

correspondent grossiérement aux principaux cas séro-positifs.

Les régions od nous n'avons pu localiser de foyers ne
peuvent &étre A priori décrétées “sans risques d'infection”.
Partout od le vecteur de la maladie, I. ricinus, est présent,
l'existence de foyers comparables 3 celui du Staatswald ne
peut 8tre exclue. En effet, de temps en temps, des cas d'en-
céphalite 3 tiques isclés sont enregistré&s en dehors des
principaux foyers reconnus. Alnsi, les 2 forestiers positifs
du Laufenburg (AG) pourraient s'@tre infecté&s dans des foyers
localisés dans le Fricktal. D'autre part, i1l y a possibilité
d'installation de nouveaux foyers naturels dans des biotopes
indemnes par importation de tigques infect&es {pulsation 4’'un
foyer). Le renard et le chevreuil, puisgu'ils parcourent par-
fois d'assez grandes distances, peuvent certainement jouer un
r0le dans la dissémination de tiques infectées. Il en va de
meéme des oiseaux, car 1ls sont souvent les hotes des immatu-

res d'I. ricinus, les nymphes surtout (4).

Parmi les tiques analysées paralleélement sur culture cel-
lulaire et sur souriceaux, 22 souches de virus CEE ont &té
isolées; 16 n'étaient positives que sur souris, 5 sur souris

et sur culture de cellules et 1 seulement sur cellules. Les



chances d'lsolex le virus sur les cellules MFK se montrent
donc a 25% tandls que sur sourlceaux elles sont de 95% !

D&s que ces souches ont subl au molns un passage, que ce
solt sur souriceaux ou en culture de cellules, elles de-
viennent toutes pathogénes. Les souches de virus non iden-
tifiées gse sont comportées de la méme manl®re, une seule
souche sur trols ayant &té positive en culture cellulaire a
la suite de 1'isolation initiale. Dans ces deux systdmes,
1'isolation sur souriceaux est donc nettement supérieure 3
celle effectuse avec les cellules MPK. Les cultures de cellu
les embryonnalres de flbroblastes de poulet (CEC) pourralent
peut-&tre donnexr de mellleurs r&sultats. En effet, lors du
titrage de tiques infectées artificlellement, Kozuch a obte-
nu des titres similaires en culture CEC et sur souriceaux

(47).

Figure 9 : Répartition géographigue des foyers naturels
(voir p.72) d'encéphalite a3 tigues en Suisse.

@ : foyers naturels, locallsfs par l'isolation du
virus a partir de tiques et de mammiféres;

® : ljeu d'habltation ou de travaill des forestlers
et autres personnes exposées séro-posltives.

La numérotation des foyers se rapporte au texte.
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Tableau 15 :

anticorps contre le virus CEE dans le sérum

du personnel forestier de différents cantons.
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Région
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Winterthur
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Dielsdorf
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Albis

Frauenfeld / MOnchwilen
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Langenthal
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Nyon
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46
130
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26
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69
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6
26
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22
44
79
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71
4
6
4
35
33
17
7
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5
16
48
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(suite p. 74)




Tableau 15 (suite)
Nombre de séra /Nombre de Pourcentage
Canton - Région présentant des séra des séra
anticorps analysés positifs
DU

AG 2ofingen 0 / 121 -
Aaxau o] / 72
Rheinfelden 0 / 75 -
Schaftland 0 / 30 -
Zurzach 1 / 32 3,1
Laufenburg 2 / 62 3,2
Teufental 0 / 18 -
Baden 0 / 64 -
Bremgarten o} / 36 -
Muri 0 / 34 -
Lenzburg o} / 40 -
Brugqg 0 / 43 -

FR o] / 47 -

SH 10 / 249 4,0




3. Le virus de l'encéphalite A tiques dans la nature

Remarques préliminalres : L'épidémioclogie du virus de

1'encéphalite 3 tiques dans la nature n'est pas encore éluci-
dée dans tous ses détails. Trois questions se posent 3 ce su-
jet:

1) Comment le virus circule-t-1il entre ses h&tes poten-
tiels.et le vecteur ?

2) Comment expliquer les variations du nombre des cas
cliniques observées au cours des années dans une méme
région ?

3) Comment expliguer la durée et parfois l'extréme loca-
lisation des foyers d'encéphalite 3 tiques dans le

terrain ?

Nous tentons d'apporter une réponse, parfois spéculative,

A chacune de ces guestions.

3.1. Cycle du virus de 1l'encéphalite A tigques dans la

nature

I. riclnus représente gans doute, en Europe occidentale,
le vecteur et le réservolr principal du virus CEE. Les verté-
brés, vu leurs courtes phases virémiques et la formation

d'anticorps, ne peuvent &tre considérés comme réservolirs.

Figure 10 : Cycle du virus
tt
de l'encéphalite a tiques.
(selon RADDA (81))
mm L: larve; N: nymphe;

Q: femelley
L N 9
\ ,; tt: transmission transovarienne;
LY N . M z,
AN & \‘ 7 tg: transmission transstadiale;
micro-
grand .
mammifdre mammifére ——— : repas infectant;
—————— » : repas infectieux.

La tique s'infecte lors d'un repas sanguin sur un hOte

vixémique (repas.infectieux, figure 10) si elle n'est pas



déja infectante d'emblée par le biais du ph&nom@ne de la
transmission transovarienne (89). Apré&s la mue, le virus se
localise, entre autres organes, dans les glandes salivaires
du vecteur (20). Il sera 1njecté A un autre h&te lors du

prochain repas sanguin (repas infectant).

Il est ici nécessalre de rappeler QUe la tique ne peut
s'infecter que lors de la phase virémique du vertébré. Le
titre du virus dans le sang de 1'hdte doit atteindre un seuil
minimum ("threshold") pour que 1l'arthropode puisse s'infecter
(81: FAIVRE, communication personnelle). L'h8te infecté déve-
loppe des anticorps sp&cifigues et il ne pourra plus &tre ré-
infecté& une seconde fois par le virus CEE. Il sera donc un
frein 3 la dissémination du virus dans une population de
tiques. Pour que le virus pulsse circuler librement entre
1'h6te et le vecteur, 1l faut donc faire appel soit a d'autres
vertébrés réceptifs au virus, solt & des h8tes se reprodui-
sant frégquemment, diminuant ainsi 1'impact de la rapide immu-
nisation. D'une maniére générale, les micromammiféres réunis-
sent ces condltions et jouent probablement un rdle pré&pondé-

rant dans l'infection des tiques par le virus.

RADDA (B1) a décrit en détall le r8le é&pldémiologique des
hotes pour le virus CEE. Selon lui, les hOtes 1les plus im-

portants se recrutent parmi les esp&ces suivantes: A. flavi-

collis, C. glareolus, Sorex araneus, T. europea et E. euro-
pea. D'aprés les résultats des piégeages effectués a Thoune
(BE) et au "Laubberg” (ZH), nous pensons pouvolr ajouter 2

cette liste les esp@ces A. sylvaticus et M. agrestis. Tous

ces micromammife@res développent des virémies assez hautes
pour permettre l'infection des tiques (Bl) 11 est vrai pen-—
dant un laps de temps assez court (5 jours). Les immatures
d'I. ricinus doivent donc se nourrir au "bon" moment pour
s'infecter du virus. Quant aux verté&brés de grande taillle,
les h8tes principaux des adultes d'I. ricinus, ils ne Bént
vrailsemblablement pas un maillon du cycle du virus CEE dans
la nature, car leur &tat virémigue est apparemment en dessous

du seuil d'infection minimum pour les tiques (81).



3.2. Y a-t-11 une variation dans la virulence des

souches d'encéphalite a tiques ?

Tout d'abord, relevons quelques constatations et ques-

tions non résolues:

- Parmi les tiques ré&coltées dans le canton de Zurich, envi-
ron 0,1% &talent porteuses de virus. En partant du fait
que seulement 10% des personnes Iinfectées sublssent une
encéphalite 3 tiques clinlaue (voir p. 8), la probabillité
de tomber malade apré&s la plgQre d'une tique est donc de
1:10'000. En 1979, plus de 40 cas d'encéphalite a tiques
ont cependant €t€ enregistrés dans ce canton. Il faudrait
donc admettre que plus de 100'000 personnes sont entrées
en contact avec des tigues, ceci uniquement dans le nord du
territoire, ce qul n'est gulre probable. Comment expliquer

ce phénoméne ?

- Le nombre de cas annuels d'encéphalite a tiques chez 1l'hom-
me est trds varlable. RKRECH (52) a observé, pour la pério-
de 1970 - 1978, des "années record” avec 55 cas en 1973 et
39 en 1976, la moyenne &tant de 26 cas par an. Nous avons
constaté d'autre part gue 1'année 1979 représentalt aussi
une "année record" pour le canton de Zurich, comparée aux
deux années suivantes. Blen qu'ill semble se démarquer un
cycle trisannuel {1973, 1976, 1979, ?), 11 est encore trop
tdt pour tirer des conclusions définitives de ces observa-
tions. Nous ne pensons pas que ce rythme scit uniquement
explicable par des varlations de densité& de population de
tiques, bilen que celles-cl exlstent (66).

~ Dans le canton de Zurich, la répartition saisonniére des
cas d'encéphalite dus au virus CEE correspond 3 l'activité
d'I. ricinus, comme nous l'avons constaté au "Laubberg”
(années 1980/1981). Toutefois, si, en 1979, nous obserxrvons
une correspondance directe entre les deux pilcs d'activiteé
des tigues et 1'apparition des cas clinigues, la corréla-
tion n'existe plus avec le pic automnal des années 1980/81.

En Autriche (Neuenkirch), une me@me observation a &té
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relevée: bien gque le deuxieme plc annuel d'activité des ti-
ques soit plus marqué qu'en Sulsse, trés peu de cas ont

&té enreglstrés en automne 1961 et 1962 (84).

Les souches de virus proviennent presque toutes de tiques
capturées aux mois de mal/juin. Aucune souche de virus n'a
pu étre isolée 3 partir de tiques capturées en automne.
Cecl concorde avec les observations faites par PRETZMANN
et _al. (77) et aussi avec 1l'apparition saisonniére des cas
d'encéphalite a tiques chez l'homme, le plus grand nombre
ayant lieu aprés le pic de printemps. Différentes théories
tentent d'expligquer ces phé&noménes salsonniers ou sporadi-
ques, faisant intervenir des différences é&ventuelles dans
la virulence du virus CEE. Une explication pourrailt reposer
sur l'hypotheése de SCHLESINGER et al. (94). Celle-ci fait
intervenir 1l'existence de mutants du'virus sensibles A la
température. A notre avis, le modéle du cycle sailsconnier
proposé par ces auteurs pour les Alphavirus et les mousti-
ques pourralt étre similaire pour les Flavivirus transmis
par des tiques. SCHLESINGER et al. pensent que sous les la-
titudes tempé&rées, le virus dans 1l'arthropode devient pro-
gressivement sensible a3 la température (mutants ts). Ce ne
sera que lors de la transmission 3 un verté&bré hom&otherme
gue pourra 3 nouveau jouer une sé&lection favorisant le virus
non ts. L'hypotheése de Schleseinger suppose donc 1'existen-

ce de virus virulent et non virulent.

Derni@rement, IGARASHI et al. {(39) ont ré&ussi 1'isolation
de plusieurs souches de virus Getah (Alphavirus) et de

virus de 1'encéphalite japonaise (Flavivirus) A partir de

Culex tritaeniorhynchus captur&s dans la nature. Ces souches

ont &té 1sol&es sur culture de cellules d'Aedes albopictus
a 28°C et ont &t& classé&es comme &tant des mutants A carac-
teére ts et dépendant de 1'hdte. Il n'est donc pas impossi-
ble gque le virus de )l'encéphalite A tigues puisse se main-
tenir sous forme de mutant ts dans son vecteur, non détec-

table avec les m&thodes utilisées couramment. Ceci



expliquerait aussi que nous n'ayons trouvé le virus CEE gque
dens des réglons & population de tiques assez importante,
groupfes dans de relativement petites stations. En effet,
une grande population de tiques favorise la circulation du
virus entre 1'h8te et l'arthropode, imposanc ainsi une sé&-

lection du virus non ts {(virulent?).

Cette gélection du virus virulent, varlant selon l'intensi-
té de la circulation du virus, pourrait expliquer les va-
riations annuelles des nombres de cas d'encéphalite 2 ti-
gues, mais pas 1'absence quasl totale d'activité du virus
en automne. D'autre part, en effectuant nos assals d'ilsola-
tion A 37°C, que ce soit sur souriceaux ou en culture de
cellules, nous mangquons donc la plupart des mutants ts.
L'utilisation d’une culture de cellules de tigues a 28°C

egt actuellement a 1'&tude pour répondre a cette question.

v

/
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}
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Figure 11 :

Cycle saisonnier d'un virus potentiellement pathog@ne sous
climat temp&ré (selon SCHLESINGER et al. (94)).

V: vertébré; A: arthropode; amincissement de la fléche:
accumulation des mutants ts (non virulents?); épalssisse-
ment de la flache: accumulation de virus non ts (viru-
lents?)y ——=» : transmission de virus non tsj

~——-—+ : transmlission de virus ts.



3.3. Fonctionnement d'un foyer: Cycles endophile et
exophile

La survie d'un foyer naturel et sa durée dans des bio-
topes précis sur plusieurs années demandent aussi une expli-
cation. AESCHLIMANN (2) a proposé 1'introductlion dans le cy-
cle d'une tigue monotrope et endophile, I. trianquliceps
par exenple. Cette espéce ayant une grande spécificité para-
sitaire, elle accomplit son cycle &volutif entier sur les
micromammif@res. Sans 1l'intervention de tiques d'autres espé-
ces, le foyer fonctionnera donc en cilrcult fermé et 1'homme
n'en sera jamais le révélateur. Ce ne sera gue par l'inter-
vention de tiques télétropes parasitant une large gamme

d'hdtes (cas d'I. ricinus) que le virus pourra &tre transmils

4 de grands vertébrés et a 1'homme.

Tiques monotropes Tiques télotropes
{endophiles) (exophiles)

SN
\\ /‘ \ / Crants
N\ \/ ! \

Micromammiféres Mlcrom-mmnéres

Figure 12 : Chaine épidémiologique des encéphalites A
tigues (selon AESCHLIMANN (2))
L: larves; N: nymphes; $: femelles; tt: trans-
mission transovarienne; ts: transmission trans-
stadiale; ———+ : repas infectant; ----»: repas

infectieux.

Ce diagramme représente donc le maintien d'un foyer dans
un biotope de surface variable, mais qui peut &tre trés ré-

duit, par cons&quent difficile A déceler pour le chercheur.



En effet, si le cycle s'effectue uniquement avec des tiques
monotropes endophiles, il restera strictement localisé et
1napparent. L'introduction de tiques exophlles permettra au
foyer original, par le biais d'hOtes plus mobiles, de don-
ner naissance 3 d'autres foyers. En Suisse, il s'agira d'I.
ricinus gqui, une fois infecté dans un microfoyer, pourra
étre transporté au loln par divers animaux. AESCHLIMANN
appelle "pulsation d'un foyer" cette exportation de tiques
infectées, donc Infectantes pour de nouveaux hdtes. L'homme
s’'infecte par hasard dans ce foyer, en rencontrant un quel-

conqgue stade &volutif d'I. ricinus.

Constatons que 1'é&cologle du virus CEE n'est pas encore
établie dans tous ges détalls et que les hypothéses &mises
par différents auteurs, hypothe@ses que nous avons citées plus

haut, demandent encore & 8&tre contrdlées et approfondies.
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