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réel)

S
SVF Sérum de Veau Foetal

’l1
TCID50 Tissue Culture Infective Dose
50%

T- Témoin négatif

Y
VIH Virus de I’Immunodéficience
Humaine
°C Degrés Celsius

a Risque de premiere intention
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Introduction

Ces dernieres décennies, la microscopie automatisée a pris une place importante dans le
domaine de la recherche. Utilisée a la fois pour le criblage des médicaments et la
compréhension du fonctionnement des protéines et des génes, cette technique propose un
large panel d’outils permettant des analyses poussées des phénotypes cellulaires normaux et
anormaux.

Le High Content Screening a ici été adapté a la sphere des maladies infectieuses et plus
particulierement a I’isolement d’un virus, I’Adénovirus.

Cette these regroupe I’ensemble des premiers protocoles de détection établis et les résultats
obtenus.

Le travail a €té réalisé au sein du laboratoire NSB3 de I’THU Méditerranée Infection.
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I- PRESENTATION DE L’ADENOVIRUS

1. GENERALITES

1.1. Historique et structure

Les adénovirus ont été mis en évidence a partir de tissus adénoides en 1953 grace aux travaux
de W.P Rowe (V. Les Adénovirus humains sont des virus 8 ADN linéaires double-brin. La
taille de leur génome est d’environ 35 kb @. Il porte une quarantaine de génes. L’organisation
de ce génome est similaire dans tous les types d’adénovirus humains @

Ces virus sont non enveloppés, de taille moyenne, d’un diametre d’environ 80 a 100 nm. Ils
possédent une capside icosaédrique comportant 252 capsomeres. Cette capsule est composée
principalement de protéines . On retrouve 240 hexons sur les faces, 12 pentons sur les
sommets. Chaque penton est constitu¢ d’une base et d’une fibre avec une partie terminale qui
interagit avec les récepteurs cellulaires. Ces fibres permettent donc I’attachement du virus a la
cellule hote. Leur longueur est variable en fonction du sérotype.

L’ Adénovirus humain exerce sa réplication dans de nombreux types cellulaires.

. Fibre (receptor binding,
haemagglutination)

——> Hexon (stryctural)

> Penton base
(penetration)

Terminal protein
DNA genome
Core protein VII

Figure 1 — Structure générale de I'HAdV, d’apreés Winnie WY et Waseem Qasim (2013)
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1.2. Classification

Les adénovirus humains identifiés appartiennent a la famille des Adenoviridae. Cette famille
comprend cinq genres, retrouvés chez un grand nombre d’animaux : les Ichtadenovirus chez
les poissons; les Aviadenovirus chez les oiseaux, reptiles et mammiféres; les Siadenovirus
chez les oiseaux et les amphibiens; les Atadenovirus chez les bovidés et ovidés ; et enfin les
Mastadenovirus chez le singe, le porc, les bovidés, les équidés. Les adénovirus humains
appartiennent au genre des Mastadenovirus. Ils sont divisés en 7 espéces nommées de A a G.
Chaque espece réunie un nombre de sérotypes. L espéce B est subdivisée en 2 espéces, Bl et

B2. Les sérotypes sont définis par un ensemble de caractéristiques antigéniques.

0.1

white sturgeon-1 Sturgeon AdV-A |chtadenovirus
Falcon AdV-A
Fowl AdV-C Aviadenovirus
Fowl AdV-D
Fowl AdV-A
Frog AdV
Turkey AdV-A  siadenovirus
Raptor AdV-A
Snake AdV-A
Duck AdV-A
Possum AdV
Ovine AdV-D  Atadenovirus
Bovine AdV-D
[— murine-3 Murine AdV-C
murine-1 Murine AdV-A
tree shrew-1 Tree shrew AdV
porcine-3 Porcine AdV-A
| equine-1 Equine AdV-A
bat-3
i Canine AdV
Bovine AdV-C
Equine AdV-B
Bovine AdV-B
Porcine AdV-C
Bovine AdV-A
Ovine AdV-B
Ovine AdV-A
simian-6rh
simian-48 Simian AdV-A
simian-3i
human-12
human-31 Human AdV-A
human-18
th:J"rPaann_rJ Human AdV-F  Mastadenovirus
simian-7rh
human-52 Human AdV-G
simian-1cy
simian-43go
simian-31ch
sf,‘,‘,‘gna_',l‘zsbo Human AdV-C
uman-6
human-1
human-2
Ru man:gﬁ
hl:xrr'\lsaar:\-1 7 Human AdV-D
human-54
human-9
~ hy! ma:;\-4
simian-38ch
simian-25ch Human AdV-E
simian-22ch
simian-27ch
simian-28go
h;\lman-73
uman-
simian-21ch Human AdV-B

Figure 2 - Taxonomie des adénovirus, d’apres International Committee on Taxonomy of
Viruses, 9th Report (2011)

Arbre phylogénétique des adénovirus, construit a partir de la matrice des distances entre les séquences d'acides
aminés d'hexons. Les hexons d'adénovirus primates connus pour avoir résulté d'une recombinaison homologue
ont été exclus de l'analyse. Dans les encadrés gris, les membres sélectionnés proviennent d’espéces
d’adénovirus présentes chez les primates et qui possédent uniquement plus de 3 membres par espeéce.
L'adénovirus 1 de I’esturgeon blanc a été choisi comme extra groupe.
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Une premicere classification a permis 1’identification et le classement de 51 sérotypes sur la
base de criteres structuraux et biologiques des adénovirus tels que la taille des polypeptides,
I’hémagglutination, le pouvoir oncogene, la structure de I’ADN, la longueur des fibres
d’hémagglutinine.

L’arrivée des nouvelles techniques d’analyse génomique, du séquengage et de bio-
informatique, de la phylogénomique a ensuite contribué a ’identification d’autres sérotypes,
portant le nombre de sérotypes actuellement identifiés a 69 . Ces sérotypes sont

officiellement reconnus par I’International Committee on Taxonomy of Viruses.

Espece Sérotypes
A 12,18,31, 61
B1 |3,7,16,21, 50, 66, 68
b B2 | 11,14, 34,35, 55

C 1,2,5,6, 57

D 8-10, 13,15,17,19,20,22-30, 32, 33,36, 37-39, 42-49, 51, 53, 54,56, 58, 59, 60,
62-65, 67, 69

E 4
40,41

G 52

Tableau 1 — Classification des adénovirus humains, article de Lion T ¥

En italique, les sérotypes identifiés par les techniques d’analyse génomique

1.3. Transmission

Les adénovirus humains sont des virus non enveloppés, ce qui leur confeére une tres haute
résistance dans le milieu extérieur. Ils peuvent ainsi survivre plusieurs semaines (environ 21
jours) dans I’environnement, sur les surfaces ou objets. Ils résistent a la chaleur.

La porte d’entrée principale du virus est nasopharyngée. Ces virus peuvent se répliquer dans
les noyaux des cellules de 1’épithélium respiratoire, de 1’épithélium conjonctival ou encore au
niveau de la voie digestive. La fixation de ’adénovirus se fait sur différents récepteurs
cellulaires suivant le sérotype du virus.

La transmission du virus se fait de maniére directe, d’un individu contaming¢ a un autre, par
les gouttelettes respiratoires sécrétées lors des éternuements ou des quintes de toux, par le

contact des mains. Les sérotypes entériques se transmettent par voie féco-orale.
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Du fait de la résistance élevée de 1’adénovirus humain dans 1I’environnement, la transmission
indirecte est également possible par I’intermédiaire du matériel ophtalmologique souillé et par

I’eau, ce qui favorise la contamination au niveau oculaire.

14. Epidémiologie

Le mode de transmission est endémique pour la plupart des sérotypes d’adénovirus humains.
On observe cependant, pour certains sérotypes, des pics épidémiques en saisons hivernale et
printaniére. Des cas d’infections nosocomiales ont été déclarés.

Les populations les plus touchées par ces infections sont les enfants, des leur plus jeune age,
et certaines communautés (notamment les créches, I’armée).

La primo-infection survient principalement avant I’dge de 5 ans car I’immunité humorale,

médiée par les lymphocytes B, n’est pas encore trés développée.

Site de I’infection Types d’infections Caractéristiques de la Sérotypes d’HAdV
population infectée
Infections de I’appareil Enfants Cl1 C2C5C6
respiratoire haut
Voies respiratoires | Pneumonies Militaires E4, B7

Infections basses de I’appareil | Enfants B3, B7, B21
respiratoire

Gastro-intestinal Gastroentérite Enfants jeunes, Adultes F40, F41
Conjonctive folliculaire Enfants, Adultes E4

Oculaire Kératoconjonctivite B3, B7,

épidémique D8, D37,D43,D54,D64
Pharyngoconjonctivite F40, F41

Génito-urinaire Cervicite, Urétrite Enfants, Adultes D19,D37, B11, B34,
Cystites hémorragiques Jeunes enfants B35

Cardiaque Myocardite Enfants B7,B21

Infections disséminées, multi Enfants C1,C2,C5,B11,A31,
viscérales B34, B35, C2, C6, B7,
M¢éningoencéphalites Greffes de cellules souches | A12, D32

Immunodéprimé | Néphrites, Cystites hématopoiétiques B7C2Cs5
hémorragiques Transplantés rénaux B11, B34, B35
Hépatites Transplantés hépatiques C1 C2 B3, C5,B7

Tableau 2 - Répartition des différents sérotypes d’HAdV en fonction du site d’infection et de
la population principalement touchée d’aprés Arnold A©.
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2. CLINIQUE

Du fait du grand nombre de sérotypes et du tropisme dans les différents tissus, les adénovirus
humains sont associés a un grand nombre d’infections chez ’Homme. La durée d’incubation
et le type d’infection dépendent du sérotype du virus et de 1’état immunitaire du patient.
Généralement, I’incubation varie de 2 a 15 jours.

On retrouve notamment des manifestations respiratoires, des gastro-entérites, des
manifestations oculaires.

Ces infections sont fréquemment bénignes et asymptomatiques chez I’immunocompétent.

Mais des infections sévéres, voir fatales, peuvent survenir chez la personne immunodéprimée.

2.1 Infections respiratoires

La plupart des sérotypes d’adénovirus humains responsables d’une atteinte respiratoire sont
retrouvés de maniere endémique. Les principaux sérotypes en cause dans les infections
respiratoires sont le 3,7, 16, 21 du groupe B, quelques sérotypes du groupe C dont les 1,2,5,6
et le sérotype E4 -8, D’autres sérotypes provoquent des épidémies hivernales dans les
créches et chez les enfants en bas age. Les infections a adénovirus sont responsables de 5% a
10% des infections respiratoires de I’enfant de moins de 5 ans ¢--10),

La répartition des sérotypes se fait aussi de maniére géographique !V, Ainsi, une étude
réalisée a Beijing de 2011 a 2013 a recensé les types d’adénovirus humains associés a une
infection respiratoire. Les sérotypes B3, B55 et E4 ont été identifiés 7. Les sérotypes 4 et 7
sont responsables d’épidémies de pneumonies au sein de 1’armée américaine, ce qui a conduit
a une campagne de vaccination de cette population dans les années 1970.

Les manifestations cliniques décrites sont les pneumonies, les rhino-pharyngites,

les bronchites. Chez I’enfant, les angines et les otites moyennes aigués sont les plus
fréquentes !9 La symptomatologie fait état d’une fiévre élevée prolongée (38,2°C a 40,0°C)
chez la plupart des patients 719,

Des infections de formes graves ont été causées par les sérotypes 3,7,21 et ont conduit a une

hospitalisation (1013,
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2.2 Infections du tube digestif

Les adénovirus humains sont la troisiéme cause de gastro-entérite chez I’enfant apres le
rotavirus et le norovirus.

Les sérotypes impliqués sont le 40 et 41 du groupe F, ils sont responsables de 2 a 15% des
syndromes diarrhéiques chez le jeune enfant !5, Le sérotype 52 du groupe G est aussi
impliqué dans ces manifestations @,

Parmi les symptomes décrits, la diarrhée est le symptome le plus récurrent, elle survient apres
8 a 10 jours d’incubation et persiste jusqu’a deux semaines. La fiévre peut durer entre 2 et 3
jours. Des vomissements et des douleurs abdominales sont aussi décrits. Des signes
respiratoires sont quelques fois associ¢s.

L’évolution est souvent favorable dans les 10 jours chez I’'immunocompétent.

2.3 Infections oculaires

Les conjonctivites a adénovirus sont fréquentes. Elles représentent 65% des conjonctivites
infectieuses (19),

La forme la plus retrouvée est la conjonctivite folliculaire, causée principalement par des
adénovirus humains du groupe D. Les sécrétions sont claires.

On retrouve également la kératoconjonctivite épidémique, forme la plus sévere et
contagieuse!!”). C’est une inflammation hyper aigué de la conjonctive et de la cornée. Les
sérotypes en cause sont les D8,19 et 37 !®). Des épidémies de conjonctivites associées a une
pharyngite et a de la fievre ont été recensées chez des personnes ayant fréquenté des piscines
et des bassins d’eau douce.

La guérison, bien que lente, se fait souvent sans séquelles ).

2.4 Autres manifestations

Les adénovirus humains de type 11,21, 34 et 35 (groupe B) sont responsables de cystites
hémorragiques. Des cas de méningites ont été diagnostiqués chez I’'immunodéprimé mais ils
restent rares. Les adénovirus humains sont responsables de 20% des myocardites chez

I’enfant(!7:29),
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2.5 Immunodépression

Les personnes immunodéprimées ne sont pas capables de produire une réponse immune
correcte pour défendre leurs organismes. L’ immunodépression peut étre congénitale ou
acquise.

Aprées une primo-infection, le virus a la capacité de rester a 1’état latent, entre autres dans les
lymphocytes se trouvant au niveau des amygdales. Les protéines virales sont exprimées au
niveau de la cellule hote mais il n’y a pas de réplication virale compléte. Une réactivation du
virus est alors possible.

Chez la personne immunodéprimée, une primo-infection ou une réactivation d’une infection
ancienne peuvent toutes les deux conduire a une manifestation clinique prolongée et

sévére 22, Ces infections ont un haut niveau de morbidité et de mortalité. Leurs
conséquences, quand elles ne conduisent pas au déces du patient, vont de la défaillance multi-
viscérale ?¥ au coma. Des co-infections avec d’autres agents pathogénes sont possibles @9,
L’immunodépression congénitale rassemble un nombre important de déficits. Les infections a
adénovirus sont particulierement retrouvées chez les enfants possédant un déficit immunitaire
combiné sévere. Les sites d’infections sont variables. L’issue est souvent fatale. Les
infections respiratoires, les hépatites et les infections disséminées sont fréquentes. Les
sérotypes viraux sont, dans la moitié des cas, les sérotypes retrouvés chez la personne
immunocompétente : HAdV 1, 2, 3,5, 7 et 41.

Concernant I’immunodépression acquise, les facteurs de risque d’une infection sévere a
adénovirus humain sont la greffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques, la greffe
de sang de cordon, la greffe d’organes solides (foie, rein), la lymphopénie, les traitements par
corticostéroides ou par alemtuzumab, et I’infection a HIV.

Chez le patient greffé, I’immunosuppression conduit a un plus haut risque infectieux.
L’infection a adénovirus humain survient généralement rapidement post transplantation,
période pendant laquelle les doses d’immunosuppresseurs administrées sont les plus
importantes. Les infections se déclarent souvent au niveau de 1’organe transplanté.

L’hépatite est une manifestation retrouvée chez les patients immunodéprimés greffés de
moelle osseuse ou encore sous protocole comprenant de 1’alemtuzumab. Elle est associée a
une élévation des transaminases, des nausées et de la fievre 320, L hépatite fulminante est
une autre manifestation reconnue 9,

Chez les patients transplantés rénaux, 1’adénovirus humain est responsable d’infections du

tractus urinaire, ce qui peut conduire a une néphrite, un rejet de greffe rénale, une infection
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systémique, ou méme a un déces par défaillance multi-viscérale. Ces infections se
caractérisent par une macro hématurie, une dysurie et de la fievre @327, La durée moyenne de

I’infection est de 15 jours.

2.6 Dissémination de Uinfection

L’infection disséminée est une atteinte de multiples organes au pronostic souvent fatal.
Elle survient majoritairement chez les enfants immunodéprimés atteints de déficit
immunitaire combiné sévere, et rarement chez I’immunocompétent. Les adultes
immunodéprimés apres une greffe ou une transplantation d’organes solides sont également

concernés. La virémie est alors importante.

2.7 Malnutrition

La malnutrition serait également un facteur de risque d’une manifestation sévere aux
adénovirus 17, Une possible corrélation entre 1’obésité et les infections a 'HAdV type D 36 a
récemment été étudiée dans plusieurs pays©®!. Les infections 8 HAdV D 36 provoqueraient,
chez I’enfant et I’adulte, une accumulation de tissus lipidiques et une altération du
métabolisme des lipides ??. Les études se basent sur la détection d’anticorps spécifiques

dirigés contre PHAdV type 36 @3,
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3. DIAGNOSTIC

En routine le diagnostic est établi par PCR, mais la culture virale reste une technique
importante pour I’identification des souches virales.

D’autres méthodes sont disponibles, notamment les tests de détection directe d’antigenes et la
sérologie.

Le diagnostic biologique est effectué dans les situations ou I’infection est sévére, chez le
patient immunodéprimé principalement. Le diagnostic peut aussi étre a visée

épidémiologique.

3.1 Préléevements

Ils sont de tous types, en fonction de la localisation de I’infection. L’idéal pour une prise en
charge efficace est de réaliser le prélévement dés les premiers signes cliniques de 1’infection.
Lorsque la clinique oriente vers une atteinte de 1’arbre respiratoire, le recueil des échantillons
s’effectue sur les aspirations nasopharyngées par écouvillonnage nasal profond, par
prélevement du liquide de lavage broncho-alvéolaire.

Si la clinique fait état de symptomes diarrhéiques ou de signes digestifs, les selles sont
prélevées. En cas de suspicion d’atteinte oculaire le prélévement est conjonctival.

Le prélévement des urines est également possible. En cas d’atteinte sévére, le LCR (prélevé
par ponction lombaire) ou encore le sang périphérique peuvent étre également analysés.

Les échantillons doivent étre conservés a une température basse de maximum 4°C et étre

acheminés dans les 24 heures au laboratoire d’analyse.

3.2 Diagnostic direct
3.2.1 Culture virale

Cette technique, bien que longue est la technique de détection de référence. Elle prend entre 3
et 28 jours selon le sérotype du virus.

La culture est possible sur différents types cellulaires. Les sérotypes d’adénovirus humains ne
poussent pas tous sur les mémes types cellulaires®. Les principales cellules utilisées sont les

cellules MRCS, et les cellules Hep-2. On retrouve également les cellules HeLa, les A549.
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Figure 3- Visualisation d’ECP sur cellules MRCS5 inoculées avec de ’HAdV type 2,
Cellules de morphologie modifiée (1) et formation de trous dans le tapis cellulaire (2)
Microscope optique inversé (Zeiss) x10, IHU Méditerranée-infection, laboratoire NSB3

Les prélevements effectués sur les patients sont inoculés aux cellules en culture.
L’observation d’effets cytopathogénes au sein du tapis cellulaire s’effectue au microscope
optique apres plusieurs jours d’incubation. Elle indique que le virus est présent et qu’il s’est

répliqué.

Les sérotypes entériques 40 et 41 sont difficilement identifiables en culture car ils ne donnent

pas d’effets cytopathogenes.
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3.2.2 Biologie moléculaire

La PCR est devenue un élément majeur du diagnostic biologique. A la fois sensible et
spécifique elle permet la détection de tout type d’adénovirus humain sur un large panel
d’échantillons.

Cette méthode est plus rapide que la culture cellulaire. Les résultats sont généralement
obtenus en moins de vingt-quatre heures.

La quantification du génome viral est utile au suivi de I’infection chez I’'immunodéprimé GV,
La PCR en temps réel rend possible le dépistage précoce 2°32). Cette technique détecte
¢galement les souches d’HAdV entériques F40 et F41, difficiles a détecter par culture
virale %39 Elle permet également le suivi de I’évolution de la charge virale du patient et
I’évaluation de la réponse du patient au traitement.

Grace a la biologie moléculaire 1’identification de nouveaux sérotypes a été possible. Ces
nouveaux sérotypes ont été par la suite inclus dans la classification de 1’International

Committee on Taxonomy of Viruses.

3.2.3 Test de détection d’antigenes

Cette technique est moins sensible que la culture virale et que la biologie moléculaire, mais
elle est beaucoup plus rapide. Elle présente un intérét pour les sérotypes entériques 40 et 41.
Leur recherche se fait sur les selles, par immunochromatographie type ELISA ou par
agglutination de particules de latex sensibilisées.

Les sérotypes provoquant des infections respiratoires sont détectés par immunofluorescence.
Ces tests sont utilisés pour le diagnostic rapide des conjonctivites a adénovirus. La sensibilité

varie cependant autour de 70% G2,

3.24 Anatomopathologie

La biopsie tissulaire est utile lorsque I’identification du virus doit étre précoce G®. Cette
technique est notamment employée chez le patient immunodéprimé en cas d’atteinte
hépatique 829, Les adénovirus provoquent 1’apparition caractéristique d’inclusions

basophiles intranucléaires au niveau des hépatocytes.
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Figure 4 — Biopsie hépatique montrant des hépatocytes avec des noyaux élargis et des

inclusions intranucléaires entrainant un aspect « maculé » (fleches) (grossissement original)
Ronan B.A. Agrwal N ¥

3.3 Diagnostic indirect

La sérologie n’est pas réalisée en routine. Cette méthode présente un intérét épidémiologique.
Elle se réalise sur échantillon sanguin. La technique ELISA recherche des anticorps
spécifiques dirigés contre I’adénovirus humain. Chez I’enfant, la réponse immunitaire étant

souvent partielle les immunoglobulines ne sont alors pas forcément détectables.
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4. TRAITEMENTS

Les infections chez I’'immunocompétent sont dans la plupart des cas spontanément résolutives
et ne nécessitent pas de prise en charge particuliére, hormis une prise en charge des
symptomes : du repos, une réhydratation importante et un régime alimentaire adapté en cas de

symptomes diarrhéiques, la prise d’antipyrétiques si état fiévreux.

Un traitement curatif par voie intraveineuse peut-&tre administré chez les patients présentant
des formes sévéres d’infection, particuliérement chez la personne immunodéprimée 2829

Le médicament utilisé est un antiviral analogue nucléotidique de la cytidine, le cidofovir.

Ce médicament subit deux phosphorylations intracellulaires pour étre sous sa forme active.

11 a un effet terminateur de chaine. Il empéche la réplication virale en bloquant la synthése
d’ADN. Cependant il provoque des effets indésirables séveres : principalement des nausées et
des vomissements, mais aussi des tubulopathies rénales sévéres. Le médicament peut étre
administré une fois par semaine, du fait de la longue demi vie de la molécule. Son utilisation
est controversée en raison de sa néphrotoxicité dose-dépendante. On reléve une néphrotoxicité
présente chez jusqu’a 50% des patients traités *®. L’administration de probénécide et une
hydratation importante permettent de réduire cette néphrotoxicité. Le cidofovir est également
responsable de neutropénies chez 20% des patients traités et de leucopénies %, Une

surveillance accrue doit étre mise en place pendant toute la durée du traitement.

Une molécule, d’abord nommée CMXO001, a fait son apparition récemment. Cette molécule,
le brincidofovir, une prodrogue du cidofovir a large spectre antiviral est disponible en ATU
dans le cadre du traitement des infections a adénovirus chez le sujet immunodéprimé. Cet
antiviral est un conjugué lipidique, analogue nucléotidique du cidofovir 7). Sa ressemblance
avec les lipides naturels lui permet d’utiliser les voies d'absorption des lipides dans les
membranes des entérocytes et des cellules cibles, pour atteindre des concentrations
intracellulaires élevées. A l'intérieur des cellules cibles, la chaine latérale lipidique du
brincidofovir est clivée pour donner du cidofovir libre. Cette molécule est ensuite converti en
un agent antiviral actif, le cidofovir-diphosphonate, par un processus de phosphorylation en
deux étapes catalysées par des kinases anabolisantes intracellulaires. Le cidofovir-
diphosphonate est un puissant inhibiteur de la synthése de ' ADN viral ¥, Cette forme
augmente donc la biodisponibilité orale de la molécule. Ses concentrations intracellulaires

sont cent fois plus élevées que celles du cidofovir ®°-4), La concentration plasmatique en
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antiviral serait moins élevée, ce qui diminuerait fortement le risque de toxicité. Le
brincidofovir présente un meilleur profil de sécurité que le cidofovir.

Il présente cependant une toxicité gastro-intestinale durée et dose-dépendante, et il provoque
des diarrhées principalement, des nausées, ainsi que des vomissements. Il est é¢galement
hépatotoxique et il est la cause d’une augmentation transitoire des transaminases. A I’heure
actuelle, le risque de néphrotoxicité n’étant pas écarté, la surveillance de la fonction rénale est
préconisée par ’ANSM dans ses recommandations datant de 2018. Cependant des études
récentes montrent que le brincidofovir ne se lie pas aux transporteurs anioniques dans les

tubules rénaux, et qu’ainsi il n’y aurait pas de toxicité rénale 4349,
s y

Le ganciclovir, un antiviral qui aprés activation par phosphorylation inhibe la synthése
d’ADN, est efficace contre les adénovirus humains sérotypes 1,2,4,6,8,10,19,22,28. Mais,
actuellement, il n’y a aucune justification pour recommander ce médicament @,

Le valganciclovir semblerait agir sur I’adénovirus humain type 5.

La ribavirine, molécule a large spectre antiviral, analogue nucléosidique de synthése, est
efficace contre certains virus @ ADN. Elle serait active sur les adénovirus humains de type 1,

2,5et6 @,

5. PREVENTION

La prévention individuelle est primordiale pour éviter la transmission de 1’agent pathogene.

Il est nécessaire de respecter des reégles d’hygiéne de base : le lavage régulier des mains au
savon, le port de gants pour le personnel soignant.

Du fait de la résistance trés importante du virus dans I’environnement, la décontamination des
surfaces peut étre envisagée par I’eau de javel et par les produits chlorés.

A I’échelle collective, la prévention se fait par le traitement et la surveillance continue de la

qualité de I’eau.
La vaccination contre les HAdV types 4 et 7 est actuellement pratiquée au sein de ’armée

américaine. Elle se fait par voie orale. Elle concerne les sujets en service agés de 17 a 50 ans.

Un premier programme de vaccination avait ét¢ dans un premier temps mis en place aupres
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des jeunes recrues de I’armée américaine dans les années 1970. Une diminution du nombre
d’infection a adénovirus humain avait alors été constatée. Aucun cas mortel n’avait été
recensé entre 1975 et 199849, Aprés I’arrét de commercialisation de ce vaccin en 1998,
plusieurs études ont montré une recrudescence des infections a adénovirus humains dans cette
population de 1999 a 2010“7). Huit cas mortels ont été attribués a une infection par HAdV a
cette méme période “¥), ce qui a conduit la Food and Drug Administration & homologuer et &
relancer la production du vaccin en 2011.

Un vaccin trivalent candidat contre les HAdV type 3, 7 et 55 est également en cours d’essais
cliniques en Chine. Il contribuerait a la production d’anticorps contre ces trois souches virales

chez la souris, protégeant ainsi la souris contre ces 3 types d’adénovirus humains ©).
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II- MATERIELS ET METHODES

Plusieurs techniques ont ét€ abordées au cours de I’étude. Des lignées saines de cellules

Vero 81, MRCS5 et Hep-2 ont été cultivées. Un échantillon d’HAdV a ensuite été inoculé sur

ces lignées cellulaires. Des amplifications géniques (RT-PCR) ont été réalisées le jour de

I’inoculation des lignées cellulaires Vero 81 et MRCS. Les différentes plaques de cellules

infectées ont été incubées. Des essais de plaques ont été réalis€s au jour 4 de I’infection.

La TCIDS0 a été calculée pour chaque lignée cellulaire au jour 7. Les plaques ont été

marquées et lues au microscope CX7 HCS (Thermo Scientific). Un programme de screening

et un algorithme ont été créés pour chaque lignée cellulaire infectée.

Culture virale sur cellules
MRCS, Vero 81, Hep-2

i

Inoculation du virus sur
lignées cellulaires
(MRCS, Vero 81, Hep-2)

i

| Incubation

!

Marquage de I’ADN par
Hoechst

Détection des ECP par
Microscopie HCS
(ThermoFisher Scientific)

JO > PCR en temps réel
(MRCS5, Vero 81)
(SYBR Green)
J4
> Comptage des PFU
(MRCS5, Vero 81)
J7

Détermination de la TCID50

i

Observation des images
acquises par HCS
Analyse des données
enregistrées (HCS Views,
Cellomics)

v

(Reed-Muench method)

Création d’un algorithme par type de cellule en
culture permettant au microscope HCS de
reconnaitre un ECP de maniere automatisée

Figure 5 — Schéma des différentes techniques utilisées au cours de cette étude
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1. SEQUENCAGE DE LA SOUCHE VIRALE

L’échantillon utilisé a été séquencé par méthode de Sanger au laboratoire de diagnostic de

I’IHU Méditerranée Infection.

2. PCR TEMPS REEL

La PCR a été réalisée au laboratoire de diagnostic de I’THU.

Elle permet la détection qualitative et quantitative des HAdV par amplification d’un fragment
du geéne d’un hexon “9.

Pour réaliser la PCR en temps réel, un aliquote de chaque dose a été dilué dans le réactif
immédiatement apres la préparation de 1'inoculum puis transféré au laboratoire de diagnostic
de 'IHU Méditerranée Infection en vue de réaliser I’extraction d’ADN a I’aide du kit EZ1
Virus Mini kit (Qiagen). 200 microlitres ont été prélevés pour chaque dilution du virus et
ajoutés a 100 microlitres de réactifs. L extracteur EZ1 (Qiagen) a été utilisé€.

La RT-PCR quantitative a été effectuée en utilisant des amorces et une sonde spécifique.

Le mix LC 480 probe (LC, Roche Diagnostics) a été choisi pour la préparation des
échantillons, selon les instructions du fournisseur ¢”. Ce mix comprend les réactifs
nécessaires aux cycles PCR : les ANTP, le buffer (tampon), le MgCl2 et I’enzyme. Un
contrdle positif a été inclus pour chaque PCR.

La RT-PCR a été effectué sur un thermocycler Lightcycler 480 (LC, Roche Diagnostics).

Un cycle de PCR temps réel comprend 3 étapes : la dénaturation réalisée a 95°C pendant

10 secondes, I’hybridation a 60°C pendant 30 secondes, et 1’élongation. Une étape préalable
a 95°C pendant 10 minutes a permis d’activer I’ampliTaq.

Le résultat de la RT- PCR a été obtenu au bout de 45 cycles, apres une étape d’élongation
finale standard a 10°C.

Un graphique, montrant la relation entre le nombre de Ct obtenu et le logarithme de dilution
de I’échantillon viral, a ét€ produit. Les calculs ont permis d’obtenir une droite de régression

et son équation.

-37-



3. TITRAGE DU VIRUS - TCIDS0

3.1 TCID50 « Tissue-Culture Infectious Dose 50 »

Principe

La TCIDS50 représente la dose infectante entrainant un effet cytopathogene (ECP) sur 50%
des cellules inoculées.

Les cellules hotes sont cultivées en monocouche saines confluentes sur des plaques en
plastique transparent 24 puits. Des dilutions virales sont ajoutées dans chaque puits. Pendant
la période d’incubation, le virus se réplique et les virions sont relachés dans le surnageant,
infectant ainsi les cellules saines dans la monocouche. Les ECP peuvent se développer sur
plusieurs jours en fonction du modele cellulaire utilisé.

Chaque puits est ensuite observé au microscope optique inversé au septieme jour de
I’inoculation. La présence ou 1'absence d’ECP est notée pour chaque puits.

Les données sont utilisées pour calculer le TCID50 de la suspension virale initiale. Le calcul
ne détermine pas le nombre d'unités infectieuses présentes dans la suspension de virus
d'origine, mais indique la dilution de virus qui donnera des ECP dans 50% des cellules

inoculées.

Préparation des plaques

La TCIDS0 a été déterminée pour chaque type de cellule étudié.

La veille de I’infection, des plaques 24 puits plastique transparent (Nunc, Thermo Scientific)
de cellules MRCS5 ont été préparées a une concentration de 4.10° cellules/millilitre dans du
milieu M10.

Les plaques de cellules Vero 81 et Hep-2 ont été concentrées a 2.105 cellules/millilitre,
respectivement dans du milieu M4 et M2.

Apres réalisation d’une gamme de dilution du virus de 10! a 10°1°, les plaques 24 puits ont été
inoculées par 100 1 de virus par puits. Un témoin négatif a aussi été fait par 100 x1 de milieu.
Les plaques ont été centrifugées une heure a 37°C, 4000 tours par minute. Puis 100 millilitres
de milieu ont été rajoutés dans chaque puits.

La TCIDS0 a été calculée au 7¢ jour post inoculation, par la méthode de Reed-Muench.



3.2 Essais de plaque (Comptage des PFU)

Afin de déterminer la concentration en virus par échantillon (le titre du virus), le comptage
des PFU a été utilisé.

Des plaques 6 puits a fond plastique transparent (Nunc, Thermo Scientific) de MRCS a une
concentration de 4.10° cellules/millilitre dans du milieu M10, ainsi que des plaques 6 puits de
cellules Vero 81 et Hep-2 a une concentration de 2.10° cellules/millilitre, respectivement dans
du milieu M4 et M2 ont été préparées.

Ces plaques ont été mises a I’incubation 24h a 37°C, 5% de CO2.

Pour chaque type cellulaire, une gamme de dilution de I’adénovirus a été effectuée, allant de

la dilution 10" a 10-1°.

10 0 107 [ 10°* 10°¢ 107

Figure 6 — Dilution en cascade de I’échantillon viral

Les plaques préparées ont été infectées par 300 microlitres de chaque dilution ainsi que par du
virus pur. Un témoin négatif a aussi été réalisé a 1’aide 600 microlitres de milieu (M 10 pour
les MRCS5, M4 pour les Vero 81 et M2 pour les cellules Hep-2).

Apres une heure d’infection dans I’incubateur a 37°C et 5% de CO,, du milieu a été remis
dans chaque puits pour atteindre un volume final de 3 millilitres par puits.

Les plaques ont ensuite été incubées quatre jours a 37°C, 5% de CO..

Au quatrieme jour post infection, chaque plaque a été fixée a I’aide de PFA pendant

10 minutes. Dans chaque puits le milieu a ensuite été retiré et 1 millilitre de cristal violet a été
ajouté. Le temps de pause de la coloration a été de 10 minutes. Les puits ont ensuite été rincés
al’aide d’HBSS. L’HBSS est une solution saline équilibrée qui assure le maintien du pH et de
'équilibre osmotique et qui fournit aux cellules de 1'eau et des ions inorganiques essentiels.

Apres coloration, chaque puits a été observé a I’ceil nu et le nombre de PFU a été compté.
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4. MICROSCOPIE HIGH CONTENT SCREENING

4.1 Principe

La microscopie High Content Screening est une technique permettant I’acquisition d’images
automatisées a partir d’un grand ensemble d’échantillons cellulaires d’une plaque de
microtitration. Ces images sont ensuite analysées et les données générées sont traitées.

C’est un microscope optique confocal a champ large. Le dispositif d'acquisition est un lecteur
de plaque constitué d'un microscope a fluorescence avec des LED comme source de lumiere.
Cette technique comporte quatre étapes importantes : la préparation des échantillons a
analyser (ici des plaques de microtitration de cellules infectées avec une gamme de dilution
d’HAdV), la programmation du screening, I’acquisition des images et des données et

I’analyse de ces datas.

W Cx71190..174d1bmp €3 15/07/2019

W Cx7.1.190..0741 bmp.

Figure 7 — Fonctionnement du Microscope Cx7 Cellnsight HCS
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4.2 Préparation des échantillons en vue de I’analyse au microscope HCS

Les manipulations ont été effectuées de maniere stérile sous un PSM 1I.

4.2.1 Cellules MRC5

Les MRCS5 sont des cellules embryonnaires humaines de type fibroblastique. Ce sont des
cellules en forme de fuseaux, adhérentes, formant un tapis monocouche au fond du puits.
Elles présentent une inhibition de contact.

Des plaques 96 puits a fond en plastique transparent (Nunc Microwell, Thermo Scientific) de
cellules saines MRCS5 ont été préparées la veille de I’infection dans des conditions de stérilité
absolue. Ces plaques ont été placées a I’incubation dans une étuve thermostatée a 37°C, avec
5% de CO, jusqu’au lendemain. La concentration en cellules était de 4.10° cellules par
millilitre.

Le milieu M10 utilisé contient du DMEM sans phénol, 10 % de Sérum de Veau Fcetal (SVF)
et 5% de glutamine. Le SVF apporte les facteurs favorisant la multiplication cellulaire :
facteurs de croissance, protéines, oligo-éléments. Il contient également des inhibiteurs de
protéases et possede des capacités tampon.

Le jour de I’infection, une gamme de dilution du virus a été réalisée pour chaque plaque a
infecter. Pour obtenir la premiere dilution (10-'), 100 microlitres de virus pur ont été introduits
dans 900 microlitres de milieu M10. L’opération a été répétée jusqu’a la dilution 10-1°.

Apres avoir vérifié le tapis cellulaire au microscope optique inversé (Zeiss) et enlevé le milieu
des plaques 96 puits, I’'infection s’est faite par 20 microlitres de virus par puits. Des témoins
négatifs ont été réalisés a 1’aide de 20 microlitres de milieu M10.

Les plaques ont ensuite été centrifugées une heure a 4000 tours par minute et 37°C.

Puis 180 microlitres de milieu M10 ont été rajoutés dans chaque puits et les plaques ont été

placées a I’incubation a 37°C, 5% CO, pendant 7 jours.

Les plaques ont été marquées par 10 microlitres de Hoechst par puits la veille de chaque

lecture au microscope CX7 Cellnsight HCS (Thermo Scientific).
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4.2.2 Vero 81

Les cellules Vero 81 sont une lignée cellulaire continue. Ce sont des cellules épithéliales
rénales extraites d’un singe vert africain, isolées par Yasumura et Kawakita en 1963%°.

Elles forment un tapis monocouche et sont adhérentes a leur support de culture.

Les microplaques 96 puits a fond en plastique transparent (Nunc Microwell, Thermo
Scientific) de cellules saines Vero 81 ont été préparées la veille de I’infection dans du milieu
M4. Ces plaques ont été placées a I’incubation 37°C, en atmosphere enrichie avec 5% de CO,
jusqu’au lendemain. La vitesse de croissance de ces cellules étant tres élevée, la
concentration en cellules a été fixée a 2.10° cellules par millilitre. Le milieu M4 contient du
DMEM sans phénol, 4 % de Sérum de Veau Feetal et 5% de glutamine.

Le jour de I’infection, une gamme de dilution du virus a été réalisée pour chaque plaque a
infecter. Pour obtenir la premiére dilution (10'), 100 microlitres de virus pur ont été introduits
dans 900 microlitres de milieu M4. L’opération a été répétée jusqu’a la dilution 10-1°.

Apres avoir vérifié le tapis cellulaire au microscope optique inversé (Zeiss) et enlevé le milieu
des plaques 96 puits, I’infection s’est faite par 20 microlitres de virus par puits. Des témoins
négatifs ont été réalisés a 1’aide de 20 microlitres de milieu M4.

Les plaques ont ensuite été centrifugées une heure a 4000 tours par minute et 37°C.

Puis 3 microlitres de cycloheximide a 0,1 % ont été dilués dans 20 millilitres de milieu M4.
180 microlitres du milieu M10 + cycloheximide ont été rajoutés dans chaque puits et les
plaques ont été placées a I’incubation a 37°C, 5% CO, pendant 7 jours.

La cycloheximide est un antifongique qui bloque la synthese des protéines dans les cellules
eucaryotes et qui freine leur croissance.

Les plaques ont été marquées par 5 microlitres de Hoechst par puits la veille de chaque lecture

au microscope HCS.

4.2.3 Hep-2

Les cellules Hep-2 sont des cellules humaines tumorales. Elles sont adhérentes et forment un
tapis monocouche au fond du puits. Elles ne présentent pas d’inhibition de contact.

Les plaques 96 puits, a fond en plastique transparent (Nunc Microwell, Thermo Scientific), de
cellules saines Hep-2 ont été préparées la veille de I’infection dans du milieu M2 et placées a

I’incubation 37°C, 5% de CO, jusqu’au lendemain.
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La vitesse de croissance de ces cellules étant tres élevée, la concentration en cellules a été
fixée a 2.10° cellules par millilitre. Le milieu utilisé a été¢ du M2, qui contient du DMEM sans
phénol, 2 % de Sérum de Veau Feetal et 5% de glutamine.

Le jour de I’infection, une gamme de dilution du virus dans du milieu M2 a été réalisée pour
chaque plaque a infecter.

Apres avoir vérifié le tapis cellulaire au microscope optique inversé (Zeiss) et enlevé le milieu
des plaques 96 puits, I’infection s’est faite par 20 microlitres de virus par puits. Des témoins
négatifs ont été réalisés a 1’aide de 20 microlitres de milieu M2.

Les plaques ont ensuite été centrifugées une heure a 4000 tours par minute et 37°C.

Puis 3 microlitres de cycloheximide a 0,1 % ont été dilués dans 20 millilitres de milieu M2.
180 microlitres du milieu M10 + cycloheximide ont été rajoutés dans chaque puits.

Les plaques ont ensuite été placées a I’incubation a 37°C, 5% CO, pendant 7 jours.

Les plaques ont été marquées par 5 microlitres de Hoechst par puits la veille de chaque lecture

au microscope HCS.

4.3 Programmation

L’élaboration d’un programme de screening permet d’acquérir un grand nombre d’images et

de données.

z.

Elaboration du programme de screening

Le programme de screening a été réalisé€ a I’aide de HCS Studio Cell Analysis (Thermo
Scientific™) et a I’outil SpotDetector. Une fois la plaque de microtitration installée dans
’appareil, un certain nombre de parametres sont a définir : le type de plaque de microtitration
utilisé, le mode d’acquisition de la caméra, I’objectif, la configuration des canaux. Deux
canaux sont utilisés ici : la fluorescence et le champ clair.

Une fois ces parametres ajoutés, un puits a été défini pour réaliser les réglages d’autofocus et
le temps d’exposition (fixée a 50%). Ces réglages sont a faire sur chaque canal de
fluorescence. Ils ont permis 1’acquisition d’images nettes, avec un éclairage régulier et sans
artefact qui aurait pu fausser les données enregistrées par le microscope.

Le programme de screening a ensuite été enregistré dans HCS Studio.

Les réglages ne sont plus a refaire lors de la lecture des plaques suivantes.

Un programme a été élaboré pour chaque type de cellules étudiées (MRCS, Vero 81, Hep-2).
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Acquisition d'images : Les images ont été acquises grace au microscope CX7 Cellnsight High

Content Screening (Thermo Scientific). Les plaques infectées ont été lues chaque jour au
microscope HCS. Cela a nécessité 1’utilisation d’un marqueur fluorescent d’ADN de type
Hoechst. Les plaques ont été marquées la veille de la lecture au microscope. Le programme a
acquis les images de 80 champs par puits en Widefield (fluorescence) et en Brightfield

(Champ clair) au grossissement x20.

Génération de Datas : le microscope CX7 Cellnsight a enregistré, pour chaque champ capturé

et pour chaque puits, une multitude de parametres. Ceux-ci sont enregistrés sous format Excel
(Microsoft). Certains de ces parametres ont été sélectionnés pour 1’étude des adénovirus : le
nombre de noyaux cellulaires comptés par 1’appareil et le pourcentage de cellules brillantes

dans chaque puits.

Lecture des plaques : le temps de lecture dépend du nombre de puits et de parametres a

analyser. Les programmes qui ont été créés ont, pour les trois lignées cellulaires, permis la

lecture de 12 puits approximativement en 30 minutes.

4.4 Analyse des résultats

Les données et images sont extraites du logiciel apres chaque scan. Cette extraction est
réalisée en une dizaine de minutes. Elle nécessite plusieurs giga octets par lecture. Il faut donc

un matériel de stockage conséquent.

Traitement des images : Les images acquises par le microscope ont été visualisées chaque

jour a I’aide du logiciel HCS View (Cellomics). Cellomics est un systéme de gestion de
données qui permet une récupération rapide des données d'image, des mesures cellulaires
individuelles et des statistiques de population cellulaire. Les bruits ont été corrigés, le seuil de

bonne segmentation (parametre qui permet de délimiter la cellule) a été vérifié.

Traitement des données : Les datas enregistrées par le microscope ont été récupérées et

analysées a 1’aide du logiciel Excel (Microsoft) et Numbers (Apple). Chaque plaque a été
analysée sur deux parametres : le nombre moyen de noyaux cellulaires comptés sur chacune

des images acquises, ainsi que le pourcentage de cellules brillantes par puits au septiéme jour
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de I'inoculation des cellules. Les données ont ensuite été interprétées : des graphiques ont
été générés, les écarts-types et moyennes ont €té calculés. Des tests statistiques (Student et
Fisher, p=0,05) ont été réalisés sur I’ensemble des échantillons.

Au total, 5 plaques de cellules Vero 81, 4 plaques de cellules MRCS et 4 plaques de cellules

Hep-2 ont été étudiées.
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III- RESULTATS

1. SEQUENCAGE DE LA SOUCHE VIRALE

Le typage de la souche a permis d’identifier un adénovirus humain de type 2. Ce sérotype
appartient au groupe C des adénovirus et au genre des Mastadenovirus. 11 est responsable

principalement d’atteintes respiratoires.

2. PCR TEMPS REEL

2.1 Cellules MRC5

Les résultats de la PCR en temps réel (SYBR Green) :

Gamme de dilution de 1I’Adénovirus Nombre de Ct
Virus pur 13,47
10! 16,77
102 20,12
1073 23,29
104 26,99
107 31,64
106 35,12
107 37,33
108 ND
107 ND
1010 ND
Contrdle positif 28,75

Tableau 3 — Résultats de la RT-PCR sur lignée cellulaire MRCS5
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Graphique 1 — Relation entre le nombre de Ct obtenu pour les dilutions (log) de |’échantillon
d’HAdV 2 sur cellules MRCS

Modéle de la droite: y = ax+b
Equation de la droite : y=-3,536x+13,215
Coefficient de corrélation r=-0,998 ” = 0,996

Un coefficient de régression supérieur a 0,99 a été obtenu grace au tracé du nombre de Ct
obtenu pour chaque logarithme de dilution de I’échantillon. Un coefficient compris entre 0,99
et 1 indique une bonne corrélation entre ces valeurs. Le coefficient obtenu est ici de 0,996.

12 est supérieur a 0,98. La valeur est donc acceptable et la gamme de dilution de 1’échantillon
d’HAdV est correcte. Le nombre de Ct obtenu pour le contrdle positif est inférieur a 30 Ct.
La PCR est positive pour I’échantillon contenant le virus pur et les dilutions de I’échantillon

jusqu’a la dilution 107, La dilution 10 a obtenu une valeur au-dessus de 35 Ct et la dilution

1077 a été détectée a 37 Ct.
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2.2 Cellules Vero 81

Gamme de dilution de 1I’Adénovirus Nombre de Ct
Virus pur 9,31
10! 12,73
102 16,81
1073 19,86
104 21,83
107 27,26
106 31,08
107 35,36
108 ND
107 ND
1010 ND
Contrdle positif 25,9

Tableau 4 — Résultats de la RT-PCR sur lignée cellulaire Vero 81

+ Valeur de Ct Corrélation
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Log (Dilution)

Graphique 2 — Relation entre le nombre de Ct obtenu pour les dilutions (log) de |’échantillon
d’HAdV 2 sur cellules Vero 81
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Modéle de la droite: y = ax+b
Equation de la droite : y= -3,651x+8,988
Coefficient de corrélation r=-0,996 ” =0,992

Le coefficient de corrélation obtenu est supérieur a 0,99. La corrélation entre le nombre de Ct
et le logarithme de dilution de 1’échantillon de virus est donc grande. Le contrdle positif a
obtenu un nombre de Ct inférieur a 30. La PCR s’est révélée positive entre la dilution 10! et
1076 ainsi que pour I’échantillon de virus pur. La dilution 107 sort a une valeur de 35 Ct. La

valeur obtenue pour le témoin positif est de 25,9 Ct.
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3. TITRAGE DU VIRUS

3.1 TCID:s, « Tissue-Culture Infectious Dose 50 »

3.1.1 Cellules MRC5

Au septieme jour post inoculation des plaques 24 puits de cellules MRCS5 infectées a
I’adénovirus humain, les puits infectés par le virus pur et par les dilutions 107!, 102, 107,104,

107 de virus se sont révélés positifs.

La lyse est compléte dans les puits contenant I’adénovirus humain pur et I’adénovirus humain
dilué au dixiéme. Le puits infecté par I’adénovirus humain dilué a 10 est faiblement positif :

on reléve quelques cellules dont le volume du noyau est augmenté.

L’absence d’effets cytopathogénes a été notée pour les puits infectés par les dilutions

d’adénovirus 10, 107, 10, 10, 1019,

- Lyse Lyse +++ ++ + + - - - - -
- Lyse Lyse +++ ++ + - - - - - -
- Lyse Lyse +++ ++ + - - - - - -
- Lyse Lyse +++ ++ + + - - - - -

PCR 13,47 16,77 20,12 23,29 26,99 31,64 35,12 37,33 = = =
(Ct)

Tableau 5 — Synthese des observations réalisées sept jours post infection des cellules MRCS5

et rappel des résultats PCR.
Lyse : absence de tapis cellulaire / ++++ : puits contenant beaucoup d’ECP / +++ : tapis cellulaire faiblement

observé / ++ : ECP majoritaires, tapis cellulaire en aspect de maillage / + : quelques ECP présents / - : aucun
ECP observe.
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Pour calculer la TCID50, les observations ont été synthétisées dans le tableau suivant :

VALEURS ACCUMULEES
LOG PUITS NON-
VIRUS  purrs  (PUMIS o RON . RATIO  RATIO
DILUTION INFECTES ™'\ ® A(A+B) (%)
0 474 2 0 2022 100
1 414 18 0 18/18 100
2 414 14 0 14/14 100
3 414 10 0 10/10 100
4 414 6 0 6/6 100
5 2/4 2 2 2/4 50
6 0/4 0 6 0/6 0
7 0/4 0 10 0/10 0
8 0/4 0 14 0/14 0
9 0/4 0 18 0/18 0
10 0/4 0 2 0122 0

Tableau 6 — Données utilisées pour calculer la TCIDs, par la méthode de Reed-Muench sur

cellules MRC5

Le calcul de la TCIDsp par la méthode de Reed-Muench nous a donné une valeur de 103

TCIDsy ml‘l.

3.1.2 Cellules Vero 81

Les plaques transparentes 24 puits (Nunc) de cellules Vero 81 ont été infectées avec la gamme
de dilution de I’adénovirus. Au septiéme jour apres infection, les puits infectés avec le virus
pur sont lysés. Des effets cytopathogenes ont été visualisés dans les puits contenant le virus

pur, et les dilutions de I’échantillon de virus de 10! a 10 (Tableau 7).

- Lyse +++ +++ ++ - - - - - - -
- Lyse +++ +++ ++ - - - - - - -
- Lyse +++ +++ ++ + - - - - - -
- Lyse +++ +++ ++ + - - - - - -

PCR 931 12,73 16,81 19,86 21,83 27,26 31,08 35,36 = = =
(Ct)

Tableau 7 — Synthese des observations réalisées sept jours post infection des cellules Vero 81
et rappel des résultats PCR.

Lyse : absence de tapis cellulaire / ++++ : puits contenant beaucoup d’ECP / +++ : tapis cellulaire faiblement
observé / ++ : ECP majoritaires, tapis cellulaire en aspect de maillage / + : quelques ECP présents / - : aucun
ECP observe.
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Les observations ont ét¢ synthétisées dans le tableau suivant :

VALEURS ACCUMULEES
LOG PUITS NON-
VIRUS PUITS INFECTES INFECTES RATIO RATIO

DILUTION INFECTES (A) (B) A/(A+B) (%)
0 4/4 18 0 18/18 100
-1 4/4 14 0 14/14 100
-2 4/4 10 0 10/10 100
-3 4/4 6 0 6/6 100

-4 2/4 2 2 2/4 50

-5 0/4 0 6 0/6 0

-6 0/4 0 10 0/10 0

-7 0/4 0 14 0/14 0

-8 0/4 0 18 0/18 0

-9 0/4 0 22 0/22 0

-10 0/4 0 26 0/26 0

Tableau 8 — Données utilisées pour calculer la TCIDs, par la méthode de Reed-Muench sur

cellules Vero 81.

La méthode Reed-Muench a permis de calculer la valeur de la TCIDso, celle-ci est de 104

TCIDsy ml‘l.

3.1.3 Cellules Hep-2

L’observation des plaques 24 puits de cellules Hep-2 au septiéme jour a permis la détection
d’effets cytopathogénes pour les puits contenant le virus pur et la dilution de virus au 1073,

Les autres puits, ainsi que le t¢émoin négatif, n’ont pas présenté d’effets cytopathogenes.

= Lyse Lyse Lyse = - - - - = - 5
= Lyse Lyse Lyse + - - - - 5 = -
= Lyse Lyse Lyse 1 - - - - = - -
= Lyse Lyse Lyse - - - - - 5 - -

Tableau 9 — Synthese des observations réalisées sept jours post infection des cellules Hep-2
Lyse : absence de tapis cellulaire / + : quelques ECP présents / - : aucun ECP observé.
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Le tableau de synthése des observations est le suivant :

VALEURS ACCUMULEES
LOG PUITS NON-
VIRUS PUITS INFECTES INFECTES RATIO RATIO

DILUTION INFECTES (A) (B) A/(A+B) (%)
0 4/4 14 0 14/14 100
-1 4/4 10 0 10/10 100
-2 4/4 6 0 6/6 100

-3 2/4 2 2 2/4 50

-4 0/4 0 6 6 0

-5 0/4 0 10 0/10 0

-6 0/4 0 14 0/14 0

-7 0/4 0 18 0/18 0

-8 0/4 0 22 0/22 0

-9 0/4 0 26 0/26 0

-10 0/4 0 30 0/30 0

Tableau 10 — Données utilisées pour calculer la TCIDs, par la méthode de Reed-Muench sur

cellules Hep-2

La valeur obtenue par la méthode de Reed-Muench est de 103 TCIDso/mL.



3.2 Essais de plaque (Comptage des PFU)

3.2.1 Cellules MRC5

Au quatrieme jour de ’infection des cellules, la lyse est compléte dans le puits contenant
I’adénovirus pur. Le comptage est impossible dans le puits contenant la dilution au 1/10¢ du
virus. Les puits infectés aux dilutions de virus plus faibles, ainsi que le témoin négatif ne

présentent pas de PFU pouvant étre comptés.

Témoin négatif HAdV pur HAdV 10 : 10°

SHAIVIOS = m i G
Figure 8 — Plaques 6 puits de cellules MRCS5 inoculées avec les différentes dilutions d’HAdV
type 2, post coloration au cristal violet

3.2.2 Cellules Vero 81

Le nombre de PFU n’a pas pu étre compté précisément car les puits infectés a 1’adénovirus
humain (virus pur et dilutions de virus du 10! au 107) étaient déja lysés au quatriéme jour

post infection. La dilution 10 ne comptait pas de PFU visible.

Témoin négatif HAdV 10

HAdV 108 HAdV 10° HAdV 102

HAdV 1072 HAdV 103 HAdV 10

Figure 9 — Plaques 6 puits de cellules Vero 81 inoculées avec les différentes dilutions d’HAdV
type 2, post coloration au cristal violet
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4. MICROSCOPIE HIGH CONTENT SCREENING

4.1.1 Cellules MRC5

Les MRCS5 sont des cellules embryonnaires humaines fibroblastiques. Ce sont des cellules
allongées, adhérentes, formant un tapis monocouche au fond du puits. Elles présentent une

inhibition de contact.

Observation des images le lendemain de ['inoculation

Lors de I’infection des cellules MRCS par I’échantillon d’adénovirus, des effets
cytopathogénes ont été observés et détectés au fil des jours par le microscope CX7 High
Content Screening.

Ces effets ont débuté des les premicres vingt-quatre heures post inoculation dans les puits ou

le virus était & une concentration pure.

L’aspect des puits a évolué rapidement. En début d’infection, des changements de
morphologie ont été observés, principalement des noyaux cellulaires arrondis et plus
volumineux. Plus le nombre de cellules infectées a augmenté, plus les effets cytopathogénes
ont été marqués. On a alors visualisé des trous dans le tapis cellulaire, avec des cellules
étirées, au cytoplasme rétracté et au noyau cellulaire trés arrondis sur les pourtours de ces
espaces sans cellules, donnant un aspect en dentelle ou en maillage. Le tapis cellulaire ne

formait plus une monocouche au fond du puits et les cellules se décollaient.

La formation de ce maillage a conduit ensuite a une lyse compléte des cellules dans les puits
les plus concentrés en virus (virus pur, dilution 10™"). Les débris cellulaires étaient alors

regroupés et n’adhéraient plus au fond du puits.
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HAdV
pur

Figure 10 - Cellules MRCS infectées par de I’ HAdV pur vingt-quatre heures post-infection
Temoin négatif: présence de nombreux noyaux cellulaires (1) et d’un tapis cellulaire monocouche
adhérent (2) / Puits inoculé a I’ HAdV pur: debris cellulaires brillants (3) et absence de tapis
cellulaire (4) (A : Fluorescence /B : Champs clair), Microscope HCS CX7 CellnSight (ThermoFisher
Scientific), grossissement x20.

Analyse du jour 7 post inoculation des cellules

o Puits contenant le témoin négatif et puits infectés aux dilutions 105 a 10"°

Au septieme jour post infection, dans les puits dans lesquels le virus était le plus dilué
(dilutions 107¢ & 10719), Ie tapis cellulaire est demeuré intact, d’aspect monocouche et similaire
au puits contenant le témoin négatif (cellules MRC5 sans HAdV). On n’observait aucun effet
cytopathogeéne.

Le nombre de noyaux cellulaires compté dans le puits témoin négatif était en moyenne de

17636,5 £2561,8 (Graphique 3). Un décompte similaire a été enregistré dans les puits ne
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possédant pas d’effet cytopathogéne (7est de Student, p = 0,05) : 20069,25 + 3116 noyaux
dans le puits infecté avec la dilution 107; 17168 + 6778 pour la dilution 108, 17289 + 3384
pour le puits contenant le virus dilué a 10 et 19136,5 + 2197 pour la dilution 10-1°.

Le pourcentage de cellules hautement brillantes est de 22% dans le témoin négatif et entre 14

et 21% dans les puits sans ECP (Graphique 4).

HAdV
10

Figure 11— Cellules MRCS5 au septiéme jour post inoculation a I'HAdV 2 (T- et dilution 10°°),
HCS CX7 Gx20

Témoin négatif : Noyaux cellulaires de morphologie normale (1), tapis cellulaire monocouche adhérent au fond
du puits (2), cellules d’aspect fibroblastiques / Puits contenant I'HAAV dilué a 107 : Présence d’un tapis
cellulaire, aspect des cellules semblable au téemoin négatif

(A : Fluorescence /B : Champs clair), Microscope HCS CX7 CellnSight (ThermoFisher Scientific), x20.
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o Puits infectés avec [’échantillon de virus pur et le virus dilué de 10" a 1073

Des effets cytopathogeénes ont été observés dans ces puits. Le tapis cellulaire était
complétement lysé dans les puits infectés a I’adénovirus pur et par les dilutions de virus 10!
jusqu’a la dilution 10-3. Les débris des cellules lysées formaient des amas hautement

fluorescents, flottant dans le milieu de culture du puits.

HAdV
10°

Figure 12 - Cellules MRCS5 infectées par de I'HAAV type 2 dilué a 107, septiéme jour post-

infection
Amas de cellules brillantes non adhérentes (1), Absence de tapis cellulaire adhérent (2)
(A : Fluorescence / B : Champs clair), Microscope HCS CX7 CellnSight (ThermoFisher Scientific), x20.

Le nombre de noyaux cellulaires comptés dans ces puits avait alors fortement diminué. Dans
les puits complétements lysés, on retrouvait entre 1766 + 906 et 2405 + 2764 noyaux détectés
(Graphique 3).

Ces puits positifs présentaient un pourcentage de cellules brillantes compris entre 50,6% et

67,24% pour le puits le plus lysé, inoculé avec I’échantillon d’HAAV pur (Graphique 4).
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o Puits infectés avec 1’échantillon d’HAAV dilué au 10*et 1073

En observant les 80 images prises par le microscope CX7 HCS, on notait la présence du tapis
cellulaire adhérent dans ces deux puits. Le nombre de noyaux cellulaires enregistré était de
19900 =+ 1724 pour le puits inoculé & la dilution 10 et 20696 + 3116 pour I’échantillon de

virus dilué au 107, valeurs sensiblement proches du témoin négatif (Graphique 3).

La plupart des cellules MRCS5 présentaient une morphologie type fibroblastique. Mais sur
certaines images, on observait quelques cellules MRCS5 de morphologie différente, regroupées
au sein du tapis cellulaire. Les noyaux étaient arrondis et volumineux, signe du début de

I’infection.

Figure 13 — Dilution 10 de I'HAdV type 2 sur cellules MRCS5 au septiéme jour de ’infection

Présence de quelques noyaux cellulaires de morphologie différente (noyaux arrondis) (1) au sein du
tapis cellulaire monocouche (2).(A : Fluorescence / B : Champs clair), Microscope HCS CX7 CellnSight
(ThermoFisher Scientific), x20.

Les pourcentages de cellules brillantes dans ces deux puits étaient de 15,8 % et 11,8%.
Le microscope CX7 HCS n’a donc pas permis la détection d’une différence entre le puits
témoin et ces deux puits inoculés a ’HAdV mais faiblement positifs.

Le programme de screening nécessite ici d’étre revu et amélioré.
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Graphique 3 — Nombre moyen de noyaux cellulaires par puits, cellules MRCS, jour 7 de
linfection (Cx7 HCS ThermoFischer Scientific, Numbers Apple)

M pourcentage moyen

70

% de cellules brillantes

T- 0 -1 2 3 -4 5 - -7 -8 -9 -10
Log (dilutions)

Graphique 4 — Pourcentage moyen de cellules brillantes par puits, cellules MRC5, jour 7 de
linfection (Cx7 HCS ThermoFischer Scientific, Numbers Apple)
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4.1.2 Cellules Vero 81

Les cellules Vero 81 sont une lignée cellulaire continue et aneuploide. Ce sont des cellules
¢épithéliales de rein extraites d’un singe vert africain Cercopithecus aethiops ¢”. Elles sont

adhérentes et forment un tapis monocouche sur leur support de culture.

Observation des images le lendemain de ['inoculation

Les effets cytopathogenes ont été visualisés dés le premier jour post-infection dans le puits de
cellules Vero 81 infecté par ’adénovirus a concentration pure. L’aspect des cellules infectées
avait changé : ces cellules étaient plus arrondies et leur volume était augmenté. Aucune lyse

n’a été observée, le tapis cellulaire était toujours présent le lendemain de I’infection.

A B

Figure 14 — Observation des cellules Vero 81 24 heures post-infection a I’HAdV type 2
Témoin négatif : Tapis cellulaire monocouche, noyaux cellulaire d’aspect normal (1) / Cellules inoculées a
I’HAdV pur : Beaucoup de débris cellulaires (2), cellules infectées possédant un noyau au volume augmenté,
forme arrondie de la cellule (3) (A : Fluorescence /B : Champs clair), Microscope CX7 CellnSight HCS,
grossissement x20).
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Analyse du jour 7 post inoculation des cellules

o Observations du puits contenant le témoin négatif et des puits infectés par les dilutions

10%a 10717

Au septieme jour de I’infection, le témoin négatif et les puits négatifs a I’infection (dilutions
1064 10°'%) étaient plus riches qu’au premier jour de I’infection. Aucun effet cytopathogéne
n’a été observé dans ces puits. Le nombre de noyaux cellulaires comptés par le microscope
HCS était alors supérieur a 20000 par puits : en moyenne, 23775 + 2668 noyaux dans le
témoin négatif, et de 25106 £ 6194 pour le puits inoculé a la dilution 107 jusqu’a 30315 +
6922 noyaux pour la dilution 10 (Graphique 5). Aprés comparaison statistique (est de
Fisher et test de Student), le nombre de noyaux cellulaires comptabilisés dans les puits
infectés par les dilutions de 1’échantillon viral allant de 10 a 10-1 est significativement

similaire au nombre de noyaux comptabilisés dans le puits contenant le témoin négatif (n=35).

A B

HAdV
10®

Figure 15- Cellules Vero 81 infectées par de I'HAdV type 2 (10°%) au jour 7 post-infection

Témoin négatif et dilution du virus au 107 : tapis cellulaire riche monocouche adhérent au fond du puits
(A : Fluorescence /B : Champs clair), Microscope CX7 CellnSight HCS, grossissement x20.
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Dans le puits contenant le témoin négatif (cellules Vero 81 sans virus), le pourcentage de
cellules brillantes était en moyenne de 2,67% (n = 5). Ce pourcentage variait entre 1,52 et
2,67% dans les puits ne contenant pas d’ECP (Graphique 6). Le nombre de cellules
hautement brillantes et de débris cellulaires était faible. Le tapis cellulaire était monocouche

et les cellules adhéraient toujours au fond des puits.

o Observations des puits inoculés au virus pur et aux dilutions 10 a 1073

Les cellules Vero 81 étaient lysées dans les puits infectés par 1’échantillon d’adénovirus pur et
par les dilutions 107!, 102 et 10-3. Le tapis cellulaire était absent de ces puits. Les cellules
lysées n’adhéraient plus au fond du puits. Elles étaient de forme arrondie et formaient des

grappes ou amas fluorescents flottant dans le milieu.

HAdV
10!

Figure 16- Aspect du puits de cellules Vero 81 infecté par de I’'HAAV type 2 (107) au jour 7
post-infection
Amas de cellules mortes brillantes, flottantes dans le milieu de culture (1), absence de tapis cellulaire (2),

changement de morphologie des cellules infectées, noyaux arrondis (3)(A : Fluorescence /B : Champs clair),
Microscope CX7 CellnSight HCS, grossissement x20.

Le nombre de noyaux cellulaires comptés par I’appareil HCS est significativement différent
du nombre de noyaux cellulaires dans le puits contenant le t¢émoin négatif (Test de Student,
risque p = 0,05). On comptabilisait une moyenne de 7289 + 1076 noyaux cellulaires en
moyenne dans le puits contenant le virus pur, 7280 + 1064 noyaux dans le puits infecté par la
dilution 10! d’HAdV et 7265 + 787 noyaux dans le puits infecté par la dilution 10-2.
Concernant le puits contenant la dilution du virus 103, le nombre de noyaux comptabilisés

était de 13481 + 4238.
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Dans ces puits, beaucoup de débris cellulaires ont été observés. Ces débris ont été détectés
comme ¢étant hautement fluorescents par le microscope HCS. Le pourcentage de cellules
brillantes variait de 42,93% dans le puits infecté par la dilution 10~ d’HAdV a 82,05% dans le
puits infecté par 'HAdV 10!,

o Puits inoculés avec les dilutions 10 et 107

L’aspect du tapis cellulaire du puits inoculé par la dilution 10 de I’adénovirus était modifié,
bien qu’encore présent. Les cellules infectées étaient arrondies et décollées, on avait alors des
espaces sans cellules au sein du tapis cellulaire. Le nombre de noyaux cellulaires détectés par
le microscope HCS est significativement similaire au nombre de noyaux cellulaires détectés

dans le puits du témoin négatif (7est de Student, p =0,005).

Figure 17- Aspect du puits de cellules Vero 81 infecté par de I’'HAAV (dilution 107?) au jour 7
post-infection
Débris cellulaires brillants (1), cellules mortes non adhérentes (2), tapis cellulaire discontinu (3), cellules

infectées possédant un noyau arrondi (4)(A : Fluorescence /B : Champs clair), Microscope CX7 CellnSight
HCS, grossissement x20.
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Des effets cytopathogénes ont été également visualisés dans le puits contenant le virus dilué a
1073. Le tapis cellulaire était présent, les cellules adhérentes au fond du puits. Mais des
changements morphologiques, notamment des noyaux cellulaires plus volumineux et d’aspect

plus arrondis, ont été observés sur un faible nombre de cellules.

A B

HAdV
10+

Figure 18- Aspect des cellules Vero 81 infectées par de I’'HAdV 107 au jour 7 post-infection

Cellules infectées brillantes (1), tapis cellulaire monocouche présent (2)
(A : Fluorescence /B : Champs clair), Microscope CX7 CellnSight HCS, grossissement x20.

Les datas enregistrées par le microscope HCS ne montrent la encore pas de différence
significative entre le nombre de noyaux du témoin négatif et de ce puits.
Un nombre ¢levé de débris cellulaires a en revanche été observé dans ces deux puits.

Le pourcentage de cellules brillantes était de 22,67 % et 22,75% dans ces puits.

Le microscope HCS ne détecte donc pas de variation du nombre de noyaux cellulaires dans
les puits faiblement infectés car le tapis cellulaire est présent en grande partie. Mais une haute
intensité de fluorescence est identifiée dans ces puits a cause de la présence de cellules mortes

et de débris cellulaires. Il est donc intéressant d’associer ces deux parametres d’analyse.

-65-



M moyenne [ écart-type

40000

30000

20000

Nombre de noyaux cellulaires par puits

10000

T- 0 -1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8 -9 -10
Log (dilution)

Graphique 5 — Statistiques du nombre de noyaux de cellules Vero 81 comptabilisés par puits
par le microscope HSC au jour 7 post infection des plaques (Cx7 HCS ThermoFischer
Scientific, Numbers Apple).

B moyeme

Graphique 6 — Pourcentage de cellules brillantes détectées dans les puits de cellules Vero 81
par le microscope HSC au jour 7 post infection des plaques. (Cx7 HCS ThermoFischer
Scientific, Numbers Apple).
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4.1.3 Cellules Hep-2

Observation des images le lendemain de ['inoculation

Les cellules Hep-2 sont des cellules humaines tumorales. Elles sont adhérentes et forment un

tapis monocouche au fond du puits. Elles ne présentent pas d’inhibition de contact.

Le screening des puits vingt-quatre heures apres infection n’a pas permis de détecter une
diminution du nombre de noyaux dans les puits infectés. Le tapis cellulaire était encore
présent dans les puits infectés par la souche d’adénovirus pure et par la gamme de dilution du
virus. On notait cependant la présence de cellules de morphologie modifiée, signe précoce de

I’infection dans le puits contenant I’adénovirus pur.

A B

Figure 19 : Aspect du puits de cellules hep-2 infecté par I'HAdV pur, 24 heures post infection

Témoin négatif : puits riche en cellules saines Hep-2, tapis monocouche adhérent /| HAdV pur : quelques ECP
observés (1), tapis cellulaire monocouche adhérent au fond du puits. (A : Fluorescence / B : Champs clair),
Microscope HCS CX7 CellnSight (ThermoFisher Scientific), grossissement x20.
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Analyse du jour 7 post inoculation des cellules

o Observations du puits contenant le témoin négatif et des puits infectés par les dilutions

10%a 10717

Apres sept jours d’infection, le tapis cellulaire était présent dans le puits témoin négatif.

Ce tapis cellulaire était trés riche, malgré 1’ajout de cycloheximide dans le milieu de culture
des cellules. Le nombre moyen de noyaux comptés dans ce puits par le microscope était de
25159 + 4956 (Graphique 7) mais atteignait les 35074 + 4537 dans le puits inoculé avec la
dilution 10-¢. Pour ce puits, les tests statistiques ont conduit a un résultat non significatif
(Student p=0,05), car le nombre de noyaux cellulaires €tait supérieur a celui retrouvé dans le
puits témoin négatif. Pourtant, aucun ECP n’a été observé dans ce puits.

Dans les puits 104105et 107 a 10-'°, le nombre de noyaux cellulaires détectés est
significativement semblable a celui du témoin négatif.

A B

HAdV
106

'»‘.' % SRR A A

Figure 20 : Aspect du puits de cellules hep-2 infecté par ['HAdV 10°°, sept jours post infection

Témoin négatif : puits riche en cellules saines Hep-2, tapis monocouche adhérent | HAAV 10-6 : Pas d’ECP
observé, tapis cellulaire monocouche adhérent au fond du puits. (A : Fluorescence /B : Champs clair),
Microscope HCS CX7 CellnSight (ThermoFisher Scientific), grossissement x20.
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Dans le puits témoin négatif, le pourcentage de brillance détecté par I’automate était de
6, 16%.

Dans les puits ou I’on n’observe aucun ECP, ce pourcentage variait entre 2,7% et 7,2%.

o Observations des puits inoculés au virus pur et aux dilutions 10 a 1073

Une lyse des cellules Hep-2 était notable pour les puits inoculés par 1’adénovirus pur et les
dilutions du virus allant du 10! au 103 Le tapis cellulaire avait disparu et de nombreux amas

de débris cellulaires brillants flottaient dans le milieu.

o . 4 , a o 3 ¢ 1.:7 7 ~ @ :
Figure 21 : Aspect du puits de cellules Hep-2 inoculé avec la dilution 107 de I’'HAdV, sept

jours post infection
Dilution 107 : débris cellulaires brillants (4), absence de tapis cellulaire, amas de cellules mortes flottantes

dans le milieu (1) (A : Fluorescence /B : Champs clair), Microscope HCS CX7 CellnSight (ThermoFisher
Scientific), grossissement x20.

Le nombre d’objets comptés dans les puits considérés comme infectés variait de 10238 +
1653 pour le virus pur a 18065 + 1559 pour I’échantillon viral dilué a 10-3. Ces valeurs sont
significativement inférieures (Student, p=0,05) au nombre de noyaux cellulaires comptés dans

le puits contenant le témoin négatif et dans les puits ne présentant pas d’effets cytopathogenes

(Graphique 7).
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Le pourcentage de cellules brillantes dans les puits lysés oscillait entre 42,1 et 72,4%.

Contrairement aux expériences réalisées sur cellules Vero 81 et MRCS, les puits de Hep-2
sont tous lysés au septieéme jour de I’inoculation, on n’observait pas de morphologies

intermédiaires entre le début de I’infection et la lyse du puits.
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Graphique 7 — Nombre moyen de noyaux cellulaires de cellules Hep 2 par puits au jour 7
post inoculation, (Cx7 HCS ThermoFischer Scientific, Numbers Apple).

-70-



B Pourcentage moyen

80

72,4
69,2

64,3
60

40 421

% de cellules brillantes

20

72

6,16 6,6

Log (dilutions)

Graphique 8 — Pourcentage de cellules brillantes détectées dans les puits de cellules Hep-2
par le microscope HSC au jour 7 post infection des plaques (Cx7 HCS ThermoFischer
Scientific, Numbers Apple).
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IV- DISCUSSION

Les infections a adénovirus chez les sujets qui ont une immunité défaillante est un enjeu de
santé publique. Le nombre d’infections graves et disséminées conduisant a de lourdes
séquelles ou au déces est encore en augmentation dans le monde.

Le suivi du patient est nécessaire a sa bonne prise en charge. Une technique de diagnostic
précoce et sensible permet la mise en place rapide d’un traitement et peut ainsi éviter une

1ssue défavorable.

A I’heure actuelle, la culture virale demeure la technique de référence de détection virale. A la
fois sensible et permettant la mise en évidence du sérotype viral incriming, elle posséde une
place centrale dans le diagnostic des adénovirus. Cette technique est basée sur I’observation
d’effets cytopathogenes sur un type cellulaire donné, a 1’aide d’un microscope optique.

Ces ECP constituent un ensemble de modifications cellulaires associées a la réplication virale.
Cette technique posséde cependant quelques inconvénients, notamment la durée de la culture
virale pouvant nécessiter jusqu’a trois semaines pour obtenir un effet cytopathogene.

Cette technique est laborieuse en termes d’entretien des lignées cellulaires, et elle est aussi
dépendante de I’ceil du technicien qualifié en charge de la reconnaissance de ces
modifications morphologiques au microscope optique. De plus la culture virale n’est pas
idéale dans le diagnostic des sérotypes entériques d’adénovirus (F40 et F41) car ces souches

n’entrainent pas d’effets cytopathogénes.

La détection du génome viral par technique PCR a amélioré I’approche diagnostique des
infections virales. A la fois sensible, spécifique et rapide, cette méthode de diagnostic permet
’obtention d’un résultat positif en moins de vingt-quatre heures, méme quand la charge virale
n’est pas élevée. La mise en place du traitement de I’infection est donc possible précocement.
La PCR quantitative en temps réel est utile au suivi du patient sous traitement car elle donne
une indication sur la charge virale et la cinétique de I’infection. La PCR est une méthode
utilisée dans le suivi des patients immunodéprimés venant de recevoir une greffe (cellules

souches hématopoiétiques, moelle osseuse, hépatique). Mais cette méthode nécessite du
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matériel onéreux (machines, kits de détections, matériel d’extraction de I’ADN viral...) et un

personnel qualifié.

La technique de diagnostic des adénovirus par microscopie électronique High Content
Screening est un travail en cours, des ajustements et des mises au point des programmes de
screening sont nécessaires pour optimiser la détection des adénovirus humains par le
microscope. Cette technique permet 1’enregistrement d’une multitude de parameétres, a la fois

en fluorescence et en champs clair.

Les effets cytopathogeénes peuvent se manifester de différentes maniéres : lyse du tapis
cellulaire, étirement de certaines cellules (MRC5) ou encore noyau de volume augmentg.
Il convient donc d’adapter la détection de chacun de ces effets cytopathogenes par le

microscope High Content Screening, pour que celui-ci détecte chaque puits infecté.

Les résultats préliminaires de cette technique semblent intéressants.

Doté d’un objectif pouvant aller jusqu’au grossissement x 67, le microscope du fait de sa
précision, permet d’observer des effets cytopathogeénes précocement. Ces effets sont souvent
difficilement observables, voir non détectables, au microscope optique.

Lorsque la charge virale est élevée, la lyse cellulaire semble étre détectée rapidement par
I’appareil, I’algorithme compte un nombre plus faible de noyaux cellulaires dans ces
¢chantillons.

Lorsque la charge virale est plus faible, ou lorsque I’on observe les puits en début d’infection,
le tapis cellulaire est toujours présent, seules quelques cellules sont infectées et présentent des
changements morphologiques. Il semble alors intéressant d’analyser le pourcentage de
cellules brillantes dans ces échantillons-1a.

Le couplage de plusieurs parametres semble permettre une reconnaissance d’un grand nombre
de puits infectés. Des ajustements doivent €tre faits sur les protocoles créés concernant la
détection de ’HAAV sur lignées cellulaires MRCS5, Vero 81 et Hep-2. En effet, lorsque les
puits sont faiblement infectés (dilution 10 et 10~°) mais que quelques ECP sont présents dans
le puits (noyaux cellulaires arrondis, tapis cellulaire encore présent dans son intégralité),
ceux-ci ne sont pas encore facilement détectés par le microscope.

Le microscope capture 80 images en champs clairs et en fluorescence par puits. Il analyse
ensuite chacune de ces images. Les données récoltées sont ainsi calculées sur un grand

nombre d’échantillons, ce qui augmente la fiabilité de ces valeurs. De plus, le protocole de
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screening peut étre modifié et adapté en permanence. Les plaques déja scannées dans

I’appareil peuvent étre ré-analysées a I’aide des images déja capturées par le microscope.

11 faut cependant veiller a ce que les puits ne soient pas trop riches en cellules saines. Un trop
grand nombre d’éléments dans le puits rallonge le temps d’analyse et peut fausser I’analyse
des données récoltées. Il semble donc intéressant de fixer une concentration en cellules saines
par puits. Il faut également, pour les cellules ne possédant pas d’inhibition de contact
(cellules Vero 81 et Hep-2), bloquer la trop forte prolifération cellulaire grace a I’ajout de

cycloheximide a une concentration adaptée dans les puits la veille de I’inoculation.

De plus cette technique peut étre automatisée a 1’aide d’un robot et d’une programmation

informatique : la lecture des plaques peut ainsi se faire a toute heure et a distance.

Le travail été réalisé sur les cellules MRCS5, Vero 81 et Hep 2 mais il pourrait étre élargi a
plusieurs autres types cellulaires sur lesquels les différents sérotypes de 1’adénovirus humain
sont capables de pousser (Vero C1008, cellules HELA, cellules A549...). Il conviendrait

¢galement de tester d’autres souches d’HAdV.

La microscopie a toujours été une méthode de choix de la biologie cellulaire. Le nombre de
publications sur le High Content Screening est en forte augmentation ces dernieres années.
Grace aux avancées récentes de la microscopie automatisée, a I’amélioration des logiciels
d’utilisation et des analyses d'images par informatique, les informations générées par la prise
d’images de microscopie haute définition permettent la découverte de changements
phénotypiques, méme subtils, apres des perturbations génétiques ou chimiques. Cette
technique a aussi contribué a améliorer la recherche des cibles médicamenteuses et du
mécanisme d’action de certains médicaments, elle a également permis 1’identification de

protéines au niveau intranucléaire ©¢!1-5%),
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V- CONCLUSION

Les adénovirus sont responsables d’un important panel d’infections. Les atteintes peuvent étre
particulierement séveres chez les individus immunodéprimés, le pronostic vital pouvant ainsi
étre engagé concernant les cas les plus graves. Ces virus sont donc un enjeu de santé publique.
Ils nécessitent une adaptation continue des approches diagnostiques afin de faciliter leur
détection, le suivi et le traitement des infections qu’ils engendrent.

Ils sont notamment responsables de pharyngites, pneumonies, conjonctivites, gastroentérites,
tout au long de I’année. En routine, le diagnostic est établi par culture virale sur tout type de
prélevement. La PCR, plus coliteuse mais plus sensible est aussi possible.

La technique d’isolement de 1’adénovirus par microscopie HCS pourrait étre un outil
intéressant en vue d’améliorer la prise en charge des patients. La microscopie HCS couple
I’acquisition d’images automatisées d’un grand ensemble d’échantillons cellulaires sur plaque
de microtitration, I’analyse de ces images et le traitement de la multitude de données

générées.

L’étude a porté sur trois lignées cellulaires : les cellules MRCS5, Hep-2 et Vero 81.

Le microscope HCS a permis une détection d’une augmentation de I’intensité de fluorescence
et d’une diminution du nombre de noyaux cellulaires comptés par 1’appareil des le premier
jour post infection pour les concentrations en virus pur et les premiéres dilutions du virus.
Ces données ont été confirmées par I’observation des images acquises et la comparaison avec
le témoin négatif. Les puits dans lesquels le nombre de noyaux cellulaires comptés avait
fortement diminué présentaient des ECP allant du gonflement de la cellule a des plages de
lyses, et une disparition du tapis cellulaire dans les puits les plus positifs. Ces puits
comptabilisaient un pourcentage de cellules brillantes important. A I’inverse, dans les puits
contenant les témoins négatifs et dans les puits infectés a plus faible concentration en virus, le
nombre d’objets comptés élevé et le faible pourcentage de cellules brillantes étaient en

corrélation avec le tapis cellulaire monocouche observé sur les images prises.
L’ajustement du protocole de screening est en cours mais cette technique semble présenter

des résultats prometteurs dans le cadre de la détection de I’adénovirus. Elle pourrait devenir

un atout complémentaire du diagnostic des HAdV.
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Certains obstacles se présentent comme le colit de la manipulation, le stockage du volume
important de données générées, la faisabilité de la technique en routine sur un grand nombre
d’échantillons. Cette technique devrait étre testée sur d’autres sérotypes d’adénovirus et

d’autres types cellulaires pour vérifier la sensibilité de détection de I’appareil.

Cette technique pourrait, si elle s’avere efficace, étre étendue au diagnostic d’autres virus.
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Annexes

Annexe 1 : Nouvelle méthode d’isolement de I’adénovirus utilisant le High Content
Screening, poster soutenu a la Faculté de Pharmacie Aix- Marseille.

Annexe 2 — Caractéristiques principales des lignées cellulaires

Annexe 3 — Protocole de culture des adénovirus sur cellules MRCS5 et protocole de détection
au microscope HCS

Annexe 4 — Protocole de culture des adénovirus sur cellules Vero 81 et protocole de détection
au microscope HCS

Annexe 5 - Protocole de culture des adénovirus sur cellules Hep-2 et protocole de détection
au microscope HCS
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Introduction

Les adénovirus sont des virus a ADN bicaténaire linéaire, non er és, a capside i ique, appartenant a la famille des Adenoviridae. Ils sont responsables d’un grand nombre d’infections (gastro-
entérites, conjonctivites, etc), dont certaines pouvant étre sévéres chez la personne immunodéprimée.

Le diagnostic actuel se fait par PCR, la culture virale reste un outil clé pour la détection et la caractérisation des différentes souches .

Récemment nous avons développé une nouvelle méthode d’isol: et de détection des virus basée sur la culture virale et couplée a la microscopie haut débit (High Content Screening).

La microscopie High Content Screening (HCS) consiste en I'acquisition d’images par le microscope, puis I'analyse des datas générées par l'appareil et le développement d’algorithmes permettant I'analyse
des échantillons a grande échelle. L'objectif de ce travail a été la mise au point de cette nouvelle technique de détection automatisée de la réplication en culture des adénovirus au laboratoire Niveau de
Sécurité Biologique 3 a I'lHU Méditerranée Infection.

C

Matériels et méthodes
Culture virale sur fibroblastes embryonnaires humains (MRC5) l ‘ PCR en temps réel ‘

Gamme de dilution du virus (Adénovirus sérotype 2) (SYBR Green)

|

Détection de la lyse du tapis cellulaire et des effets cytopathogenes

(ECP) par Microscopie HCS (ThermoFisher Scientific) D?::er:‘;r_‘;t:;nng: ::Jﬁ?f © )—'
(Marquage ADN par Hoechst)

|

éation d’un algorithme permettant au microscop
de reconnaitre un ECP de maniére automatisée

CS

~

A Champ clair
B: Fluorescence

12345678000

: miiigis..
D SO®:

Témoin négatif : MRCS non infectées

Résultat de la TCID50 : 10%%/mL

Agrégat de cellules mortes | | | |
% c || - | | |

) = : E . Témoin négatif pur 101 102 102 104 10% 10¢ 107
MRCS infectées par I Adénovirus, concentration 107 virus/mL Gomme de dilution de FAdénovirus
( dilution au 1/10000000)

Nombre de noyaux comptés / puits

MRCS infectées par I Adénovirus concentration 10 virus/mL (dilution au 1/10000)

Conclusion et Perspectives
»> Les algorithmes de reconnaissance des cellules infectées sont en cours de mise au point.
» Latechnologie High Content Screening appliquée ici pour la premiére fois a la culture virale a montré des résultats préliminaires prometteurs.
» Cette approche originale pourrait étre appliquée a d’autres virus par la suite.

Références : 111 Abraham VC, Taylor D, Haskins IR High content screening appled to arge:scale cellology. rends n Blotechnology 2004;22(1):15.22
[2] Thouvenot D, Billaud G, Morfin F. Actualité de Ia de i des . Virologie 2004; 8(4):297-309
3] Francis R, Ominami ¥, Bou Khalil JY, La Scola B. High-throughput isolation of giant viruses using high-content screening. Communications biology 2019,2:216 doi: 10.1038/542003-019-0475-6

Annexe 1 — Nouvelle méthode d’isolement de ’adénovirus utilisant le High Content
Screening, poster soutenu a la Faculté de Pharmacie Aix- Marseille
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Annexe 2 — Caractéristiques principales des lignées cellulaires
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Protocole d’inoculation des HAdV sur cellules MRCS (culture et microscopie HCS)

J-1:

JO:

Préparation du milieu M10 :
o 500 mL de MEM + 50 mL de SVF + 5 mL de glutamine
o Filtrer avec cafetiére pore 0,2 micrometres.
o Conserver a 4°C pendant maximum un mois.
Préparation d’une plaque de 96 puits de cellules MRC5 a une concentration de 4.10°
cellules dans du milieu M10 (200 uL /puits) :
= Récupérer un falcon”™ de cellules MRCS au poste des cellules
= Vérifier I’état des cellules : si beaucoup de débris, passer a I’agitation
magnétique pour les dissoudre, voir filtrer a I’aide d’une seringue.
» Verser I’intégralité du falcon” de cellules MRC5 dans une grande boite.
= Compléter avec du milieu M10 pour avoir un volume total de 300 mL.
= Compter les cellules a I’aide d’une cellule de Kova
= Verser 20 mL du contenu de la grande boite dans un falcon®.
» Remplir la plaque a I’aide d’une micropipette / 200 uL par puits
= Incubation a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain

Vérifier I’¢état du tapis cellulaire des plaques : si les cellules ne sont pas assez riches alors
attendre quelques heures ou le lendemain pour infecter.
Si le tapis cellulaire est ok : faire une gamme de dilution du virus de 10" 4 10"

o Dilutions en cascade de 10 en 10 (100 L de virus dans 900 uL. de milieu M10)
Infecter les plaques :

= Enlever le milieu de culture des plaques

= Mettre 20 uL de milieu M10 dans chaque puits, puis 20 puL. de virus (pur +

gamme)

» Faire un témoin négatif avec 40 microlitres de milieu M10

= Centrifuger 4000 tours/min pendant 1h a 37°C

= Ajouter 160 microlitres de milieu M10 dans chaque puits post infection.

= Incuber a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain

= Vérifier I’état de la plaque tous les jours au microscope optique inversé.

J6 post infection : Marquer les cellules au réactif Hoechst la veille de la lecture au microscope : 10

uL par

puits

Verser 4 gouttes de Hoechst dans un nunc

A I’aide d’une micropipette : distribuer 10 uL de Hoechst dans chaque puits, en
commengant par le témoin négatif puis par les faibles dilutions du virus pour remonter
vers les concentrations les plus pures. Changer d’embout entre chaque dilution pour éviter
les contaminations.

J7 : lecture au HCS :

O

Scan
*  Quvrir HCS Studio > Scan > Choisir le protocole « Spotdetector
Adénovirus. MRC5 » > ouvrir le plateau > mettre la plaque > refermer
= Autofocus sur le Widefield du puits Témoin négatif > vérifier Exposure (50%) et
la netteté de I’image > Acquire image sur les 2 canaux (Widefield + Brightfield)
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= Scan plate > rentrer le nom de la plaque (exemple : lere initiale prénom +
Premiére lettre du type de cellule + numéro de la plaque — Grossissement (20X) —
Jour d’infection) > sélectionner les puits a scanner > lancer le scan (play)

»  Une fois le scan fini, sortir la plaque et la remettre a I’incubateur.

o Exporter les données:
*  Quvrir HCS Studio > View > sélectionner le scan a exporter > clique droit >
Export using data tools
= Sélectionner les puits a exporter
= Sélectionner le dossier dans lequel exporter les données
=  Format d’exportation : CSV / Format d’export des images : CO1
= Exporter « Well » et « Cell » (décocher Field et Plate)
= Sélectionner les parametres a exporter
=  Export

o Analyser les datas :
* Dans le dossier exporté, ouvrir le fichier Excel « Well »
= Sélectionner la colonne « ValidObjectCount » > Insert > Graphique
= Sélectionner la colonne « %HIGH ObjectAvgIntenChl » > Insert > Graphique
» Enregistrer au format xIsx

Repiquage a J7/J14/J21:
J6/ J13/J20 :
- Préparation de la plaque de 96 puits de cellules MRCS5 a une concentration de 4.10°
cellules dans du milieu M10 (200 L /puits)
- Incubation a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain

J7 : Vérifier I’¢état du tapis cellulaire des plaques Si ok :
- Infecter les plaques :

= Enlever le milieu de culture des plaques

= Mettre 20 uL de milieu dans chaque puits + 20 uL de virus de la plaque a repiquer
(pipette multicanaux)

» Faire un témoin négatif avec 40 puL de milieu M10

»  Centrifuger 4000 trs/min pdt 1h a 37°C

= Ajouter 160 uL de milieu M10 dans chaque puits post infection.

= Incuber a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain

Scanner : méme protocole mais nom de la plaque : « (exemple : lere initiale prénom +
Premicére lettre du type de cellule + numéro de la plaque — R - Grossissement (20X) — Jour
d’infection)

Annexe 3 — Protocole de culture des Adénovirus sur cellules MRC5 et protocole de détection
au microscope HCS



Protocole d’inoculation des HAdV sur cellules Vero 81 (culture et microscopie HCS)

J-1:
- Préparation du milieu M4 :
o 500 mL de MEM + 20 mL de SVF + 5 mL de glutamine
o Filtrer avec cafetiére pore 0,2
o Conserver a 4°C pendant maximum un mois.
- Préparation d’une plaque de 96 puits de cellules Vero 81 a une concentration de 2.10°
cellules dans du milieu M4 (200 uL /puits) :
» Trypsiner une boite de cellules VERO 81 aprés avoir vérifié 1’état du tapis
cellulaire a I’aide du microscope optique inversé.
*  Compter les cellules a I’aide d’une cellule de Kova
*  Verser 20 mL du contenu de la boite dans un falcon®.
»  Remplir la plaque 96 puits & I’aide d’une micropipette / 200 uL par puits
= Incubation a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain
JO :

- Vérifier I’état du tapis cellulaire des plaques
- Si ok : faire une gamme de dilution du virus de 10" a 10"
o Dilutions en cascade de 10 en 10 (100 uL de virus dans 900 puL. de milieu M4)
- Infecter les plaques :
= Enlever le milieu de culture des plaques
= Mettre 20 uL de milieu M4 dans chaque puits + 20 uL de virus (pur + gamme)
» Faire un témoin négatif avec 40 uL de milieu M4
»  Centrifuger 4000 tours/min pdt 1h a 37°C
= Dans un falcon®: verser 20 mL de milieu M4 + 3 uL de cycloheximide 0,1%.
Agiter.
= Ajouter 160 uL. du mélange (milieu M4+ cycloheximide) dans chaque puits post
infection.
= Incuber a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain

J6 post infection :
- Marquer les cellules au réactif Hoechst : 5 uL / puits.

J7 : lecture au HCS :
o Scan

*  Quvrir HCS Studio > Scan > Choisir le protocole « Spotdetector
Adénovirus_ VEROS81 » > ouvrir le plateau > mettre la plaque > refermer

*  Autofocus sur le Widefield du puits Témoin négatif > vérifier Exposure (50%) et la
netteté de I’image > Acquire image sur les 2 canaux ( Widefield + Brightfield)

= Scan plate > rentrer le nom de la plaque (exemple : lere initiale prénom + Premiére
lettre du type de cellule + numéro de la plaque — Grossissement (20X) — Jour
d’infection) > sélectionner les puits a scanner > lancer le scan (play)

* Une fois le scan fini, sortir la plaque et la remettre a I’incubateur.

o Exporter les données:
*  Quvrir HCS Studio > View > sélectionner le scan a exporter > clique droit > Export
using data tools
= Sélectionner les puits a exporter
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Sélectionner le dossier dans lequel exporter les données

Format d’exportation : CSV / Format d’export des images : CO1
Exporter « Well » et « Cell » (décocher Field et Plate)
Sélectionner les parameétres a exporter

Export

o Analyser les datas :

dans le dossier exporté, ouvrir le fichier Excel « Well »

Sélectionner la colonne « ValidObjectCount » > Insert > Graphique
Sélectionner la colonne « %HIGH_ObjectAvgintenChl » > Insert > Graphique
Enregistrer au format xIsx

Repiquage a J7/J14/J21:
J6/J13/J20 :
- Préparation de la plaque de 96 puits de cellules Vero 81 a une concentration de 2.10°
cellules dans du milieu M4 (200 uL /puits)
- Incubation a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain

J7 : Vérifier I’¢état du tapis cellulaire des plaques Si ok :
- Infecter les plaques :

Enlever le milieu de culture des plaques

Mettre 20 microlitres de milieu M4 dans chaque puits + 20 uL de virus de la plaque
a repiquer (pipette multicanaux)

Faire un témoin négatif avec 40 uL de milieu M4

Centrifuger 4000 trs/min pdt 1h a 37°C

Dans un falcon®: verser 20 mL de milieu M4 + 3 uL de cycloheximide 0,1%.
Agiter.

Ajouter 160 uL. du mélange (milieu M4+ cycloheximide) dans chaque puits post
infection.

Incuber a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain

Annexe 4 — Protocole de culture des Adénovirus sur cellules Vero 81 et protocole de
détection au microscope HCS
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Protocole d’inoculation des HAdV sur cellules Hep-2 (culture et microscopie HCS)

J-1:
- Préparation du milieu M2 :
o 500 mL de MEM + 10 mL de SVF + 5 mL de glutamine
o Filtrer avec cafetiére pore 0,2 uM
o Conserver a 4°C pendant maximum un mois.
- Préparation d’une plaque de 96 puits de cellules HEP-2 a une concentration de 2.10°
cellules dans du milieu M2 (200 uL /puits) :
» Trypsiner une boite de cellules Hep-2 aprés avoir vérifié 1’état du tapis
cellulaire a I’aide du microscope optique inversé.
*  Compter les cellules a I’aide d’une cellule de Kova
*  Verser 20 mL du contenu de la boite dans un falcon®.
»  Remplir la plaque 96 puits & 1’aide d’une micropipette / 200 uL par puits
= Incubation a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain
JO:

- Vérifier I’état du tapis cellulaire des plaques
- Si ok : faire une gamme de dilution du virus de 10" a 10"
o Dilutions en cascade de 10 en 10 (100 uL de virus dans 900 puL. de milieu M2)
- Infecter les plaques :
= Enlever le milieu de culture des plaques
= Mettre 20 uL de milieu M2 dans chaque puits + 20 uL de virus (pur + gamme)
» Faire un témoin négatif avec 40 uL de milieu M2
»  Centrifuger 4000 tours/min pdt 1h a 37°C
= Dans un falcon®: verser 20 mL de milieu M2 + 3 uL de cycloheximide 0,1%.
Agiter.
= Ajouter 160 uL. du mélange (milieu M2 + cycloheximide) dans chaque puits post
infection.
= Incuber a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain

J6 post infection :
- Marquer les cellules au réactif Hoechst : 5 uL / puits.

J7 : lecture au HCS :
o Scan

*  Quvrir HCS Studio > Scan > Choisir le protocole « Spotdetector
Adénovirus HEP2 » > ouvrir le plateau > mettre la plaque > refermer

= Autofocus sur le Widefield du puits Témoin négatif > vérifier Exposure (50%) et la
netteté de I’image > Acquire image sur les 2 canaux (Widefield + Brightfield)

= Scan plate > rentrer le nom de la plaque (exemple : lere initiale prénom + Premiére
lettre du type de cellule + numéro de la plaque — Grossissement (20X) — Jour
d’infection) > sélectionner les puits a scanner > lancer le scan (play)

»  Une fois le scan fini, sortir la plaque et la remettre a I’incubateur.

o Exporter les données :
*  Quvrir HCS Studio > View > sélectionner le scan a exporter > clique droit > Export
using data tools
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Sélectionner les puits a exporter

Sélectionner le dossier dans lequel exporter les données

Format d’exportation : CSV / Format d’export des images : CO1
Exporter « Well » et « Cell » (décocher Field et Plate)
Sélectionner les parameétres a exporter

Export

o Analyser les datas :

Dans le dossier exporté, ouvrir le fichier Excel « Well »

Sélectionner la colonne « ValidObjectCount » > Insert > Graphique
Sélectionner la colonne « %HIGH_ObjectAvgintenChl » > Insert > Graphique
Enregistrer au format xIsx

Repiquage a J7/J14/J21 :
J6/J13/J20 :
- Préparation de la plaque de 96 puits de cellules Hep-2 a une concentration de 2.10°
cellules dans du milieu M2 (200 uL /puits)
- Incubation a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain

J7 : Vérifier 1’¢état du tapis cellulaire des plaques Si ok :
- Infecter les plaques :

Enlever le milieu de culture des plaques

Mettre 20 uL. de milieu M2 dans chaque puits + 20 uL de virus de la plaque a
repiquer (pipette multicanaux)

Faire un témoin négatif avec 40 uL de milieu M2

Centrifuger 4000 tours/min pdt 1h a 37°C

Dans un falcon®: verser 20 mL de milieu M2 + 3 uL de cycloheximide 0,1%.
Agiter.

Ajouter 160 microlitres du mélange (milieu M2 + cycloheximide) dans chaque
puits post infection.

Incuber a 37°C, 5% CO2 jusqu’au lendemain

Annexe 5 — Protocole de culture des Adénovirus sur cellules Hep-2 et protocole de détection

au microscope HCS
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RESUME :

Ces dernieres décennies, la microscopie automatisée a pris une place importante dans le
domaine de la recherche. Le High Content Screening a ici été adapté a la sphere des maladies
infectieuses et plus particulierement a 1’isolement de 1’adénovirus.

Les adénovirus humains sont responsables d’une multitude de manifestations cliniques. Chez
les patients immunodéprimés, ces infections peuvent étre graves et conduire a de lourdes
séquelles et au déces. A I’heure actuelle, la culture virale demeure la technique de référence
de détection virale. Cette technique, trés sensible mais fastidieuse, permet la mise en évidence
du sérotype viral incriming, et posséde une place centrale dans le diagnostic des adénovirus.
La microscopie HCS est une technique permettant 1’acquisition d’images automatisées a
partir d’un grand ensemble d’échantillons. Ces images sont ensuite analysées et un grand
nombre de parametres sont générés. L’adénovirus humain a ici été inoculé sur plusieurs
lignées cellulaires (cellules MRCS, Vero 81 et Hep-2). Des programmes de screening ont été
créés et les données enregistrées par 1’appareil ont ét€ analysées. Cette these regroupe
I’ensemble des premiers protocoles de détection établis et les résultats obtenus.
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