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E : Early

ECP : Effet cytopathogene

FACS : Fluorescent Activated Cell Sorting
GFP : Green Fluorescent Protein

HAdVs : Human Adenoviruses

HAdV2 : Human Adenovirus type 2
HAdV41 : Human Adenovirus type 41

HEK : Human Embryonic Kidney

ICC-PCR : Integrated-Cell-Culture Polymerase Chain Reaction
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kb : kilobase

L : Later

MB : Molecular Beacon

mW : milliwatt

n : nombre d’échantillon

nt : nucléotide

NPPUC : Nombre le Plus Probable d’'Unités Cytopathogénes
pb : paire de base

PCR : Polymerase Chain Reaction

p.i : Post-Infection

PFA : paraformaldéhyde

PFU : Unité Formant Plage

RT-PCR : Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
sb : simple brin

UA : Unité arbitraire

UV : Ultra-Violet
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La présence de micro-organismes pathogenes dans I'environnement, et plus
particulierement dans les ressources hydriques, peut étre a l'origine de problémes de santé
publiqgue (Figure 1). Principalement d'origine fécale, ces micro-organismes posent un
probléeme majeur quant au devenir de la qualité de I'eau. Selon le rapport de l'Institut de
Veille Sanitaire datant du mois d’aolt 2008, 10 épidémies d’origine hydrique ont eu lieu en
France lors de ces 10 dernieres années (Therre et al. 2009). Que ce soit des maladies
véhiculées par les eaux récréatives ou les eaux de consommation, aucun pays n’est épargné e
tous sont confrontés a cette problématique. Divers micro-organismes (bactéries, parasites et
virus) peuvent étre responsables d’épidémies telle que celle de cryptosporidiose de
Milwaukee (Wisconsin, USA) en 1993, qui toucha pres de 403 000 personnes et fait une
centaine de déces (Mac Kenzie et al. 1994). Trente a 40% des maladies d’origines hydriques
seraient causées par des virus. En 1994, une contamination d’'un réseau d’eau en Finlande
suite a une crue a provoqué une épidémie de gastro-entérites (GE) et a touché prés de 25 a
50% de la population (Kukkula et al. 199Tfs principaux agents retrouvés lors de cette
épidémie étaient des virus entériques, et plus précisément un adénovirus, un norovirus et un
rotavirus. Un autre exemple est la consommation de mollusques contaminés par le virus de
I'hépatite A en Chine ayant touché 300 000 personnes en 1988 (Halliday et al. 1991). Selon
une étude menée par Sinclair et al. (2009), 45% des épidémies survenues suite a une baignade
seraient dues a la présence de norovirus, suivi a 24% par les adénovirus, a 18% pour
I'echovirus, a 7% pour I'hépatite A et & 5% pour le coxsackievirus (Figure 2).

Pourtant, la recherche de virus dans les eaux de boisson, dans les eaux de baignade et
dans les eaux usées n’est pas un parametre inclus dans les réglementations européennes
Généralement, la présence de bactéries fécales indicatcesl)) dans un échantillon
démontre la contamination de la ressource par des matieres fécales susceptibles de véhiculer
des bactéries, des virus ou des parasites pathogénes. Cette méthode, plus simple et moins
onéreuse que la recherche virologique, a permis d’améliorer le suivi de la qualité de 'eau.
Néanmoins, depuis 1998, la US Environmental Protection Agency a établi une liste de
contaminants d’origine chimiques (104) et microbiologiques (12) susceptibles d’étre présents
dans les eaux potables (Candidat Contaminant List, CCL 3) qui pourrait étre soumise a
réglementation. Parmi les candidats microbiens reconnus comme groupes prioritaires, on
trouve les adénovirus, les calicivirus, les entérovirus et le virus de I'hépatite A. Parmi eux, les
adénovirus sont retrouvés continuellement dans les eaux durant I'année. Dans une étude
réalisée par un consortium européen, lors de la période estivale, les adénovirus ont été

détectés dans 36,4% des échantillons d’eaux récréatives, alors que les norovirus, dont la
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Figure 1 : Voies de transmission des virus entériques humains.

Adénovirus Echovirus

Hepatite A
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Figure 2 : Epidémies dans les eaux récréatives. Adapté de Sinclair et al. 2009.
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prévalence est hivernale, n'ont été détectés que dans seulement 9,4% des échantillons (Wyn-
Jones et al. 2011).

Généralement, la recherche de virus dans des échantillons environnementaux est
réalisée par des technigues de biologie moléculaire comme la PCR (Polymerase Chain
reaction) (Jothikumar et al. 2005; Poddar, 1999gtte technique prend en compte les
particules virales infectieuses, non infectieuses mais également les génomes dits « libres ».
Par conséquent, elle n’est pas représentative du risque auquel peut étre soumis la population.
La méthode de référence lorsque I'on s’intéremsecaractere infectieux d’un virus, est la
culture cellulaire, attendant I'apparition d'un effet cytopathogene (ECP) caractéristique de la
multiplication du virus. Cette méthode, bien que souvent longue (11gdtgours pour les
adénovirus) permet de discriminer les particules virales infectieuses pouvant étre a l'origine
des risques pour la santé humaine, des particules non infectieuses et de I'’ADN libre. C’est
pourquoi, de nombreuses recherches portent sur le développement de méthodes de détection

rapides des virus entériques infectieux dans I'environnement.

I. Les adénovirus humains (HAdV)

Les adénovirus, membres de la famille Adenoviridaepnt été mis en évidence chez
une grande variété d’hotes, incluant des représentants de chaque grande classe de vertébré:
(des poissons aux mammiferes). Selon le comité international de taxonomie des virus, cette
famille est actuellement divisée en cinq gemwsadenovirus(8 especes)Atadenovirus(s
especes)Siadenovirug5 espéces)chtadenovirug1l espéce) dilastadenovirug25 espéeces)
(Harrach et al. 2012).

A. Taxonomie et pouvoir pathogéne

Les adénovirus humains (HAdVs) appartiennent tous au dgé@aseadenovirusinais
on trouve également au sein de ce genre des espéces virales responsables de pathologies che
d’autres mammiféeres (bovins, équins, ovins...). A I'heure actuelle, 54 types (ou sérotypes)
ont été répertoriés chez I'hnomniks. sont répartis en 7 especes, nommées de A a l@edia
1), sur base de leurs propriétés immunologiques et biologiques; comme par exemple leurs
réponses a des anticorps neutralisant, leurs capacités a agglutiner les globules rouges ainsi que
des analyses génomiques et structurales.

Ces virus peuvent induire une grande variété deofigles (Mena and Gerba 2009),
méme si la plupart des infections sont asymptomatiques (Harrach et al., 2012). Certains types

d’adénovirus peuvent toutefois étre préférentiellement associés a un type de pathologie. A

2



Tableau 1: Classification des différents types d’adénovirus humains, leurs cellules hétes et leurs
récepteurs cellulaires. Adapté de (Cupelli and Stehle 2011).

Espéces Types Infection Récepteur

A 12, 18, 31 Intestin CAR
B 16, 21, 50 Voies respiratoires, yeux CD46

11, 34, 35 Voies respiratoires et urinaires, yel CD46

3,7,11, 14 Voies respiratoires et urinaires, yeux DSG-2
C 1,2,5,6 Voies respiratoires CAR
D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30 Yeux, Intestin CAR

32, 33, 36, 38, 39, 42-49, 51

8, 19, 37 Yeux Acide sialique
E 4 Voies respiratoires, yeux CAR
F 40, 41 Intestin CAR
G 52 Intestin /
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titre d’'exemple, les types 8, 19 et 37 sont responsables de conjonctivites (Kaneko et al. 2009)
alors que les types 3, 4 et 7 vont provoquer des maladies respiratoires pouvant étre a l'origine
d’épidémies chez les militaires (McNeill et al. 2000). Les adénovirus entériques types 40 et
41 (espéce F) ainsi que le type 31 (espéce A) sont freguemment responsables de gastro-
entérites infantileslls se placent au deuxieme ou troisieme rang des virus provoquant des
troubles digestifs, apres les norovirus et les rotavirus. Les gastro-entérites a adénovirus sont
caractérisees par une poussée de fievre, des crampes abdominales, des nausées, de
vomissements et des diarrhées. La période d'incubation dure sept a huit jours et la période
d’excrétion peut s’étendre jusqu'a 14 jours. (Stevenson and Mautner 2003). Une étude
canadienne réalisée entre 1983 et 1986, a montré que 16,9% des infections intestinales ont été
causées par I'adénovirus type 40, 18% par I'adénovirus type 31 et 38% par I'adénovirus type
41 (Brown, 1990)

Ainsi, ces 3 types sont susceptibles d’étre répandus dans I'environnement via les
matieres fécales. Toutefois, quelle que soit leur cellule héte chez 'homme, la plupart des
types sont capables de se multiplier au niveau du tractus digestif et sont, par conséquent,
excrétés dans les selles des personnes infectées, au méme titre que les adénovirus dits
entériques (Mena and Gerba 2009). Lee et al. (2012) ont montré la présence d’adénovirus de

type 2, 3, 4, 7, 31 et 37 chez des enfants atteints de gastro-entérites.

B. Structure des adénovirus

Les adénovirus sont des virus non enveloppés de structure icosaédrique composés de
20 facettes triangulaires et mesurant de 90 a 100 nm de diamétre. Il s'agit des seuls virus dit
entériques a posséder un ADN double brin (db) linéaire de 26 a 44 kb selon le type viral. Ces
virus possedent treize protéines structurales, dont sept constituent la capside. Ces derniéres
sont réparties en deux groupes : les protéines majeures, au nombre de trois (I'hexon (Il), le
penton (lll) et la fibre (IV)) qui composent la majeure partie de la capside, et les protéines
mineures (llla, VI, VIII, IX) servant & stabiliser cette capside. Les 20 facettes triangulaires
sont chacune constituées de 12 hexons, qui est une protéine homo-trimérique (720 hexons au
total forment la capside) (El Bakkouri et al. 2008; Russell, 2009) (Figure 3). Les six autres
protéines sont associées a I'’ADN viral (V, VII (empactage), Mu, Protéine Terminale (TP),
IVa2 et une protéase nécessaire a la libération des virions). Le génome viral posséde a ses 2
extréemités des régions ITR (séquences répétées inversées) permettant au génome linéaire
double brin de se circulariser. La protéine terminale (TP) ayant un role de protection contre la

dégradation est également présente aux 2 extrémités.
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Figure 3 : Représentation schématique de la structure des adénovirus ((Russell, 2009))
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C. Cycle de multiplication des adénovirus

Différents cycles cellulaires peuvent étre réalisés lors de I'infection d’'une cellule hote
par un adénovirus. Lorsque les cellules sont sensibles et permissives, un cycle lytique est mis
en place par le virus, lui permettant de se multiplier. Cela aboutit a une lyse de la cellule hote,
entrainant la libération de virions dans I'espace intercellulaire. Une protéine de mort cellulaire
(ADP= Adenovirus Death Protein (E3)) est nécessaire pour la réalisation d’'un cycle lytique et
permettre au virus de se propager d’une cellule a I'autre plus rapidement (Doronin et al. 2003;
Tollefson et al. 1996)En effet, des cellules infectées avec une soucheagauwl’adénovirus
de type 2 montre une lyse cellulaire en seulement 3 jours post-infection (p.i.), contre 6 a 7
jours p.i. pour les souches mutées dans le géne E3 (Tollefson et al. 1996). Egalement, lorsque
les cellules sont sensibles mais non permissives les adénovirus peuvent effectuer soit un cycle
transformant, pouvant étre a l'origine de tumeurs au sein de I'organisme, soit un cycle abortif.
Dans les deux cas, le virus ne produira pas de nouvelles particules virales, il lui sera donc
impossible d’infecter d’autres cellules voisines. (El Bakkouri et al. 2008).

La Figure 4 montre le déroulement de linfection et de la multiplication virale.
Lorsque l'infection virale a lieu, la premiere étape est la reconnaissance de la cellule-héte par
le virus (Figure 4). Il a été montré que le principal récepteur intervenant dans la liaison entre
le virus et la cellule héte est le récepteur « Coxsackievirus and Adenovirus Receptor » (CAR),
ubiquitaire a la surface des tissus cellulaires humains, mais il en existe d’autres (CD46, DSG-
2, acide sialique) (Cupelli and Stehle 2011; El Bakkouri et al. 2008; Wolfrum and Greber
2013). L’association du récepteur CAR avec la téte de la fibre du virus induit un changement
de conformation rendant accessible le motif RGD (Arginine-Glycine-Acide aspartique) situé a
la base du penton. Aprés l'attachement, les complexes virus-récepteurs migrent vers des
vésicules de clathrine (protéine structurale) qui forment les endosomes englobant les
particules virales a l'intérieur de la cellule (Meier and Greber 2003; Russell, 2000; Smith et
al. 2010) (Figure 5a). Le pH des endosomes s’abaisse et les particules virales perdent leurs
fibres et leurs pentons. Ce changement conformationnel des virus entraine la rupture des
endosomes et la libération des virions partiellement décapsidés dans I'espace cellulaire. Ces
particules sont ensuite acheminées jusqu’au noyau via un réseau de microtubules, pour aboutir
a la pénétration de I'ADN viral et de ces protéines associées dans le noyau (Ketner, 1999)
(Figure 5b).

Le cycle de multiplication des adénovirus est généralement divisé en 2 phases, une
phase dite précoce (Early = E) et une dite tardive (Later = L), séparées par la réplication de

I’ADN viral. Ce cycle s’initie environ 30 minutes apres I'attachement du virus a la cellule
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Figure 4: Représentation d’'un cycle de multiplication des adénovirus dans une cellule héte [1]

(b)

Figure 5: Représentation des mécanismes (a) d’endocytose de I'adénovirus et (b) injection du matériel
génétigue dans le noyau cellulaire [2]
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hote. Les premiers genes a étre exprimés sont les genes de la phase précoce (Figure 6). La
protéine E1A déregle I'entrée en phase S (phase de duplication de 'ADN cellulaire) du cycle
cellulaire de la cellule I'héte et va induire la transcription des génes E1B, E2A, E2B, E3 et
E4.Les protéines E2A et E2B interviennent dans la nmeie de réplication de ’ADN viral,

les protéines E3 jouent un rdle dans la lutte contre la réponse immunitaire de I'héte et les
genes E4 codent des protéines régulatrices (Molinier-Frenkel and Boulanger 2003). Les
protéines produites lors de la phase tardive, a savoir L1 (protéine llla), L2 (protéine lIll, V,
VII), L3 (protéine VI, Il) et L4 (protéine VIII) permettent I'assemblage des virions alors que
L5 (protéine 1V) permet I'absorption et la pénétration du virus dans la cellule. La réplication
de I'ADN s’effectue dans le noyau de la cellule infectée. A la fin d’'un cycle de multiplication
du virus, une cellule contiendrait environ*idrions.

Les données concernant la durée du cycle de multiplication des adénovirus sont peu
nombreuses et parfois contradictoires. La publication de Russel (2000) indique une durée du
cycle réplicatif de 10 h a 14 h, 6 h a 8 h pour la phase précoce et de 4 h a 6 h pour la phase
tardive Selon les données recueillies, la durée d’'un ayeleultiplication pourrait étre liée a
la lignée cellulaire mais également au type viral. Dans le premier cas, sur une lignée de cellule
épithéliale humaine de type Hela, le cycle des adénovirus aurait une durée de 20 h a 24 h
(Molinier-Frenkel and Boulanger 2003), alors que le cycle de I'adénovirus type 2 en lignée de
fibroblastes humain (IMR-90) serait divisé en 4 phases et pourrait s’étendre a plus de 42 h
(Zhao et al. 2007). Il a également été rapporté que tous les types d’adénovirus appartenant au
groupe C auraient un cycle de réplication de 36 h (Sharp, 1984).

[l. Les adénovirus humains dans I'environnement

Bien que la virologie ne soit pas incluse dans les parametres fondamentaux a
rechercher, les eaux de baignade (Directive 2006/7/CE) et de consommation (Directive
98/83/CE) sont tout de méme soumises a réglementation et se doivent de respecter les normes
imposées. Certaines zones aquatiques telles que les eaux utilisées pour lirrigation, la
conchyliculture (Directive 79/923/CEE) et les eaux de baignades requierent une certaine
qualité microbiologique allant d’'un niveau «excellent» a «insuffisant ». Les stations
d’épuration visant a traiter les eaux usées n’appliquent pas toutes un traitement de
désinfection, de méme que les traitements appliquées (ultra-violets (UV), ozonation,
chloration...) ne permettent pas d’éliminer tous les micro-organismes présents dans les rejets.
Il existe plus de 140 types de virus pathogenes pouvant étre excrétés dans les féces,
comprenant entre autres 34 types d’echovirus et plus de 30 types d’'adénovirus, et donc
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Figure 6 : Organisation du génome de I'adénovirus de type 2. Les génes E sont les génes précoces et
les génes L sont les genes tardifs. MLP = Promoteur Majeur Tardif [3]
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susceptibles d’étre retrouvés dans les eaux [4]. Dépendant du type de virus, la dose infectieuse
est comprise entre 10 et 1000 particules viraless€on le document technique « les virus

entériques dans I'eau potable », la concentration en virus entériques dans les eaux usées
seraient de 100 a 10000 particules infectieuses/L, de 1 a 100 particules infectieuses/L dans les
eaux de surfaces contaminées ou de 1 a 10 particules infectieuses/100 L dans les eaux de
surface moins contaminées, et de 0 et 200 particules infectieuses/100 L dans les eaux

souterraines.

A. Concentration dans les eaux

Les adénovirus, contrairement a d’autres virus entériques, peuvent étre excrétés toute
I'année par les personnes infectées (supérieurd patficules virales/grammes de selles sur
une durée de 10 jours (Tableau 2)), avec une augmentation en hiver (Haramoto et al. 2007).
Que ce soit dans les eaux usées, les eaux récréatives, les eaux de consommation et méme dan
les eaux souterraines, du génome d’adénovirus humain a pu étre retrouvé. lls ont pu étre
identifiés dans de nombreux échantillons d’eaux usées a travers le monde (Tableau 3), avec
des concentrations comprises entré é010 copies de génome/L. L'étude d’Ahmed et al.
(2010) indique la présence de génome d’adénovirus humains dans 100% des échantillons
d’effluents primaires pour seulement 12,5% dans les effluents secondaires. Ainsi, les
traitements appliqués lors de I'assainissement de I'eau permettent un taux d’abattement non
négligeable de la concentration en adénovirus. Les adénovirus humains sont également
présents dans les eaux de surface (Tableau 4), a des concentrations plus faibles que celles
retrouvées dans les eaux usées. Elle varie ded100 copies de génomelL, et I'étude
d’Albinana-Gimenez et al. (2006) montre qu’un traitement de potabilisation appliqué a permis
de diminuer la concentration en adénovirus humains de;@ IBgalement, une étude sur des
échantillons d’eaux souterraines a montré la présence de génome d’adénovirus de type 41
(7/60) (Ogorzaly et al. 2010). De méme, lorsqu’il est recherché, le caractere infectieux des
adénovirus dans des échantillons environnementaux est régulierement mis en évidence (Choo
and Kim 2006; Lee and Jeong 2004; Ogorzaly et al. 2013; Wyn-Jones et al. 2011).

B. Persistance et survie des adénovirus infectieux

Les adénovirus semblent plus résistants dans I'environnement que d’autres virus
entériqgues (Enriguez and Gerba 1995), ce qui pourrait expliquer en partie leur forte
concentration dans les eaux. L'étude de Rigotto et al. (2011) montrent que 301 jours sont

nécessaires pour obtenir une réduction de 4 lbg la survie des adénovirus type 2 et 41, a
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Tableau 2: Principaux virus excrétés dans les féces [4].

Durée moyenne d’excrétion fécale

Concentration virale/ gramme de selles

Virus

Adénovirus 10 jours >10°

Norovirus/Sapporovirus 3 jours >16
Rotavirus 10 jours >10%
Entérovirus 1 mois 10°-10°

Virus de I'hépatite A 3 semaines 10°

Virus de I'hépatite E 2 semaines 10°
Astrovirus 12 jours >1¢°

Tableau 3: Présence et concentration des adénovirus

humains dans les eaux usées.

Type d’eaux usées Localisation Méthode de Concentration / Références
détection Fréquence
Effluent primaire Australie PCR 100% (n=18) (Ahmed et al. 2010)
Effluent secondaire  Australie PCR 12.5% (n=16) (Ahmed et al. 2010)
Eaux usées NzoéL:;ilclji- PCR en temps réel 4 6.1?(:79./116(;0mL (Dong et al. 2010)
Eaux usées Etats-Unis PCR en temps réel 2,2.86%/L (Rodriguez et al. 2013)
Eaux usées Espagne PCR en temps réel 1,4.10 cg/L (AlbinZTaz-g(i)rg)enez et
Effluent primaire Maroc PCR 66% (n=9) (Amdiouni et al. 2012)
PCR 22% (n=9) (Amdiouni et al. 2012)

Effluent secondaire Maroc

*cg : copies de génome

Tableau 4: Présence et concentration des adénovirus humains dans les eaux de surface.

Type d'eau Localisation Méthode de Concentration / Références
détection Fréquence
Eau douce Europe PCR en temps rée 41,1% (n=928) (Wyn-Jones et al. 2011)
Eau de mer Europe PCR en temps réel 27,4% (n=482) (Wyn-Jones et al. 2011)
Fleuve Etats-Unis PCR en temps rée 2,6.10 cg*/L (Aslan et al. 2011)
Lac Etats-Unis PCR en temps réel 1,7.¢6/L (Aslan et al. 2011)
Riviere Espagne PCR en temps rée 4.1¢ cg/L (Albinana-Gimenez et al.
2006)
piscine Afrique du sud Nested-PCR (1) 15,4% (n=26), (van Heerden et al. 2005)

(1) intérieure
(2) extérieure

(2) 21,1% (n=38), et

10,7% (n=28)

*cg : copies de génome
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une température est de 19°C. De méme, Ogorzaly @04I0) démontrent que le génome de
I'adénovirus est plus persistant a des températures froides (aucune diminution de génome sur
400 jours a 4°C) que lorsqu'’il est exposé a des températures ambiantes. En effet, le temps de
survie (Tgo) est estimé a 278 jours lorsque la température est de 20°C. (De plus, une étude
réalisée par Scheid et Schwarzenberger (2012), montre qu’une &oamthamoeba pourrait

étre un réservoir d’adénovirus leur permettant de résister plus favorablement aux stress
environnementaux.

Concernant les traitements de désinfection, les adénovirus ont été décrits comme étant
plus résistants aux rayonnements UV que d’autres virus entériques (Gerba et al. 2002;
Thurston-Enriquez et al. 2005a), notamment grace a son génome ADN double brin. Une
diminution de la concentration en adénovirus de type 2 de 99,99% nécessite une exposition
aux rayonnements UV de 160 mW/Fgnpour une exposition de 28 mW/trservant a
inactiver les echovirus 2. En revanche, ils sont décrits comme étant sensibles a la chloration
(Thurston-Enriquez et al. 2003; Thurston-Enriquez et al. 2005a). Ko(2DaB) ont exposé
I'adénovirus type 2 et I'adénovirus type 41 a des concentrations en chlore libre, démontrant
qu’une concentration de 1 mg de chlore.mihdtait suffisante pour ne plus détecter d’ARNm
du géne de I'hexon, donc pour perdre le caractere infectieux du virus. Egalement, une étude
montre qu’'une concentration en ozone de 0,07 a 0,6 mg/L min est nécessaire pour éliminer
99,99% des adénovirus alors qu’une concentration de seulement 0,01 a 0,03 mg/L min est
nécessaire pour le Calicivirus félin (Thurston-Enriquez et al. 2005b).

Malgré sa sensibilité a certains traitements de désinfection, quelques études ont mis en
evidence la présence de génome d’adénovirus humains type 2, 40 et 41 dans les eaux de
consommation traitées, a hauteur de 5% (van Heerden et al. 2005). Cependant, compte tenu
de leur fréquence de détection dans les eaux de l'environnement a des concentrations
variables, les adénovirus humains ont peu souvent été incriminés dans des épidémies virales
d’origine hydrigue Généralement, ces épidémies sont principalement dues a des norovirus ou
des rotavirus, au cours desquelles sont parfois également retrouvés des adénovirus (cf tableau
2 de Hamza et al. (2011)). La récente épidémie liée a I'eau dans lequel adénovirus était le seul
agent en cause date des années 2000 en Australie, lorsque 40% des éléves d’'un établissemen
scolaire ont été atteints de fievre pharyngo conjonctivale suite a une baignade dans une
piscine (Harley et al. 2001) (Tableau 5).

Au vu de I'ensemble des caractéristiques et particularités décrites ci-dessus, a savoir
une forte présence dans les eaux, une survie accrue dans les eaux et une meilleure résistance

certains traitements de désinfection en comparaison aux autres virus entériques, les




Tableau 5: Epidémies de fiévre pharingo-conjonctivale & adénovirus de 1951 a 2000. Adapté de
(Sinclair et al. 2009).

Années Lieu Source Type Référence
1951 Colorado Piscine / Cokburn (1953)
1954 Canada Piscine / Ormsby H.L. et al. (1955)
1955 Suéde Lac 3 Kjellen et al. (1957)
1959 Japon Piscine 3 Kaji M. et al. (1961)
1960 Japon Piscine 3 Kaji M. et al. (1961)
1966 Washington Piscine 3 Foy et al. (1968)
1973 Kansas Piscine 7 Caldwell et al. (1974)
1977 Georgie Piscine 3 Martone et al. (1980)
1977 Georgie Piscine 4 D’Angelo L.J. et al. (1979)
1982 Oklaoma Piscine 7 Turner et al. (1987)
1991 Caroline du Nord Etang 3 Moore et al. (1993)
1995 Grece Piscine / Papapetropoulou and Vantarakis (1998)
2000 Australie Piscine 3 Harley et al. (2001)
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adénovirus ont été proposés comme indicateurs de contamination virale humaine par
différents auteurs (Pina et al. 1998; Silva et al. 2011; Wyn-Jones et al. 2011).

1l.  Méthodes de détection des adénovirus infectieux

L'intérét de développer des techniqgues permettant de déterminer le caractere
infectieux d’un virus est de mettre en évidence un éventuel risque pour la santé humaine. Les
méthodes de détection par biologie moléculaire généralement utilisées prennent en compte les
particules virales mais également I’ADN libre, sans différencier les particules non infectieuses
des particules infectieuses. En effet, certaines particules présentes dans I'environnement
peuvent étre lésées ou déepourvues de capacité de multiplication, n’étant donc plus infectieuses

et ne présentant aucun risque pour la population.

A. Méthode du Nombre le Plus Probable (NPP)

Il s’agit d’'une méthode statistique de quantification en milieu liquide, applicable a
divers micro-organismes. Dans le cas ou I'étude porte sur la détection de particules virales
infectieuses, une microplaque est utilisée dans laguelle est mis en contact le virus avec la
lignée cellulaire adaptée a la multiplication du virus étudié, permettant la mise en évidence
d'un effet cytopathogéne (ECP). Cette quantification est réalisée sur au moins 3 dilutions
successives de la suspension virale a quantifier, chaque dilution étant inoculée dans 40 puits.
La durée d’infection variant selon le type d’adénovirus, le temps au bout duquel sera effectué
le dénombrement des puits positifs sera donc fonction du virus (allant de 11 a 21 jours pour
les adénovirus). L'utilisation de la table de « Mac Grady » permet de déterminer le « Nombre
le Plus Probable d’Unités Cytopathogénes » (NPPUC) contenu dans un échantillon et de

pouvoir calculer son titre.

B. Méthode des plages de lyse (Plaque assay)

Le principe de « plague assay » visent a énumérer les virus infectieux, qui vont étre
révélés au cristal violet. A partir de la suspension-meére du virus, des dilutions logarithmiques
sont effectuées avant d’étre inoculées sur une culture cellulaire en monocouche, puis
recouverte d’'un milieu nutritif gélosé permettant au virus de se propager aux cellules voisines,
formant ainsi des plages de lyse. Pour faciliter la visualisation des cellules non infectées des
cellules infectées et lysées par le virus, un colorant peut étre ajouté, le cristal violet (colore les

membranes des celluleg}ette technique ne peut étre appliguée gu’aux araduisant des
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ECP. Une étude menée par Rigotto et al. (2011) utilise cette technique pour le dénombrement
des adénovirus infectieux dans des eaux de surface et des eaux sout€@rameans et al.
I’'ont également appliqué pour les adénovirus 40 et 41, réduisant le temps de détection de 3-4

semaines a 9 jours

C. Fluorescence-Activated Cell Sorting Assay (FACS)

Li et al. (2010b) ont réalis€, dans un premier temps, pour la détection des adénovirus
infectieux dans des échantillons d’eaux environnementales, en remplacant chez I'adénovirus
type 5 le gene E1A par le gene de la “Green Fluorescent Protein” (GFP). Les cellules HEK
293A infectées par ce virus modifié vont ainsi exprimer la GFP pendant la multiplication
virale. La quantification des cellules infectées est ensuite réalisée par cytométrie de flux.
L’étape suivante a été réalisée avec des anticorps marques spécifiques soit de la protéine
I’'hexon soit de la protéine E1A sur 'adénovirus type 2 et 41. Les résultats montrent que selon
la cible choisie, la sensibilité n'est pas la méme. Le géne de la GFP est plus sensible que la
protéine de I'hexon qui elle est plus sensible que la protéine E1A. L'obtention des résultats
varie de 1 a 3 jours avec cette méthode et a permis de détecter des adénovirus infectieux dans
des échantillons d’eaux usées et d’estimer la concentration en adénovirus grace a une courbe
standard soit 10 a 165 UFP/100 mL.

D. Integrated-Cell-Culture (RT)-PCR (ICC-(RT)-PCR)

Cette technique couple la culture cellulaire a une technique de biologie moléculaire, la
PCR ou RT-PCR (Reverse Transcription-PCR), et permet la détection des virus entériques en
seulement quelques jours (Hamza et al. 2011). Les virus s’étant multipliés dans les cellules,
leur matériel génétique va pouvoir étre isolé puis amplifié a I'aide d’'amorces spécifiques du
virus recherché. Contrairement aux adénovirus, d’autres virus entérigues, comme par exemple
le virus de I'hépatite A qui ne produit pas d’ECP peut également étre identifié par ICC-RT-
PCR (Jiang et al. 2004). D’autres chercheurs ont également appliqué cette méthode aux
astrovirus (Grimm et al. 2004) atux rotavirus (Li et al. 2010a). Une étude réalipée
Ambiouni et al. (2012) a mis en évidence la présence d’adénovirus et d’entérovirus infectieux
dans 10 échantillons d’eaux usées (n=22). Egalement, Rodriguez et al. (2013) ont montré que
sur les 1,5.10 copies de génomes retrouvées dans les eaux usées, FtaEht des
particules d’adénovirus infectieuses. Sur une eau du robinet, Lee et al. (2002) ont retrouvé des
adénovirus et des entérovirus infectieux dans 15 échantillons (n=23) soit une présence de

65,2%. L'étude de Wyn-jones et al. (2011) montre des adénovirus infectieux dans 47% et
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20% d’échantillons d’eaux de mer (n= 482) et d’eau douce (n=226). Dong et al. (2010) ont
méme retrouvé des adénovirus dans les eaux de pluies a hauteur de 40% (2/5), et dans les

eaux de mer a 60% (3/5Pe méme, Ogorzaly et al. (2013) ont montré qu’'uneéelu

d’incubation de 2 jours était suffisante pour doubler la concentration en ADN adénoviral

E. Hybridation in situ et molecular beacon (MB)

La « molecular beacon » ou « balise moléculaire » est une sonde oligonucléotidique
simple brin de structure tige-boucle, permettant de localiser une séquence d’acide
nucléotidique connue (Tyagi and Kramer 1996). La boucle (15 a 25 nucléotides (nt)) est la
région complémentaire a la séquence nucléotidique recherchée, la tige (5 a 7 nt) maintient le
fluorochrome (porté par I'extrémité 3’ ou 5’) de maniere covalente a proximité du quencher
(extincteur) (porté par l'autre extrémité) qui capte la fluorescence émise par le fluorochrome
(Monroy-Contreras and Vaca 201Binsi, lorsque la molecular beacon est libre emitsmh,
elle ne pourra émettre une fluorescence. En revanche, lorsqu’elle va rencontrer sa séquence
complémentaire, il va se produire un changement conformationnel : la boucle se linéarise en
s’hybridant sur sa séquence cible et forme I'hybride (Figure 7). Ainsi, la distance entre le
fluorochrome et le quencher sera telle que le transfert d’énergie entre les deux molécules ne
pourra plus s’effectuer, le quencher ne captera plus la fluorescence émise par le fluorochrome
La fluorescence est alors mesuralildybridation de la molecular beacon avec sa cible est
plus stable et se fait de facon spontanée car elle implique un plus grand nombre de nucléotide
contrairement a I'hybridation de la tige de la molecular beacon (ayant une longueur inférieure
a celle de I'hybride)Une étude menée par Tan et(2004) a permis de mettre en évidence la
rapidité a laquelle I'hybridation de la sonde avec sa cible est réalisée. Sur les 400 molecular
beacons analysées, 349 sondes se sont hybridées rapidement (87,5%) montrant une
augmentation rapide de la fluorescence, et seulement 51 sondes ont réagi de facon plus lente
(12,5%)

Différentes études décrivent ['utilisation des sondes molecular beacon pour la
détection de pathogenes viraux aprés culture cellulaire. L’étude menée par Yeh et al. (2008)
rapporte la détection du virus de I'hnépatite A dans des cellules hbtes et montre que lorsque
I'on utilise une molecular beacon non spécifique d'une séquence cible, la fluorescence
obtenue est nulleSelon les données de Wang et al. (2005), le powgentle cellules
infectées par le coxsackievirus B6 passe de 14% a 4 h post infection (p.i.) @ 90% apres 24 h
p.i. De méme, Dunams et 42012) ont réalisé une étude sur la détection de I'adénovirus de

type 2 et des echovirus, démontrant qu’apres seulement 7 h p.i. avec 1 unité formant plage
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Figure 7: Mécanisme d’hybridation de la molecular beacon sur sa cible [5].
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(PFU), 'adénovirus a pu étre détecté a I'aide de molecular betheoaura fallu que 2 h p.i.
a I'adénovirus pour étre détecté avec 100 PFU. Les études citées précédemment ont pu établir
une corrélation entre le nombre de PFU (obtenus par une méthode de titration classique) et le

nombre de cellules infectées.

Objectif de I'étude et démarche expérimentale

Le but de cette étude est de développer et d’optimiser une méthode de détection des
adénovirus humains infectieux basée sur la culture cellulaire couplée a une hybridation in situ.
Dans ce contexte, I'utilisation d’'une sonde oligonucléotidique de type molecular agon
visualiser la présence des ARN messager (ARNm) viraux pourrait se réveéler étre une méthode
prometteuse, comme suggeéreé par I'étude de Dunams et al. (2012) sur la détection spécifique
de l'adénovirus type 2. Notre étude a pour but de détecter un plus large spectre de types
d’adénovirus humains, incluant les types entériques. Le choix du gene, de la zone d’intérét
ainsi que le travail sur les séquences d’adénovirus disponibles et le design des molecular
beacon avaient préalablement été réalisé par I'équipe de recherche. En raison de son caractere
conservé au sein du groupe des adénovirus, le géne de I'hexon a été sélectionné (codant pour
la protéine majeure de la capside virale) pour mener cette étude. Deux sondes molecular
beacon ont été dessinées, une sonde spécifique des adénovirus types 40 et 41, et une sond
spécifiqgue des adénovirus appartenant a I'espece C comprenant I'adénovirus type 2.

Dans un premier temps, la mise au point de cette méthode a été réalisée a I'aide d’'une
souche virale de laboratoire, I'adénovirus humain type 2, en vue d’'une application ultérieure
aux adénovirus entériques ainsi qu'a des échantillons environnementaux. La premiere étape
de notre démarche scientifique (i) a été de valider le design de la sonde oligonucléotidique. La
seconde étape (ii), réaliség situ, visait a déterminer les conditions optimales d’hybridation
de la molecular beacon avec sa cible. Enfin, la troisieme étape (iii) a été la visualisation in situ
de I'hybridation, apres infection des cellules avec une suspension virale connue. Différentes
heures « post infection » ont été analysées afin de mettre en évidence la transcription du géne
de I'hexon comme preuve du caractere infectieux de I'adénovirus. Egalement, la visualisation
des compartiments cellulaires a été observée grace a des marquages nucléaires et
membranaires afin de pouvoir estimer le pourcentage de cellules infectées. La détection et

I'analyse de la fluorescence a été réalisée par microscopie confocale a balayage laser.
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Matériels et Méthodes

I. Adénovirus et cellule-h6te

A. Culture cellulaire

La lignée cellulaire utilisée dans cette étude est la lignée HEK 293A (R705-07, Life
Technologies). La lignée HEK 293, établie a partir de cellules embryonnaires primaires de
rein humain, est genétiquement modifiee par de 'ADN d’adénovirus type 5 ayant intégre les
génes E1A et E1B (Graham et al. 1977) permettant la multiplication des adénovirus humains,
y compris les types 40 et 41 (Brown et al. 1984) lignée HEK 293A est un subclone de la
lignée HEK 293 ayant une capacité d’adhésion au support plus élevée que les cellules HEK

293.Les cellules ont été utilisées entre les passageS.

1. Entretien de la lignée HEK 293A

a) Composition du milieu de croissance
Le milieu de croissance est composé de DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium
supplémenté avec du Glutamax (2 mM) et du glucose (4,5 g/L), Life Technologies), dans
lequel est ajouté du sérum de veau (Invitrogen) non inactivé a la chaleur en concentration
finale 5% et des acides aminés non essentiels en concentration finale 1%. Le milieu de

croissance est appelé DMEM 5%.

b) Composition du milieu de maintenance
Le milieu de maintenance est composé de DMEM (Dubelcco’'s Modified Eagle
Medium supplémenté avec du Glutamax (2 mM) et du glucose (4,5 g/L), Life Technologies),
dans lequel est ajouté du sérum de veau non inactivé a la chaleur en concentration finale 2%
et des acides aminés non essentiels en concentration finale 1%. Le milieu de maintenance est
appelé DMEM 2%.

C) Décongélation des cellules HEK 293A
Un millilitre de suspension cellulaire de la lignée HEK 293A est décongelé au bain-
marie a 37°C, et 'ensemble des cellules est inoculé dans une flasque de culture (Nunc) de 75
cn? contenant 25 mL de milieu de croissance DMEM 5%. Les cellules sont incubées & 37°C
sous atmosphére humide enrichie & 5% de. CQrsque les cellules sont fixées au support, le
milieu de culture est changé, puis incubé pendant une nuit dans les mémes conditions.

Lorsque le tapis cellulaire a atteint 80 a 90% de confluence, les cellules sont trypsinées.
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d) Trypsination

La trypsine est une enzyme utilisée pour dissocier le tapis cellulaire afin d’obtenir des
cellules individualisées en rompant les liaisons protéiques.

Le tapis cellulaire, aprées élimination du milieu de croissance, est rincé avec 10 mL de
D-PBS (Dubelcco’s Phosphate Buffer Saline, Invitrogen). Une fois le D-PBS éliminé, la
trypsine (TrypLE, Invitrogen) est ajouté a raison de 2 mL durant 1 & 5 minutes a température
ambiante. Afin de neutraliser I'action de la trypsine, 3 mL de milieu de croissance DMEM 5%
sont ajoutés. La concentration cellulaire est déterminée avec un compteur de cellules
automatique (Scepter, Millipore) aprés avoir effectué deux dilutions successived'{&t10
1/106™M9. La concentration finale & ensemencer est de* z&lules/mL, le volume initial
(Vi) & ajouter & 50 mL de milieu de croissance en flasque de 17%ema déterminé en

fonction de la concentration initiale (Ci).

2. Préparation des cellules pour la microscopie confocale

a) Coatage des chambres de culture

Les chambres de culture miniatures utilisées pour les tests d’infectiosité (LabTek Il,
Nunc) comportent 8 puits, et sont préalablement coatées afin de favoriser I'adhésion des
cellules au fond des puits. La solution de coatage, substrat d’adhésion, préparée dans du
milieu DMEM brut sans sérum, est composée de fibronectine en concentration finale 0,01
mg/mL, de collagene bovin type | en concentration finale 0,03 mg/mL et d’albumine de
sérum bovin en concentration finale 0,01 mg/mL. La solution de coatage a été ajoutée a raison
de 200 pL/puits puis incuber pendant 1 nuit a 37°C. Le milieu est ensuite éliminé et les
chambres de culture prétes a étre utilisées.

b) Culture des cellules HEK 293A en chambre de culture
A partir d’'une suspension cellulaire de la lignée HEK 293A, 5ddllules sont
ajoutés par puits (dans un volume de 500 pL), puis incubé a 37°C, avec une atmosphere

contentant 5% C@pendant 2 a 4 jours.

B. Infection des cellules

Les virus modéles utilisés sont I'adénovirus type 2 (HAdV2, LCPME, Nancy) stock
initialement recu de [I'Health Protection Agency Culture Collection (NCPV213), et
'adénovirus type 41 (HAdV41, ATCC VR-930). La mise au point de l'intégralité de cette

méthode de détection a été réalisée a I'aide de I'adénovirus humain type 2.
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a) Quantification des adénovirus infectieux type 2

Cette étape de quantification permet de déterminer la concentration de travail de
départ pour la suite des manipulatioba méthode utilisée est la méthode du nombre le plus
probable d’'unités cytopathogénes (NPPUC). L’apparition d’'un ECP (Figure 8) est suivie sur
11 jours. Le titrage est effectué en microplaques 96 puits.

A partir de la lignée cellulaire HEK 293A, une suspension cellulaire contenant*3,3.10
cellules/mL est préparée dans du milieu de maintenance DMEM 2%. A partir de la suspension
virale & titrer, des dilutions en cascade (au 3 Gont réalisées dans un volume final de 3
mL de DMEM 2%. Seules les dilutions de™18 10% seront utilisées. Par dilution, 40 puits
sont inoculés ; les 2 dernieres colonnes de chaque microplague servant de puits témoins. La
suspension cellulaire est déposée a raison de 200 ulL/puits, a laquelle est ajoutée 50 pL/puits
de suspension virale. Dans les puits témoin, 50 pL de DMEM 2% sont déposés a la place des
50 pL de suspension virale. Les microplaques sont ensuite incubées a 37°C, avec une
atmosphére contentant 5% g@endant 11 jours. La suspension virale d’'HAdV2 utilisée lors

manipulations a été titrée a 1,72 MNPPUC/mL.

b) Infection des cellules en chambre de culture
Une gamme de dilution du virus est préparée a partir de la solution mere titrée a
1,7.10 NPPUC/mL, jusqu'a avoir une concentration dé MPPUC/200 pL (soit 5.£0
NPPUC/mL). Sur un tapis cellulaire de 2 a 4 jours, 200 plL/puits de la dilution de la
suspension virale que I'on souhaite étudier sont déposeés, puis incuber 1 h a 37°C, avec une
atmosphére contenant 5% &€Q.a solution virale est ensuite éliminée et 3 lavages sont
effectués avec le milieu de maintenance. Un volume de 200 puL de DMEM 2% est déposé

dans chaque puits infecté, et I'infection se déroule a différents temps.

Il. Design et spécificité des molecular beacons (MB)

Sur base des alignements de séquences réalisés, le gene de I’hexon a été choisi comme
géene d'intérét pour le design des sondes oligonucléotidiques molecular beacon. Le design a
été réalisé par le support technique d’Eurogentec a l'aide du logiciel Beacon Designer
(Premier Biosoft).

Afin de vérifier I’hybridation de la molecular beacon des adénovirus espece C, dont
fait partie 'HAdV2, sur sa cible, des tests d’appariements simples (MB HAdV-C/ADN
HAdV?2) et des tests d’appariements croisés (MB HAdV-C/ ADN HAdV41) ont été réalisés.
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Figure 8 : Observation des cellules HEK 293A non infectées (a) et infectées (b) avec I'adénovirus
type 2 au microscope inversé. Grossissement 100x.

14 bis



Matériels et Méthodes

Le gene ciblé de I'adénovirus est une partie du gene de I'hexon, exprimé lors de la phase
tardive. Les séquences des molecular beacon de l'adénovirus espece C (Figure 9) et de
I'adénovirus espéce F sont présentées dans le Tableau 6. Le Tableau 7 présente les longueurs
d’onde des fluorochromes choisis.

A. PCR en temps réel

Une série de dilutions en cascade au M6e I'adénovirus type 2 a été réalisée a
partir de la suspension virale & 1,7.10PPUC/mL, jusqu'a une concentration de® 10
NPPUC/mL.

1. Extraction de 'ADN
L’ADN a été extrait a I'aide du kit QlAamp Viral RNA mini kit (Qiagen), a partir de
140 pL d’échantillon & analyser, avec une élution de 100 pL de tampon AVE.

2. PCR en temps reel
Le kit gPCR Master Mix Plus Low ROX (Eurogentec) est utilisé. Cette réaction

nécessite I'ajout de MasterMix Low ROX en concentration finale 1X. La concentration finale
des amorces sens'-GCA-TTA-AGT-TTG-ACA-GCA-TTT-G-3') et anti-seng5'-ATT-AAA-
GGA-CTG-GTC-GTT-GG-3")utilisée est 500 nM. La sonde utilisée est la molecular beacon des
adénovirus espéce C (MB HAdV-C) en concentration finale de 300 nM. L’'ajouiOd’H

« DNase RNase free » (Life Technologies) permet d’ajuster le volume réactionnel a 25 L.
L’amplification est réalisée avec le systtme 7500Fast Real-Time PCR (Life Technologies)
selon les conditions suivantes : une étape initiale d’activation de la polymérase (95°C, 10
min) suivie de 50 cycles (95°C, 15 s ; 60°C, 1 min).

B. Optimisation de I'hybridation HAdV/MB

Les tests d’hybridation de I'adénovirus de type 2 sont effectués a I'aide d’'un ADN
simple brin (sb) synthétiqués’-CAT-GGC-CCA-CAA-CAC-GGC-CTC-CAC-GCT-GGA-AGC-
CAT-GCT-3'). L’hybridation est réalisée en microplaque 96 puits a fond transparent dans un
volume final de tampon d’hybridation (1 mM de MgGét 200 mM de Tris-HCL, pH 8) de
200 pL. Différentes concentrations en molecular beacon (100, 50 et 25 nM) et en ADN cible
(200, 100, 50, 25 et 5 nM) ont été utilisées. Le fluorochrome porté par la molecular beacon de
'HAdV2 est le Cy5 excité a 650 nm et émettant & 680 nm. Les filtres d’excitation et
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Figure 9 : Représentation schématique de la molecular beacon des adénovirus appartenant a
I'espece C.

Tableau 6: Séquences nucléotidiques des molecular beacons dessinées pour la détection des
adénovirus appartenant a I'espece C (MB HAdV-C) et des adénovirus de I'espéce F (MB HAdV-F).

Les parties soulignées constituent la tige.

Séquences (5’ - 3)
MB HAdV-C Cy5-CGC-GATCCA-GCG-TGG-AGG-CCG-TGT-TAT-CGC-G-BHQ-2
MB HAdV-F  6-FAM-CGC-GAT-CCC-ACG-ATC-CAG-CAC-GCC-GCG-ATC-GCG-BHQ-1

Tableau 7 : Longueurs d’ondes d’excitation et d’émission des fluorochromes portés par les molecular
beacons.

MB HAdV-C MB HAdV-F

Fluorochromes Cy5 FAM
Excitation (nm) 650 490
Emission (nm) 680 525
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d’émission utilisés lors de la lecture de fluorescence sont donc 590/35 et 680/90. La lecture
est réalisée dans un lecteur de microplaques avec le logiciel GEN 5 1.08 (BioTek).

Le protocole d’hybridation de I'adénovirus a été créé de fagon a pouvoir suivre la
cinétiqgue des réactions. Une premiere étape consiste a ajouter uniqguement le tampon
d’hybridation afin de réaliser la premiére mesure de fluorescence servant de contréle négatif.
Les mesures de fluorescence sont effectuées toute les 5 secondes sur une durée d’'une minute
La deuxieme étape consiste en I'ajout de la molecular beacon en concentration voulue. Aprés
agitation, les relevés de fluorescence sont également effectués toute les 5 secondes sur une
durée de 2 minutes. La derniére étape consiste en 'ajout de la concentration voulue de cible
(du brin d’ADN synthétique). Aprés agitation, la cinétique est suivie durant plusieurs heures,

une mesure de fluorescence est effectuée toutes les deux minutes.

C. Coloration, fixation et perméabilisation des cellules

Le marquage cellulaire a pour but de rendre visible par microscopie des organites ou
des membranes et de permettre la numération des cellules. A ces fins, deux types de
marqueurs ont été utilisés. Les marquages membranaire et nucléaire sont effectués avec des
lectines conjuguées a de la rhodamine (RL-10852, Vector Labs) et du Hoescht 33342 (H3570,
Life Technologies), respectivement. Le Tableau 8 montre les différentes longueurs d’ondes
d’excitation et d’émission des fluorochromes utilisées lors des marquages cellulaires.

Différents fixateurs ont été testés : le paraformaldéhyde dilué a 4% (PFA 4%), le
méthanol glacé, la solution de Carnoy (éthanol, acide acétique, chloroforme) et PFA 4%
stabilisé avec 10% de méthanol.

Le protocole défini au cours de cette étude est le suivant. La membrane est marquée a
l'aide de 100 pL/puits de la solution de lectines diluée au I750puis incubé a 37°C
pendant 10 min suivi d'un lavage. La fixation des cellules est effectuée en ajoutant 150
uL/puits de PFA 4% pendant 10 min a 4°C, suivi de 2 lavages successifs (le PFA 4% est
formé a chaud en dissolvant 0,4 g de PFA dans 8 mL d’eau additionné de 5 pL de NaOH 1 M.
1 mL de PBS est ajouté puis la solution est filtrée sur 0,22 um). La perméabilisation est
effectuée avec 100 pL/puits de Triton X-100 dilué a 0,1 % pendant 5 min a 4°C, suivi de 2
lavages. L’ajout de 200 pL/puits d’hybride et/ou d’ADN seul et/ou de la molecular beacon est
effectué puis incubé au minimum 2 h a 37°C (utilisation des conditions définies par les tests
d’hybridations effectués au préalable). Les hybrides et/ou ADN et/ou molecular beacon

n'ayant pas pénétré dans les cellules sont éliminés par 2 étapes de lavages. La derniere étape
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Tableau 8 : Longueurs d’ondes d’excitation et d’émission de la rhodamine et du Hoechst 33342.

Rhodamine Hoechst 33342
Excitation (nm) 541 343
Emission (nm) 572 483
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est le marquage du noyau avec 100 plL/puits du fluorochrome Hoechst 33342, dilué au
1/10 006™

L’ensemble des lavages sont effectués avec 200 uL/puits de milieu DMEM sans phénol red
(le milieu a été choisi sans indicateur de pH afin d’éviter des interférences lors des mesures de
fluorescence). Les volumes sont éliminés a l'aide d’une seringue afin de minimiser les remous

sur le tapis et d’éviter son décollement.

D. Microscopie confocale a balayage laser

Le microscope confocale a balayage laser utilisé dans cette étude (LSM 510, Zeiss) est
équipé de plusieurs lasers possédant chacun des longueurs d’ondes spécifiques (Tableau 9).
Toutes les observations microscopiques sont réalisées a I'objectif X63 a immersion a I'eau.

Le logiciel d’acquisition d'image utilisé (LSM 510 Meta, Zeiss) est fourni avec
I'équipement. La lumiere émise par le laser (lumiére monochromatique) correspondant a la
longueur d’onde d’excitation du fluorochrome est réfléchie sur I'échantillon par la présence
d’'un miroir dichroique. Le laser balaye I'échantillon en X et en Y, et excite le fluorochrome.
La lumiére d’émission résultant de I'échantillon traverse le miroir dichroique et passe au
travers d’un filtre qui permet de sélectionner la longueur d’onde d’émission du fluorochrome.
La présence d’un pinhole avant le photomultiplicateur permet de laisser passer la lumiere (les
photons) provenant uniquement du plan focal (du point illuminé), la lumiére émise par les
plans non focaux étant stoppée par ce dernier. La lumiere émanant des différents
fluorochromes est captée par le photomultiplicateur pour étre amplifiée et transformée en

signaux électriques dont l'intensité est proportionnelle au nombre de photons percgus.
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Tableau 9 : Lasers disponibles et longueurs d’ondes du microscope confocal a balayage laser.

Lasers Longueur d’onde (nm) Fluorochromes
Argon/2 458, 477, 488, 514 FAM
Hélium-Néon (HeNe) 594 594 /
Hélium-Néon (HeNe) 543 543 Rhodamine
Hélium-Néon (HeNe) 633 633 Cy5
Diode 405-30 405 Hoechst 33342
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Résultats

En vue d'utiliser les molecular beacons pour détecter la présence d’adénovirus dans des
échantillons environnementaux, une étape d’optimisation se révele indispensable. Le premier
objectif a été de montrer I'hybridation de la molecular beacon de I'espéce C sur I'adénovirus
de type 2. Le second obijectif a été de visualiser I'hnybridaiositu de la sonde sur sa cible

en suivant la cinétique de la réaction. Enfin, les conditions d’hybridation définies ont été

appliguées a la recherche des adénovirus infectieux par hybridation in situ.

. Molecular beacon: appariement et conditions d’hybridation ex situ

A. Hybridation de la sonde MB HAdV-C

Afin de vérifier le bon appariement de la sonde molecular beacon avec sa séquence
cible, la molecular beacon et ses amorces associées ont été utilisées lors d’'une amplification
génomique par PCR en temps réel. En effet, les sondes molecular beacons peuvent étre
utilisées au méme titre que les sondes TagMan. Le but de cette expérience n'était pas de
qguantifier ou de valider un systeme de détection par PCR, mais simplement d’observer
I'hybridation de la molecular beacon sur 'ADN d’adénovirus. Ainsi, I'expérience a été
réalisée avec des conditions génériques d’amplification, sans aucune optimisation au

préalable.

1. Réactions simples

Une gamme de dilution d’ADN d’adénovirus de type 2 a été réalisée puis amplifiée
par PCR en temps réel. Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure 10a. Pour chaque
dilution, I'évolution de la fluorescenceARn) en fonction du nombre de cycles
d’amplification a été suivie. Les courbes représentent les 7 concentrations testé®s, ti@ 10
NPPUC/mL. Pour chaque concentration, on observe une augmentation de lintensité de
fluorescence, méme pour de faibles concentrations en adénovitU$RRQC/mL). De plus,
on observe également que la valeur de Ct évolue avec la concentration en ADN d’adénovirus,
cette valeur étant inversement proportionnelle a la concentration d’ADN (Tableau 10). Cette
étape permet de montrer que la molecular beacon HAdV-C s’hybride bien sur le génome de
I'’HAdV2.

2. Réactions croisées

Dans le but de vérifier le non appariement de la molecular beacon HAdV-C avec
d’autres séquences que sa cible, une réaction croisée est effectuée en utilisant 'ADN de
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Figure 10 : Courbes d’amplification d'une gamme de dilution d’adénovirus type 2 obtenues par PCR
en temps réel avec le systéme amorces + MB HAdV-C. (a) concentration en HAdV62(deuIbe

rose) a 100(courbe rouge) NPPUC/mL, (b) concentration en HAdV2 (rose) et HAdV41 (bleu)ede 10
410 NPPUC/ML.

Tableau 10: Tableau indicatif des valeurs de Ct en fonction de la concentration en adénovirus type 2.

HAdV (NPPUC/mL) 10° 10° 10* 10° 10 10" 10
Valeurs de Ct HAdV2 23 26 29 33 35 37 39
Valeurs de Ct HAdv41 38 39 39 39 / / /
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'HAdV41 (Figure 10b). Les courbes en roses représentent I'hybridation de 'HAdV2 avec la

molecular beacon HAdV-C. Les courbes en bleues, quant a elles, représentent 'ADN de
I'HAdV41 en présence de la molecular beacon HAdV-C. Ainsi, a concentrations équivalentes
en HAdV2 et en HAdV41 en présence de la méme concentration de molecular beacon HAdV-

C, aucun profil d’amplification n’a été observeé pour 'HAdV41.

B. Hybridation ex situ

L’objectif de cette étape était d’optimiser les conditions d’hybridation entre la sonde
molecular beacon et sa cible, ici, un ADN simple brin synthétique. L'utilisation de cet ADN
sb synthétique permet (i) de mimer le comportement de 'ARNm et (ii) de disposer d’'une
guantité de matériel génétique conséquente et maitrisable pour la réalisation des tests. Ainsi, il
a été possible d’apprécier, pour des concentrations données en cible et en molecular beacon,
(i) le temps nécessaire a la formation de la totalité des hybrides, (ii) le temps au cours duquel
les molecular beacons sont capables d’émettre une fluorescence et (iii) d'indiquer a partir de
combien de temps les molecular beacons ont atteint leur maximum d’intensité de
fluorescence. L'intensité de fluorescence obtenue est exprimée en unité arbitraire (UA), et
dépend du paramétrage du lecteur de microplaque.

L’influence de différents paramétres expérimentaux sur I'hybridation a été étudiée, a savoir:
v la température a laquelle se déroule I'hybridation (25°C ou 37°C)
v la dénaturation de I’ADN cible
v la concentration en molecular beacon
v

la concentration en ADN synthétique de 'HAdV?2.

Les concentrations utilisées pour tester la température (1) et la dénaturation de ’ADN
(2) ont été fixées a 50 nM pour la molecular beacon et a 100 nM pour ’ADN synthétique [5].
Le témoin négatif permet de vérifier que la fluorescence ne provient pas d’'un constituant du
tampon d’hybridation. Aucune fluorescence n’a été détectée dans chacun des tests effectués.
De méme, le témoin MB dans lequel est ajouté la molecular beacon sert a visualiser la
fluorescence de base émise par cette derniere. On observe une faible augmentation de

I'intensité de fluorescence lorsque la molecular beacon est ajoutée.
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1. Influence de la température :

Nous avons choisi la température de 25°C puisqu’il s'agit de la température ambiante,
retrouvée généralement au sein des laboratoires. Le choix de la température de 37°C
correspond, quant a elle, a la température de culture des cellules.

A 25°C (Figure 11, courbes bleues), au bout de 3 h, I'intensité de fluorescence obtenue est
légerement inférieure a 100 UA. Lorsque I'on se place a 37°C (Figure 11 courbes rouges),
I'intensité de fluorescence de 135 UA est atteinte en moins d’'une heure seulement, pour
atteindre une intensité de fluorescence de 220 UA a 3 h. Ainsi, lorsque la température passe

de 25°C a 37°C, la vitesse de réaction d’hybridation est favorisée.

2. Effet de la dénaturation de '’ADN avant hybridation :

Ce parameétre, bien gu’inenvisageable lors de I'hybridatiasitu, a été réalisée afin

de voir si les structures secondaires que peut prendre un acide nucléique n’affectent pas
I'hybridation. L’étape de dénaturation de 'ADN est effectuée a 95°C pendant 5 minutes. Elle
a pour but déliminer les structures secondaires du simple brin d’ADN qui peuvent géner
I'hybridation de la molecular beacon sur sa séquence cible.

A 25°C, l'allure des courbes avec dénaturation (courbe bleu foncée) et sans dénaturation
(courbe bleu claire) est quasiment identique et varie trés peu entre elles. Le maximum de
fluorescence qui a pu étre atteint approche de 100 UA au bout de 3 h. A 37°C, la courbe
représentant 'ADN dénaturé (courbe rouge foncée) est |égerement plus élevée jusqu’a
environ 1 h 30 min, traduisant une vitesse de réaction légérement augmentée, puis s'infléchit
pour laisser apparaitre un plateau, indiquant que la réaction commence a étre limitante en
molecular beacon. A partir de 1 h 30 min, I'écart entre les courbes ADN dénaturé (courbe
rouge foncée) et ADN non dénaturé (courbe rouge claire) est moindre. Au bout de 2 h 30 min,
une intensité de fluorescence de 200 UA a pu étre atteinte pour I'’ADN dénaturé, il n'aura
fallu que 30 minutes de plus a 'ADN non dénaturé pour atteindre cette intensité de

fluorescence, soit 3 h.

3. Effet de la concentration en molecular beacon & 37°C :

Ce test a été réalisé dans le but d’aiguiller le choix de la concentration en molecular
beacon a utiliser lors des tests d’hybridaiiositu. Trois concentrations en molecular beacon
ont été analysées (100, 50 et 25 nM) en présence d’'une concentration fixe en ADN cible (100
nM). Plus la concentration en molecular beacon est élevée plus lintensité de fluorescence est

élevée (Figure 12). Au bout de 2 h, les intensités de fluorescences mesurées étaient de 300,
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Figure 11 : Evolution de lintensité de fluorescence (Unité Arbitraire, UA) en fonction du temps a
25°C et a 37°C: Influence de la dénaturation de ’ADN cible sur I'hybridation.
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Figure 12 : Evolution de l'intensité de fluorescence en fonction du temps a 37°C: Influence de la
concentration en molecular beacon pour une concentration en ADN de 100 nM.
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200 et 100 UA pour des concentrations en molecular beacon de 100, 50 et 25 nM,
respectivement. Nous avons donc choisi la concentration en MB de 100 nM afin de favoriser
un maximum d’hybridation. Cette concentration sera ultérieurement testée lors des

expériences d’hybridation in situ.

4. Effet de la concentration en ADN cible de 'HAdV2 :

Différentes concentrations en ADN cible (200, 100, 50, 25 et 5 nM) ont été mises en
contact avec une concentration en molecular beacon de 100 nM. Plus la concentration en
ADN est élevée (200 nM), plus il y a d’hybridation avec une intensité de fluorescence
pouvant atteindre 600 UA au bout de 2 h (Figure 13). A partir de 25 nM, une fluorescence est
détectée (100 UA a 2 h). Pour des concentrations inférieures a 25 nM, la fluorescence
mesurée est équivalente a celle du contréle MB.

Le choix d’avoir testé différentes concentrations en ADN cible permet de démontrer
que lorsque les tests de détection de l'adénovirus seront réalisédso, méme si la
concentration en adénovirus infectieux est faible, le signal correspondant a I'hybridation de la
molecular beacon sur ’TARNm cible de I'adénovirus devrait pouvoir étre perceptible, bien que

la fluorescence ne soit pas trés élevee.

En conclusion :
v" I'hybridation in situ sera réalisée a 37°C
v"un temps de contact minimum de 2 h 30 min entre la molecular beacon et les
cellules préalablement infectées sera nécessaire pour obtenir un maximum
d’hybridation
v"un hybride synthétique formé ex vivo (concentration en molecular beacon a 100
nM et concentration en ADN sb a 100 nM) sera utilisé comme témoin positif

lors des tests d’hybridation in situ.

[1. Détermination du caractere infectieux des adénovirus : Hybridationn

situ
Les différents tests sont effectués sur des tapis cellulaires agés de 2 a 4 jours. La
permissivité des cellules a été testée. Pour ce faire, une gamme de concentratidaslde 10
HAdV2/puits a été inoculée sur un tapis cellulaire de HEK 293A. Les cellules présentant

toutes un ECP a différents temps post-infection, la multiplication du virus a donc eu lieu,
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Figure 13 : Evolution de l'intensité de fluorescence (UA) en fonction du temps a 37°C: Influence de la
concentration en ADN cible pour une concentration en molecular beacon de 100 nM.
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méme aux concentrations les plus faibles. D’'une part, les cellules sont bien permissives aux
HAdV2, et, d’autre part, 'THAdV2 est bien infectieux. De plus, le traitement de coatage
réalisé n’influe pas sur la permissivité des cellules HEK 293A.

Le développement méthodologique de cette partie consiste en la réalisation des
marquages cellulaires et la visualisation de l'infection par microscopie confocale. Les images

sélectionnées font partie des images les plus représentatives de ce que peut présenter le puits

analyse.
A. Contrbles expérimentaux
1. Contréles négatifs

La premiére étape des observations au microscope confocal a balayage laser a été de
réaliser des puits témoins pour contréler la possible auto-fluorescence d’'un des constituants
du systeme, a savoir un puits contrdle négatif (1), un puits ttmoin MB seul (2) et un puits
ADN cible seul (3).

1) Afin de voir si la fluorescence ne provient pas d’une autre molécule que de la molecular
beacon marquée avec le fluorochrome Cy5, un puits contréle négatif de cellules HEK
293A sans aucun marquage est excité a la longueur d’'onde d’excitation du Cy5, soit 650
nm (Figure 14) :

- Aucun signal n'a été observé démontrant qu’il n'ypas d’auto fluorescence des
cellules.

2) Lorsque la molecular beacon est ajoutée au tapis cellulaire HEK 293A non infecté (Figure
15):

- Le signal obtenu correspond au signal basal qu'ématolecular beacon lorsqu’elle
n'est pas hybridée. Ce signal avait déja été observé lors des tests d’hybrcasion
effectués initialement pour déterminer les meilleures conditions d’hybridation.

3) Un puits est également réalisé avec ajout de 'ADN cible de l'adénovirus seul (Figure
16) :

->Aucune fluorescence n'a été observée démontranterdgat que I'ADN de

I'adénovirus ne fluoresce pas a la longueur d’onde d’excitation du Cy5.

2. Contréle positif : Détection de I'hybride synthétique au sein des cellules HEK
293A

Lorsque la sonde molecular beacon est hybridée sur sa cible, le fluorochrome Cy5 est

éloigné du quencher qui permettra au fluorochrome, lorsque celui-ci sera excité par le laser,
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Figure 14 : Cellules HEK 293A non infectées, fixées au PFA 4%, perméabilisées (0,1% Triton X-100,
5 min, 4°C) non marquées (contrdle négatif). Observation en microscopie confocale a balayage laser,
grossissement 630x. (a) contraste de phase (b) fluorescence (Cy5), barre = 20 um.

Figure 15 : Cellules HEK 293A non infectées, fixées au PFA 4%, perméabilisées (0,1% Triton X-100,

5 min, 4°C) en présence de la molecular beacon MB HAdV-C (100 nM, 1 h, °C ambiante).
Observation en microscopie confocale a balayage laser, grossissement 630x. (a) contraste de phase (b)
fluorescence (Cy5), barre = 20 pum.

Figure 16 : Cellules HEK 293A non infectées, fixées au PFA 4%, perméabilisées (0,1% Triton X-100,

5 min, 4°C) en présence d’ADN cible (ADN synthétique, 100 nM, 1 h, °C ambiante). Observation en
microscopie confocale a balayage laser, grossissement 630x. (a) contraste de phase (b) fluorescence
(Cyb), barre =20 pm.
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d’émettre une fluorescence qui sera captée par le photomultiplicateur. A cette longueur

d’onde, il est possible d'observer I'apparition de signaux fluorescents plus ou moins intenses
et diffus dans le noyau, correspondant a I'hybride ADN HAdV2/MB HAdV-C foexéitu
(Figure 17). L'utilisation de I'hybride permet d’obtenir des informations de différentes

natures :

v

il nous renseigne sur la morphologie que pourra avoir le signal correspondant a
'hybride ARNm HAdV2/MB HAdV-C dans les cellules infectées. Les signaux de
I'hybride sont généralement localisés au sein des noyaux cellulaires, et sont répartis de
maniére homogéne sur I'ensemble du tapis cellulaire d’un puits de la chambre de
culture.

il sert a confirmer la perméabilisation des cellules. Cette étape permet de démontrer
gue la perméabilisation est importante pour visualiser la fluorescence et détecter les
signhaux correspondant a I'hybride. La figure 18 montre un puits contenant des cellules
non permeéabilisées qui ne permet pas I'expression de signaux fluorescents de
I'hybride. Les quelques signaux fluorescents présents correspondent tres certainement
a I'hybride, qui a pu pénétrer dans une cellule suite a une lésion dans la membrane
cellulaire. Il est donc probable que les cellules infectées nécessitent également un
traitement de perméabilisation pour permettre a la molecular beacon de pénétrer dans
les cellules.

adémontrer que la solution de molecular beacon utilisée est intacte.

Marguages cellulaires

Les marquages cellulaires sont utilisées dans le but de quantifier les cellules infectées

et non infectées et de permettre la localisation des signaux correspondant a la molecular

beacon avec 'ARNm de I'adénovirus type 2.

Un puits avec un marquage membranaire et nucléaire est représenté sur la Figure 19. Les

couleurs des membranes et des noyaux ont été choisies en fonction des spectres d’émission

situés dans le rouge pour la rhodamine et le bleu pour le Hoechst 33342. Le fluorochrome

porté par la molecular beacon possédant une longueur d’onde d’émission hors du spectre

visible, nous avons choisi de le faire apparaitre en vert.

1. Fixation des tapis cellulaires

Il est nécessaire d’adapter le fixateur en fonction du constituant cellulaire que I'on

souhaite observer. Quatre solutions ont été appliquées sur la lignée cellulaire HEK 293A : la
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Figure 17 : Cellules HEK 293A non infectées, fixées au PFA 4%, et perméabilisées (0,1% Triton X-
100, 5 min, 4°C) en présence de I'hybride (MB HAdV-C 100 nM, ADN HAdV2 100 nM, 2 h 30 min,
37°C). Observation en microscopie confocale & balayage laser, grossissement 630x. (a) fluorescence
(Cy5), (b) image fusionnée contraste de phase/Cy5, barre = 20 pm

Figure 18 : Visualisation de I'hybride au sein des cellules HEK 293A non infectées, fixées au PFA
4%, (a) perméabilisées en présence de I'hybride (MB HAdV-C 50 nM, ADN HAdV2 100 nM, 1 h, T
amb), (b) non perméabilisées en présence de I'hybride (MB HAdV-C 50 nM, ADN HAdV2 100 nM,

1 h, T amb). Observation en microscopie confocale a balayage laser, grossissement 630x, barre = 20
pm.

Figure 19 : Marquages de la lignée cellulaire HEK 293A non infectée, fixées au PFA 4%,
perméabilisées (0,1% Triton X-100, 5 min, 4°C) (a) membrane plasmique des cellules colorée a la
rhodamine (b) noyaux des cellules marqués au Hoechst 33342, (c) image fusionnée. Observation en
microscopie confocale a balayage laser, grossissement 630x, barre = 20 um.
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solution de Carnoy, le méthanol glace, le PFA 4% stabilisé avec 10% de méthanol, et PFA
4%. Selon le fixateur utilisé, la morphologie du signal de I'hybride observé est parfois
différente (Figure 20).

v' La fixation avec la solution de Carnoy laisse apparaitre un signal de I'hybride diffus
retrouvé dans I'espace intercellulaire.

v' L'utilisation du méthanol permet de visualiser le signal de I'hybride au sein des
noyaux cellulaires, mais avec une intensité de fluorescence faible. Sur quelques
champs du puits fixé au méthanol, le marquage nucléaire est parfois trés diffus et de
mauvaise qualité.

v' La solution de PFA 4% stabilisée avec 10% de méthanol présente les signaux de
I'hybride sous forme de spots fluorescents tres nets et localisés dans les noyaux des
cellules.

v' La solution de PFA 4% montre un signal de I'hybride également au sein des noyaux
cellulaires, se présentant comme un signal diffus dans tout le noyau avec quelques

spots d’une intensité de fluorescence élevée.

Bien que le rble des fixateurs ne soit pas de fixer les cellules au support mais de figer
les structures cellulaires afin de permettre leurs observations en microscopie, I'adhérence des
tapis cellulaires au support a pu étre également évaluée lors de cette étape. Les tapis
cellulaires fixés au méthanol ou a la solution de Carnoy, étaient intactes a la fin des
marquages. Quand les cellules étaient fixées au PFA 4% / 10% méthanol ou au PFA 4%, les

tapis cellulaires se décollaient parfois du support.

En conclusion, la solution de Carnoy et la solution de méthanol révéle une
fluorescence correspondant a I'hybride mais le signal est trés aléatoire au sein de I'ensemble
du tapis cellulaire. La solution de PFA 4% et la solution de PFA additionné de 10% de
méthanol permettent d’obtenir des marquages cellulaires nets des noyaux et des membranes
cellulaires, homogénes sur I'ensemble des puits, et permettent de détecter I'hybride de
maniere uniforme souvent localisés au sein des noyaux cellulaires avec des spots d'une
intensité de fluorescence élevée. Ces deux derniers fixateurs donnant des résultats

comparables, la solution de PFA 4% a été préférée pour la fixation.
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Figure 20: Effet des différents fixateurs testés (solution de Carnoy, méthanol, PFA 4% stabilisé avec
10% de meéthanol et PFA 4%) sur les marquages cellulaires des cellules HEK 293A non infectées,
perméabilisées (0,1% Triton X-100, 5 min, 4°C). Observation en microscopie confocale a balayage
laser, grossissement 630x. (a) hybride (MB HAdV-C 100 nM, ADN HAdV2 100 nM, 2 h 30 min,

37°C). (b) images fusionnées (hybride, membrane plasmique, noyau), barre = 20 pum.
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2. Concentrations en molecular beacon

Cette étape permet de confirmer I'utilisation de la concentration en molecular beacon
définie lors des expériencex situ, soit 100 nM. Pour ce faire, différentes concentrations
(100, 250 et 500 nM) préparées dans le tampon d’hybridation sont mises en contact des tapis
cellulaires perméabilisés, sans infection préalable (Figure 21).

Pour une concentration en MB égale a 100 nM, aucune fluorescence n’a été décelée sur lignée
cellulaire HEK 293A. Pour une concentration en MB de 250 nM, quelques signaux
fluorescents ont été apercus sur lignée cellulaire HEK 293A. Pour une concentration égale a
500 nM, de nombreux signaux fluorescents ont été détectés.

Au vu des résultats obtenus sur la lignée cellulaire HEK 293A, la concentration
adéquate semble étre celle de 100 nM. L'utilisation de concentrations supérieures induit
I'apparition de faux-positifs, susceptibles d’interférer avec les signaux correspondant a
I'hybridation MB HAdV-C/ARNmM HAdV 2 et donc de fausser les résultats de quantification.

C. Tests d'infectiosité

Trois types de test d'infectiosité ont été appliquées a la lignée cellulaire HEK 293A.

1. Test en conditions extrémes

Lors du premier essai effectué pour la détection des signaux réels de I'HAdV2 sur la
lignée cellulaire HEK 293A, des conditions « extrémes » ont été appliquées. Le tapis
cellulaire a été infecté avec une concentration élevée en HAdV2, SdtPRIUC/puits. Les
tapis cellulaires ont montré un ECP en moins de 24 h p.i. (18-20 h p.i.).

Lorsque I'observation est réalisée sur un champ proche de 'ECP (Figure 22), on distingue un
marquage de la membrane cellulaire quasi inexistant, mais également de nombreux signaux
fluorescents au sein des noyaux cellulaires dus a I'’hybridation entre la molecular beacon MB
HAdV-C et ’TARN messager de 'HAdV2 au cours de son cycle de multiplication.

Egalement, lors de I'observation de tapis cellulaires infectés depuis plusieurs jours (96 h p.i.)
et/ou présentant des ECP, un changement morphologique du noyau des cellules a pu étre mis
en évidence (Figure 23). Le marquage du noyau n’est plus uniforme comme il peut I'étre dans
les puits témoins. Les noyaux cellulaires paraissent donc altérés, le marquage montrant que
I’ADN restant est condensé au pourtour du noyau. Cette information peut se révéler utile pour
confirmer que les cellules ont bien été infectées.

De plus, ce test a permis de vérifier que la perméabilisation est, comme pour I'hybride formé
avec '’ADN synthétique (témoin positif), nécessaire pour permettre a la molecular beacon de
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Figure 21 : Cellules HEK 293A non infectées, fixées au PFA 4%, perméabilisées (0,1% Triton X-100,
5 min, 4°C) en présence de différentes concentrations en molecular beacon MB HAdV-C (2 h, 37°C).
Observation en microscopie confocale a balayage laser, grossissement 630x, barre = 20 pum.

Figure 22 : Cellules HEK 293A infectées par I'adénovirus de type “N@BUC/puits, 18-20 h p.i.),

fixées au PFA 4%, perméabilisées (0,1% Triton X-100, 5 min, 4°C). (a) Détection de 'ARNm de
I'hexon de I'adénovirus de type 2 par la molecular beacon HAdV-C (2 h 30 min, 37°C), (b) image
fusionnée (marquage noyau et membrane). Fleche symbolise 'emplacement de 'ECP. Observation en
microscopie confocale a balayage laser, grossissement 630x, barre = 20 um.

Figure 23: Noyaux des cellules HEK 293A, non infectées (a) et infectées (b) par 'adénovirus de type

2 (10 NPPUC/puits, 96 h p.i.), fixées au PFA 4%, perméabilisées (0,1% Triton X-100, 5 min, 4°C) et
marquées au Hoechst 33342. Observation en microscopie confocale a balayage laser, grossissement
630x, barre = 20 um.
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pénétrer au sein des cellules afin de s’hybrider ultérieurement a ’TARNm viral. Lorsque les
cellules sont non perméabilisées aucun spot fluorescent n’est présent dans les cellules

contrairement aux cellules perméabilisées (Figure 24).

2. Tests aux concentrations environnementales

A terme, cette méthode de détection étant destinée a étre appliquée a des échantillons
environnementaux, des concentrations qui peuvent étre représentatives des concentrations de
I'environnement ont été utilisées pour infecter des tapis cellulaire HEK 293A, soient des
concentrations en HAdV2 de 3@ 10 NPPUC/puits (Figure 25). Les marquages ont été
effectués & moins de 24 h p.i. Les résultats des concentratfoastNPPUC/puits ne sont
pas présentés. Seulement une cellule présentait un spot fluorescent pour une concentration en
HAdV2 de 16 NPPUC/mL. Pour les autres concentrations' @010 NPPUC/mL) aucun
signal n'a été retrouvé. L’'apparition de spots fluorescents au sein de certains noyaux
cellulaires montre que toutes les cellules ne sont pas infectées. En revanche, plusieurs spots
fluorescents ont été mis en évidence au sein d’'un méme noyau cellulaire. Le tableau 11
indique le pourcentage de cellules infectées/champs, bien gu'un seul champ ait été pris en
considération. Ces valeurs sont donc présentées a titre indicatif, car elles ne sont pas
représentatives de I'ensemble du puits. Toutefois, un lien entre la concentration en adénovirus
et le nombre de cellules infectées est visible. Plus la concentration en adénovirus est élevee,
plus le nombre de cellules infectées est élevé, avec 44% de cellules infectéés a 10
NPPUC/puits pour 2% de cellules infectées 2NPPUC/puits.

3. Durée post-infection

Afin de visualiser le moment a partir duquel le gene de I'hexon est transcrit en ARNm,
nous avons effectués des marquages cellulaires a différentes heures post-infection. En se
basant sur les données recueillies, nous avons choisi d’étendre la durée d’infection de 8 h p.i.
a 42 h p.i. Ainsi, a 8, 12, 18, 24, 30, 36 et 42 h, des marquages ont été effectués. Ces
conditions ont été réalisées avec une concentration fixe en HAdVZ 88PFQUC/puits.

Pour chaque heure p.i. analysée, aucune fluorescence n’'a été visible dans le témoin de la
molecular beacon. Le témoin positif (Figure 26f) a permis de révéler la présence de I'hybride
(ADN HAdV2/MB HAdV-C). Les expériences peuvent donc étre interprétées. Les résultats
des puits infectés sont les suivants (Figure 26):

v’ a8 het12 h p.i.: aucun signal d’hybridation n’a été détecté dans les puits infectés.
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Figure 24 : Cellules HEK 293A infectées par 'adénovirus de type NRBUC/puits, 18-20 h p.i.),

fixées au PFA 4%. Concentration en molecular beagaM22 h 30 min, 37°C), (a) perméabilisées
(0,1% Triton X-100, 5 min, 4°C), contraste de phase/fluorescence (Cy5), (b) non perméabilisées,
contraste de phase/fluorescence (Cy5). Observation en microscopie confocale a balayage laser,

grossissement 630x, barre = 20 pum.

Figure 25: Cellules HEK 293A non infectées (a) et infectées (18-20 h.p.i) par une concentration en

HAdV2 de (b) 1I6NPPUC/mL, (c) 10ONPPUC/mL et (d) TONPPUC/mL. Cellules fixées au PFA

4% et perméabilisées (0,1% Triton X-100, 5 min, 4°C) et molecular beacon en concentration 100 nM,

2 h 30 min, 37°C (1) Fluorescence Cy5, (2) image fusionnée rhodamine, Hoechst 33342, Cyb5.

Observation en microscopie confocale a balayage laser, grossissement 630x, barre = 20 pum.
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Tableau 11 :Pourcentage de cellules infectées pour différentes concentrations (NPPUC/puits)
d’adénovirus type 2 inoculées. Observation a 18-20 h p.i.

HAdV2 (NPPUC/puits) 1¢ 100 1¢ 1¢¢ 100 10
Nombre de cellules par champs 72 86 50 41 41 29

Nombre de cellules infectées par champs 29 38 12 1 0 0
% de cellules infectées par champs 40 44 24 2 0 0
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v al8 h p.., 24 h p.i. et 30 h p.i.: aucune fluorescence n'a été mise en évidence au
niveau des tapis cellulaires infectés, méme a 18 h p.i. montrant que les résultats sont

difficilement reproductibles

v' a36 h p.i.: aucun signal correspondant a I'adénovirus n’a été repéré sur les différents
champs analysés du puits. Néanmoins, a partir de 36 h, il est possible d’observer le
changement morphologique de certains noyaux, mis en évidence lors de I'apparition
d’un ECP (Figure 23). Sur les 10 champs analysés du puits infecté\&®RQC/puits,
une moyenne de 2,5% de cellules/champ présente un noyau identique a ceux observes
lors de 'ECP.

v a 42 h p.i.. sur la majorité des champs observés, aucun signal n'a été récupéré.
Cependant, un champ du puits a révélé la présence d’une fluorescence verte soit
environ 17% de cellules infectées, localisée dans quelques noyaux, indiquant la
présence de I'adénovirus (Figure 26e). Egalement, comme observé a 36 h p.i. la des
noyaux morphologiquement différents sont retrouvés sur les 10 champs analysés.
Environ 2,6% des noyaux se présentent sous cette forme. Ainsi, le pourcentage de

cellules présentant un noyau différent est le méme que celui retrouvé a 36 h.

En résumé, seulement 4 tests d’infectiosité sur les 30 effectués ont permis de montrer
le caractére infectieux de HAdV2. L’hybride étant toujours détectable lors des différentes
expériences effectuées post infection, rien ne peut justifier 'absence récurrente du signal mis
a part que la recherche du signal ne se fait pas au bon moment du cycle ou la transcription de
I’ARN messager du géne de I'hexon se produit.
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Figure 26 : Cellules HEK 293A infectées avec HAdV2°(NPPUC/puits), fixées au PFA 4%,
perméabilisées (0,1% Triton X-100, 5 min, 4°C) et colorées (rhodamine et Hoechst 33342). Suivi du
signal de la molecular beacon en concentration 100 nM, (2 h, 37°C) a 18 h (a), 24 h (b), 30 h (c), 36 h
(d) et 42 h (e) post-infection. (f) Contrdle positif avec I'hybride. Observation en microscopie
confocale a balayage laser, grossissement 630x. Les fleches indiquent les noyaux Iésés, barre = 20
pm.
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Discussion — Conclusion - Perspectives

Le développement de méthodes permettant de différencier les virus infectieux des non
infectieux est un enjeu actuel majeur pour améliorer I'évaluation des risques sanitaires
potentiellement présents dans I'environnement. En effet, la contamination virale des eaux est
devenue une préoccupation grandissante au vue du nombre de maladies pouvant étre
véhiculées par cette ressource. La méthode en cours de développement, dont I'objectif est de
détecter TARNm de I'hexon des adénovirus humains au sein des cellules HEK 293A, devrait
permettre une détection rapide des virus infectieux présent dans un échantillon donné. Les
expériences réalisées ont permis de montrer I'intérét de la méthodologie sélectionnée.

La lignée cellulaire HEK 293A a été choisie préférentiellement car elle permet (i) une
multiplication plus rapide des adénovirus (Jiang et al. 2009), (ii) la multiplication des
adénovirus entériques types 40 et 41 (Siqueira-Silva et al. 2009) et (iii) une meilleure
expression des signaux fluorescents que d’autres lignées cellulaires, notamment la lignée
A549 (Li et al. 2010h) Toutefois, malgré I'utilisation d’un subclone (293A) ayant une
capacité d'adhérence au support supérieure a celle des cellules originelles (293), des
problemes de décollement des tapis cellulaires ont été rencontrés.

Lors de cette étude, différents traitements de fixation permettant de maintenir les
structures cellulaires ont été appliqués a la lignée cellulaire HEK 293A (Srinivasan et al.
2002). Selon les fixateurs testés, les résultats obtenus different et ne permettent pas tous de
visualiser le signal recherché. Dans des études comparables avec le coxsackievirus et le virus
de I'népatite A (Wang et al. 2005; Yeh et al. 2008), le PFA est utilisé comme agent de
fixation des structures cellulaires. Dans les puits fixés au PFA 4%, les signaux de I'hybride
retrouvés sont uniformes et homogénes sur I'ensemble du tapis cellulaire, contrairement aux
signaux qui ont pu étre observés avec les autres fixateurs. Une étude de Basyuk et al. (2000)
rapporte que [l'utilisation du PFA a pH alcalin (pH compris entre 9 et 10), lors de
I'hybridation in situ, augmenterait le signal de détection de la sonde oligonucléotidique avec
'ARNmM, par dénaturation de I'ARN cible. L'accessibilit¢ de la séquence cible et donc
I'hybridation serait facilitée. L’étude de Urieli-Shoval (1992) confirme I'étude précédente en
démontrant que la fixation au PFA conserverait mieux I’ARN lors de I'hybridatiitu (a
hauteur de 45%) que la solution de Carnoy (seulement 10% d’ARN conservé), et présenterait
un signal d’hybridation plus fort. De plus, les marquages cellulaires du noyau et de la
membrane sont trés nets, principalement car le PFA ne solubilise pas les lipides des
membranes, d'ou la nécessité de perméabiliser les cellules par la suite. Contrairement au PFA
4%, le méthanol et la solution de Carnoy (contient en majorité de I'éthanol) ne semblent pas

étre les fixateurs les mieux adaptés. Méme si les 2 solutions sont composées d’alcool et
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agissent par déshydratation, les résultats obtenus sont différents. L'association de l'acide
aceétique avec I'éthanol et le chloroforme dans la solution de Carnoy contrairement a I'emploi
seul de méthanol aurait peut-étre une incidence sur la précipitation des acides nucléiques, qui
peut justifier la différence de résultats du signal de I'hybride entre ces deux modes de fixation.
Bien que les fixateurs aient une incidence sur le maintien des structures cellulaires et non sur
I'adhésion des tapis cellulaires au support, il est probable que I'agent fixateur diffusant dans
les tapis cellulaires réagissent également avec les protéines de la solution de coatage ce qui
pourrait justifier le maintien des tapis cellulaires au fond des puits. Lors de l'utilisation du
méthanol glacé ou de la solution de Carnoy, aucun décollement des tapis cellulaires n'a été
observé. Ces solutions qui agissent par déshydratation, provoquent une agglutination des
protéines cellulaires entre elles qui vont s’agréger aux protéines de la solution de coatage.
Quant au PFA, qui réagit avec le groupement amineMs protéines pour former des
ponts méthyléniques, des décollements partiels ou totaux des cellules ont souvent été
visualisés. L’hypothese qui pourrait étre émise au vue des résultats est que les ponts
méthyléniques formés par le PFA avec les groupements, Neél dissoudraient
progressivement en solution aqueuse. Une alternative envisageable a ce probleme de
décollement pourrait étre I'utilisation d’une autre lignée cellulaire plus adhérente au support,
comme la lignée A549. Une partie seulement de l'optimisation de la méthode peut étre
effectuée avec cette lignée, qui permet la multiplication de 'HAdV2 mais pas des adénovirus
types 40 et 41. Des premiers tests ont été effectués. Comme suspecté, la tenue des tapis
cellulaires était irréprochable et la détection des signaux de I'hybride a été observée (Annexe
1). Toutefois, TARNm des HAdV2 au sein des cellules n’a pas été mis en évidence apres
infection des tapis cellulaires ave® MPPUC/puits, de 18 & 42 h.p.i. Egalement, I'étude de

Li et al. (2010b) souligne I'importance de la sensibilité de la lignée cellulaire sélectionnée,
pour les études de FACS. En effet, a concentration équivalente en HAdV2, le pourcentage de
cellules infectées détectées est moins élevé avec la lignée A549 qu’avec la lignée HEK 293A.
L'utilisation de la lignée A549 n’est donc pas un choix optimal puisque la rapidité de la
réponse est un élément primordial dans I'analyse du risque microbiologique.

La détection du signal de 'HAdV2 n’a pu étre observée que lors de 4 expériences sur
les 30 réalisées au cours de cette étude. Bien que peu reproductible, nous avons pu constater
la présence de signaux fluorescents uniquement dans les puits infectés (et non dans les
témoins), traduisant I'hybridation de la molecular beacon sur TARNm du géne de I’hexon de
I'HAdV2, a moins de 24 h p.i. et a 42 h p.i. Ces deux temps p.i. pourraient correspondre a

deux cycles de multiplication successifs du virus, a savoir le premier cycle initié suite a
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I'infection initiale des cellules et le second cycle initié aprés la propagation des virions formés

aux cellules voisines. Ceci met clairement en évidence I'importance d’identifier la durée d’'un

cycle de multiplication. En effet, pour réaliser une quantification des virus infectieux présents

dans un échantillon donné, uniquement les cellules initialement infectées doivent étre

comptabilisées afin de ne pas surestimer la concentration virale. Egalement, a partir de 36 h

post infection, la présence de noyaux morphologiqguement différents est bien visible. Des

modifications structurales du noyau, avec une agrégation ou une lyse de la chromatine, chez

des cellules infectées par des HAdVs ont déja été rapportées (Harrach et al., 2012). Ces

modifications apparaitraient assez tardivement dans le cycle de multiplication, au moment de

la formation de 'ECP avec I'arrondissement des cellules infectées. Ceci est cohérent avec les

résultats a 42 h p.i.(Figure 25e) ou les signaux retrouvés de 'HAdV2 sont juxtaposés a un

noyau ayant une morphologie différente.

Différents éléments ont été investigués pour comprendre la non reproductibilité des résultats

positifs :

(i)

(ii)

(iii)

La sensibilité et la permissivité des cellules HEK 293A a été régulierement vérifiée en
observant l'apparition d’'un ECP en quelques jours, confirmant la multiplication des
HAdV2 sur cette lignée cellulaire.

Egalement, les tests de perméabilisation ont permis de montrer qu’il s’agissait d’'une
étape cruciale pour permettre a la sonde oligonucléotidique molecular beacon de
pénétrer au sein des cellules. L'agent perméabilisant utilisé, le Triton X-100, posséde
des propriétés tensio-actives agissant avec les liaisons hydrogenes présentes dans la
bicouche lipidique de la membrane cellulaire. Cela entraine une désorganisation de sa
structure, d’ailleurs confirmé par le marquage membranaire non uniforme, et permet
ainsi I'entrée de la molecular beacon et/ou de I'hybride au sein la cellule. L’hybride,
servant de témoin positif, ayant été détecté a chacune de nos expériences, la
perméabilisation n’était pas I'étape limitante.

La durée du cycle de multiplication, qui peut étre dépendante du type viral et de la
lignée cellulaire. Le géne ciblé dans I'étude est le géne de I'hexon (L3), il s’adif'tiu 3
gene transcrit lors de la phase tardive du cycle de multiplication des adénovirus.
Généralement, les genes codant les protéines de structure sont exprimés a la fin du cycle
de multiplication, mais I'écart entre les données retrouvées dans la littérature étant tres
importante, il est difficile de cibler le moment exact ou le géne va étre transcrit en

ARNmM. Comme développé dans I'analyse bibliographique, le cycle peut s’étendre de 10
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(iv)

(V)

(vi)

h a 14 h (Russell, 2000), a 24 h (Molinier-Frenkel and Boulanger 2003) et plus. L'étude
de Zhao (2007) montre que la réplication de 'ADN de I'adénovirus débute seulement a
partir de 24 h p.i., indiquant le début de la phase tardive et I'étude de Ko et al. (2003)
ont révélé la transcription des ARNm du gene de I'hexon par RT-PCR a 24 h et 36 h p.i.
sur les lignées cellulaires 293 (HAdV41) et A549 (HAdV2). Lors d’'une étude portant
sur la détection de 'ARNm du géne de la fibre (gene tardif) sur d’autres lignées
cellulaires, HBEC ou PHK, il n’aura fallu que 8 a 12 h p.i. (Dorer et al. 2011) pour
mettre en évidence la synthese du transcrit. Dans notre étude, puisque les signaux de la
molecular beacon ont été retrouvés majoritairement aux environs de 18-20 h p.i., il est
possible que la durée du cycle cellulaire en lignée HEK 293A soit d’environ 20-24 h.
Ainsi, les résultats obtenus coincident avec les résultats retrouvés dans la littérature, a
savoir que la détection de 'ARNm de I'adénovirus serait facilitée a partir de 18 h p.i.

Un autre parametre a prendre en considération est la durée de vie des ARNm, qui peut
étre tres variable d’'un géene a l'autre. Ceux-ci peuvent persister de quelques jours a
quelques secondes. Il est décrit dans la littérature que 'ARNmM du géne de I'hexon
aurait une demi-vie de 30 a 40 minutes (Sharp, 1984). Cette durée de demi-vie est
considérée comme étant courte, d’ou la difficulté de cibler le moment du cycle de
multiplication de I'adénovirus ou le gene de I'hexon va étre exprimé dans les cellules.
Toutefois ce probléme de durée vie de notre ARNm cible aurait pu étre contrebalancé
par une forte abondance de celui-ci. En effet, les transcrits tardifs atteindraient le
nombre de 2000 a 5000 copies par cellule a 18 h p.i. (Sharp, 1984), et méme 10 000
copies par cellule a 36 h p.i. (Flint and Sharp 1976) ; contrairement aux transcrits
précoces avec 500 a 1000 copies par cellules (Ko, 2003).

L’accessibilité a la cible (TARNm) peut également étre mise en cause. Au cours du
cycle de multiplication des adénovirus, 'TARNm est transcrit dans le noyau, puis est
transféré dans le cytoplasme pour y étre traduit. Une fois pris en charge par le ribosome,
’ARNmM devient certainement inaccessible a la molecular beacon. Cette hypothese est
corroborée par nos résultats expérimentaux, puisque les signaux ARNm/MB HAdV-C
ont toujours été observés au niveau du noyau des cellules et jamais dans le cytoplasme.
Afin de maximiser les chances de rencontre avec la molecular beacon, une alternative
pourrait étre le choix d’'une séquence non codante du méme gene cible. En effet
'avantage de travailler avec une séquence non codante est qu’elle ne serait pas traduite
ce qui laisserait peut étre plus de temps a la molecular beacon d’aller s’hybrider a sa

cible. Difféerentes études visent une séquence non codante terminale (Dunams et al.
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2012; Wang et al. 2005; Yeh et al. 2008). Toutefois, il est décrit que presque tous les
ARN transcrits subissent un épissage dans le cytoplasme pour donner naissance aux

difféerents ARNm (Ketner, 1999), éliminant ainsi les parties non codantes.

Bien gu’elle soit actuellement difficilement reproductible, cette méthode présente des
alternatives qui pourraient faciliter la détection des signaux. Le premier recours serait de
travailler en cellules vivantes non fixées. Le cycle de multiplication des HAdVs ne serait pas
stoppé contrairement a ce qui a été fait dans la présente étude. Les chances de retrouver le
moment exact ou 'ARNm du gene de I'hexon est transcrit serait peut étre facilité, la
molecular beacon étant en contact pendant au moins 2 heures dans les cellules ce qui
permettrait de couvrir une phase du cycle un peu plus longue pendant que la multiplication du
virus se poursuit. Néanmoins, la molecular beacon utilisée habituellement devrait subir
guelques modifications pour ne pas étre dégradée par les nucléases présentes dans les cellules
Le design serait le méme, mais il faudrait ajouter aux deux extrémités de la MB, avant
I'incorporation du reporter (fluorochrome) et du quencher, un groupement 2’Omeéthyl et
2'0Omethyl-phosphotrothioate. Egalement, les cellules ne pouvant pas subir de traitement de
perméabilisation, un dérivé du peptide TAT devrait étre ajouté a la molecular beacon pour
permettre sa pénétration dans les cellules (Sivaraman et al. 2011). D’autres méthodes sont
disponibles comme I'existence de kit de transfection qui permettraient d’introduire la
molecular beacon directement dans la cellule, les membranes étant lysées de maniére
réversible par la Streptolysine O (SLO), ou encore la microinjection et I'électroporation
(Monroy-Contreras and Vaca 2011).

Dans le but de détecter un large spectre d’adénovirus humains, un géne conserve a été
choisi comme cible. L'étude de Ko et al, (2003) sur 'HAdV2 montre que '’ARNm du géne
E1A persiste durant tout le cycle de multiplication du virus (6, 18, 24 et 36 h p.i.),
contrairement au gene de I'hexon détectable uniquement a 24 et 36 h p.i. Méme si ce géne
semble étre une alternative intéressante pour faciliter la détection du signal, elle n’était
toutefois pas envisageable dans notre étude, pour deux raisons. Tout d’abord, la lignée
cellulaire HEK 293A possédant au sein de son génome les génes E1A et E1B, des signaux
faux-positifs auraient pu étre observés. Enfin, ces génes ne semblent pas assez conservés at
sein de la famille pour permettre une détection a large spectre d’adénovirus. L'utilisation
d’autres genes précoces comme E2B, codant notamment pour ’ADN polymérase (Harrach et
al. 2012), pourrait toutefois étre envisagée, mais un design de sonde et de cible, ainsi que des

tests de spécificité seraient nécessaires avant une application en molecular beacon.
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Il a été possible, au cours des diverses expériences effectuées de déceler la présence
des HAdV2 au sein de la lignée cellulaire HEK 293A a moins de 24 h p.i. Les premiers
résultats ont pu étre quantifiés, méme s’ils sont non représentatifs de I'ensemble du puits.
Bien que la limite de détection ne soit pas encore définie, la méthode pourra par la suite étre
validée en comparant des résultats obtenus par la méthode des NPP avec le pourcentage de
cellules infectées de la méthode en cours de développement. Egalement, la détection des
adénovirus infectieux dans des échantillons environnementaux par culture cellulaire couplée a
une hybridationin situ permettrait un gain de temps dans l'obtention des résultats, par
comparaison aux techniques actuellement disponibles (cf. section étude bibliographie). Bien
que le développement de la méthode ne soit pas terminé, de nombreuses étapes ont pu étre
validées permettant d’approcher de plus en plus le but fixé: la détection du caractere
infectieux des adénovirus en un temps réduit. En conclusion, malgré une faible
reproductibilité, la méthode en cours de développement pour la recherche des HAdVs
infectieux est proche d’aboutir, puisqu’elle a tout de méme permis de mettre en évidence la
présence d’HAdV2 en moins de 24 h dans des conditions optimisées, et qu’elle offre encore
de nombreuses alternatives pour améliorer la détection des signaux de I'adénovirus au sein

des cellules infectées.
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Annexe 1: Visualisation de la lignée cellulaire A549 non infectée. Observation en microscopie
confocale a balayage laser, grossissement 630x. (a) tapis cellulaire A549 ayant été en contact avec la
molecular beacon en concentration de 100 nM pendant 2 h a 37°C, marqué au Hoechst 33342 (b)
Visualisation de I'hybride formé pendant 2 h a 37°C avec une concentration en ADN HAdV2 de 100
nM et une concentration en MB de 100 nM, (c) image fusionnée.



Detection and visualisation of infectious human adenoviruses using a combined cell

culture-molecular beacon assay

Human adenoviruses, affiliated to th&denoviridae family, are part of the most
commonly detected viruses in contaminated surface waters and belong to the 12 priority
microorganisms of the contaminant candidate list for drinking water (CCL3, USEPA). The aim of
this study was to develop a rapid method for visualization of the infectious status of human
adenoviruses by combining cell culture with fluoresdargitu hybridization using a molecular
beacon oligonucleotide probe. Fluorescence is generated when the molecular beacon probes
undergo a spontaneous conformational change upon formation of a hybrid with homologous
MRNA during the viral replication cycle in the host cell. The fluorescent signal is then detectable
by imaging methods such as confocal laser scanning microscopy. The experimental protocol
(fixation and permeabilization of cells, staining of plasma membranes and nuclei, hybridization
conditions) was developed with human adenovirus type 2 as viral model and the host cell line
HEK 293A. Despite problems of reproducibility and the need for further optimization of the
technique, promising results were obtained with detection of viral mMRNA inside the cells in less

than 24 hours after infection.

Les adénovirus humains, membres de la familleAtknoviridae font partie des virus
les plus couramment identifiés dans les eaux de surface contaminées et ont été inclus dans la liste
des 12 contaminants microbiens a surveiller dans les eaux de consommation (CCL 3, US EPA).
L'objectif de ce travail était de développer une méthode rapide de visualisation du caractere
infectieux par hybridationn situ de 'ARN messager viral avec une sonde oligonucléotidique
fluorescente de type «molecular beacon». Suite a la réplication virale dans les cellules hotes, les
sondes forment des hybrides avec les ARN messager viraux. Cela induit un changement
conformationnel spontané des sondes, qui dés lors fluorescent. Le signal peut ensuite étre détecté
en microscopie confocale a balayage laser. Le protocole expérimental (fixation et
perméabilisation des cellules, marquages des composants cellulaires, condition d’hybridation...)
a été élaboré a l'aide de I'adénovirus type 2 et de la lignée cellulaire HEK 293A. Malgré des
problemes de reproductibilité et la nécessité d’approfondir I'optimisation de cette technique, les
résultats obtenus se sont révélés prometteurs car ils ont permis de détecter TARNm viral a

l'intérieur des cellules en moins de 24 h aprés l'infection.

Mots-clés : adenovirus humains, test d’'infectiosité , molecular beacon, hybridation in situ, HEK
293A.
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