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Introdution

L

a santé publique, dé�nie par l'OMS omme "la siene et l'art de prévenir les maladies,

de prolonger la vie et d'améliorer la santé physique et mentale à un niveau individuel

et olletif" [1℄, met en jeu des problématiques à la fois préventives (ontr�ler et éviter

l'apparition des maladies) et uratives (traiter de manière appropriée les patients). Dans

es deux problématiques, la notion de diagnosti est primordiale

Le diagnosti, identi�ation d'une maladie, se situe ainsi à la roisée entre médeine

des populations et médeine individuelle. Cei est bien illustré dans le adre des maladies

infetieuses : à l'éhelle de la population, reenser les diagnostis permet de onnaître

l'évolution du nombre et de la loalisation des as, pour agir de manière préventive et

enrayer l'expansion d'une épidémie ; à l'éhelle d'un patient, le diagnosti de l'agent in-

fetieux permet d'administrer le traitement approprié.

Les Objetifs de Développement Durable des Nations Unies. En 2015, en ého

à la publiation des objetifs de développement durables de l'ONU, un état des lieux

approfondi de la santé publique mondiale a été publié par l'OMS. Un hapitre entier est

dédié aux maladies infetieuses, où il est mentionné à de nombreuses reprises l'importane

d'un diagnosti rapide et faile d'aès pour ombattre les infetions prinipales :

Hépatite C : "The lak of simple and a�ordable diagnostis pose barriers to implemen-

ting salable publi health programmes"

VIH : "Lak of awareness of HIV status is often the main reason for low overage

with ARVs, whih requires easy aess and high utilization of HIV testing for all relevant

population groups."

Infetions sexuellement transmissibles : "There is a growing need for rapid diagnosti

tests to augment syndromi management and detet asymptomati infetions, partiularly

in women."

L'importane des tests de terrain. Ces maladies infetieuses sont majoritairement

présentes dans des zones à faible ressoures et pour lesquelles l'aès à des entres de

diagnosti est limité. Ainsi apparait-il un besoin pour des tests de diagnosti Point of

are (ou POC - au hevet du patient), pour diagnostiquer de manière �able, les maladies

infetieuses, en l'absene de laboratoire. L'OMS a dé�ni des aratéristiques requises pour

5



6 INTRODUCTION

de tels tests résumées par l'aronyme ASSURED : A a�ordable ; S sensitive ; S spei� ;

U user-friendly ; R rapid & robust ; E equipment-free ; D deliverable.

Aujourd'hui, pour diagnostiquer les maladies infetieuses, deux prinipaux types de

tests existent, les tests ELISA et les tests PCR.

Test ELISA : Une des prinipales manières de déteter la présene d'un pathogène

dans un éhantillon, est la méhode ELISA, développée par Engvall and Perlmann en

1971. Cette tehnique immunologique, basée sur l'a�nité spéi�que entre un antiorps

et un antigène, a été adaptée pour le terrain dans les années 90 sous la forme de tests

bandelettes immunohromatographiques [2℄. Cependant leur sensibilité et spéi�ité, ne

sont pas optimales, et la leture des tests sur le terrain est parfois omplexe.

Test PCR : L'autre méthode majeure de diagnostique onsiste à déteter une séquene

génétique du pathogène par la méthode PCR, adaptée au diagnosti dans les années

90 [3℄. Cette méthode de biologie moléulaire est très sensible et spéi�que, mais ne peut

être réalisée failement hors d'un laboratoire. Elle néessite en e�et plusieurs étapes de

pipetage, et un appareil oûteux (thermoyleur).

Adapter le test PCR au terrain. Pouvoir réaliser des tests PCR à bas oût sur le

terrain serait très intéressant. En e�et, pour la majorité des infetions, ette méthode est la

plus �able, 'est le Gold Standard. Les dispositifs de "terrain" existant sont ependant très

oûteux (∼20000¿ pour la mahine + ∼100¿ par test pour le Cepheid de GenXpert).

Grâe à la miro�uidique � siene des miro-systèmes et de la physique des �uides à

l'éhelle mirométrique � il est désormais possible de miniaturiser les volumes de �uides

manipulés, de réaliser des "laboratoires sur pues" de quelques entimètres arré, dans

lesquels des PCR sont réalisables (�gure 1). Cette nouvelle tehnologie est en train de

révolutionner le domaine des systèmes d'analyses, en aélérant les proessus et diminuant

les volumes néessaires, e qui réduit les oûts. Cependant, haque mirosystème oûte

enore plusieurs dizaines d'euros et des appareils ontr�lant l'injetion des �uides sont

néessaires à son utilisation. Les pues miro�uidiques lassiques ne sont don pas en

mesure d'amener le test PCR au lit du patient, dans les zones à faibles ressoures.

Figure 1 � Pue miro�uidique permettant de réaliser une PCR pour la détetion du virus de

la grippe. Adapté de [4℄
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Les ampli�ations isothermes et la miro�uidique papier, deux tehnologies

prometteuses. L'ampli�ation isotherme onsiste à réaliser un test PCR à une tempé-

rature onstante, évitant alors l'utilisation de thermoyleurs oûteux [5℄. La miro�ui-

dique papier, quant à elle, utilise le papier, pour réaliser des mirosystèmes dans lesquels le

pompage des �uides se fait passivement par apillarité. Des réations himiques et biohi-

miques de détetion peuvent avoir lieu au sein du papier. Cette tehnologie frugale, parfois

quali�ée de "low-teh", apporte, à l'opposé des hautes tehnologies, une forte valeur au

matériau millénaire qu'est le papier [6℄. Depuis le milieu des années 2010, l'alliane de es

deux tehnologies apparaît très attrative pour réaliser des "tests PCR" sur le terrain [7℄.

Un as réent : l'épidémie à virus Zika. En avril 2015, une épidémie à virus

Zika débute au Brésil ave plus de 109 000 as on�rmés et 210 000 suspetés �n 2016

(PAHO/WHO, 2018, �gure 2.b). Ce �avivirus est transmis prinipalement par les pi-

qures de moustiques du genre Aedes, également veteurs des virus de la Dengue et du

Chikungunya.

Nombre de cas d’infection au virus Zika suspectés et confirmés au Brésil en 2016.
a.

Nombre de cas probables de Dengue au BrésilNombre de cas probables de Chikungunya au Brésil

Symptômes et complications de l’infection à virus Zika
b.

c. d.

Figure 2 � Rappel sur l'épidémiologie des arbovirus au Brésil. (a) Shéma résumant les symp-

t�mes et ompliations de l'infetion à virus Zika, adapté de safarine-news.fr(b) Nombre de as

de Zika reensés au Brésil durant l'épidémie (2016) () Nombre de as probables d'infetion au

virus Chikungunya au Brésil entre 2015 et 2017 (d) Nombre de as probables d'infetion au virus

de la Dengue au Brésil entre 2015 et 2017. ©Paho/WHO, 2017

En février 2016, l'épidémie atteint un pi, et des études établissent qu'un ertain

nombre de as de miroéphalie reensés hez des nouveaux nés seraient dus à une infetion

ongénitale au virus Zika tansmis par la mère durant la grossesse [8℄. L'infetion au virus
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Zika est aussi portée responsable de ertains as de syndr�me de Guilain Barré [9℄. Ces

déouvertes alarmantes amènent l'OMS à onsidérer l'épidémie de Zika et ses onséquenes

neurologiques omme "une urgene de santé publique de portée internationale (USPPI)"

[10℄.

Dans le adre du Brésil, la o-ourrene d'épidémies saisonnières des virus de la

Dengue et du Chikungunya (�gure 2. et d) rendent di�ile le diagnosti linique, les

sympt�mes étant similaires (�èvre, douleur artiulaire...). Les reommandations onjointes

de l'OPS (Organisation Panamériaine de la Santé) et de l'OMS devant une suspetion

d'arbovirose sont don la réalisation en série des trois tests PCR détetant la Dengue, le

virus Zika et le Chikungunya (�gure 3)

Figure 3 � Algorithme déisionnel préonisé par l'OPS et l'OMS en as de suspetion d'infe-

tion à un arbovirus.

Des ommuniations ultérieures de l'OMS au sujet de l'épidémie soulignent alors le

besoin de tests de terrain spéi�ques du virus Zika, assoiés à des tests des virus Dengue

et Chikungunya [11℄. En e�et la réalisation des trois tests PCR n'est possible que dans des

h�pitaux de ville spéialisés, et n'est don pas envisageable sur l'ensemble du territoire.

Des tests bandelettes immunohromatographiques sont développés mais ils possèdent deux

inonvénients majeurs : ils manquent de spéi�ité pour faire la distintion entre les virus

Zika et Dengue (deux �avivirus "ousins" sur le plan génétique), et leurs résultats peuvent

être a�etés par une infetion ou une immunisation antérieure

1

.

En résumé, l'OMS délare : "There is a strong interest and need for rapid and simple to

use in vitro diagnostis (IVDs) for Zika virus infetion at or near to the point of are" [10℄

1. OMS : "serologial assays are subjet to ross-reativity espeially in patients with prior �avivirus

infetion or immunization history" [11℄
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D

epuis 2015, une ollaboration entre le laboratoire MMN (Mirosystèmes, MEMS et

Nanostrutures) de l'ESPCI et le laboratoire CIBU (Cellule d'Intervention Biolo-

gique d'Urgene) de l'institut Pasteur, a pour but de développer des tests de terrain "type

PCR", en assoiant leurs deux expertises respetives : miro�uidique papier et ampli�-

ation isotherme. L'équipe MMN a développé des méthodes de design et fabriation des

systèmes miro�uidiques papier, et la CIBU met au point des ampli�ations isothermes

pour la détetion des batéries et virus émergents. Les premiers dispositifs d'ampli�a-

tion isothermes sur papier testés par Laura Magro en Guinée, lors de l'épidémie Ebola en

2014-2015, ont démontré qu'il était pertinent d'assoier es deux tehnologies [12℄.

C'est dans le adre de ette ollaboration, et suite au onstat des réents besoins en

tests de terrain pour les arbovirus Zika, Dengue et Chikungunya, que e projet de thèse

a vu le jour. Il a pour objetif de développer et oupler les tehnologies de miro�uidique

papier et d'ampli�ation isotherme pour réaliser un test multiplexant la détetion des

trois pathogènes.

Nous dérirons dans un premier hapitre l'état de l'art de es deux nouvelles tehnologies

et les réents travaux menés pour les assoier.

Le seond hapitre dérira les travaux menés pour adapter le suivi en temps réel de

l'ampli�ation isotherme LAMP sur disque de papier, ouvrant la porte à des possibilités

de quanti�ation et des premiers tests de multiplexage.

Le troisième hapitre disutera du développement sur papier d'un multiplexage "haute

densité", permettant de multiplier le nombre de test par disque en utilisant la méthode

QUASR réemment développée [13℄.

Le quatrième hapitre traitera du développement des fontionnalités propres au ter-

rain : le stokage des réatifs, et la préparation de l'éhantillon.

En�n, une inquième partie élargira le spetre des appliations d'un tel test en dehors

du diagnosti humain. Nous y traiterons du réent développement d'un projet de test sur

papier pour le diagnosti vétérinaire.
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Etat de l'art : test d'ampli�ation sur
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12 CHAPITRE 1. ETAT DE L'ART : TEST D'AMPLIFICATION SUR PAPIER

L

a réation en haîne par polymérase ou PCR (pour polymerase hain reation) est

une méthode de biologie moléulaire inventée en 1986 [14℄. Véritable révolution teh-

nologique, elle value rapidement le prix Nobel à son déouvreur, Karry Mullis, en 1993.

Cette tehnique, est toujours quotidiennement utilisée dans la majorité des laboratoires

de biologie. Elle utilise une enzyme (la Taq polymérase), ainsi que des oligonuléotides

spéi�ques (les amores) pour dupliquer une partie donnée d'un brin matrie : on parle

alors d'ampli�ation de l'ADN. La réation proède par yles suessifs, ontr�lés par la

température du mélange réationnel. La �gure 1.1 en résume le prinipe :

Figure 1.1 � Shéma illustrant les premières étapes d'une PCR. Adapté de Wikipedia ommons

1. L'ADN double brin est mis en solution ave une polymérase, des nuléotides (A, T,

G, et C)et les amores : des oligonuléotides omplémentaires de la zone à ampli�er.

2. Le mélange est hau�é à 95°C (∼15 seondes), entraînant la dénaturation de l'ADN

double brin, puis refroidi à 60°C (∼15 seondes), permettant l'hybridation des

amores sur les séquenes ibles.

3. Le mélange est hau�é à 70°C (∼30 seondes), La polymérase initie une opie de

l'ADN à partir de l'extrémité 3' des amores hybridées.

4. Deux brins d'ADN de la séquene ible sont alors synthétisés.

5. Le yle reprend au début. A 95°C, les brins nouvellement synthétisés se déna-

turent, a 60°C, les amores s'hybrident et à 70°C, la polymérase initie une nouvelle

opie de la séquene ible à partir de l'éxtrémité 3' des amores.

6. La quantité de opie d'ADN est doublée, et le sera à haque yle par rapport au

yle préédent (étapes 7, 8, 9 et 10) entraînant une ampli�ation exponentielle du

nombre de opies.



1.1. LES AMPLIFICATIONS ISOTHERMES : LA BIOLOGIE MOLÉCULAIRE DU

TERRAIN. 13

Les appliations de ette méthode sont multiples. La PCR permet notamment dans

le adre du diagnosti, de déteter la présene d'ADN ou d'ARN d'un pathogène donné

(batérie, virus, et) dans un éhantillon. En e�et, en utilisant des amores iblant une

séquene spéi�que du pathogène, l'ampli�ation sera signe de la présene de e pathogène

dans l'éhantillon.

Cette méthode de détetion est généralement la plus sensible et la plus spéi�que, le

Gold standard.

1.1 Les ampli�ations isothermes : la biologie moléu-

laire du terrain.

Comme évoqué en introdution, mettre en plae un test PCR sur le terrain est om-

plexe. Le réent développement des ampli�ations isothermes permet, en évitant les yles

de température, de s'a�ranhir de l'appareillage lourd et oûteux d'un thermoyleur.

Les ampli�ations isothermes, développées depuis le milieu des années 2000, proèdent,

de manière similaire à la PCR, par ampli�ation d'un séquene spéi�que à l'aide d'une

polymérase, et d'amores. Leur di�érene prinipale réside dans le fait qu'elles ne sont pas

omposées d'une étape de dénaturation à 95°C de l'ADN double brin. La séparation des

deux brins se fait alors par l'ation d'une enzyme (souvent l'ation de strand displaement

d'une polymérase parfois ombinée à une héliase ou une reombinase). De ette manière,

les yles de températures ne sont plus néessaires.

Nous dérirons dans ette setion les prinipes des ampli�ations isothermes les plus

ommunes, ainsi que les di�érentes méthodes utilisées pour déteter et visualiser es

ampli�ations.

1.1.1 Biologie moléulaire des ampli�ations isothermes

Les prinipales ampli�ations isothermes sont développées : Reombinase polymerase

ampli�ation (RPA), Heliase dependant ampli�ation (HDA), Rolling irle ampli�ation

(RCA), Strand displaement ampli�ation (SDA) et Loop-mediated isothermal ampli�-

ation (LAMP). Nous nous attarderons sur la méthode LAMP, la plus largement utilisée

par les laboratoires, et étudiée en détail dans es travaux de thèse.

Pour plus d'informations onernant les ampli�ations isothermes, le leteur pourra

se référer à la revue doumentée de Angelika Niems et al. [5℄.

Reombinase polymerase Ampli�ation (RPA).

La RPA est une méthode développée par Piepenburg et al. utilisant trois enzymes

di�érentes : une polymérase à ation de strand displaement (Bsu), une reombinase
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(uvsX) et des single strand binding proteins (gp32) [15℄. Elle se déroule à 37°C.

Figure 1.2 � Adapté de [5℄, Copyright © 2011 Elsevier

L'ation des reombinases vont permettre aux amores de s'hybrider à leurs séquenes

ibles, aidées par les SSB qui stabilisent la onformation simple brin de l'autre brin d'ADN.

La polymérase peut alors ampli�er l'ADN de la même manière qu'une PCR.

Heliase dependant Ampli�ation (HDA).

La HDA est une méthode développée par M. Vinent et al. en utilisant là aussi un

oktail de trois enzymes : Une polymérase à ation de strand displaement (exo- Klenow

fragment), une héliase (UvrD assisté par mutL), et des single srand binding proteins (T4

gp32) [16℄. Elle se déroule à 55°C.

Figure 1.3 � Adapté de [5℄, Copyright © 2011 Elsevier

De manière très similaire au méanisme physiologique de répliation de l'ADN, les

héliases vont séparer les deux brins, laissant les amores s'hybrider et la polymérase peut

ainsi élonger l'ADN à partir de leur extrémité 3'.

Roling Cirle Ampli�ation (RCA).

La RCA est une méthode développée dans les années 1990 inspirée de la répliation

des batériophages in vivo. Elle est appliquée au début des années 2000 pour la détetion

d'aides nuléiques par Lizardi et al. puis Zhang et al. [17℄ [18℄. Elle emploie généralement

une ligase (T4 ligase) et une polymérase à ation de strand displaement (Phy39) et se

déroule à 65°C.
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Figure 1.4 � Adapté de [5℄, Copyright © 2011 Elsevier

L'ADN irulaire fait ii o�e de sonde. Il est linéaire en début de réation et n'est

irularisé par la ligase qu'en présene de la séquene à déteter. Un fois irulaire, la

polymérase et les amores vont le opier un grand nombre de fois pour aboutir à un

omplexe d'ADN linéaire très rami�é (quali�é de "Hyperbanhed"). Il est néessaire de

proéder en deux temps : la ligation d'abord, puis l'ampli�ation en ajoutant l'enzyme

polymérase et les amores au mélange réationnel.

Strand Displaement Ampli�ation (SDA).

La SDA, est une méthode développée par Hellyer et al. en utilisant l'ation ombinée

d'une polymérase à ation de strand displaement (Bst) et d'une enzyme de restrition

(par ex. BsoBI). Elle se déroule à 37°C.

Figure 1.5 � Adapté de [5℄, Copyright © 2011 Elsevier

Deux ouples d'amores sont employés. Premièrement, des amores internes modi�ées

possédant sur le brin en 5' la séquene de restrition de l'enzyme utilisée (non omplé-

mentaire de la ible) initient une première ampli�ation. Elles sont déplaées par des
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amores externes situées de part et d'autre de e premier amplion. Les premiers ampli-

ons ontiennent alors la séquene de restrition, et sont don livés, initiant un nouveau

site potentiel d'ampli�ation. La réation ontinue en alternant restrition et ampli�a-

tion.

Loop-mediated Isothermal Ampli�ation (LAMP).

La LAMP est une méthode développée par Notomi et al. [19℄. Elle emploie une poly-

mérase à ation de strand displaement (Bst) et se déroule à 65°C. Deux générations de

LAMP ont été développées, la première employant deux ouples d'amores (les amores

internes FIP/BIP et les amores externes F2/B3), puis la suivante employant un ouple

supplémentaires (les amores loop LF/LB).

Figure 1.6 � Shéma résumant les premières étapes de la réation LAMP. Copyright © New

England Biolab.

Amores externes et internes. Pour une zone spéi�que à ampli�er, six régions sont

déterminées : F3 et B3, les plus externes, puis F2 et B2, intermédiaires et F1 et B1, les

plus internes. On nomme F3, B3, et les ompléments inverses de F3, B3, et présent

sur le brin d'ADN opposé. Les amores externes sont omposées des séquenes F3 et B3

(s'hybridant sur les séquenes F3 et B3 de l'ADN ible). Les amores internes (FIP/BIP)

sont omposées respetivement des séquenes F2 et B2 auxquelles sont ajoutées en 5' les
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ompléments inverses des amores F1 et B1 : F1 et B1. Ainsi FIP est omposé de F1

et F2 bout à bout et BIP est omposé de B1 et B2 bout à bout.

Premières étapes d'ampli�ation. Comme illustré en �gure 1.6, les premières étapes

d'ampli�ation sont les suivantes :

1. La séquene F2 de l'amore FIP s'hybride à F2 de la ible et initie une ampli-

�ation. Le brin opié est ensuite déplaé par l'ampli�ation initié par l'amore

F3.

2. Sur le premier amplion, la séquene B2 de l'amore BIP s'hybride à B2 et initie

une ampli�ation. Le brin opié est ensuite déplaé par l'ampli�ation initié par

l'amore B3.

3. l'amplion résultant des deux premières étapes, est la struture prinipale de la

réation LAMP. En e�et, les modi�ations distales apportées par les séquenes

F1 et B1 des amores FIP et BIP lui permettent d'adopter une onformation

aratéristique en haltère ou dumbbell struture. L'amplion peut s'hybrider sur lui

même en formant des Loop entre ses propres séquenes F1/F1C et B1/B1.

4. A partir de ette on�guration, plusieurs shémas d'ampli�ations sont possibles,

partant des extrémités F1 et B1 de la dumbbell struture ou impliquant d'autres

amores FIP et BIP (dérites en détail par Notomi et al. [19℄). Ces produits ne

sont pas des opies identiques de la séquene ible, mais des strutures de haut

poids moléulaire, superposant des séquenes de la dumbbell struture.

En�n, dans une publiation ultérieure, Notomi et ses ollègues ont développé un

ouple additionnel d'amores, les amores Loop (LF et LB) [20℄. Illustrées en doré

dans l'étape 4 de la �gure 1.6, LF et LB sont les ompléments inverses des sé-

quenes situées entre resp. F2 et F1, et B2 et B1. Elles interviennent dans les

étapes ultérieures d'ampli�ations et permettent d'aélérer la réation (des expli-

ations détaillées du méanisme des amores Loop sont disponibles dans l'artile

suivant [20℄).

Ce qu'il faut retenir

� Plusieurs méthodes d'ampli�ations isothermes ont été développées es dernières an-

nées, utilisant des polymérases à ation de strand displaement.

� Certaines utilisent des enzymes additionnelles pour séparer et stabiliser les brins

d'ADN (RPA, HDA), d'autres des sénarios d'ampli�ations di�érents du sénario las-

sique de la PCR et menant à des amplions de haut poids moléulaire (RCA, LAMP).

D'autres enore utilisent des nikases ou enzymes de restritions pour réer des sites d'ini-

tiation d'ampli�ation supplémentaires (SDA).



18 CHAPITRE 1. ETAT DE L'ART : TEST D'AMPLIFICATION SUR PAPIER

� Des tests de détetion d'aides nuléiques utilisant la HDA, la SDA ou la LAMP

ont été approuvés depuis quelques années par la FDA, autorité régulatrie amériaine.

En 2016, L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a réalisé une étude multientrique

validant l'utilité de la TB-LAMP, pour la détetion du baille de la tuberulose hez des

patients atteints de tuberulose pulmonaire [21℄. Ce premier suès prometteur, met en

avant l'utilité et l'e�aité des ampli�ations isothermes dans le adre du diagnosti de

terrain.

1.1.2 Visualisation des produits d'ampli�ation.

La visualisation des produits d'ampli�ation est un paramètre déterminant. Sur le

terrain, elle doit être simple, rapide et néessiter peu d'équipement. Nous aborderons dans

ette partie les di�érentes méthodes historiques développées pour visualiser les produits

d'une ampli�ation ainsi que les méthodes développées spéi�quement pour le terrain,

simpli�ant la leture des ampli�ations isothermes.

La méthode de base : migration sur gel d'agarose.

L'életrophorèse des aides nuléiques sur gel d'agarose, est la méthode ourante de

visualisation des produits PCR en laboratoire. Les produits migrent et se séparent selon

leur taille dans un gel d'agarose, on peut alors onnaître la taille des amplions en les

visualisant grâe à un agent interalant �uoresent. On observe en �gure 1.7 les migrations

sur gel des produits de HDA et RPA, très semblables à eux d'une PCR lassique, et

elui aratéristique d'une ampli�ation LAMP, bande montrant des produits de tailles

variables allant jusqu'à un très haut poids moléulaire.

Figure 1.7 � Migration sur gel des produits d'ampli�ation de HDA [16℄, RPA [15℄ et LAMP

[19℄

L'életrophorèse sur gel est bien valide en laboratoire mais son appliation sur le

terrain est limitée. La fabriation du gel, le pipetage des produits d'ampli�ation et le

temps de migration la rendent peu adaptable. De plus, elle néessite l'ouverture des tubes
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post-ampli�ation, e qui représente un risque important de ontamination des surfaes

et des réatifs par des amplions. Cela peut provoquer par la suite des faux positifs, si les

amplions ontaminent les mélanges réationnels ultérieurs.

Détetion en tube : agents interalants et produits seondaires d'ampli�ation.

Double stranded DNA detection:

Secondary products detection: DNA
(n) 

+ dNTP DNA
(n+1) 

+ (P
2
O

7
)4- + H+  

+

+

-

-

Figure 1.8 � Détetion direte de l'ampli�ation par agent interalant, ou indirete par les

produits seondaires d'ampli�ation. Adapté de [22℄ [23℄ Copyright Future Siene et biotium.om

Agent interalant : La méthode la plus répandue permettant de visualiser diretement

une ampli�ation sans ouvrir le tube onsiste à ajouter au mélange réationnel un agent

interalant. Ces moléules ont une a�nité spéi�que pour l'ADN double brin, et se �xent

à elui-i. Cette �xation induit un hangement de onformation de la moléule qui la

rend �uoresent. Au ours de l'ampli�ation, une grande quantité d'ADN double brin est

synthétisée, les agents interalants s'y �xent et deviennent �uoresents, et l'on peut alors

suivre la inétique de réation en suivant l'évolution de l'intensité de �uoresene au ours

du temps (f �gure 1.8).
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Détetion d'un produit seondaire d'ampli�ation : le pyrophosphate. La syn-

thèse d'ADN produit, pour haque nuléotide ajouté, un ion pyrophosphate (P2O7)
4−
.

L'augmentation de la onentration en (P2O7)
4−
, témoin d'une ampli�ation, peut être

détetée de di�érentes manières :

� Turbidimétrie : Le magnésium présent dans le mélange réationnel va se omplexer

aux ions pyrophosphates et former un préipité, donnant un aspet trouble blan-

hâtre au mélange réationnel (f �gure 1.8). On peut alors suivre la réation en

mesurant en temps réel la turbidité du mélange réationnel [24℄.

� Hydroxynaphthol blue : L'hydroxynaphthol blue (HNB), olorant azoïque utilisé

dans le titrage des ions métalliques, peut être ajouté au mélange réationnel et

servir d'indiateur oloré de l'ampli�ation. Complexé ave l'ion Mg

2+

en début

de réation, il est de ouleur violette. Lors de l'ampli�ation, les ions (P2O7)
4−

nouvellement formés se omplexent ave les ions Mg

2+

, et non plus ave l'HNB,

qui devient alors bleu. Ce hangement de ouleur du violet au bleu peut être mesuré

par absorbane ou observé à l'÷il nu et témoigne d'une ampli�ation (f �gure 1.8).

� Caléine : La aléine est une autre moléule utilisée dans le titrage des ions mé-

talliques (notamment l'ion Calium Ca

2+

en biologie ellulaire). Le omplexe al-

éine/magnésium (Mg

2+

) est fortement �uoresent, à l'inverse, le omplexe al-

éine/manganèse (Mn

2+

) est très peu �uoresent. L'ajout de aléine et de l'ion

Mn

2+

en réation permet de suivre la réation de la manière suivante : en début

de réation, la aléine, liée au Mn

2+

n'est pas �uoresente. La synthèse d'ADN

entraîne une augmentation de la onentration en (P2O7)
4−

dont une partie se lie

au Mn

2+

. Cette réation déplète la aléine en Mn

2+

, qui se lie alors au Mg

2+

et

devient fortement �uoresente [25℄. Ce signal intense, témoin de l'ampli�ation,

peut être observé à l'oeil nu, ave ou sans exitation UV (f �gure 1.8).

Détetion d'une variation de pH : Pour haque nuléotide ajouté, un proton (prove-

nant de l'hydroxyle en 3' du brin amore) est aussi libéré. Dans des onditions de tampon

appropriées, e relargage de protons aboutit à une diminution du pH, que l'on peut dé-

teter en utilisant un indiateur olorimétrique. Dans le as du rouge phénol par exemple,

l'ampli�ation pourra être détetée par un hangement de ouleur de la solution du rouge

au jaune, témoin de l'aidi�ation du milieu réationnel (f �gure 1.8).

N.B : Les méthodes de détetions de produits seondaires (turbidimétrie, HNB, aléine,

et pH) ont été développées et utilisées prinipalement pour la LAMP. En e�et, ette

réation produit 50 à 100 fois plus d'ADN qu'une PCR lassique, multipliant par le

même fateur la quantité de produits seondaires, et don la puissane du signal observée

[26℄ [27℄. Dans l'optique d'une appliation de terrain, es méthodes sont pertinentes ar

néessitent peu d'instrumentation pour la leture. Le hangement de ouleur de la LAMP
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ontenant du rouge phénol par exemple est failement identi�able à l'÷il nu.

Détetion spéi�que : sondes �uoresentes et latéral �ow

Les méthodes abordées plus haut détetent la présene d'une ampli�ation, d'une

synthèse d'ADN, mais ne peuvent pas renseigner sur la nature de ette ampli�ation,

spéi�que ou non spéi�que. En e�et, il arrive lors de ertaines réations d'ampli�ation,

que les amores s'hybrident entre elles, forment des strutures hairpin ampli�ables, ou

interagissent ave d'autres séquenes, menant à une ampli�ation non spéi�que, .-à-d.

une synthèse d'ADN di�érente de l'amplion iblé.

Sondes �uoresentes pour la PCR. Des méthodes plus préises permettant de dé-

teter spéi�quement les amplions ont alors été développés, d'abord pour la PCR dans

les années 1990. Elle sont basées sur la tehnique FRET (Fluoresene resonnane energy

transfert) [28℄. Une des plus élèbre, la méthode "Taqman" tire parti de l'ativité exonu-

léase 5'-3' de la Taq polymérase, pour liver une sonde oligonuléotidique omplémentaire

de l'amplion. Le livage de ette sonde sépare les �uorophore et quenher qui lui sont

assoiés, e qui génère un signal �uoresent (f �gure 1.9.a).

Une autre méthode de détetion spéi�que développée à la même époque utilise l'ajout

de "moleular beaons". Ce sont des oligonuléotides possédant �uorophore et quenher

aux extrémités, dont la partie entrale s'hybride à l'amplion et dont les régions 3' et 5'

sont omplémentaires de sorte qu'elle forment une struture Hairpin en solution. Lors de

l'hybridation à l'amplion, le �uorophore et le quenher sont séparés, e qui génère un

signal �uoresent (f �gure 1.9.b).

a.

b.

Figure 1.9 � Shéma des méthodes de détetion spéi�ques (a) Taqman et (b) Moleular

beaon. Adapté de [29℄ Copyright Oxford University Press.
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Sondes �uoresentes pour les ampli�ations isothermes. Des méthodes de déte-

tion spéi�ques ont aussi été développées pour les ampli�ations isothermes. Une méthode

inspirée de la méthode Taqman a notamment été appliquée à la RPA [15℄. Dans le as

de la LAMP, la polymérase ne possède pas une ativité exonuléase 5'-3' mais plut�t

une ativité de strand displaement, la méthode Taqman n'est don pas appliable. Des

moleular beaons mais aussi d'autres arhitetures basées sur des sondes FRET ont été

développées es dernières années. Nous les dérivons ii.

a. b.

c.

Figure 1.10 � Méthodes de détetion spéi�que des amplions LAMP. (a) méthode type

moleular beaon, adapté de [30℄, Copyright Nature Publishing Group (b) méthode type moleular

zipper, adapté de [31℄ Copyright Future Siene () méthode type QUASR, adapté de [13℄,

Copyright ACS

Méthodes type "moleular beaon" : des moleular beaons ont été développés pour

la détetion d'amplions LAMP [32℄. Une des omplexité du design réside dans le fait que

es strutures doivent être hybridées de manière stable à l'amplion à 65°C. Une autre

alternative réemment développée par Gadkar et al. utilise des self quenhing probes dont

la struture seondaire induit un quenhing en solution, et qui émettent un signal une fois

�xée à l'amplion LAMP [30℄ (�gure 1.10.a)

Méthodes type "moleular zipper" : Développées d'abord pour la RCA par Yi et al., les

"moleular zipper" tirent avantage de l'ativité strand displaement de la polymérase [33℄.

Une des amores impliquée dans l'ampli�ation possède un �uorophore à son extrémité

5', et un quenher oligo y est assoié. Durant l'ampli�ation, la polymérase, en ampli�ant

la région 5' de l'amore, va déplaer le quenher, e qui génère un signal �uoresent.
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les moleular zipper ont été assoiés aux amores LF/LB et aux amores FIP/BIP ave

suès [34℄ [31℄ (�gure 1.10.b). Un des avantages de ette méthode est la possibilité de

suivre l'ampli�aiton en temps réel. Cependant, l'interation amore/quenher ralentit la

réation LAMP et peut la rendre moins sensible [13℄.

Méthodes type "QUASR" : une dernière méthode nommée "Quenhing of Uninorpo-

rated Ampli�ation Signal Reporter" (QUASR) a été développée réemment par Curtis

et al. puis Ball et al. en 2016 [35℄ [13℄. de même que pour les moleular zipper, une des

amores LF/LB ou FIP/BIP est utilisé omme sonde (amore QUASR) et possède un

�uorophore en 5'. Un oligo quenher est aussi utilisé mais il est ourt (∼10nt) de sorte

que sa température d'hybridation soit bien inférieure à 65°C. Ce quenher n'est don pas

hybridé durant la réation. Si auune ampli�ation n'a lieu (ou une ampli�ation non spé-

i�que n'impliquant pas l'amore QUASR), le quenher se réhybride à l'amore QUASR

en �n de réation (à température ambiante) et auun signal n'est généré. Mais si une

ampli�ation a lieu, Le quenher ne peut plus se réhybrider à l'amore en �n de réation,

e qui génère un signal �uoresent (�gure 1.10.). Cette méthode de détetion n'a�ete

pas la sensibilité de la LAMP ar le quenher n'interagit pas ave son amore durant la

réation. Le signal n'est visible qu'en point �nal et ne peut don pas être utilisé pour

suivre la inétique d'ampli�ation.

Détetion d'ampli�ation via un test bandelette. les tests bandelettes ou lateral

�ow tests (LFT) peuvent être adaptés à la détetion d'aide nuléique post-ampli�ations.

En e�et, des tests ELISA peuvent être adaptés à la détetion d'amplions si es derniers

sont modi�és à leurs extrémités.

En attahant �uoreséine et biotine aux extrémités 5' des amores RPA, les amplions

peuvent alors être détetés par un test bandelette ELISA, spéi�que de la �uoreséine et

dont les partiules d'or reouvertes de streptavidine vont lier la biotine (�gure 1.11.a).

Pour la LAMP, les amores LF et LB peuvent être marquées de la même manière

(ave �uoreséine et biotine) et les amplions possédant es deux amores seront retenus

sur la ligne de détetion du test bandelette et marqués par les partiules d'or reouvertes

de streptavidine (�gure 1.11.b). Une variante plus spéi�que développée par l'équipe de

Linnes onsiste à remplaer une des amores Loop par une strand displaement probe dont

l'extrémité 3' de l'oligo �uoresent est borgne [36℄.

L'avantage prinipal de es méthodes est la failité de leture des tests bandelettes,

déjà utilisés en routine sur le terrain. une ligne ontr�le se olore en rouge et permet de

valider le test, un seonde ligne test apparaît seulement en présene de la ible reherhée

(�gure 1.11.). Il est ependant néessaire d'ouvrir le tube post-ampli�ation pour déposer

le mélange sur la bandelette, e qui peut provoquer des ontaminations entre tests.
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a. b. c.

Figure 1.11 � Détetion d'ampli�ation via un test bandelette : (a) Shéma de détetion par

test bandelette d'une RPA. Adapté de [15℄ (b) Shéma de détetion par test bandelette d'une

LAMP. () Prinipe de leture du test bandelette. Adapté de [36℄ Copyright ACS.

Ce qu'il faut retenir

� La détetion et la visualisation des ampli�ations isothermes sur le terrain peut se

faire de manière non spéi�que. Soit en détetant l'ADN double brin (via un interalant),

soit pour la LAMP en détetant des produits seondaires d'ampli�ation, e qui permet

d'obtenir un signal puissant et visible à l'oeil nu (Caléine, indiateur pH olorimétrique).

� Des méthodes spéi�ques basées sur la tehnique FRET ont été développées, notam-

ment pour la LAMP (moleular zipper et QUASR). Ces méthodes produisent un fort

signal �uoresent et sont spéi�ques de l'amplion, permettant d'éliminer les faux posi-

tifs. Elles sont don partiulièrement adaptées au terrain.

� En�n, le ouplage à un test bandelette détetant spéi�quement les amplions est

possible, e qui permet une détetion simple et visuelle sur le terrain, mais néessite

l'ouverture des tubes post-ampli�ation.
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1.2 La miro�uidique papier : un support idéal.

De manière onomitante aux ampli�ations isothermes s'est développée dans les an-

nées 2000 une tehnologie nouvelle dans le domaine de la miro�uidique : la miro�uidique

papier. L'idée prinipale est d'utiliser le papier omme matériau pour onstruire des sys-

tèmes miro�uidiques. Les premières ontributions, réalisées par Georges Whitesides ont

prouvé que la papier pouvait être patterné en zones hydrophiles et hydrophobes, formant

des anaux miro�uidiques dans lesquels les �uides irulent par apillarité [37℄. Cela per-

met de réaliser des systèmes d'analyse à très bas oût, faisant de la miro�uidique papier

un andidat idéal pour la réalisation de tests de terrain. La �gure 1.12 illustre un des

premiers dispositifs d'analyse permettant le dosage du gluose et de l'albumine urinaire.

Ces nouvelles fontionnalités miro�uidiques font du papier, peu her et largement dis-

ponible, le matériau idéal pour la onstrution de systèmes d'analyses de terrain, les

µPAD (miro�uidis paper analysis devies). Dans ette setion seront développés les

méthodes de fabriations, atouts et fontions de tels systèmes.

Figure 1.12 � Photographie d'un système miro�uidique papier pour l'analyse de la BSA et

du gluose urinaire, Adapté de [6℄ Copyright ACS.

1.2.1 Propriétés physiques et himiques.

Le terme "papier" fait référene à di�érents matériaux. Dé�nissant à l'origine la feuille

de ellulose, il englobe à présent un grand nombre de membrane et �ltre de di�érentes

ompositions. Dans les sienes analytiques, le papier a été développé sous plusieurs for-

mats : papier pH, papier hromatographique pour la séparation de omposés himiques,

papier �ltres, bandelettes de nitroelluose lateral �ow test (LFT) pour les tests urinaires

et tests de grossesse[26℄, Dried Blood Spots (DBS) pour les tests sanguins du nouveau né,

ainsi que pour la ollete et la onservation d'éhantillons biologiques [38℄.
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Propriétés physiques. Tous es substrats ont en ommun une struture hydrophile

poreuse, responsable de deux prinipales fontions : �ltration et pompe apillaire. Les

premiers exemples de µPAD utilisent du papier hromatographique. Cet enhevêtrement

désordonné de �bre de ellulose est omplexe, et forme des pores de taille variable, typi-

quement entre 5 et 20µm [39℄[ [40℄.

Certains papiers, omposés d'un matériau di�érent de la ellulose, possèdent des pro-

priétés physiques plus ontr�lées. Ainsi, les �bres de verre (dont le diamètre des �bres

est ontr�lable) ne gon�e pas au ontat d'un liquide (�gure 1.13.). De même, les mem-

branes de Polyethersulfone (PES) possèdent une surfae bien dé�nie et des tailles de pores

régulières et ontr�lées, de 0.03 à 8µm (�gure 1.13.d).

Cellulose paper (Gr. 1) FTA paper (cellulose) 

+ extracted Nucleic Acides

Glass Fiber PES membrane

a. b. c. d.

Figure 1.13 � Images MEB de divers papiers : (a) Papier hromatographique, adapté de [40℄

(b) Papier FTA et ADN apturé (ave l'aimable autorisation de GE Healthare) () Fibre de

verre (ave l'aimable autorisation de Sterliteh Corp.) (d) Membrane de PES (ave l'aimable

autorisation de Sterliteh Corp.)

Modi�ation himique, traitement de surfae Ces �bres peuvent être traitées hi-

miquement, la papier FTA en étant un bon exemple. Formé de �bres de elluloses traitées

par di�érents agents de lyse, e papier permet l'extration et la onservation d'aides

nuléiques à partir d'éhantillons de sang séhés (DBS) [31℄ (�gure 1.13.b).

Des moléules peuvent être immobilisées au sein du papier. Deux revues disponibles

dans la littérature traitent e sujet dans le détail [41℄ [42℄. L'immobilisation simple par

adsorption, interation hydrophile ou liaison hydrogène peut être utilisée. Des réations

himiques, menant à des ross-linkings ou des liaisons ovalentes plus iblées peuvent

aussi être réalisées (�gure 1.14.b) et permettent un ontr�le plus �n de la loalisation et

du sens des biomoléles �xées. Les di�érents types de réations impliquant les groupe hy-

droxyles des �bres de ellulose sont montrés en �gure 1.14.. Une imprimante à jet d'enre

ontenant des biomoléules d'intérêt (ADN, enzymes, antiorps) peut être employée pour

traiter ave préision les surfaes du papier [43℄ [44℄.
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a. b.

c.

Figure 1.14 � Modi�ations himiques de la ellulose (a) Struture moléulaire de la ellulose

(b) Di�érentes stratégies d'immobilisation de biomoléules sur ellulose () Di�érentes liaisons

ovalentes possibles entre les �bres de ellulose et une biomoléule. Adapté de [42℄ Copyright

RSC

La question de la bioompatibilité. La �bre de ellulose, omposée de sures, est

souvent onsidérée omme "bioompatible" du fait qu'elle n'induit pas la destrution ou

l'inhibition franhe des moléules biologiques à son ontat. Cependant la présene de

nombreux groupe hydroxyles, peuvent provoquer l'adsorption non ontr�lée de moléules

biologiques à sa surfae, d'autant plus importante que sa struture poreuse, possède un

rapport surfae/volume élevé. Ces e�ets d'adsorption dans le papier peuvent alors inhiber

des réations biohimiques en déplétant le milieu réationnel en un des omposés nées-

saires. Des exemples dans le as des ampli�ations isothermes seront abordés dans la suite

du manusrit.

1.2.2 Patterning et fabriation de systèmes miro�uidiques en

papier.

La fabriation d'un système miro�uidique papier onsiste à "patterner" sur une feuille

de papier, les motifs qui omposent les anaux et hambres du futur système.

La patterning est réalisé par di�érentes tehniques, omme la photolithographie [37℄

[45℄, le traitement par plasma [46℄, l'impression [47℄ [48℄ [49℄, le ething [50℄ ou la déoupe

[51℄ [52℄. Ces tehniques di�èrent par leur résolution spatiale, leur oût et leur simpliité

d'utilisation [53℄, l'impression à la ire étant probablement la plus populaire d'entre-elles.

la �gure 1.15. en illustre le mode opératoire. Les motifs de la future pue sont imprimés

sur la feuille de papier à l'aide d'une imprimante ommeriale utilisant une enre omposée

de ire. La feuille est ensuite déposée quelques minutes sur une plaque hau�ante, la ire

fond et pénètre l'épaisseur de la feuille, réant alors des barrières hydrophobes, parois des

futurs anaux miro�uidiques (�gure 1.15.b). L'intégralité du proessus de fabriation

dure environ 5 minutes et est faile à réaliser. La résolution spatiale est de l'ordre du
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millimètre. La �gure 1.15.d illustre un µPAD à deux dimensions (2D-µPAD) réalisé ave

ette tehnique, permettant le multiplexage de trois analyses sur un même éhantillon.

En empilant et pliant à la manière d'origamis, di�érentes ouhes de papier, des µPAD à

trois dimensions (3D-µPAD) sont réalisés, permettant un �ux de liquide dans le plan des

feuilles mais aussi vertialement, d'une ouhe à une autre (�gure 1.15.e). En pratique les

jontions entre les ouhes sont rendues stables par un adhésif double fae ou de la poudre

de ellulose. Ces 3D-µPAD sont simples à réaliser et permettent de gérer les éoulement

de �uides ave un ertain niveau de omplexité, omme l'illustre la �gure 1.15.e, dont les

quatre ouhes empilées permettent une répartition multiplexée des quatre �uides olorés.

a.

b.

c.

d. e.

Figure 1.15 � Patterning et fabriation de systèmes miro�uidiques papiers : (a) Di�érents

modes de fabriation possibles. Adapté de [54℄ Copyright WILEY-VCH Verlag GmbH Co (b)

Illustration d'un anal miro�uidique en papier. Adapté de [6℄ Copyright ACS () Proessus

simple et rapide de l'impression à la ire, adapté de [48℄ Copyright ACS (d) 2D-µPAD [6℄ (e)

3D-µPAD [48℄

1.2.3 Fontions miro�uidiques sur papier

Le papier est un support intégrant de multiples fontionnalités :

1. Transport : Du fait de sa struture poreuse, les fores apillaires permettent au

papier de transporter des �uides. Des travaux préédents ont démontré que la loi de
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Luas-Washburn [55℄ dérit quantitativement le transport d'une solution aqueuse

dans une anal droit en papier hydrophile [56℄ [57℄ [58℄. Cette loi stipule que la

vitesse d'éoulement varie omme la raine arré du temps. Le liquide imbibe don

rapidement le anal durant les premières seondes, puis sa vitesse de migration

diminue peu à peu, limitant en pratique la longueur d'un anal droit à 4-5 m.

Cette ontrainte peut ependant être ontournée en utilisant des géométries de

anaux s'élargissant au fur du trajet et permettant alors un débit onstant [59℄.

2. Filtration : La dimension des pores variant de la entaine de nanomètres à la dizaine

de miromètres permet la �ltration de partiules supérieures à une taille donnée.

Cette fontion peut être utilisée notamment pour �ltrer les matries biologiques

omme le sang [60℄. Les interations de surfaes jouent aussi un r�le dans es

proessus de �ltration, en adsorbant di�érentiellement les omposés d'un mélange,

e qui a mené à l'utilisation historique du papier omme milieu séparateur de

hromatographie. Certaines interations, permettant la puri�ation d'ADN à partir

d'un éhantillon seront développées dans la suite du manusrit

3. Stokage : Le stokage de omposés, est ruial pour permettre l'utilisation des

systèmes d'analyses hors du laboratoire [61℄ [38℄ [62℄. L'armature poreuse du papier

protège et failite la lyophilisation des mélanges réationnels, qui peuvent être

déposés et séhés loalement en di�érents endroits du dispositif [63℄ [64℄.

4. Conentration : S'ils sont exposés à l'air, les liquides irulants dans le papier,

sont sujets à l'évaporation. Cet e�et provoque des �ux additionnels permettant

notamment de onentrer des analytes (�gure 1.16.a et b) ou de les déplaer à un

endroit donné du dispositif (�gure 1.16.) [65℄ [66℄. Dans les as où l'évaporation

n'est pas désirée, les systèmes papier sont reouverts et sellés par un �lm adhésif

[37℄ [67℄ [68℄.

a. b. c.

Figure 1.16 � Conentration sur papier : (a) Prinipe de la onentration par évaporation,

adapté de [65℄, Copyright ACS (b) loalisation di�érentielle en fontion de la himie de surfae

du papier [69℄ Copyright ACS () Un lateral �ow pour la onentration d'un ADN spéi�que par

rapport au bruit de fond des autres ADN en solution, adapté de [66℄ Copyright ACS.

5. Atuation, valves : Une des aratéristiques essentielles au ontr�le des éoulements

dans un mirosystèmes est l'atuation, ou l'utilisation de valves. Le simple pliage

d'une ouhe sur une autre dans un 3D-µPAD, permet d'initier un �ux et fait ainsi
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o�e de valve. Le déoupage d'une partie du système peut quant à lui permettre

l'arrêt de l'éoulement.

D'autres méthodes d'atuations plus sophistiquées ont été développées, en utilisant

par exemple des omposés dissolubles entre deux anaux (f �gure 1.17.a) [70℄.

Le "pont" imbibé a alors une durée de vie limitée. Des traitements du papier

plus ou moins hydrophobes, modi�ant la vitesse de migration du �uide peuvent

être employés pour ontr�ler l'arrivée séquentielles de di�érents omposés (f �-

gure 1.17.b) [71℄. Une fontion de valve peut aussi être basée sur un déplaement

méanique, due à l'imbibition et au gon�ement d'une des partie du système. La

valve repose sur un pilier onneté à un réservoir qui se gon�e d'eau et déplae

l'extrémité d'un anal papier, permettant un "on-swith", un "o�-swith" ou un

"diversion-swith" (f �gure 1.17.). Un autre dispositif tire partie de la défor-

mabilité du papier, en utilisant un dispositif multiouhe dont les épaisseurs de

papier sont séparées par des espaes vides. En pressant es endroits ave la pointe

d'un stylo, les ouhes sont mises en ontat, le réseau suivant est ouvert (f �-

gure 1.17.d).

a. b.

c.

d.

Figure 1.17 � Fontions de valves sur papier : (a) Stop-�ow par la dissolution d'un pont,

adapté de [70℄, Copyright ACS. (b) Contr�le de l'arrivée séquentiels des �uides, adapté de [71℄,

Copyright RSC. () Valves méaniques par gon�ement, adapté de [72℄ Copyright RSC. (d) Valves

basées sur la déformation du papier par une pointe de stylo, adapté de [73℄ Copyright RSC.

6. Multiplexage : le multiplexage onsiste à réaliser simultanément plusieurs analyses

sur un même éhantillon. Dans le adre du diagnosti, des infetions à di�érents

pathogènes peuvent donner des tableaux liniques similaires, rendant pertinent

l'analyse multiplexée des pathogènes suspetés. De l'équivalent papier d'une plaque
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multipuits (�gure 1.18.a) aux géométries 2D (�gure 1.18.b et ) et 3D (�gure 1.18.d,

e et f), la miro�uidique papier permet un multiplexage important en un nombre

minimal d'étapes de pipetage.

a.

b.

c. d.

e.

f.

Figure 1.18 � Multiplexage sur papier : (a) Miropuits sur une feuille de papier par ontrastes

hydrophile/hydrophobe, adapté de [74℄, Copyright ACS. (b) Multiplex papier en deux dimensions

pour les mesures simultanées de glyosurie et protéinurie, adapté de [37℄, Copyright Wiley-VCH

Verlag GmbH Co. () Di�érents designs de parallélisation, adapté de [51℄, Copyright ACS. (d)

dispositif multiouhe pour la réhydratation de 1024 zones de réations, adapté de [75℄, Copyright

National Aademy of Sienes, USA. (e) Dispositif Origami, adapté de [76℄, Copyright ACS. (f)

3D-µPAD designé dans une unique ouhe de papier par impression de di�érentes épaisseurs de

ire, adapté de [77℄, Copyright Springer.

Ce qu'il faut retenir

� Le patterning du papier permet la fabriation de dispositifs miro�uidiques d'analyse

à bas oût utilisant la pompe apillaire pour guider les éoulements.

� Plusieurs matériaux peuvent être utilisés (ellulose, �bre de verre, PES...). Leur pro-

priétés sont di�érentes et peuvent être modi�ées par des traitements ou gre�ages hi-

miques.

� Des fontions omplexes omme la �ltration, la onentration des analytes, l'atuation

(par pliage notamment), et le multiplexage sont réalisables sur papier.
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1.3 État de l'art des tests de détetions d'aides nu-

léiques sur papier.

Comme abordé plus haut, les ampli�ations isothermes sont des méthodes de déte-

tions d'aides nuléiques rapides, sensibles, spéi�ques et néessitant peu d'équipement

(une plaque hau�ante) pour être mises en plae. La tehnologie papier, quant à elle,

permet la fabriation de systèmes d'analyses à bas oût pouvant réaliser des fontions

omplexes (�ltration, onentration, multiplexage, et)

L'assoiation de es deux nouvelles tehnologies, apparaît alors omme une solution

idéale pour la réalisation de dispositifs de diagnostis adaptés au terrain, et possédant

toutes les aratéristiques ASSURED évoquées en introdution.

La réalisation de tests de détetions d'aides nuléiques sur des dispositifs papier

implique trois étapes prinipales : (1) préparer l'éhantillon (.-à-d. extraire les aides

nuléiques), (2) réaliser une réation d'ampli�ation isotherme sur papier, et en�n (3)

visualiser sur papier la présene ou l'absene d'ampli�ation. Dans l'idéal, es trois étapes

doivent se faire de manière simple et en utilisant un appareillage limité.

Dans ette setion, nous dérirons les travaux antérieurs onernant l'extration d'aide

nuléiques, l'ampli�ation isotherme et la visualisation de ette ampli�ation sur papier,

ainsi que les dispositifs intégrants es trois étapes.

1.3.1 Préparer l'éhantillon : extration d'aides nuléiques sur

papier.

Les réations d'ampli�ations sont inhibées ou ralenties en présene d'éhantillons

biologiques. Les inhibiteurs présents dans les matries biologiques (hémoglobine, immu-

noglobulines...) interfèrent négativement ave la polymérase et limitent son ativité [78℄. Il

est don néessaire d'extraire, de puri�er les aides nuléiques présents dans un éhantillon

avant de les ampli�er.

En laboratoire. La méthode la plus utilisée en laboratoire est l'extration en phase

solide sur olonne de silie. Elle se déroule en trois étapes :

1. Lyse et apture : L'éhantillon à puri�er est mélangé à un tampon de lyse et ap-

ture, ontenant notamment de l'éthanol et des sels dits haotropiques (le plus

souvent du thioyanate de guanidinium), il est ensuite passé à travers la olonne

de silie, possédant une a�nité forte et séletive pour les aides nuléiques dans es

onditions himiques. L'ADN et l'ARN se �xent à la silie et le reste de l'éhantillon

est �ushé par entrifugation.

2. Rinage : Des tampons omposés majoritairement d'éthanol sont passés à travers
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la olonne pour riner les débris ellulaires et les inhibiteurs restant, sans déroher

les aides nuléiques.

3. Elution : Un tampon d'élution aqueux hypo-osmotique (Tris-EDTA bu�er, pH 8,1),

est passée à travers la olonne. Dans es onditions, l'a�nité entre la silie et les

aides nuléiques est levée. L'ADN/ARN se dérohe, est élué ave le tampon et

réupéré dans un tube. Il peut être dosé ensuite.

Figure 1.19 � Shéma d'une olonne de silie, pour la apture des aides nuléiques.

Sur papier. Plusieurs méthodes d'extration d'aides nuléiques ont été développées

sur papier, dont la plupart s'inspirent de l'extration sur olonne dérite plus haut. Nous

dérivons ii les quatre méthodes prinipales :

� Extration en phase solide sur �bre de verre : Développée par MFall et al., ette

méthode utilise l'a�nité réversible entre l'ADN et la silie (omposant majoritaire

de la �bre de verre), et apture ainsi les aides nuléiques d'un éhantillon sanguin

sur un disque de �bre de verre (Fusion5, Whatman). Plut�t que d'utiliser une

olonne et une entrifugeuse, MFall pose le disque de apture sur un pad absorbant

et se sert de la fore apillaire pour faire passer l'éhantillon et le tampon de rinçage

à travers le disque [79℄ (�gure 1.20.a). Un origami multiouhe pliable utilisant des

tampons séhés au préalables dans di�érents disques permet, sur le même prinipe

de réaliser une extration d'ADN sur le terrain [80℄ (�gure 1.20.).

� Extration grâe au hitosan : Le hitosan est un polyoside possédant une a�nité

réversible pour l'ADN liée au pH. A un pH inférieur à 6,5, le hitosan, hargé

positivement va se lier aux aides nuléiques. A un pH supérieur à 6,5, le hitosan

hange son état d'ionisation et perd son a�nité à l'ADN.

Un exemple d'extration sur papier grâe au hitosan, est fourni par Byrnes et

al. [81℄, dans lequel du hitosan est immobilisé sur une bandelette de �bre de verre

(�gure 1.20.b). L'éhantillon est déposée sur la bandelette, puis migre par l'ajout

de tampon supplémentaire à pH aide. On observe alors la onentration de l'ADN

dans la zone de la bandelette où est �xé le hitosan (marqué par �uoresene sur

la �gure), en ajoutant par la suite un tampon basique, l'ADN est élué et l'ADN se
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dérohe et migre en aval du dispositif.

� Préipitation et �ltration : Une autre méthode développée par Rodriguez et al.

utilise une membrane de polyethersulfone possédant des pores de 200nm omme

�ltre physique pour retenir un préipitat d'ARN [82℄. L'éhantillon est au préalable

mélangé à un tampon ontenant entre autre un o-préipitant de l'ARN (RNA

Glyo-blue, Invitrogen). Un disque de PES posé sur un pad absorbant �ltre le

lysat et retient l'ARN préipité. Cette méthode est aussi appliable à la apture

d'ADN [67℄.

� Filtration inverse : Une dernière méthode développée par Kaarj et al. utilise le

prinipe inverse. Elle onsiste à faire migrer un éhantillon sur une bandelette

de ellulose, possédant une taille de pore de quelques mirons [83℄. Les débris

ellulaire et maroléules migrent peu et restent piégées à l'extrémité proximale de

la bandelette. Les petites moléules, omme les ARN viraux dans e as, migrent

et se retrouvent à l'autre extrémité, où ils peuvent être isolés.
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a. b.

c. d.

e.

Acrylic Fixture
PES

Inlet Port
Absorbent paper

Figure 1.20 � Préparation d'éhantillon sur papier : (a) Capture sur �bre de verre par la

tehnique FINA, adapté de [79℄ Copyright Amerian Soiety for Mirobiology. (b) Capture médiée

par le hitosan, adapté de [81℄, Copyright RSC. () Capture sur �bre de verre intégrée sur un

origami, adaptée de [80℄, Copyright RSC. (d) Préipitation et apture sur PES, adapté de [82℄,

Copyright ACS. (e) Extration par �ltration inverse, adapté de [83℄ Copyright NPG.

1.3.2 Ampli�ation d'aides nuléiques sur papier.

Réaliser une réation biologique dans un système papier requiert une bonne ompa-

tibilité entre la réation et le papier utilisé. Dans le adre des ampli�ations isothermes,

di�érentes RPA, HDA et LAMP on été réalisées par Rohrman et al. et Linnes et al. sur

di�érents types de papier [84℄ [85℄.
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a. b.

c. d.

Figure 1.21 � Ampli�ations isothermes sur papiers non traités : (a) rappel des prinipes de

RPA, HDA et LAMP, adapté de [5℄, Copyright Elsevier. (b) Comparaison de di�érents supports

papiers pour la RPA, adapté de [84℄, Copyright RSC. ()(d) Comparaisons de di�érents supports

papiers pour la LAMP et la HDA, adapté de [85℄, Copyright Springer.

Papiers non traités.

� Reombinase Polymerase Ampli�ation (RPA) : Les �bres de verres testées par

Rohrman (�gure 1.21.b) possèdent une bonne ompatibilité (GF/DVA, MF1, VF2,

glass �ber = GFCP), la �bre de ellulose semble moins ompatible, on observe des

ampli�ations de di�érentes tailles sur le gel.

� Loop-mediated Isothermal Ampli�ation (LAMP) : La LAMP a été testée par

Linnes dans deux on�gurations, ave exès de liquide réationnel ou dans l'épais-

seur de la membrane, pour distinguer l'inhibition franhe et le manque de ompa-

tibilité. En omparant les inq types de papiers : ellulose (CHR), polyethersulfone

(PES), polyarbonate (PC), Fibre de verre (GF) et nitroellulose (NC), la LAMP

semble se dérouler seulement dans les trois premiers, ellulose, PES et PC, et pré-
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férentiellement dans le PES (�gure 1.21.).

� Heliase Dependent ampli�ation (HDA) : Les mêmes tests réalisés pour la HDA,

montrent des résultats prohes ave une ampli�ation présente dans la ellulose,

PES et PC, et partiulièrement en PES lorsque la réation est on�née dans la

membrane (�gure 1.21.d).

La question des �bres de verre. Les �bres de verres semblent au vu de es résultats

ompatibles ave la RPA mais pas ave les LAMP et HDA. Ce résultat paradoxal vient

probablement du type de �bre utilisé. En e�et toutes les �bres utilisées par Rohrman et

al. possèdent des oating au PVA et PVP, employés lors de la fabriation, ayant potentiel-

lement un impat sur les phénomènes d'adsorption et la bioompatibilité qui en déoule.

A l'inverse l'étude de Linnes et al. utilise la �bre de verre pure GF/F, sans oating. Ce

point sera abordé par des expérienes dans la suite du manusrit (hapitre 2).

Traitement du papier. Les papiers peuvent être traités pour les rendre plus ompa-

tibles ave la réation d'ampli�ation. Des blokages à la BSA de �bres de ellulose et

�bres de verre sont notamment reportés [86℄ [87℄, ainsi que des traitements dégradants les

RNase tel que le RNAseure pour permettre la détetion d'ARN [87℄.

Stokage des réatifs d'ampli�ation. L'utilisation d'un dispositif sur le terrain re-

quiert le stokage les réatifs sous une forme failement transportable. un grand nombre de

publiations présentant des dispositifs papier de terrain utilisent des mélanges réationnels

frais devant être onservés dans un ongélateur à proximité de l'utilisateur [82℄ [88℄ [89℄.

Certains travaux reportent le séhage ou la lyophilisation de mélanges réationnels au sein

du papier [90℄ [12℄ [86℄ [91℄. Cette étape lé de l'intégration du test sera abordée plus en

détail dans le hapitre 4.

1.3.3 Détetion de l'ampli�ation sur papier.

La détetion de l'ampli�ation sur un dispositif papier, peut se faire selon di�érentes

manières, dont ertaines sont empruntées à la détetion en tube (setion 1.1.2). D'autres

ont été développées spéialement dans le adre de la miro�uidique papier. Nous dérivons

toutes es méthodes ii.

Adaptation de méthodes utilisées en tubes.

Détetion non spéi�que des produits d'ampli�ations. Des méthodes non spé-

i�ques (dérites en setion 1.1.2) ont été appliquées au dispositifs papiers, notamment

la détetion via des agents interalants [89℄ [86℄, via la aléine [88℄ et la variation de pH

suivie par un indiateur oloré [83℄.
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Couplage à un lateral-�ow test. La détetion par migration des amplions dans

un test bandelette type lateral �ow a aussi été utilisée, pour la RPA omme pour la

LAMP [84℄ [82℄ [91℄. Dans e as, une ation supplémentaire de l'utilisateur est néessaire

en �n d'ampli�ation pour mettre en ontat le mélange réationnel et le lateral �ow test.

Méthodes développées sur papier.

Des méthodes de détetions ont été développées spéialement sur papier en tirant parti

des fontionnalités du matériau.

a. b.

c. d.

Figure 1.22 � Détetion des ampli�ations sur papier : (a) Détetion multiplexée sur papier

buvard par gre�age de di�érents oligonuléotides sondes, adapté de [92℄, Copyright ACS. (b)

Origami pour un test d'hybridation ompétitif, adapté de [93℄, Copyright ACS. () Détetion

par �ltration d'un préipité ADN/bille magnétique, adapté de [94℄, Copyright RSC. (d) Valve

stop-�ow formée par un omplexe aptamère/hydrogel séletif, adapté de [95℄, Copyright ACS.

Un gre�age spéi�que d'oligonuléotides sondes a été réalisé par Araujo et al. et permet

de déteter la présene d'amplions labellés de manière �uoresente [92℄. Les produits

d'ampli�ation migrent dans une arte à la manière d'un lateral �ow, où sont �xés au

préalables les sondes spéi�ques de haque amplion (�gure 1.22.a). Les zones �uoresentes

indiquent laquelle des ampli�ations a eu lieu.

Les possibilités de pliage du papier sont mises à pro�t dans un système développé par

Sida et al., ou un test d'hybridation ompétitif est mis en plae entre les amplions et

des quenhers pour une même sonde �uoresente (�gure 1.22.b) [93℄. Les quenhers se
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trouvent sur une ouhe distinte des sondes. Ces épaisseurs sont mises en ontat au

démarrage du test et la présene d'amplion empêhe le quenhing. A l'inverse, l'absene

d'amplion induit un quenhing de la sonde.

La fontion de �ltre du papier a été employée dans le développement d'une méthode

de détetion d'ampli�ation ouplée à des billes magnétiques. En présene d'un hamp

magnétique, les ADN double brins issus de l'ampli�ation s'agrègent aux billes et forment

un omplexe visible à l'oeil nu par un tahe lorsqu'il est déposé sur un papier �ltre en

ellulose (�gure 1.22.) [94℄.

Une dernière méthode développée par Wei et al. utilise un omplexe d'ADN aptamères

et d'hydrogel, dont la perméabilité dépend de la présene de la ible de l'aptamère (�-

gure 1.22.d). En l'absene de la ible, le gel ne laisse pas passer l'éhantillon. En présene

de la ible, l'aptamère se détahe du gel, perméabilisant elui-i, et l'éhantillon peut alors

passer à travers le gel, visualisé dans les ouhes inférieures par un olorant. Ce type de

vanne stop-�ow a été développée pour la détetion d'analytes himiques (oaine, adeno-

sine, Pb

2+

) via des aptamères spéi�ques de es ibles mais elle pourrait être failement

adaptée à la détetion d'amplion [95℄.

Ce qu'il faut retenir.

� La détetion d'ampli�ations sur dispositif papier peut se faire en adaptant les mé-

thodes développées pour les réations en tube : agents interalants, aléine, ouplage à

un test bandelette, et...

� Un ertain nombre d'innovations utilisent des propriétés propres au papier (gre�age

loal d'oligo, fontion de �ltre, et) pour intégrer la détetion d'aide nuléiques sur µPAD.

1.3.4 Systèmes sample-to-answer.

Après avoir abordé les trois étapes de préparation d'éhantillon, d'ampli�ation et de

détetion séparément, on dérit dans ette setion les travaux herhant à rassembler es

trois fontions dans un même dispositif pour réaliser un test de terrain.

Systèmes hybrides mirohip/papier.

Des systèmes hybrides pue/papier ont d'abord été développés, pour lesquels le ontr�le

des �ux ne se fait pas par apillarité mais via une pompe externe.

Un des premiers système hybride développé intègre un disque de FTA dans une pue

en PMMA. l'éhantillon passe à travers le disque qui apture l'ADN. La membrane est

rinée puis un mélange réationnel LAMP est injeté dans la pue et un thermoouple

�xé à sa base permet l'ampli�ation. (�gure 1.23.a) [96℄.
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Un système prohe développé par Gan et al. utilise un disque de Fusion5 inséré dans

une pue en PDMS et PMMA, pour apturer l'ADN d'un éhantillon puis réaliser une

ampli�ation par PCR in situ(�gure 1.23.) [97℄.

Un dernier dispositif est basé sur l'insertion d'un disque de FTA dans un apillaire.

L'aspiration d'une goutte de sang dans le apillaire de verre vient imbiber le disque de

FTA. Puis elui-i est riné par un train de di�érentes gouttes hargées dans le apillaire

à l'avane et poussées par une pipette à travers le disque. Un mélange réationnel LAMP

imbibe �nalement le papier et permet une ampli�ation (�gure 1.23.b) [98℄.

a. b. c.

Figure 1.23 � Systèmes hybrides mirohip/papier : (a) Pue miro�uidique ontenant un

disque FTA permettant la apture et une réation LAMP, adapté de [96℄, Copyright RSC. (b)

Capillaire ontenant un disque de FTA, adapté de [98℄, Copyright ACS. () Pue en PMMA

ontenant un disque de Fusion5, pour la apture et une PCR in situ, adapté de [97℄, Copyright

RSC.

Systèmes papiers sample-to-answer.

Ces dernières années, des dispositifs d'ampli�ation isotherme sur papier permettant

la détetion spéi�que d'aides nuléiques à partir de matries omplexes (sang, urine,

plasma, et) ont été développés.
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a. b.

c.

d.

Figure 1.24 � systèmes papiers sample to answer : (a) Boîtier intégré permettant la apture

et l'ampli�ation HDA, adapté de [99℄, Copyright RSC. (b) Système en papier + adhésif pour la

apture et l'ampli�ation LAMP sur PES, adapté de [67℄, Copyright RSC. () Paper mahine,

disque de FTA glissant de hambre en hambre, adapté de [89℄, Copyright ACS. (d) Origami

pour la apture et la détetion multiplexée, adapté de [88℄, Copyright Wiley

Le premier dispositif développée par Connely et al. dans l'équipe de Georges White-

sides est la "paper mahine" [89℄ . Le prinipe repose sur une disque de FTA, glissant de

hambre en hambre (sliding hip), tour à tour utilisé pour apturer les aides nuléiques

d'un éhantillon de plasma, puis les ampli�er, et en�n les déteter par l'addition d'un in-

teralant en �n de réation (�gure 1.24.). Cette première preuve de onept a popularisé

l'idée du ouplage miro�uidique papier/ampli�ation isotherme.

Un autre dispositif onstitué de papier et de �lm adhésif a été développé par Ro-

driguez et al. dans l'équipe de Catherine Klapperih [67℄. L'éhantillon est �ltré par un

disque de PES, l'ADN/ARN préipite et est retenu sur la membrane. Après rinage, les

réatifs LAMP sont ajoutés sur le disque et l'ampli�ation a lieu. En �n d'ampli�ation,

le ontat entre le disque et une bandelette lateral �ow permet la détetion des produits

d'ampli�ation (�gure 1.24.b).

En intégrant plusieurs fontions, notamment une valve en papier, dans un boîtier a-

tionné par des boutons poussoirs et une languette, l'équipe de Feng Xu a mis au point un
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dispositif, permettant la apture, l'ampli�ation par HDA, et la visualisation sur bande-

lette d'ADN ible de Salmonelle [99℄. Dans un e�ort d'intégration, le dispositif de hau�age

et les réatifs de apture et d'ampli�ation sont pré-stokés dans le boîtier (�gure 1.24.a).

En�n, un dernier dispositif développé par Xu et Reboud dans l'équipe de Johnathan

Cooper, permet en utilisant un origami, de apturer, puis d'éluer les aides nuléiques dans

plusieurs zones réationnelles, et ainsi de réaliser en parallèle plusieurs tests, de multiplexer

la détetion de plusieurs pathogènes (ii di�érentes souhes de malaria) (�gure 1.24.d).

Les aratéristiques prinipales, avantages et inonvénients des dispositifs d'ampli�a-

tion isotherme sur papier publiés à e jour sont résumés dans la table 1.1.
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Ref.

Dispositif Préparation d'éhantillon Ampli�ation Détetion

Type Papier Etapes O/N Pathogène Matrie Type LOD Stokage Type Outil

Rorhman

2012 [84℄

Dis +

LFT

GFCP

glass �ber 6 NON HIV (DNA) Ø RPA 1/µL OUI

Lateral

Flow visual

Cordray

2015 [100℄

Dis +

LFT

GFCP

glass �ber 8 NON

Plasmodium

(DNA) Ø RPA 5/µL OUI

Lateral

Flow visual

Connelly

2015 [89℄

Sliding

dis

FTA

ellulose 4 OUI E. Coli (DNA) Plasma LAMP 0,5/µL NON Interalant

phone

amera

Rodriguez

2015 [82℄

Dis +

LFT PES 12 OUI H1N1 (RNA)

éouvillon

nasal rt-LAMP 10

3

/µL NON

Lateral

Flow visual

Rodriguez

2016 [67℄

Dis +

LFT PES 10 OUI HPV (DNA)

frotti

ervial LAMP 100/µL NON

Lateral

Flow visual

Choi

2016 [101℄

Dis +

LFT glass �ber 4 NON

Dengue

(DNA) Ø LAMP 3.10

3

/µL NON

Lateral

Flow visual

Shetty

2016 [86℄ zone test

Chr. 1

ellulose 3 NON

M.Tuberulosis

(DNA) Ø HDA 25/µL OUI Interalant

laboratory

amera

Xu

2016 [88℄ origami

ellulose +

glass �ber 5 OUI

Plasmodium

(DNA) Sang LAMP 5/µL NON Caléine

phone

amera

Magro

2017 [12℄ zones test

Chr. 1

ellulose 5 NON Ebola (RNA) Ø rt-RPA 100/µL OUI

exokit

(taqman)

laboratory

amera

Tang

2017 [99℄

sliding

dis

Fusion5

glass �ber 5 OUI

Salmonelle

(DNA)

lait,

oeufs HDA 10/µL OUI

Lateral

Flow visual

Reboud

2019 [91℄

Origami +

LFT

ellulose +

glass �ber 6 OUI

Plasmodium

(DNA) Sang LAMP 10/µL OUI

Lateral

Flow visual

Table 1.1 � Tableau réapitulant les aratéristiques des systèmes d'ampli�ation isotherme sur papier.
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Un ertain nombre des dispositifs papier n'intègrent pas la préparation de l'éhantillon,

e qui limite fortement leur utilité sur le terrain [84℄ [100℄ [101℄ [86℄ [12℄. Une apture des

aides nuléiques sur olonne serait alors néessaire, ajoutant une dizaine d'étapes et

requérant un laboratoire et des opérateurs expérimentés.

Le seul dispositif permettant la apture d'ARN est elui développé en 2015 par Rodri-

guez et al. [82℄. Cependant, sa limite de détetion est assez levée (10

3

/µL) et il ne permet

ni le multiplexage ni le stokage des réatifs LAMP.

Les réents travaux de Xu et Reboud ont mené au développement d'un dispositif

permettant la apture d'ADN, et le multiplexage. La dernière version du dispositif, intègre

une pue en PMMA dans laquelle les réatifs LAMP sont lyophilisés [91℄. Ces travaux sont,

ave eux de Tang et al. [99℄, les plus avanés ar ils umulent préparation d'éhantillon,

et stokage des réatifs d'ampli�ation.

Ce qu'il faut retenir

� Le ouplage entre miro�uidique papier et ampli�ation isotherme est très prometteur

pour le développement de nouveaux tests de terrain. Un grand nombre de travaux à e

sujet ont été réalisés es dernières années.

� La préparation d'éhantillon, le plus souvent une apture de l'ADN/ARN peut se faire

sur papier, notamment en exploitant l'a�nité des aides nuléiques pour la �bre de verre.

� Les ampli�ations isothermes sont généralement ompatibles ave la ellulose et er-

taines �bres de verres. Ces ompatibilités peuvent être enore améliorées par un traitement

préalable du papier (bloage à la BSA par exemple).

� En�n, les di�érentes méthodes de détetions en tubes sont généralement transposables

au papier, et ertains travaux ont développé des méthodes spéi�ques aux µPADs, en

gre�ant notamment des sondes oligonuléotidiques sur la �bre de ellulose [93℄ [92℄, ou en

y assoiant d'autres matériaux (billes magnétiques, hydrogel, et) [95℄ [94℄.

� Des dispositifs papiers intégrant la préparation et l'ampli�ation ont été développés, et

s'approhent des aratéristiques idéales. Cependant à e jour, auun dispositif n'intègre

apture d'ARN, multiplexage et stokage des réatifs, e dont nous avons besoin pour la

détetion multiplexée sur le terrain des arbovirus Dengue, Zika et Chikungunya.
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1.3.5 développement d'un dispositif idéal de détetion sur pa-

pier des virus Zika, Dengue et Chikungunya : objetifs et

ontraintes

L'objetif du travail de thèse est de développer un dispositif d'ampli�ation isotherme

sur papier permettant la détetion sur le terrain des trois virus à ARN Dengue, Zika et

Chikungunya. Les aratéristiques de e dispositif doivent s'approher des ritères ASSU-

RED :

A

ffordable : Le papier est un matériau très peu her. Les polymérases des ampli�ations

isothermes représenterons la majorité du oût du dispositif (0.8 ¿ pour une LAMP par

ex.), sahant que e prix pourrait être grandement abaissé en as de prodution massive.

S

ensitive/Speifi : Les sensibilités et spéi�ités des ampli�ations isothermes en

tube sont exellentes (équivalentes à la PCR). Un des objetif de thèse est de onserver

les mêmes sensibilité et spéi�ité lorsque la réation se déroule au sein du papier (f.

hapitre 2).

U

ser-friendly : Le multiplexage est ii la lé pour réaliser la détetion de plusieurs

pathogènes sur un dispositif faile d'utilisation. Nous nous appuierons sur des travaux

réalisés par Laura Magro au sein du laboratoire sur des µPAD multiouhes, permettant

de répartir un même éhantillon dans di�érentes zones de test (f. hapitre 2). Nous

nous penherons aussi sur un multiplexage haute densité, en tentant de réaliser plusieurs

ampli�ations isothermes dans un même disque (f. hapitre 3).

R

apid/Robust : Les ampli�ations isothermes sont plus rapide que la PCR et moins

sensibles au inhibiteurs. On véri�era que les variations des onditions de test (variation

de température d'ampli�ation, présene d'inhibiteurs résiduels) n'empêhent pas le bon

fontionnement du dispositif. On herhera à développer un test permettant une détetion

en moins d'1h (f. hapitre 2).

E

quipment-free : Le dispositif doit intégrer la préparation d'éhantillon pour éviter

une extration en amont. De plus la détetion de l'ampli�ation doit se faire de manière

simple, ave un signal puissant détetable idéalement à l'÷il nu, ou ave une simple améra

de smart-phone (f. hapitre 4).

D

eliverable to end-user : La miro�uidique papier permet de réaliser des disposi-

tifs légers, mais le stokage des réatifs (idéalement sous forme lyophilisée/séhée) sera

néessaire pour pouvoir les transporter failement (f. hapitre 4).
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L

es méthodes d'ampli�ation isotherme et la miro�uidique papier, dérites dans le

hapitre préédent, sont deux tehnologies véritablement adaptées au terrain. L'ob-

jetif du travail de thèse est de réussir à oupler es deux tehnologies, pour réaliser un

test de diagnosti idéal, pouvant être utilisé au hevet du patient. Les travaux préédents

menés par Laura Magro au laboratoire (en partenariat ave la CIBU, et le laboratoire de

Pierre Lafaye à l'Institut Pasteur) ont montré qu'il était possible de réaliser une ampli�-

ation isotherme RPA sur un disque de ellulose, permettant la détetion d'ARN du virus

Ebola en Guinée [12℄.

Le suès de e premier prototype, justi�ant notre ambition d'allier les deux tehno-

logies, était ependant terni par deux observation : la sensibilité et la spéi�ité du test

n'étaient pas enore idéales (resp. 90% et 60,8%), et le test était réalisé sur des ARN

puri�és au préalable et non sur des éhantillons réels.

En vu de développer un système de diagnosti multiplex pour les virus Zika, Dengue

et Chikungunya, nos ollaborateurs de la CIBU ont mis au point deux méthodes d'am-

pli�ation isotherme pour la détetion de es trois ibles : Une méthode rt-RPA et une

méthode rt-LAMP. Leurs résultats montrent de meilleures limites de détetion pour la

rt-LAMP en e qui onerne les virus Zika et Chikungunya (�gure en annexe 6.1). Pour

la détetion de Dengue, la méthode rt-LAMP pan-sérotype (permetant de déteter les

quatre sérotypes en un seul test), publiée par Teoh et al. [102℄, est là aussi plus sensible

que la rt-RPA pan-sérotype développée par l'équipe.

Nous nous tournons don vers l'ampli�ation isotherme rt-LAMP. Le laboratoire ayant

prinipalement utilisé la rt-RPA, n'avait pas réalisé de LAMP sur papier jusqu'alors.

Dans e hapitre, une méthode permettant de réaliser la (rt-)LAMP sur des disques de

papier est développée, menant à une première démonstration du multiplexage et de la

quanti�ation sur un système papier.

2.1 Matériels et méthodes

2.1.1 Provenane, extration et dosages des ARN/ADN ibles

Les ADN batériens utilisés omme template dans les réations LAMP ont été extraits

à la CIBU selon le protoole d'extration de référene de l'équipe, QiaAmp DNA Mini Kit

(Qiagen, Hilden, Germany). Les batéries issues de souhes liniques et environnementales

de Salmonella spp., Staphyloous aureus, et Streptoous pneumoniae proviennent de

la Colletion de l'Institut Pasteur. Les ARN viraux utilisés omme template dans les

réations LAMP ZIKV, DENV et CHIKV proviennent de virus ultivés par l'équipe,

dont l'ARN est extrait à l'aide du kit Nuléospin 96 virus (Maherey Nagel) selon le
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protoole du fabriant.

Dans le as du virus Ebola, des transrits ARN sont synthétisés in vitro à partir

de plasmides linéarisés ontenant des séquenes d'EBOV (GeneCust), en utilisant le kit

T7 RiboMax (Promega). Après un traitement DNase turbo (Ambion), les transrits sont

puri�és en utilisant le Rneasy mini kit (Qiagen), et quanti�és ave l'instrument Qubit

(Life Tehnologies)

Les dosages des ARN et ADN viraux et batériens ont été réalisés par (RT)q-PCR,

suivant les protooles de la CIBU, en utilisant des ARN/ADN de onentrations onnues

ou un plasmide de référene pour réaliser la gamme de quanti�ation.

2.1.2 Design et hoix des amores LAMP

Les étapes générales du design d'amores LAMP sont les suivantes :

1. Le hoix des potentiels gènes ibles est réalisé pour haque pathogène, en se basant

sur une revue approfondie de la littérature.

2. Un alignement de tous les génomes ibles disponibles sur la database Genbank est

réalisé et on séletionne les régions onservées des gènes ibles.

3. Le logiiel LAMP explorer software (Premier Biosoft) est utilisé pour le design des

amores. 10 jeux d'amores sont proposés par le logiiel.

4. On pré-séletionne trois ou quatre de es jeux d'amores selon les ritères suivants :

� Région ampli�ée : Séletionner des jeux d'amores ampli�ant di�érentes zones

de la séquene ible.

� Primers blast optimal : Un BLAST (Basi Loal Alignement Searh Tool) est

réalisé en ligne sur la plateforme NCBI

1

ave les amores F3 et B3 enadrant

la région ampli�ée. L'algorithme BLAST va herher dans la base de don-

nées ADN/ARN, des séquenes qui pourraient être ampli�ées par notre ouple

d'amores. On s'assure qu'il détete le maximum de séquenes du pathogène

d'intérêt et qu'il ne détete pas d'autre séquene.

5. Les jeux d'amores séletionnés sont ommandés et testés expérimentalement en

utilisant le protoole standard de la CIBU (table 2.1.). On ompare les limites de

détetion, les inétiques et les spéi�ités de es jeux d'amores.

Plusieurs jeux d'amores (rt-)LAMP sont utilisés dans la suite du manusrit :

� Trois jeux d'amores détetant respetivement S. enteria, S. aureus, S. pneumo-

niae, ont été séletionnés par Jessia Vanhomwegen à la CIBU à partir de 26 jeux

préséletionnés in silio. Les séquenes sont reportées en annexe 6.3.

� Pour la détetion du Virus Zika, du Virus Chikungunya et du Sigmavirus, des jeux

d'amores ont été développés et validés par la CIBU (à partir de 20 à 30 jeux

préséletionnés pour haque ible). Les séquenes sont reportées en annexe 6.5

1. https ://www.nbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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� En�n, pour la détetion du virus de la dengue, nous utiliserons des designs déjà

publiés dans la littérature. Quatre jeux d'amores sérotype-spéi�ques [103℄, tes-

tés et validés en tube à la CIBU, détetent respetivement les virus de DENV-1,

DENV-2, DENV-3 et DENV-4 ; et un jeu de neuf amores, permet la détetion

pan-sérotype des virus de la Dengue [102℄. Les séquenes sont reportées en annexe

6.4

2.1.3 Mélange réationnel

Di�érents protooles de réation LAMP ont été utilisés durant es travaux de thèse.

Ces protooles sont adaptés à partir de trois soures : les reommandations des deux

fournisseurs ommeriaux New England Biolabs (enzyme Bst et asoiées), et OptiGene

(enzyme GspSSD et assoiées), ainsi que les protooles LAMP développés à la CIBU.

Nous présentons en table 2.1 les ompositions des quatre prinipaux mélanges réationnels

utilisés durant es travaux.

Les protooles NEB et OptiGene sont sensiblement identiques. Quelques paramètres

varient ependant. Les quantités de MgSO4 et dNTPs reommandées sont inférieures

dans le protoole OptiGene : 3-6 mM de MgSO4 pour OptiGene ontre 6-8 mM pour

NEB et 0.4-1 mM de haque dNTPs pour OptiGene ontre 1.4 mM pour NEB. En�n, les

onentrations standards reommandées en primers FIP/BIP et LF/LB sont inférieures

dans le protoole OptiGene omme réapitulé dans la table 2.2.

Des mélanges d'amores 10X seront réalisés au préalable ontenant les 6 amores

mélangées à une onentration 10 fois supérieure à la onentration �nale de réation.

Les agents interalants SYTO9 et SYTO82 sont utilisés dans la plupart des réations

LAMP à une onentration allant de 0,5 à 1 µM. Il a été montré préédemment que es

moléules possédaient un ratio signal/bruit plus élevé que d'autres interalants ouram-

ment utilisés (SYBR Green, Eva Green, SYTO-13) [104℄. On visualise le SYTO9 dans le

anal FAM et le SYTO82 dans le anal Texas Red du marosope.
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Reagents Concentration initiale Concentration finale Volume 1 rxn (µL) Volume 9 rxn (µL)

H2O 3.80 34.20

Warmstart 2X Master Mix 2.00 1.00 10.00 90.00

Intercalating Dye (µM) 50.00 0.50 0.20 1.80

Primer Mix (X) 10.00 1.00 2.00 18.00

échantillon 4.00 36.00

TOTAL 20.00 180

NEB : Warmstart LAMP kit

Reagents Concentration initiale Concentration finale Volume 1 rxn (µL) Volume 9 rxn (µL)

H2O 1.80 16.20

ISO004 Master Mix 1.67 1.00 12.00 108.00

Intercalating Dye (µM) 50.00 0.50 0.20 1.80

Primer Mix (X) 10.00 1.00 2.00 18.00

échantillon 4.00 36.00

TOTAL 20.00 180

OptiGene : ISO004 LAMP kit

Reagents Concentration initiale Concentration finale Volume 1 rxn (µL) Volume 9 rxn (µL)

H2O 1.68 15.08

dNTPs (mM) 10.00 1.40 2.80 25.20

10X Isothermal Buffer 10.00 1.00 2.00 18.00

MgSO4 (mM) 50.00 6.00 2.40 21.60

Betain (M) 5.00 1.00 4.00 36.00

Intercalating Dye (µM) 50.00 0.50 0.20 1.80

Primer Mix (X) 10.00 1.00 2.00 18.00

Bst 2.0 WS(U/µL) 8.00 0.32 0.80 7.20

AMV-RT (U/µL)* 8.00 0.05 0.13 1.13

échantillon 4.00 36.00

TOTAL 20.00 180

NEB : protocole (rt-)LAMP

Reagents Concentration initiale Concentration finale Volume 1 rxn (µL) Volume 9 rxn (µL)

H2O 4.28 38.48

dNTPs (mM) 10.00 0.40 0.80 7.20

10X iBuffer5 10.00 1.00 2.00 18.00

MgSO4 (mM) 50.00 4.00 1.60 14.40

Betain (M) 5.00 1.00 4.00 36.00

Intercalating Dye (µM) 50.00 0.50 0.20 1.80

Primer Mix (X) 10.00 1.00 2.00 18.00

GspSSD (U/µL) 8.00 0.40 1.00 9.00

AMV-RT (U/µL)* 8.00 0.05 0.13 1.13

échantillon 4.00 36.00

TOTAL 20.00 180

OptiGene : protocole (rt-)LAMP

a.

b.

c.

d.

Table 2.1 � tables des quatre prinipaux protooles de réation (rt-)LAMP utilisés dans la

suite du manusrit.

Amorce Concentration NEB Concentration OptiGene

Forward outer primer (F3) 0,2 µM 0,2 µM

Backward outer primer (B3) 0,2 µM 0,2 µM

Forward inner primer (FIP) 1,6 µM 0,8 µM

Backward inner primer (BIP) 1,6 µM 0,8 µM

Forward loop primer (LF) 0,8 µM 0,4 µM

Backward loop primer (LB) 0,8 µM 0,4 µM

Table 2.2 � table des onentrations reommandées pour haque amore, par NEB et Opti-

Gene.
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2.1.4 (rt-)LAMP en tube

Les (rt-)LAMP en tube sont réalisées à la CIBU, les mélanges réationnels prépa-

rés en pièe PCR (RNase-free) et l'ampli�ation réalisée à l'aide d'un appareil GénieIII

(OptiGene). Le protoole ouramment utilisé est elui du kit ISO004 2.1., auquel on

ajoute 0.05U/µL d'AMV-RT pour une rt-LAMP. Des (rt-)LAMP en tube seront réalisés

durant le travail de thèse pour designer de nouveaux jeux d'amores et pour omparer

les résultats des réations tubes et papiers. Le protoole standard de l'appareil Genie III

omprend une ampli�ation à 65°C pendant 30 min (�gure 2.1.b), suivi d'une phase de

fusion (anneal) durant laquelle la température d'hybridation des produits d'ampli�ation

est mesurée (�gure 2.1.). Cette température d'hybridation est aratéristique des am-

plions, et permet de omparer les produits d'ampli�ation entre eux et de déteter de

potentiels faux positifs.

b. c.

a.

Figure 2.1 � LAMP en tube et mesures types sur l'appareil Genie III. (a) Despription du

protoole de hau�e réalisé par le Genie III pour une (rt-)LAMP en tube. (b) LAMP S. enteria,

ADN de S. enteria, dilutions suessives. Suivi de la réation en temps réel par agent interalant,

et tableau des valeurs pi de dérivées premières. () Dérivée première de la ourbe de fusion.
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2.1.5 Traitement du papier

Traitement des disques de GF : La majorité des réations LAMP dérites par la

suite sont réalisées au sein d'un disque �bre de verre "GF" de marque Whatman. Les

disques mesurant 5,5mm de diamètre ont été déoupés à la perforeuse en début de thèse,

puis à l'aide d'une graveuse laser selon les paramètres en annexes table 6.2. Ils peuvent

ontenir 18µL de mélange réationnel.

Ces disques sont traités selon le protoole suivant pour les rendre ompatibles ave la

réation LAMP :

1. Inuber les disques toute la nuit dans une solution RNase-free ontenant 0,5% BSA

et 0 ,05% Tween20.

2. E�etuer trois rinages de 15 minutes à l'eau RNase-free.

3. Faire séher les disques à 80°C durant 45 minutes (en posant les boites de pétri sur

une plaque hau�ante)

� N.B. : Le séhage a aussi pour ation de hau�er les papiers à une température fa-

vorisant l'inativation des DNase et RNase. En e�et les papiers utilisés sont ommer-

ialisés pour réaliser des tests immunologiques et ne sont don pas garantis sans DNase

ni RNase. Une de nos préoupations prinipales dans l'élaboration de es nouvelles mé-

thodes est don d'atteindre un niveau de qualité des papiers aussi prohe que possible du

DNase/RNase free, nous permettant de réaliser des ampli�ations d'ADN et d'ARN de

manière reprodutible.

2.1.6 Constrution des pues de test

La majorité des (rt-)LAMP sur papier seront réalisées en déposant le mélange réa-

tionnel "frais" (.-à-d. non lyophilisé) sur des disques de GF, disposés dans une pue

de test en polypropylène. Ces pues (pouvant ontenir 8 disques) sont en quelque sorte

l'équivalent des barrettes de 8 tubes, et nous permettent de réaliser des tests en parallèle

pour optimiser la (rt-)LAMP sur papier.

En plus des disques de GF évoqués en setion préédente, les plaques de polypropylène

et le �lm adhésif PCR sont déoupés selon les dimensions dérites en �gure 2.2 (paramètres

de graveuse laser disponibles en annexe 6.2)

Les disques de GF sont insérés dans la pue en polypropylène, fermée de part et d'autre

grâe au �lm adhésif PCR, omme illustré par la �gure 2.3
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19 mm

38 mm

54 mm

5.5 mm

9 mm

19 mm

Polypropylene GF/DVA

PCR tape

Figure 2.2 � Dimensions des di�érents omposants utilisés pour réaliser les pues expérimen-

tales

1. Assemble PCR tape, 

polypropylene holder and paper discs

2. Spot (rt-)LAMP reaction mixes onto the

discs and seal them with PCR tape
3. Incubate at 60-65°C 

for 30-60min

Figure 2.3 � Etapes de fabriation des pues expérimentales.

2.1.7 (rt-)LAMP sur papier

Les pues tests sont fabriquées et les mélanges réationnels préparés en tube sur glae

omme indiqué dans les setions préédentes. On dépose ensuite 18 µL de mélange ré-

ationnel par disque. La pue est sellée au �lm adhésif PCR et déposée sur une plaque

hau�ante (60-65°C) pendant 60 min (�gure 2.3). Pour palier aux erreurs de préision

et pertes de volume durant les pipetages, 20 µL de mélange réationnel sont préparés pour

haque disque, bien que l'on pipette seulement 18µL par disque.

Dans le adre du développement d'un test de terrain, on souhaite un temps de détetion

inférieur à 45 minutes. La plupart des réations (rt-)LAMP sont rapides et permettent une

détetion en moins de 30 minutes. La durée d'ampli�ation au laboratoire est ependant

�xée à 60 minutes. En e�et l'apparition d'ampli�ations non spéi�ques dans les dernières

15 minutes, nous renseignent sur la robustesse et la spéi�ité de la réation. Pour deux

réations à limite de détetion et vitesse identique, on préfèrera elle ne montrant pas

d'ampli�ation non spéi�que durant les 60 minutes de réation.
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2.1.8 Préautions importantes

Le fait que le test (rt-)LAMP soit omposé de 6 amores rend la détetion très spéi-

�que en théorie, ar elle ible 6 séquenes du pathogène (ontre deux pour une PCR las-

sique). Cependant, dans ertaines de nos expérienes, des ampli�ations non-spéi�ques

ont eu lieu. En e�et, la (rt-)LAMP sur papier, mal maîtrisée, peut mener à un taux élevé

de faux positifs, et e prinipalement pour trois raisons :

� Un mauvais design des amores, qui vont s'hybrider entre elles et former des boules

ou dimères, propies à une ampli�ation non spéi�que.

� La réation LAMP produit un très grand nombre d'amplions (environ 50 fois plus

qu'une PCR lassique [26℄). Si l'espae de travail ou un réatif est ontaminé par

la présene d'amplions provenant d'une ampli�ation antérieure, ela risque de

provoquer des faux positifs.

� En�n, dans notre as, l'adaptation de la réation LAMP sur un disque de papier

a priori non adapté aux réations de biologie moléulaire, rend plus omplexe le

bon déroulement de la réation.

� N.B. : Les premières réations LAMP sur papier montraient de nombreuses ampli-

�ations non spéi�ques. Tout au long du travail de thèse, nous nous sommes e�orés

de ra�ner le protoole employé (traitement des papiers, mélange réationnel, et) et les

préautions aordées à la manipulation des di�érents omposés des pues de tests. Cela

nous a permis d'obtenir des résultats reprodutibles et de diminuer onsidérablement le

taux d'ampli�ations non spéi�ques.

Certaines préautions et bonnes pratiques développées au laboratoire et adaptées des

protooles de la CIBU sont reommandées i-dessous :

� Avant toute expériene, on nettoie la paillasse et les pines au Surfa'safe et RNAse

AWAY.

� De même, les plaques de polypropylène et les trois pines de manipulation sont

rinées au Surfa'safe et RNAse AWAY, puis abondamment rinées à l'éthanol

pour éliminer les traes de RNAse AWAY. On laisse à tremper les plaques de

polypropylène et les pines dans un bain d'éthanol en attendant leur utilisation.

� Le montage de la pue se fait en manipulant la plaque et le �lm adhésif PCR ave

les deux premières pines.

� La troisième pine est utilisée uniquement pour manipuler les disques de GF et les

insérer dans la pue.

� Lors du pipetage des mélanges réationnels sur les disques, on pipette d'abord les

ontr�les négatifs, que l'on selle ave le �lm adhésif PCR, avant de pipeter les

mélanges réationnels ontenant de l'ADN/ARN template.
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� Le ontat entre la pue et la plaque hau�ante doit être parfait, pour garantir un

bon hau�age des disques.

2.1.9 Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental se ompose d'une plaque hau�ante et d'un marosope

Leia Z16 APO possédant deux ubes optiques. Ces deux ubes optiques permettent

respetivement d'imager les �uorophores FAM et Texas Red. Les expressions "anal FAM"

et "anal Texas Red" seront utilisées dans la suite du manusrit pour leur faire référene.

Une boite adaptée aux dimensions du système et imprimée à l'imprimante 3D assure

l'étanhéité lumineuse.

Les images sont enregistrées ave une améra Hamamatsu EM-CCD C900-13, à 0,1Hz

(une image toutes les dix seondes) durant soixante minutes. Les paramètres de la améra

sont les suivants : Gain = 3 GainEM = 120 Temps d'exposition = 30ms

Un boîtier trigger EG RetD vision delays generator, oordonne l'ouverture du shutter

de la lampe et l'aquisition de la améra, pour éviter l'exposition ontinue des disques et

le bleahing des �uorophores en réation.

Un thermo-yleur muni d'une plaque adaptée est utilisé omme plaque hau�ante

pour le ontr�le préis de la température. Dans les expérienes réalisées en dehors du

laboratoire, on utilisera une plaque hau�ante de laboratoire.

2.1.10 Analyse des résultats

Analyse d'image

L'analyse d'image des ampli�ations en temps réel se fait dans un premier temps sur

imageJ grâe à un algorithme en langage IJM (ImageJ Maro). L'intensité de la lampe

varie au ours du temps, et son élairage n'est pas homogène. Pour pouvoir omparer les

intensités des disques en tous points du hamp de vision de la améra, on traite les images

omme détaillé i-dessous :

1. Corretion de la variation d'intensité lumineuse au ours du temps : l'utilisateur

hoisit une zone "bakground" ne ontenant pas de disque. L'intensité de ette

zone pour haque image sert à normaliser les intensité de haque image au ours

du temps.

2. Corretion de l'homogénéité du hamp d'illumination : l'intensité lumineuse est

plus forte au entre et plus faible aux oins du hamp d'illumination. Chaque

image est don divisée par une image standard du hamp d'illumination pour

orriger l'inhomogénéité de elui-i.

3. En�n, l'utilisateur séletionne les disques à analyser, et ImageJ renvoie l'intensité

moyenne de haque disque pour haque image.
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Analyse des ourbes d'ampli�ation
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Figure 2.4 � rt-LAMP Chikungunya à di�érentes onentration en ARN template. (a) Suivi

en temps réel des inétiques d'ampli�ation. (b) Dérivée première extraite du suivi en temps

réel () Illustration de la méthode de mesure du Tt50 (d) modélisation logistique des ourbes

d'ampli�ation et illustration du Tp (e) Table des paramètres hi�rés utilisables pour appréhender

la inétique d'ampli�ation.

Traitement des données Une moyenne glissante est réalisée sur les données issues de

l'analyse d'image, pour diminuer le bruit. On normalise les maxima des ourbes d'ampli-

�ations de manière à mieux visualiser les inétiques de réations. On ne proède pas à

la normalisation dans trois as :

� Le signal produit par l'ampli�ation est anormalement faible (<50% de la moyenne
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des maxima)

� La ourbe n'a pas un pro�l typique, en S (similaire à elui d'une fontion sigmoïde)

� La ourbe est un ontr�le négatif. Les ampli�ations non spéi�ques ayant lieu

dans les ontr�les négatifs n'ont pas toujours le pro�l typique d'une ampli�ation

LAMP. On déide de n'en normaliser auune.

Graphiques Les graphiques sont réalisés sur le logiiel GraphPad Prism. La �gure 2.4

montre un graphique type d'une expériene réalisée sur une pue test. Chaque ondition

(dont un ontr�le négatif) est réalisée en dupliat. Le signal traité est montré en �g. 2.4.a.

Les inétiques de réation peuvent être diretement observées sur e graphique.

Analyse Di�érentes analyses sont possibles à partir de es ourbes d'ampli�ation. On

herhe à extraire un paramètre permettant la omparaison de deux ampli�ations. Trois

méthodes sont dérites dans la littérature

1. La dérivée première de haque ourbe (�gure 2.4.b) permet d'obtenir le "temps de

pi" , de haque ourbe d'ampli�ation (temps auquel la vitesse d'ampli�ation

est maximale). On peut ensuite omparer es "temps de pi", re�étant la inétique

d'ampli�ation.

2. La notion de Time threshold (Tt) est développée dans le premier artile paru

traitant de LAMP quantitative (ou qLAMP) [105℄. Le Tt est le temps auquel le

signal mesuré dépasse un seuil d'intensité dé�ni à l'avane (le threshold). On dé�-

nit le Tt50 (Time threshold 50 ), omme étant pour haque ourbe le temps auquel

l'intensité atteint la moitié de sa valeur maximale (�gure 2.4.). On utilisera un

algorithme Matlab permettant d'extrapoler le Tt50 de haque ourbe expérimen-

tale.

3. Les ourbes d'ampli�ation peuvent être modélisées par une fontion logistique de

formule

y(t) =
A

1 + exp(h(m− t))

Les ourbes modélisées sont représentées en �gure 2.4.d. On trae la tangente à la

ourbe au point t = m d'équation :

y2(t) = at + b

ave

a =
Ah

4
et b = A

2− hm

4
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On dé�nit le Tp (time to positivity) omme la valeur pour laquelle y2(t) = 0 [106℄.

On a don

Tp = −
b

a

La table en �gure 2.4.e résume les valeurs de pi de dérivée première, les Tt50 et les Tp

de haque ourbe. Ces trois paramètres peuvent être utilisés pour omparer les inétiques

d'ampli�ations entre elles. Leur valeur est d'autant plus grande que l'ampli�ation est

tardive.

Du fait du bruit présent sur les mesures de ertaines expérienes, l'extrapolation des

pis de dérivée première et la modélisation des ourbes logistiques peut s'avérer omplexe.

On utilisera don le Tt50 pour omparer les inétiques de réation dans la suite du ma-

nusrit. Si des dupliats ou tripliats sont réalisés, on omparera les moyennes des Tt50

de haque ondition (mTt50). On onsidère omme déterminante une di�érene de Tt50

supérieure à 5 minutes.

2.2 Le problème ritique de la bioompatibilité LAMP/papier

Nous développons dans ette setion une méthode permettant de réaliser pour la pre-

mière fois le suivi en temps réel d'une réation LAMP au sein d'un disque de �bre de

verre.

2.2.1 Conserver un agent interalant fontionnel.

Les premières ampli�ations isothermes sur papier réalisées au laboratoire sont des

rt-RPA. Ces rt-RPA utilisent les réatifs d'un kit "exokit". Le mix réationnel ontient,

en plus de la polymérase et de la reombinase, une exonuléase, et une sonde spéi�que

omparable à une sonde Taqman. Cette dernière s'hybride ave l'amplion en as d'am-

pli�ation, et est livée dans un seond temps, le �uorophore se séparant du quenher. On

peut ainsi suivre en temps réel l'ampli�ation RPA.

Dans le but de omparer et d'optimiser sur papier les di�érents paramètres in�uant sur

la réation (rt-)LAMP, nous herhons à suivre en temps réel l'ampli�ation (rt-)LAMP.

Des systèmes utilisant des sondes spéi�ques seraient envisageables, mais nous tentons

dans un premier temps une méthode plus simple : utiliser un agent interalant. Cette

méthode existe ouramment en tube (�gure 2.1). Sa transposition au papier exige des

mises au point dérites dans les setions suivantes.

Limiter l'interation entre agent interalant et papier.

Les travaux préliminaires e�etués sous la supervision de Laura Magro suggéraient que

l'agent interalant EvaGreen interagissait de manière di�érente sur di�érents papiers [107℄.
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De plus, il a été montré par Lo et al. que di�érents agents interalants réagissaient de

manière opposée sur un même papier en ellulose [108℄. Ainsi, l'intensité de �uoresene

de l'interalant Propidione Iodine, est plus intense dans les disques positifs (ontenant de

l'ADN ampli�é) mais l'interalant U-Safe est moins intense dans les disques positifs. Il

semble don di�ile de prédire sur un papier donné la réation d'un agent interalant en

présene d'ADN.

On étudie sur trois type de papiers di�érents, un papier en ellulose (Gr.1) un papier

en �bre de verre (GF/F) et un en polyethersulfone (PES-22µm Millipore), le omporte-

ment de deux agents interalants ("LAMP �uoresent Dye" de NEB et le SYTO82). Les

papiers en ellulose et en �bre de verre sont ouramment utilisés en miro�uidique papier

et reportés omme supports d'ampli�ation [84℄ [89℄. On étudie le omportement du po-

lyethersulfone ar il est reporté par Linnes et al. omme étant adapté aux ampli�ations

isotherme LAMP [85℄.

Pour e faire, on réalise des mélanges réationnels de LAMP (table 2.1.), ontenant

l'un des deux des agents interalants, auquel on ajoute ou non 200ng/µL d'ADN de

sperme de saumon, pour simuler une ampli�ation. On dépose es deux types de mélanges

réationnels sur les trois papiers et on ompare leur �uoresene due à l'interalant (anal

FAM pour le "LAMP �uoresent dye" de NEB et anal Texas Red pour le SYTO82). On

réalise une troisième expériene identique sans agent interalant pour soustraire à haque

mesure l'auto-�uoresene de haque papier. On ne réalise don ii pas d'ampli�ation

LAMP, on étudie simplement le omportement de l'agent interalant dans un mélange

réationnel LAMP ave ou sans ADN.

Dans le papier en ellulose, on observe un fort signal �uoresent, dans les ontr�les

positifs omme dans les ontr�les négatifs. Une interation entre l'interalant et la �bre

de ellulose pourrait expliquer e phénomène [107℄.

Dans la �bre de verre, on observe un fort signal �uoresent dans les disques ontr�les

positifs mais pas dans les disques ontr�les négatifs. Les agents interalants interagissent

don prinipalement ave l'ADN double brin (présent dans les disques ontr�les positifs

mais pas dans les disques ontr�les négatifs).

En�n dans les disques de PES, l'intensité de �uoresene est environ deux fois plus éle-

vée et semble plus forte dans les disques ontr�les négatifs. Ce résultat paradoxal pourrait

s'expliquer par une forte interation entre les moléules de polyethersulfone et les agents

interalants, diminuée par la présene d'ADN.

Parmi es di�érents papiers, la �bre de verre semble don la plus adaptée à l'usage d'un

agent interalant. Tous les autres agents interalants testés jusqu'à présent : SYBRGreen,

EVAGreen et SYTO9 montrent un omportement semblable. On utilisera par la suite

préférentiellement SYTO9 dans le anal FAM et SYTO82 dans le anal Texas Red [104℄.
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Figure 2.5 � Interation agent interalant/papier pour ellulose, �bre de verre et Polyether-

sulfone. Mélange réationnel de LAMP S. enteria, ave ou sans ADN de sperme de saumon

(200ng/µL). (a) Interalant NEB, Mesure d'intensité dans le anal FAM, orrigée par rapport à

la mesure sans agent interalant (auto�uoresene du papier). images assoiées. (b) Interalant

SYTO82, Mesure d'intensité dans le anal Texas Red, orrigée par rapport à la mesure sans

agent interalant (auto�uoresene du papier). images assoiées.

Limiter l'interation entre agent interalant et �lm adhésif PCR.

Dans un seond temps, nous évaluons l'interation entre l'agent interalant et les

di�érents �lms adhésifs PCR disponibles au laboratoire. En e�et, selon le dispositif ex-

périmental dérit en setion 2.1.6, les disques de papier sont ouverts de part et d'autre

par un �lm adhésif PCR, qui est don en ontat diret ave le mélange réationnel. Nous

réalisons une série de ontr�les négatifs LAMP en tube en trempant un �lm adhésif PCR

di�érent dans haque tube, pour évaluer la potentielle interation entre le �lm adhésif et

l'agent interalant.

On observe que le ontat des �lms adhésifs Biomérieux, Greiner EasySeal et Ther-

malSeal durant la réation provoque une �uoresene, probablement due à une interation

ave l'agent interalant. Les �lms Eppendorf PCR et greiner ViewSeal ne présentent et

e�et.

On hoisira don le �lm adhésif Greiner ViewSeal pour les expérienes futures.

� N.B. L'utilisation du �lm adhésif Thermal Seal durant une partie des expérienes de la

thèse a réé un bruit de fond sur un grand nombre d'expérienes, dont voii un exemple i

dessous, ou l'on ompare une LAMP reouverte de ThermalSeal à une LAMP reouverte

de Greiner ViewSeal.
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Figure 2.6 � LAMP S. enteria, ontr�les négatifs réalisés dans des tubes ontenant di�érents

�lms adhésifs PCR.
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Figure 2.7 � LAMP S. enteria, Comparaison entre deux types de �lm pour ouvrir la pue :

ThermalSeal RT2R et Greiner ViewSeal.
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2.3 Optimiser la biologie moléulaire de la réation LAMP

sur papier

Après avoir avoir réalisé une réation LAMP basique sur le GF, on souhaite y adapter

la rt-LAMP et obtenir des performanes optimales, .-à-d. les mêmes performanes qu'en

tube.

On étudie dans ette setion les paramètres bio-himiques in�uant sur la spéi�ité et la

sensibilité de la réation (rt-)LAMP sur papier, et dé�nissons les onditions optimales.

2.3.1 Comparaison des deux enzymes polymérases disponibles.

Deux prinipaux fournisseurs (NEB et OptiGene) proposent des kits et enzymes pour

la réation (rt-)LAMP. Nous testons don à la fois leurs kits "tout en un" et leurs proto-

oles utilisant les enzymes vendues séparément (Les protooles réalisés sont onsignés en

table 2.1).
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Figure 2.8 � Comparaison des kits et enzymes NEB et OptiGene (a) LAMP Staphyloous

aureus, omparaisons des kits "tout-en-un" de LAMP (b) rt-LAMP Sigmavirus, omparaison des

protooles utilisant les réatifs séparément.
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Kits "tout en un". La inétique d'ampli�ation est plus rapide pour le kit LAMP

OptiGene (mTt50 = 11,0 min) que pour le kit LAMP NEB (mTt50 = 13,6 min). On

observe la présene d'ampli�ations non spéi�ques aux alentours de 20 min pour les deux

ontr�les négatifs du kit LAMP NEB.

Enzymes séparées. Les enzymes GspSSD, Bst2.0 et Bst3.0 sont omparées en utilisant

les protooles des fournisseurs.

A une onentration en ARN de 10

4

brins/µL, la inétique d'ampli�ation est plus

rapide pour la rt-LAMP GspSSD 2.0 (mTt50 = 29,6 min) que pour les rt-LAMP Bst 2.0

et 3.0 (mTt50 resp. de 39,3 et 44,5 min).

A une onentration en ARN de 10

3

brins/µL, on observe une ampli�ation pour la

rt-LAMP GspSSD 2.0 (mTt50 = 42,0 min) mais pas d'ampli�ations omplètes pour les

rt-LAMP Bst 2.0 et 3.0.

La rt-LAMP GspSSD 2.0, est, dans nos onditions expérimentales, plus rapide et plus

sensible que les rt-LAMP Bst.

Les nombreuses LAMP réalisées grâe au kit NEB, et enzymes Bst au début du travail

de thèse, montrent une plus forte suseptibilité aux ampli�ations non spéi�ques. Au vu

des artiles de la littérature utilisant les réatifs NEB sur papier ave suès [85℄ [89℄ [67℄,

il semble probable qu'en hangeant les onditions de réations (température, préparation

du papier, onentration en réatifs, et) nous soyons en mesure d'obtenir de meilleurs

résultats.

Cependant pour des raisons de temps de développement, nous onserverons dans la

suite du manusrit l'utilisation des réatifs et des protooles OptiGene, en utilisant la

polymérase GspSSD 2.0.

Bien que le kit LAMP "tout-en-un" soit privilégié par nos ollaborateurs de la CIBU

pour sa rapidité d'utilisation, il ne permet pas de faire varier les onentrations en réatifs

du mélange réationnel de (rt-)LAMP. Nous privilégierons don l'utilisation du protoole

détaillé en mélangeant les réatifs un à un, pour optimiser spéi�quement leur onentra-

tion dans le adre de la (rt-)LAMP sur papier.

2.3.2 Comparaison des di�érentes transriptases inverses pour la

rt-LAMP

Pour le protoole de rt-LAMP sur papier, deux transriptases inverses sont omparées :

une AMV-RT (Rohe) et l'Opti-RT, reommandée par le servie d'OptiGene pour sa

thermostabilité. Nous omparons es deux enzymes en rt-LAMP.
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Figure 2.9 � rt-LAMP DENV-U, AMV-RT (Rohe) ou Opti-RT

On observe que la inétique d'ampli�ation de la rt-LAMP ontenant l'AMV-RT

(Rohe) est plus rapide que elle ontenant l'Opti-RT (mTt50 de 36,9 min pour AMV-RT

ontre 45,5 min pour l'Opti-RT).

Nous hoisissons don l'AMV-RT (Rohe) omme transriptase inverse pour les rt-

LAMP dans la suite du manusrit.
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2.3.3 In�uene de la température

La température d'ampli�ation est reportée omme un paramètre déterminant par

les di�érents fournisseurs [109℄ [110℄. Elle fait souvent l'objet d'optimisations dans la

littérature [111℄ [112℄.

D'après les reommandations, les amores sont designées de manières à e que la

température d'hybridation (Tm) des séquenes F2/B2 soit omprises entre 60°C et 65°C

[19℄. La Tm des séquenes F1/B1 doit être légèrement supérieure, de manière à e que

les strutures loop formées par les amores FIP/BIP, essentielles à la réation LAMP, se

forment immédiatement après leur libération. De même la température d'hybridation des

séquenes F3/B3 est hoisie légèrement inférieure à elle de F2/B2 pour s'assurer que la

synthèse entamée par FIP/BIP préède elle de F3/B3.

Les températures d'hybridations alulées selon les onditions salines de réations et

les onentrations respetives des amores ZIKV, CHIKV et DEN-U sont disponibles en

table 2.3 et on�rment bien pour la tendane : TmF3/B3 < TmF2/B2 < TmF1c/B1c
2

.

F2 B2 F3 B3 F1c B1c LF LB

ZIKV 62.9 62.7 60.7 60.5 67.4 66.5 63.4 63.5

CHIKV 62.1 59.4 60.4 60.6 67 68.8 63.3 63.3

DENV-U/2 62.9 62.7 62.1 63.6 67.4 66.5 Ø 59.9

Table 2.3 � Températures d'hybridation (°C) des séquenes omposant les amores des LAMP

ZIKV, CHIKV et DENV-U dans le as de l'ampli�ation de DENV-2. Les séquenes sont lassées

de la gauhe vers la droite selon la hronologie de la réation LAMP.

Nous faisons alors varier la température de réation pour es trois rt-LAMP. Nous

estimons la température à l'équilibre au sein du papier durant la réation (rt-)LAMP à la

température de la plaque hau�ante. (ii j'aimerais bien un petit argument de physique

estimant que le transfert thermique sur les 800µm du papier imbibé d'eau et ollé à la

plaque hau�ante est quasi-total)

On réalise trois rt-LAMP selon les températures suivantes : 60°C, 65°C et 70°C

Pour la rt-LAMP ZIKV, les inétiques d'ampli�ations sont prohes pour les trois

températures, légèrement plus lente pour 70°C (mTt50 de 15,7 min, 15,5 et 18,3 pour

resp. 60°C, 65°C et 70°C).

Pour la rt-LAMP CHIKV, la inétique d'ampli�ation à 70°C est plus lente (mTt50

de 25,1 min vs resp. 19,1 min et 18,1 min pour 60°C et 65°C). La faible Tm de la séquene

B2 (59,8°C) pourrait expliquer e ralentissement lorsque la température lui est supérieure

est de 10°C.

Pour la rt-LAMP DENV-U, la inétique d'ampli�ation d'ARN de DENV-2 est plus

rapide à 65°C (mTt50 de 26,0 min ontre 29,7 et 32,3 min pour resp. 60°C et 70°C).

Les Tm de F3 et B3, légèrement plus élevées que eux des amores ZIKV et CHIKV,

2. IDT primer analyser : https ://eu.idtdna.om/al/analyzer
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Figure 2.10 � Variation de la température d'ampli�ation, Suivi de la réation en temps réel

par SYTO82. (a) rt-LAMP ZIKV (b) rt-LAMP CHIKV() rt-LAMP DENV-U

pourraient expliquer le ralentissement à 60°C. En e�et, si la majorité des amores F3/B3

est hybridée, alors il est possible qu'une partie de l'ampli�ation ne se déroule pas selon

le shéma lassique via la dumbbell struture, mais de manière analogue à une PCR,

en formant un amplion standard entre F3 et B3. Cela ralentit alors la réation qui

doit sa rapidité à la dumbbell struture. Le ralentissement de la réation à plus haute

température pourrait être dû à l'hybridation diminuée des séquenes F2/B2 et LB. Une

autre hypothèse permettant d'expliquer le ralentissement des trois réations à plus haute

température serait la baisse d'ativité des enzymes rétro-transriptase et polymérase au

dessus de 65°C.

Malgré les variations de temps de réation, on remarque pour es trois rt-LAMP une

ampli�ation spéi�que, sur une plage de 10°C. Cette robustesse est un argument fort en

faveur d'une appliation d'un test LAMP sur le terrain, le système de hau�e n'ayant pas

besoin d'être extrêmement préis.

Étant donné que la température de 65°C est optimale pour les trois réations, elle est

onservée dans la suite du manusrit.
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2.3.4 In�uene de la onentration en amores

Les reommandations d'OptiGene proposent deux onentrations d'amores de LAMP.

La onentration standard reommandée pour les amores F3/B3, FIP/BIP et LF/LB est

respetivement 0,2 µM, 0,8 µM et 0,4 µM. Cependant, OptiGene mentionne la possibilité

d'utiliser des amores plus onentrées (respetivement 0,2 µM, 2 µM et 1 µM) pour

aélérer la inétique de réation. Nous omparons es deux onentrations en amores,

tout d'abord en tube grâe à une LAMP felis herpesvirus (�gure 2.11.a), puis sur papier

grâe à une rt-LAMP CHIKV (�gure 2.11.b).
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Figure 2.11 � Variations des onentrations en primers, primers onentrés (0,2 µM F3/B3,

2 µM FIP/BIP, 1 µM LF/LB) ou onentration standard (0,2 µM F3/B3, 0,8 µM FIP/BIP, 0,4

µM LF/LB)(a) LAMP FHV-1 en tube, ADN de FHV-1. Suivi de la réation en temps réel par

SYBRGreen. La nuane fonée symbolise 10

4

, la nuane intermédiaire 10

3

et la nuane laire 10

2

brins d'ADN ible par réation. (b) rt-LAMP CHIKV, ARN de CHIKV, Suivi de la réation en

temps réel par SYTO82.

La onentration en amores semble in�uer sur la inétique de réation, en tube omme

sur papier. En présene d'amores FIP/BIP et LF/LB plus onentrées, la réation est

plus rapide qu'ave une onentration standard. (di�érene de mTt50 d'environ deux

minutes pour les réations en tube, et de 4 minutes pour les réations sur papier)

Pour plus de simpliité, notamment lors de réalisation des duplex QUASR dans un

seul disque réationnel, nous onservons la onentration standard en amores (0,2 µM

F3/B3, 0,8 µM FIP/BIP, 0,4 µM LF/LB). Cependant, les expérienes réalisées suggèrent

qu'une onentration plus élevée en amores FIP/BIP et LF/LB permet d'aélérer l'am-

pli�ation. Ce paramètre pourrait être exploité plus tard dans le développement du test,

pour le rendre plus rapide.
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2.3.5 In�uene des onentrations en MgSO4 et dNTPs

MgSO4 et dNTPs sont les deux réatifs dont les onentrations sont à optimiser pour

haque (rt-)LAMP selon les reommandations OptiGene [113℄ (entre 3 et 6 mM pour

MgSO4 et entre 0,4 et 1 mM pour dNTPs).

L'ion Mg

2+

du MgSO4 est un ofateur enzymatique de la polymérase et intervient

omme intermédiaire d'oxydorédution dans la synthèse d'ADN. Les dNTPs sont les

quatres types de nuléotides qui vont être suessivement ajoutés par l'enzyme à l'ex-

trémité 3' du brin en ours de synthèse. Cette réation himique d'ajout d'un nuléotide

à l'extrémité 3' d'un brin d'ADN est représentée de manière simpli�ée en �gure 2.12.a.

Le groupe hydroxyle à l'extrémité 3' du brin amore e�etue une attaque nuléophile sur

l'atome de phosphate le plus interne du dNTP. Un pont phosphodiester est ainsi formé

entre le brin amore et le nuléotide nouvellement ajouté. On observe dans le même temps

la libération d'un ion pyrophosphate restant qui, en onditions physiologiques, est hydro-

lysé par une pyrophosphatase. Cet ion Pyrophosphate est à l'origine de la détetion par

turbidimétrie, par la aléine ou l'Hydroxynaphtol Blue, dérit au hapitre 1

La �gure 2.12.b illustre plus préisément le r�le des ions magnésium dans la atalyse

de la réation [114℄. Les aides aminés du site atif de l'enzyme (entourés en violet) vont

hélater deux Mg

2+

. Le premier (entouré en bleu) va stabiliser temporairement le O

-

en

3' du brin amore (entouré en vert), permettant l'attaque nuléophile de elui-i sur le

phosphate alpha du dNTP. Le seond Mg

2+

(entouré en orange) aide à la stabilisation du

Pyrophosphate (entouré en rouge) qui va être libéré à haque ajout de dNTP.

L'ion Mg

2+

interagit aussi ave les phosphates hargés négativement du squelette de

sure des brins d'ADN. Cela a pour e�et de diminuer la répulsion entre les di�érents

brins d'ADN et don la température d'hybridation des amores [115℄ [116℄. En�n, l'ion

magnésium se omplexe aussi ave les phosphates des dNTPs libres en solution [117℄.

On omprend que les onentrations relatives en MgSO4 et dNTPs vont avoir un

impat sur la réation d'ampli�ation, par di�érents méanismes. Nous faisons don varier

expérimentalement les onentrations de es deux réatifs et observons les variations des

inétiques d'ampli�ation (�gure 2.13).
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b.

a.

Figure 2.12 � Rappel à propos de la réation de polymérisation de l'ADN (a) Shéma résu-

mant la réation himique atalysée par une polymérase, permettant l'addition d'un nuléotide

à l'extrémité 3' d'un brin amore extrait de [118℄ Copyright © 2002, W. H. Freeman and Com-

pany. (b) Illustration du r�le des deux ions Mg

2+

dans la réation d'ajout d'un nuléotide. Adapté

de [114℄

A 3 mM de MgSO4, on observe une orrélation entre la onentration en dNTPs et

la inétique de réation (�gure 2.13.a). Plus la onentration de dNTPs est élevée plus

la réation est lente (mTt50 de 12,1 min et 19,7 min pour resp. 0,4 mM et 0,7 mM de

haque dNTP). Pour 1 mM de haque dNTPs, l'ampli�ation démarre tardivement aux

alentours de 40 min et n'atteint pas sa phase de plateau en 60 min. On pourrait expliquer

e phénomène par l'interation entre les dNTPS libres en solution et le Mg

2+

. les dNTPs

omplexent une partie des Mg

2+

et limitent don la quantité d'ions Mg

2+

disponibles
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Figure 2.13 � rt-LAMP Chikungunya, Suivi de la réation en temps réel par SYTO82. va-

riations des onentrations en dNTPs et MgSO4 (a) 3 mM de MgSO4, 0,4-0,7-1 mM de haque

dNTPs (b) 4 mM de MgSO4, 0,4-0,7-1 mM de haque dNTPs () 5 mM de MgSO4, 0,4-0,7-1

mM de haque dNTPs (d) 6 mM de MgSO4, 0,4-0,7-1 mM de haque dNTPs

au site atif de la polymérase. A 1 mM de haque dNTPs (4 mM au total), les dNTPs

omplexent la majorité des ions Mg

2+

et la réation est très fortement inhibée. On observe

un début d'ampli�ation non spéi�que à 50 min pour la onentration 0,4 mM dNTPs.

A 4 mM de MgSO4, on observe toujours une réation plus lente lorsque la onentra-

tion de haque dNTPs est de 1 mM (mTt50 = 19,4 min vs 11,0 et 11,9 min pour resp. 0,4

et 0,7 mM). Pour les onentrations plus basses (0,4 et 0,7 mM de haque dNTPs), on ob-

serve l'apparition d'ampli�ations non spéi�ques dans les réations de ontr�les négatifs

(�gure 2.13.b). Cei s'expliquerait à l'inverse par une plus forte onentration en Mg

2+

au niveau du site atif de la polymérase (ar moins déplété par les dNTPs), augmentant

l'ativité mais diminuant la spéi�ité de l'enzyme.

A 5 mM de MgSO4, La onentration en dNTPs entre 0,4 et 1 mM de haque n'a plus

d'e�et sur la inétique de réation des ontr�les positifs (mTt50 de 11,0 min, 10,6 min et

12,2 min pour resp. 0,4 mM 0,7mM et 1mM de haque dNTPs). Cependant, l'apparition

d'ampli�ations non spéi�ques dans les ontr�les négatifs est plus préoes enore pour

0,4 et 0,7 mM de dNTPs (�gure 2.13.). On note que l'apparition d'ampli�ations non
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spéi�ques est plus rapide pour 0,4 mM que pour 0,7 mM, e qui s'expliquerait par une

moindre interation entre les ions Mg

2+

et les dNTPs et don une plus grande onen-

tration de Mg

2+

au site atif de l'enzyme, diminuant plus fortement la spéi�ité de la

polymérase. On note en�n la tardive ampli�ation non spéi�que pour l'un des dupliats

à 1 mM de dNTPs.

A 6 mM deMgSO4, les même e�ets, sont visibles (mTt50 de 11,0 min, 10,0 min et 10,3

min pour resp. 0,4 mM 0,7 mM et 1 mM de haque dNTPs). Les ampli�ations spéi�ques

sont plus préoes enore et e pour les trois onentrations en dNTPs (�gure 2.13.d).

Nous pouvons tirer plusieurs onlusions de ette série d'expériene.

� A basse onentration en MgSO4 (3 et 4 mM), Il semble que la onentration en

dNTPs agisse de manière importante sur la inétique d'ampli�ation des tests posi-

tifs. Plus la onentration en dNTPs est importante, plus l'ampli�ation est lente.

Cela pourrait s'expliquer par l'interation entre les dNTPs libres et le Mg

2+

en so-

lution, diminuant la onentration de Mg

2+

e�etive au site atif de la polymérase.

� A forte onentration en MgSO4 (5 et 6 mM), et e�et s'amenuise, et l'on observe

l'apparition d'ampli�ations non spéi�ques dans les ontr�les négatifs. Cela pour-

rait s'expliquer à l'inverse par la trop forte onentration en Mg

2+

au site atif de

l'enzyme diminuant la sensibilité de la réation.

Le même type d'expériene est réalisé pour les rt-LAMP ZIKV et DENV-U. On déter-

mine expérimentalement les onentrations optimales suivantes : 3 mM de MgSO4 et

0,4 mM de haque dNTPs pour la rt-LAMP CHIKV ; 4 mM de MgSO4 et 0,4 mM de

haque dNTPs pour les rt-LAMPs ZIKV et DENV-U.
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2.4 Multiplexer et quanti�er grâe à la miro�uidique

papier

L'adaptation de la réation LAMP au papier et son suivi en temps réel o�re des ap-

pliations diretes. Nous démontrons dans ette setions les possibilités de multiplexage

des tests sur un système papier ainsi que les premiers pas vers un dispositif de LAMP

quantitative (qLAMP) sur papier.

2.4.1 Multiplexer les réations sur un 3D-µPAD.

Par l'empilement de plusieurs ouhes de papier, des systèmes miro�uidiques en 3

dimensions (3D-µPAD) permettent en un pipetage de répartir un éhantillon dans 4 zones

test, et ainsi de réaliser 4 tests en parallèle : 'est le multiplexage (f. setion 1.2.3).

Mode opératoire. La �gure 2.14 dérit le protoole de fabriation de pues permettant

le multiplexage de quatre tests. (1) On assemble les disques et la feuille de polypropylène

de la même manière que pour la fabriation de pue test puis (2) le mélange réationnel

est lyophilisé dans haque disque, ontenant des amores di�érentes (Le proessus de

lyophilisation sera détaillé et disuté dans le hapitre 4). (3) On assemble la deuxième

ouhe de la pue qui onsiste en une roix de répartition en �bre de verre (Std 17,

Whatman) formant quatre anaux. Le dispositif est prêt à l'usage et peut être réhydraté

par l'éhantillon. Deux multiplex papier ont été réalisés au laboratoire, pour la détetion

respetive de batéries et virus.

GF discs

Polypropylen

layer

PCR tape
1. Spotting 

LAMP reaction mix

2. Freeze drying

paper

channel

PCR tape

3. Adding 

the upper channel

Built device Rehydrating with sample,

65°C for 60min

PCR tape

Figure 2.14 � Protoole de onstrution des pues multiplex

Multiplex batérien : Staphylooque aureus, Salmonella enteria, Streptoo-

us pneumoniae. Le projet Child's play, initié par la CIBU, a permis la mise au point

de trois jeux d'amores LAMP pour la détetion des batéries S. aureus, S. enteria et S.

pneumoniae. Ces trois batéries sont les prinipales responsables des batériémies fébriles

hez l'enfant en zone tropiale. Un premier triplex LAMP sur papier a été développé, en
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utilisant le dispositif dérit i-dessus. La �gure 2.15.a montre trois dispositifs testés ave

haun des ADN batériens. On peut observer une réponse spéi�que de haque zone test.

Un quatrième disque non utilisé ii servira à la mise au point d'un ontr�le positif (sujet

abordé dans le hapitre 4).
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Figure 2.15 � Exemple de deux tests multiplexés réalisés, un triplex batérien Staphyloous

aureus, Salmonella enteria et Streptoous pneumoniae et un triplex d'arbovirus Zika, Chikun-

gunya, Dengue. (a) Triplex batérien, ADN de S. aureus, S. enterie et S pneumoniae, Suivi de

la réation en temps réel par SYTO82, image des dispostifs à t=50min. (b) Triplex arbovirus,

ARN de Zika, Chikungunya, Dengue 1, Suivi de la réation en temps réel par SYTO82, image

des dispositifs à t=60min.

Multiplex arbovirus : Zika, Chikungunya, Dengue. Un triplex rt-LAMP déve-

loppé pour les trois arbovirus Zika, Dengue et Chikungunya est réalisé sur le même mo-

dèle. On observe là-aussi une réponse spéi�que de haque zone test (�gure 2.15.b). Une
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LAMP GAPDH est lyophilisée dans un quatrième disque en tant que ontr�le positif

(signal faible dû à la faible onentration en ADN humain dans les extraits testés).

Ainsi, un premier type de multiplexage est démontré ii. On peut le quali�er de "mul-

tiplexage physique", pour lequel un même éhantillon est réparti dans des zones test

di�érentes. Ce type de multiplexage, possède une limite due à la longueur raisonnable

des anaux miro�uidiques papier. La distane parourue par le �uide variant omme la

raine arré du temps (f. loi de Luas-Washburn setion 1.2.3), la taille de l'arbre de

répartition est don limitée à 3-4 m, si l'on désire une vitesse de remplissage de quelques

seondes. En pratique le "multiplexage physique" de plus d'une dizaine de test est don

omplexe [107℄. La méthode QUASR (f. setion1.1.2), permet de dépasser ette limite

en multiplexant plusieurs réations LAMP dans un seul disque. Elle sera développée sur

papier dans le hapitre 3.

2.4.2 Quanti�ation par la LAMP sur papier : vers un test quan-

titatif de terrain.

La inétique de la réation LAMP en tube est liée à la onentration en ADN ible. De

la même manière que dans une PCR, plus la onentration initiale est forte, plus rapide

sera la réation. Cette propriété a été rapportée dans de nombreux travaux et mise à

pro�t pour réaliser des LAMP quantitatives (qLAMP) [105℄ [119℄.

Pour explorer la qLAMP sur papier, des dilutions en asade (1/10) d'ADN de S. ente-

ria sont réalisées et on ompare leurs inétiques d'ampli�ation LAMP dans la �gure 2.16.

Les inétiques d'ampli�ations LAMP sur papier sont elles aussi orrélées linéairement au

log de la onentration initiale en ADN ible (�gure 2.16.b).
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Figure 2.16 � qLAMP S. enteria. (a) LAMP S. enteria, ADN de S. enteria dilué en asade.

Suivi de la réation en temps réel par SYTO9. (b) Compilation des Tt50 et traé d'une ourbe

de alibration ; y = -1,43.log(x) + 18,78 (R

2

=0,99).

Pour une qLAMP omme pour une qPCR, il faut lors de haque test laner une série

d'ampli�ations de onentrations onnues permettant d'extrapoler la onentration en
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ADN ible de l'éhantillon. Implémenter un tel dispositif sur un système papier serait

possible par l'ajout d'un iruit séparé, réhydratant une série de zones tests dans lesquels

des onentrations d'ADN onnues sont lyophilisées.

La �gure 2.17.a dérit un dispositif papier dans lequel inq disques (entourés en bleu)

ontiennent de l'ADN ible en onentration onnue en plus du mélange réationnel LAMP

lyophilisé (un ontr�le négatif, et quatre point de gamme). La réhydratation du système

se fait en deux temps (�gure 2.17.). Le disque test (en vert) ave l'éhantillon à quanti-

�er, puis les inq disques de gamme (en bleu) ave un bu�er de réhydratation pur. Une

ourbe de alibration peut ensuite être établie grâe aux inq disques de gamme et la

onentration d'ADN dans le disque test peut être extrapolée.

1. Building first layer 2. Freeze drying LAMP mix

(+known DNA concentration in the top 5 discs)

and building second layer

BACKFRONT

Rehydrating 

with buffer and sample

Covering and incubating

(65°C for 60 min) 

Monitoring

amplification kinetic

a. b.

c.

Figure 2.17 � Shéma d'un dispositif de terrain de qLAMP sur papier. (a) Vues de fae et de

dos du dispositif (b) Protoole de fabriation () Prinipe d'utilisation.

Un tel dispositif permettant la quanti�ation serait réalisable. On pourrait ependant

lui opposer le fait que le oût du test serait multiplié par six, ar les réations de gammes

sont néessaire à haque test. Regrouper di�érents éhantillons pour une même gamme

(omme ela est fait dans les plaques PCR) résoud e problème mais rend le test moins

immédiat, lui retire son aratère "à la demande".

Une étude réemment menée à la CIBU par Jessia Vanhomwegen et Aurelia Kwazi-

borski a aussi démontré la possibilité de réaliser sur le terrain, une LAMP semi-quantitative.
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L'idée n'est pas de onnaître la onentration exate en la omparant à une gamme de

onentration onnue réalisée en parallèle, mais de déterminer si la onentration en ADN

ible dans l'éhantillon est au dessus ou au dessous d'un ertain seuil. Ii, un ordre de

grandeur de la inétique de réation su�t (par ex. Tt50 supérieur ou inférieur à 5 mi-

nutes). Une LAMP détetant tous les génotypes du virus de l'hépatite B (HBV) a été

développée et leurs résultats démontrent qu'il est possible de lasser grâe à la inétique

d'ampli�ation LAMP les éhantillons selon trois seuils : 15 IU/mL ; 2000 IU/mL et 20000

IU/mL. Ces seuils, en addition à d'autres paramètres (notamment l'état du foie, en dosant

ASAT et ALAT) font partie des ritères liniques permettant de prendre la déision de

traiter le patient ou non par une thérapie anti-virale.

De plus, dans le as de la transmission mère-enfant (représentant plus de 60% des

pathologies du foie liées à HBV) ette mesure permet aussi de savoir si une femme eneinte

est à risque de transmettre le virus à son enfant. Si sa harge virale est trop élevée (>20000

IU/mL) il est néessaire de traiter la patiente ave des anti-viraux, ar l'injetion vainale

néonatale ne su�ra pas à protéger le nouveau né.

Sur papier, un tel test semi-quantitatif, serait failement réalisable, et oûterait moins

her qu'un dispositif quantitatif. Il permettrait alors une approhe semi-quantitative au

hevet du patient.

Ce qu'il faut retenir

� Nous avons adapté la rt-LAMP au papier ave suès. L'utilisation d'une �bre de

verre (GF) permet de s'a�ranhir des interations renontrées entre ellulose et agent

interalant, et ainsi pouvoir suivre la inétique d'ampli�ation au ours du temps.

� Nous avons déterminé les paramètres prinipaux in�uençant la sensibilité et la spéi-

�ité d'une réation LAMP : type d'enzyme, température de réation, onentration en

amores, MgSO4 et dNTPs ... Ces paramètres peuvent être interdépendants (exemple des

onentrations en Mg

2+

et dNTPs).

� Des premiers système miro�uidique papier ont été réalisés, permettant le multiplexage

"physique" des réations LAMP, et e pour deux triplex : un triplex batérien S. aureus,

S. enteria et S. pneumoniae ; et le triplex du projet prinipal de thèse pour les arbovirus

Zika, Dengue et Chikungunya.

� Le suivi en temps réel des réations nous a permis de démontrer la quantitativité de

la réation LAMP sur papier. Nous proposons un onept de dispositif dans lequel une

gamme de réation est réalisée en parallèle d'une réation test en deux pipetages, e qui

amènerait le quantitatif sur le terrain.
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� Notre travail sur la rt-LAMP laisse à penser que d'autres réations de biologie molé-

ulaire sont adaptables au papier. Les derniers travaux de Keith Pardee montrant qu'il

est possible sur du papier de réaliser des réations omplexes de biologie synthétique,

inluant la régulation, l'expression de gènes et la transription de protéines en dehors des

ellules (ell-free syntheti biology) [90℄ on�rment ette hypothèse. Ainsi, les protooles

développés ii pourraient servir pour d'autres appliations et méthodes de détetion.
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MULTIPLEXER LA RT-LAMP.

A

près avoir adapté la réation rt-LAMP au papier, nous nous sommes penhés sur

le mode de leture du test. En e�et, dans le as d'un dispositif de terrain, il est

essentiel que la leture du test soit faile et néessite peu de matériel. La puissane du

signal fournie par l'agent interalant est di�ile à observer à l'÷il nu ou ave une simple

améra de smartphone.

Plusieurs méthodes alternatives (dérites au hapitre 1 en setion 1.1.2 page 23) ont été

testées pour améliorer l'intensité du signal et failiter la leture du test, notamment l'uti-

lisation de la aléine et de méthodes olorimétriques (rystal violet, pH..). Ces méthode,

tout omme l'agent interalant, renseignent sur la présene ou l'absene d'ampli�ation

mais ne renseigne pas sur le type de ible ampli�ée. Il est don impossible de di�érentier

une ampli�ation standard d'une ampli�ation non spéi�que. Sur le terrain, les ondi-

tions ne sont pas aussi ontr�lées et reprodutibles qu'en laboratoire. Des variations de

température d'ampli�ation, de onservation des réatifs pourraient a�eter la spéi�ité

de la réation. La mise en plae d'une méthode de détetion séletive est don intéressante.

Parmi les méthodes de détetions séletives, employant pour la plupart des sondes

oligonuléotidiques et la tehnique FRET (f setion 1.1.2) nous avons hoisi d'adapter

la méthode QUASR réemment publiée [13℄. Les prinipaux avantages de ette méthode

sont les suivants :

� Comme préisé plus haut, elle est plus spéi�que que les méthodes "lassiques"

(interalants, aléine ou turbidimétrie). Son signal n'est assoié qu'à l'implia-

tion d'une seule des six amores dans l'ampli�ation. Si l'amore QUASR est bien

hoisie, ela permet d'éviter des faux positifs.

� Le signal produit est intense et peut être visualisé à l'oeil nu, ou ave une simple

améra de smartphone.

� La détetion est spéi�que, e qui diminue le risque de faux positif.

� Le signal produit peut être observé "à froid" plusieurs jours après avoir réalisé le

test. C'est un argument en faveur de la simpliité d'utilisation sur le terrain.

� En�n et surtout, la méthode permet de multiplexer plusieurs réations dans un

même tube, en assoiant haque réation à un �uorophore di�érent. On pourrait

don dépasser les apaités de multiplexage "physique".

Dans e hapitre, nous adaptons pour la première fois sur papier la méthode de détetion

QUASR, réemment développée en tube. Nous démontrons, grâe à ette méthode, la

faisabilité du multiplexage sur un même disque et développons un test multiplex QUASR

Zika/Dengue/Chikungunya sur papier.
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3.1 Matériels et méthodes

3.1.1 Design des amores QUASR

Prinipe. Le protoole de design des amores QUASR est adapté de la publiation de

Ball et al. [13℄.

Pour un jeu d'amore LAMP donné, on séletionne l'amore QUASR la plus appro-

priée, en se basant sur deux ritères :

� Parmi les amores FIP, BIP, LF et LB, on reherhe elle qui est la moins susep-

tible d'être impliquée dans une ampli�ation non spéi�que (due à la formation de

boules au sein de l'amore ou à l'hybridation des amores entre elles).

� L'amore QUASR doit pouvoir s'hybrider ave un quenher à basse température.

Étapes d'analyse. Les logiiels Multiple Primer Analyser de Thermo�sher Sienti�

1

et UNAfold Tool de Integrated DNA Tehnologies

2

sont utilisés l'un après l'autre pour

déterminer l'amore la plus appropriée parmi les quatre amores FIP/BIP et LF/LB d'un

jeu donné.

1. Le logiiel Multiple Primer Analyser est employé pour reherher les homo et

hétéro-dimères formés entre les amores d'un jeu. Parmi les quatres amores FIP/BIP

et LF/LB, on rejette toute amore formant des dimères ampli�ables, .-à-d. im-

pliquant plus de 4 nuléotides à l'extrémité 3' d'une des amores. De tels dimères

pourraient être à l'origine d'ampli�ations non spéi�ques.

2. Le logiiel UNAfold Tool (paramètres par défauts, exepté la onentration en

Mg

2+

�xée à 4mM) est utilisé pour reherher les boules formées par les amores.

On rejette toute amore formant une boule ampli�able, .-à-d. impliquant des

nuléotides à l'extrémité 3' de l'amore.

3. En�n, on évalue grâe à UNAfold Tool l'adaptabilité des amores à la méthode

QUASR. Parmi les andidats restant, les amores ne formant pas de boule im-

pliquant la partie 5' et possédant une Tm supérieure à 45°C, sont séletionnées.

L'hybridation entre l'amore QUASR et son quenher, ne sera ainsi pas entravée

par la formation d'une boule à la partie 5' de l'amore.

Cas de la rt-LAMP CHIKV : La �gure 3.1 illustre la démarhe pour le jeu d'amores

de la rt-LAMP CHIKV. Le logiiel Multiple Primer Analyser détete un hétéro-dimère

ampli�able entre les amores B3 et FIP. Le logiiel UNAfold Tool détete deux boules

1. https ://www.thermo�sher.om/fr/en/home/brands/thermo-sienti�/moleular-

biology/moleular-biology-learning-enter/moleular-biology-resoure-library/thermo-sienti�-web-

tools/multiple-primer-analyzer.html

2. https ://eu.idtdna.om/UNAFold%3F
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ampli�ables pour les amores FIP et BIP. On rejette alors les amores FIP et BIP. Les

deux amores restantes, LF et LB forment des boules à leur partie 5', dont les Tm sont

respetivement 45,1°C et 40,8°C. On hoisit don l'amore LB, dont la boule a la plus

basse Tm, omme amore QUASR.

CHIKV_FIP with CHIKV B3 

5-GGCCGCTTTAGCTGTTCTGACCATACGAACTGACACCAG-> 
                 |||||   |   | |   | 
               <-AGACTCTGAGAATGGTACGA-5 

1. Multiple Primer Analyser Tool :

CHIKV_FIP
CHIKV_BIP

CHIKV_LF

CHIKV_LB

Tm = 45.1°C

Tm = 40.8°C

2. UNAfold Tool :

Figure 3.1 � Séletion de l'amore QUASR de la LAMP CHIKV grâe aux logiiels Multiple

Primer Analyser de Thermo�sher Sienti� et UNAfold Tool de Integrated DNA Tehnologies.

En rouge sont entourés les dimères et boules ampli�ables, en pointillé bleu, les boules impli-

quant la partie 5' des amores, assoiées a leur Tm.

Quenhers La longueur des quenhers est déterminée en fontion de leur Tm ave les

amores QUASR (par le logiiel OligoAnalyser Tool

3

). On design par défaut un quenher

3. Integrated DNA tehnologies website : https ://eu.idtdna.om/al/analyzer/
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omposé de 10 nt, qui sera raouri en 5' si besoin jusqu'à avoir une Tm inférieure à

40°C.

Dans les faits on se proure systématiquement des brins quenher de 10bp ar 'est la

plus petite taille d'oligos modi�és que l'on peut ommander hez le fournisseur Integrated

DNA Tehnologies. On modi�e simplement l'extrémité 5' du quenher de manière a former

des mismathes ave l'amore QUASR.

Exemple : Pour le quenher de la LAMP QUASR DENV-3, le omplément inverse des

10 premiers nuléotides designé par défaut possède une Tm de 50°C. On lui préfère un

quenher de 8 nuléotide seulement, possédant une Tm de 36°C. On ommande alors un

quenher de 10 nuléotide, dont les deux dernières bases à l'extrémité 5' sont identiques

aux bases de l'amore QUASR. Elles ne partiipent pas à l'hybridation entre le primer et

le quenher, e qui permet d'obtenir un Tm bas.

F/ACGACGGAGCTACAGGCAGAAGAAGTCAGGCCCAAA 
  ||||||||||      
Q/TGCTGCCTGC 

DENV-3/FIP-FAM

DENV-3/FIP-quencher

Couple �uorophore/quenher Les amores QUASR modi�ées en 5' par l'ajout d'un

�uorophore doivent être assoiées à des quenhers orrespondants à la gamme de longueur

d'onde d'émission du �uorophore (par ex. Iowa Blak® FQ dans le as d'un �uorophore

FAM, et Iowa Blak® RQ dans le as d'un �uorophore Texas Red).

Remarque. Les amores F3 et B3 ne sont pas séletionnées omme amores QUASR

ar elles ne sont pas impliquées dans l'ampli�ation de la struture dumbbell, qui produit

la majeur partie des amplions. De plus, leur onentration dans le mélange réationnel

est plus faible, e qui diminuerait le signal QUASR.

Durant le travail de thèse, plusieurs amores QUASR ont été designées, et sont réper-

toriées en annexe 6.9.

3.1.2 Mélange réationnel

Les protooles de mélanges réationnels sont identiques à eux des (rt-)LAMP ave

agent interalant. L'amore QUASR remplae son homologue dans le mélange d'amore et

on ajoute le quenher à une onentration 1,5x supérieure à elle de son amore QUASR

(0,6 µM pour les quenhers LF/LB et 1,2 µM pour les quenhers FIP/BIP).
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3.1.3 Analyse des résultats

Analyse des mesures QUASR

Une image est aquise à 20°C, avant de laner la réation (à t = 0 min) et une

image est aquise à 20°C, après l'ampli�ation (à t = 60 min). On pré-traite les images

omme mentionné en setion 2.1.10. L'analyse d'image des (rt-)LAMP QUASR se fait

par soustration de l'intensité moyenne du disque au temps t0 à l'intensité moyenne du

disque au temps �nal, par défaut t60. La �gure 3.2 illustre la manière dont les données

sont traitées.

On présentera don en général l'intensité I(t60)-I(t0) (�gure 3.2.a,b,), qui représente

le signal généré par la sonde QUASR, et les images des disques à t60 assoiée à la ouleur

du �uorophore QUASR utilisé (�gure 3.2.d).
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Figure 3.2 � rt-LAMP hikungunya (a) Intensité moyenne et image à t0 (b) Intensité moyenne

et image à t60 () soustration de t0 à t60 et soustration des images. (d) Présentation du même

résultat suivant la harte du manusrit : Graphique représentant la soustration des intensités

t60-t0, aollé à l'image d'un des disques à t60, oloré selon le �uorophore QUASR utilisé.
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3.2 Adapter la (rt-)LAMP QUASR sur papier

Nous adaptons dans ette setion la (rt-)LAMP QUASR sur papier, et étudions les

propriétés prinipales de ette nouvelle méthode de détetion.

Suivant le protoole dérit en setion 3.1.1, on séletionne les amores QUASR les plus

appropriés pour les jeux d'amores ZIKV, CHIKV, DENV-U et les quatre jeux DENV

sérotype-spéi�ques. On en déduit le quenher orrespondant, de 10nt par défaut, adap-

table en fontion de la température d'hybridation (.f. 3.1.1). Les amores et quenhers

utilisés sont rassemblés en table 3.1.

Species QUASR Primer Sequence Quencher sequence

DENV-1 LB F/ATGAGACCAATGTTCGCTGT                        TTGGTCTCAT/Q

DENV-2 BIP  F/CAAACGAGATGGGTTTCCTGGATTGCTGGGTTGTAATGCTT   ATCTCGTTTG/Q

DENV-3 FIP  F/ACGACGGAGCTACAGGCAGAAGAAGTCAGGCCCAAA        TCCGTCGT/Q

DENV-4 LB F/CTGTACGCGTGGCATATTG                         ACGCGTACAG/Q 

DENV LB F/CAGAGATCCTGCTGTCTC GGATCTCTG/Q

CHIKV LB     F/AAGCCCTTATTCCGCTGG                          ATAAGGGCTT/Q 

ZIKV FIP   F/TTGCATGTCCACCGCCATAGTCACAGTGGAGGTACAG       GGACATGCAA/Q

Table 3.1 � Liste des amores QUASR hoisies et des quenhers assoiés pour les rt-LAMP

DENV spéi�ques, DENV universelle, CHIKV et ZIKV. les "F/" symbolisent la plae du �uo-

rophore en 5' de l'amore hoisie. Les "/Q" symbolisent la plae du quenher en 3' du brin

quenher

Preuve de onept. Les premières expérienes se feront en LAMP en utilisant l'ADN

de ZIKV, DENV et CHIKV, pour plus de simpliité. En �gure 3.3, une LAMP CHIKV

QUASR est réalisée. le primer CHIKV LB est assoié à un �uorophores FAM et on

ajoute un quenher au mélange d'amores. Deux mesures dans le anal de �uoresene

FAM, à 0 minutes (t0) et à 60 minutes (t60), sont réalisées lorsque la plaque est à 20°C

(�gure 3.3.b et d) et on ajoute aussi au mélange réationnel un interalant SYTO82,

permettant de suivre la réation en temps réel dans le anal Texas Red (�gure 3.3.a et ).

Le signal �uoresent observé dans le anal FAM pour le disque ontr�le positif indique que

la réation d'ampli�ation a eu lieu, impliquant l'amore LB. Cette première expériene

démontre la faisabilité de la méthode QUASR sur papier.

Les aratéristiques de la (rt-)LAMP QUASR sur papier sont étudiées, et font l'objet

des sous-setions suivantes.

3.2.1 Spéi�ité de la (rt-)LAMP QUASR.

Cas de la rt-LAMP CHIKV QUASR. La spéi�ité d'une LAMP QUASR dépend

de l'impliation de l'amore QUASR dans une éventuelle ampli�ation non spéi�que.

Le protoole dérit en setion 3.1.1 nous permet de séletionner in silio l'amore la
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Figure 3.3 � LAMP CHIKV, DNA CHIKV, (a) et () images et uivi de la réation en temps

réel par SYTO82 (b) et (d) Images et mesure QUASR FAM en point �nal.

plus "sûre". La �gure 3.1 résume les démarhes réalisées pour hoisir l'amore QUASR

de la rt-LAMP CHIKV. Pour e jeu, l'amore LB semble être la plus appropriée. Au

ontraire, l'amore FIP semble être peu appropriée ar formant des dimères et des boules

ampli�ables. Pour véri�er es hypothèse, on ompare expérimentalement les deux amores

CHIKV QUASR, LB et FIP.

Dans les onditions standard, les deux rt-LAMP CHIKV QUASR sont omparables

(�gure 3.4.a et b.), La inétique d'ampli�ation est omparable (mTt50 de 22,4 min et

22,9 min), on n'observe pas d'ampli�ation non spéi�que en SYTO82 omme en mesure

QUASR.

L'expériene préédente est répétée en �xant la onentration en MgSO4 à 6mM. De

ette manière, on herhe à provoquer des ampli�ations non spéi�ques dans les ontr�les

négatifs, et observer l'impliation des amores QUASR dans es ampli�ations non spé-

i�ques. Des ampli�ations non spéi�ques ont lieu dans les ontr�les négatifs, deux pour

la rt-LAMP QUASR-LB, et une sur deux pour la rt-LAMP QUASR-FIP (�gure 3.4.).

La mesure QUASR ne montre auun signal dans les deux disques ontr�le négatifs de

rt-LAMP QUASR-LB, signe que l'amore lB n'a pas été impliquées dans les ampli�a-

tions non spéi�ques. on observe ependant un fort signal QUASR dans le disque ontr�le
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Figure 3.4 � Comparaison entre les amores QUASR LB et FIP pour la rt-LAMP CHIKV.

(a) rt-LAMP CHIKV, 3mM de MgSO4, Suivi de la réation en temps réel par SYTO82. (suite

à une erreur de manipulation, l'ampli�ation n'a duré que 50 min) (b) Mesure QUASR FAM

en point �nal. () rt-LAMP CHIKV, 6mM de MgSO4, Suivi de la réation en temps réel par

SYTO82. (d) Mesure QUASR FAM en point �nal.

négatif rt-LAMP QUASR-FIP ampli�é, signe que l'amore FIP a été impliquée dans

l'ampli�ation non spéi�que.

Dans le as de la rt-LAMP CHIKV, l'amore LB est don plus adaptée à la méthode

QUASR que l'amore FIP.

Un séquenage des produits d'ampli�ation pourrait nous aider ii à on�rmer le mé-

anisme avané. Nous pourrions ainsi observer si e sont les boules et dimères de l'amore

FIP observés in silio en �gure 3.1 qui sont à l'origine des ampli�ations non spéi�que

de ette expériene.

rt-LAMP QUASR DENV-1 et DENV-4. Durant le développement des rt-LAMP

QUASRDENV sérotype-spéi�ques, d'autres expérienes illustrant la spéi�ité des amores

QUASR sont réalisées. Les rt-LAMP QUASR DENV-1 et DENV-4 sont ii prises omme

exemple de LAMP QUASR resp. peu spéi�ques et très spéi�ques.

Les rt-LAMP QUASR DENV-1 en �gure 3.5.a nous montre un grand nombre d'am-

pli�ation non spéi�que des ARN de DENV-2, 3 et 4 et du ontr�le négatif. Ces faux
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positifs sont visible pour les trois premiers en �gure 3.5.b dans le anal FAM, signe que

l'amore QUASR (ii l'amore LB) a été impliquée dans l'ampli�ation non spéi�que des

l'ARN de DENV-2, 3 et 4 mais pas dans elle du ontr�le négatif.

La rt-LAMP QUASR DENV-4 en �gure 3.5. nous montre aussi un grand nombre

d'ampli�ation non spéi�ques des ARN de DENV-1, 2 et 3 et du ont�le négatif. Ces faux

positifs ne sont pas visibles en �gure 3.5.d dans le anal FAM, signe que l'amore QUASR

(ii l'amore BIP) n'a été impliqués dans auune des ampli�ations non spéi�ques.

Dans le as de la rt-LAMP DENV-1, L'amore LB n'est pas un bon andidat d'amore

QUASR. En e�et, ette amore semble être souvent impliquée lors d'ampli�ations non

spéi�ques. Cependant, dans le as de la rt-LAMP DENV-4, l'amore BIP semble être

un exellent andidat d'amore QUASR. Elle semble n'être pas impliquée lors d'ampli�-

ations non spéi�ques.
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Figure 3.5 � Spéi�ité de la méthode QUASR. rt-LAMP QUASR DENV-1, ARN de DENV-

1, 2, 3 et 4 (a) Suivi de la réation en temps réel par SYTO82. (b) Mesure QUASR FAM en

point �nal. () rt-LAMP QUASR DENV-4, ARN de DENV-1, 2, 3 et 4. Suivi de la réation en

temps réel par SYTO82. (d) Mesure QUASR FAM en point �nal.

L'exemple de la rt-LAMP DENV-4 illustre bien l'avantage que peut avoir la méthode

QUASR par rapport à un suivi lassique par interalant : on gagne en spéi�ité. La

séletion et la validation de l'amore demande ependant une étude préalable.
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3.2.2 A propos du quenher.

L'in�uene de la Tm du quenher a été étudié pour l'optimisation de la LAMP QUASR

DENV-3. Comme mentionné plus haut en setion 3.1.1, le quenher par défaut de 10

nuléotide possède une Tm élevé de 50°C. On ompare alors deux quenhers pour ette

LAMP QUASR. Un quenher de 10 nuléotides et un quenher de 8 nuléotides possédant

une Tm de 36°C.
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Figure 3.6 � LAMP QUASR DENV-3, ADN de DENV-3, variation de la taille du quenher

QUASR. (a)Suivi de la réation en temps réel par SYTO82 (b) Mesure QUASR FAM en point

�nal () images assoiées. )

La réation d'ampli�ation LAMP QUASR réalisé ave le quenher de 8 nuléotides

est plus rapide qu'ave le quenher de 10 nuléotide (mTt50 de 32,2 min et 37,6 min pour

resp. 8 et 10 nt). Cela s'explique par le fait qu'une partie des quenhers de 10 nuléotides

s'hybrident ave leur amore QUASR durant la réation, limitant l'impliation de elles-

i. De plus, parmi les réations réalisées ave le quenher de 10 nt, une expériene sur les

trois ne montre auun signe d'ampli�ation.

Des expérienes additionnelles sont néessaires pour omprendre plus en détail le ra-

lentissement et le manque de reprodutibilité de la LAMP au quenher de 10 nuléotides.

Il semble ependant que la Tm du quenher joue un r�le important sur la inétique et la

sensibilité de la réation LAMP QUASR. Ces phénomènes, ainsi que la ontinuité entre la

fontion QUASR et la fontion DARQ [31℄ sont étudiés plus en détail par Ball. et all [13℄

et sont en aord ave notre résultat préliminaire. Nous hoisirons d'utiliser le quenher

de 8 nuléotides pour la LAMP QUASR DENV-3.

3.2.3 Intensité du signal QUASR.

L'intensité du signal QUASR varie prinipalement en fontion de deux paramètres :

la onentration en amore QUASR et le type de �uorophore assoié.
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Conentration de l'amore QUASR. La onentration des amores FIP/BIP (0,8

µM) étant le double de elle des amores LF/LB (0,4 µM), les LAMP QUASR assoiées

au amores FIP/BIP sont généralement plus intense. Ainsi, la �gure 3.7.a ompare les

intensités de signal brut à t60, I(t60) des QUASR CHIKV FIP et CHIKV LB. On peut

observer que le signal moyen du QUASR FIP positif est environ 30% fois plus important

que elui du QUASR LB positif. Cet e�et est moindre pour les ontr�les négatifs, e qui

onfère au QUASR FIP un ratio brut signal/bruit légèrement supérieur (2,5 pour FIP

ontre 2,2 pour LB)

Fluorophore assoié. l'intensité du signal produit par la LAMP QUASR assoiée au

�uorophore Texas Red est supérieure à elle assoiée au �uorophore FAM. La �gure 3.7.b

ompare les I(t60) des QUASR ZIKV FAM et ZIKV Texas Red (pour la même amore

FIP). On peut observer que le signal moyen du QUASR Texas Red positif est environ 3

fois supérieure au signal moyen du QUASR FAM positif. Le ratio brut signal/bruit du

QUASR Texas Red est bien meilleur (5,5 pour Texas Red ontre 2,3 pour FAM). Dans

le but d'obtenir un signal le plus puissant possible, d'autres �uorophores pourraient être

testés (Alexa, Cy3, Cy5, et)
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Figure 3.7 � Comparaisons des intensités de signal brut I(t60) pour di�érentes LAMP QUASR.

(a) rt-LAMP QUASR CHIKV, ARN de CHIKV et NTC, I(t60) des QUASR LB et FIP (b) rt-

LAMP QUASR ZIKV, ARN de ZIKV et NTC, I(t60) des QUASR Texas Red et FAM.

3.3 Développement du multiplexage QUASR.

Comme mentionné dans l'introdution de e hapitre, la méthode QUASR permet

de réaliser plusieurs test LAMP en un seul tube, en assoiant un �uorophore di�érent à

l'amore QUASR de haque jeu.

Dans ette setion sont réalisés les premiers tests de multiplexage QUASR. Leurs sensi-

bilités et spéi�ités sont omparées à la LAMP standard.



3.3. DÉVELOPPEMENT DU MULTIPLEXAGE QUASR. 91

3.3.1 Première preuve de onept d'un duplex QUASR.

La possibilité d'un duplexe QUASR entre les LAMP ZIKV et CHIKV est étudiée en

utilisant les jeux de LAMP QUASR disponibles alors au laboratoire, assoiés au même

�uorophore (FAM). Ainsi, deux mélanges réationnels distints sont préparés :

� Un mélange réationnel ontenant les amores CHIKV QUASR et les amores

ZIKV standard.

� Un mélange réationnel ontenant les amores ZIKV QUASR et les amores CHIKV

standard.

Les onentrations habituelles sont onservées pour haque jeu d'amores, doublant

la onentration totale (on passe de 2,8 µM à 5,2 µM d'amores au total). En regard des

reommandations pour les mélanges d'amores onentrés évoqués en setion 2.3.4 (6,4

µM au total), on se situe dans des onditions de bon fontionnement de la réation LAMP.
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NTC
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Figure 3.8 � Première approhe du multiplexage QUASR pour les LAMP ZIKV et CHIKV.

(a) LAMP duplex ontenant les amores CHIKV QUASR et ZIKV standard, ADN de CHIKV,

ZIKV et NTC. Suivi de la réation en temps réel par SYTO82 et mesure QUASR FAM en point

�nal (b) LAMP duplex ontenant les amores ZIKV QUASR et CHIKV standard, ADN de

CHIKV, ZIKV et NTC. Suivi de la réation en temps réel par SYTO82 et mesure QUASR FAM

en point �nal.
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Pour es deux mélanges réationnels, on observe grâe à l'agent interalant une ampli�-

ation sur les disques ontenant les ADN de CHIKV et de ZIKV, mais pas d'ampli�ation

dans le disque ontr�le négatif (�gure 3.8.a et ). Les mesures QUASR FAM pour le pre-

mier mélange réationnel montrent une ampli�ation seulement dans le disque ontenant

l'ADN de CHIKV (�gure 3.8.b). Les mesures QUASR FAM pour le seond mélage réa-

tionnel montrent une ampli�ation seulement dans le disque ontenant l'ADN de ZIKV

(�gure 3.8.d).

Ce premier résultat suggère la faisabilité d'une LAMP QUASR duplex CHIKV/ZIKV.

3.3.2 QUASR biolore.

En utilisant une amore QUASR ZIKV (FIP) assoiée au �uorophore Texas Red, un

premier test de multiplexage QUASR biolore est réalisé. A l'inverse des expérienes pré-

édentes, la inétique de réation ne peut pas être suivie par le biais d'un agent interalant

ar les deux anaux de �uoresene sont utilisés pour les mesures QUASR de haune des

deux LAMP.
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Figure 3.9 � Multiplexage des LAMP CHIKV QUASR (anal FAM) et ZIKV QUASR (anal

Texas Red)

Les mesures en point �nal dans la anal FAM (�gure 3.9.a) et Texas Red (�gure 3.9.b)

démontrent la spéi�ité de la LAMP QUASR duplex CHIKV/ZIKV.

On observe dans les disques double-positifs (ontenant à la fois l'ADN de CHIKV et

ZIKV) une diminution du signal QUASR pour les deux ibles. La ompétition entre les

deux réations lorsqu'elles se produisent simultanément (notamment en réatifs "onsom-

mables" omme les dNTPs) pourrait induire une moindre synthèse d'amplion et expliquer

ette diminution de signal QUASR.
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3.3.3 Evaluation des sensibilité/spéi�ité de la méthode QUASR.

On évalue la sensibilité et la spéi�ité d'une rt-LAMP QUASR et d'une rt-LAMP

QUASR duplex.

On ompare alors les performanes de :

1. la rt-LAMP CHIKV standard (amores de CHIKV standard)

2. la rt-LAMP CHIKV QUASR (amores de CHIKV QUASR)

3. la rt-LAMPCHIKV QUASR en ondition de duplex (amores de CHIKV QUASR+ZIKV

standard)

L'ARN de CHIKV quanti�é en RT-qPCR à la CIBU, est dilué à 100, 10 et 5 opies/µL

(e qui, à raison de 4µL/réation donne 400, 40 et 20 opies/réation).

Sensibilité. Dans haque onditions, les trois onentrations d'ARN de CHIKV sont

ampli�ées en une quinzaine de minutes (�gure 3.10). Les inétiques d'ampli�ations

sont omparables entre les trois onditions (11,9/14,3/16,7 min ; 12,7/14,9/16,9 min ;

11,0/14,0/16,0 ; pour lesmTt50 respetifs des amores CHIKV, CHIKV QUASR et CHIKV

QUASR+ZIKV). Cela indique que l'utilisation de la méthode QUASR et l'addition d'un

jeu d'amores pour réaliser une LAMP duplex n'a�ete pas la inétique et la sensibilité

de la réation.

Spéi�ité. Des ampli�ations non spéi�ques ont lieu dans les disques ontr�les néga-

tifs dans les trois onditions. Leur inétiques sont omparables. Il ne semble don pas que

l'ajout de la méthode QUASR et du multiplexage dimminue la spéi�ité de la rt-LAMP.

De plus, Les mesures QUASR en point �nale pour les rt-LAMP réalisées ave les amores

CHIKV QUASR ne re�ètent pas d'ampli�ation non spéi�ques. L'ajout du jeu d'amore

ZIKV n'a�ete don pas la spéi�ité de la rt-LAMP CHIKV QUASR.

La rt-LAMP CHIKV QUASR demeure don sensible (20 brins/réation) et spéi�que

en présene d'autres amores dans le mélange réationnel.



94

CHAPITRE 3. DÉTECTER PLUSIEURS CIBLES SUR UN MÊME DISQUE :

MULTIPLEXER LA RT-LAMP.

0

2000

4000

6000

8000

CHIKV rt-LAMP
end-point measurement

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
e

 (
a

.u
.) CHIKV RNA (400/rxn)

QUASR primers

CHIKV RNA (40/rxn)
QUASR primers

CHIKV RNA (20/rxn)
QUASR primers

NTC QUASR primers

0

2000

4000

6000

8000

CHIKV rt-LAMP
end-point measurement

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
e

 (
a

.u
.) CHIKV RNA (400/rxn)

QUASR primers

CHIKV RNA (40/rxn)
QUASR primers

CHIKV RNA (20/rxn)
QUASR primers

NTC QUASR primers

a.

b. c.

d. e.

0 10 20 30 40 50 60
0

50

100

CHIKV rt-LAMP
real-time measurement

time (min)

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
e

 (
a

.u
.)

0 10 20 30 40 50 60
0

50

100

CHIKV rt-LAMP
real-time measurement

time (min)

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
e

 (
a

.u
.)

CHIKV RNA (400/rxn)
Standard primers

CHIKV RNA (40/rxn)
Standard primers

CHIKV RNA (20/rxn)
Standard primers

NTC Standard primers

0 10 20 30 40 50 60
0

50

100

CHIKV rt-LAMP
real-time measurement

time (min)

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
e

 (
a

.u
.)

Figure 3.10 � Comparaison des inétiques et sensibilités de di�érents jeux d'amores de rt-

LAMP CHIKV (a) rt-LAMP CHIKV, amores rt-LAMP CHIKV standard. Suivi de la réation

en temps réel par SYTO82. (b) rt-LAMP CHIKV, amores rt-LAMP CHIKV QUASR. Suivi de

la réation en temps réel par SYTO82. () Mesure QUASR FAM en point �nal. (d) rt-LAMP

CHIKV, amores rt-LAMP CHIKV QUASR + ZIKV standard. Suivi de la réation en temps

réel par SYTO82. (e) Mesure QUASR FAM en point �nal.
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3.4 Multiplexer les rt-LAMP QUASR Zika, Dengue et

Chikungunya sur papier.

Figure 3.11 �

Shéma d'un dispositif

Zika/Dengue/Chikungunya

Suivant l'objetif prinipal du travail de thèse, le multi-

plexage des rt-LAMP QUASR DENV-U, ZIKV et CHIKV

est envisagé. Notre but est de réaliser un système à deux

disques permettant de multiplexer es trois tests et d'y ajou-

ter une (rt-)LAMP ontr�le positif. Deux de es trois tests

se dérouleraient dans un des disque, le troisième test et la

réation ontr�le positif dans le seond disque.

N.B. : Ce dispositif de terrain aurait pour premier lieu

d'appliation l'île de la Réunion, ou la détetion des virus

Zika, Chikungunya et Dengue onstitue un enjeu de santé pu-

blique. La réente épidémie de Dengue-2 (DENV-2) en 2019

à la Réunion nous a poussé à nous onentrer sur la détetion

de DENV-2 par la rt-LAMP Dengue universelle (DENV-U).

Après s'être assuré que es trois rt-LAMP QUASR sont spéi�ques, on étudiera la mise

en plae de duplex QUASR deux à deux, ainsi que l'ajout d'un ontr�le positif QUASR.

3.4.1 Spéi�ité des rt-LAMPQUASR DENV-U, ZIKV et CHIKV.

La première tâhe onsiste à s'assurer de la spéi�ité de es trois jeux d'amores

et du bon fontionnement de la méthode QUASR. Au vu des préédentes inétiques de

réations, et pour gagner du temps expérimental, on réalise des ampli�ations de 45 min

seulement. Chaque jeu d'amore est don testé ave les 6 ARN de DENV-1 à 4, ZIKV et

CHIKV.

La rt-LAMP QUASR DENV-U détete uniquement les 4 sérotypes, le signal QUASR

(ii en Texas Red) est bien spéi�que (�gure 3.12.a et b).

La rt-LAMP QUASR ZIKV détete uniquement l'ARN de ZIKV. Le signal QUASR

est la aussi spéi�que (malgré un léger bruit de fond dans un des disques ontenant l'ARN

de DENV-3).

La rt-LAMP QUASR CHIKV détete uniquement l'ARN de CHIKV. Le signal QUASR

est la aussi spéi�que.

Alors même que les onentrations en ARN sont environs dix fois supérieures, on observe

que les inétiques d'ampli�ations de la rt-LAMP DENV-U sont relativement plus lentes
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Figure 3.12 � Spéi�ité des rt-LAMP QUASR DENV-U, ZIKV et CHIKV. (a) rt-LAMP

DENV-U, ARN de DENV-1 à 4, ZIKV et CHIKV. Suivi de la réation en temps réel par SYTO9

(b) Mesure QUASR Texas Red en point �nal () rt-LAMP ZIKV, ARN de DENV-1 à 4, ZIKV

et CHIKV. Suivi de la réation en temps réel par SYTO82 (d) Mesure QUASR FAM en point

�nal (e) rt-LAMP CHIKV, ARN de DENV-1 à 4, ZIKV et CHIKV. Suivi de la réation en temps

réel par SYTO9 (f) Mesure QUASR Texas Red en point �nal.

que les inétiques des rt-LAMP ZIKV et CHIKV (mTt50 de 14,8 min, 22,05 min, 19,6

min et 18,9 pour les ampli�ation de DENV-1 à 4 ontre 13,1 et 13,7 min pour les

ampli�ations de ZIKV et CHIKV).

Cette faible vitesse de réation de la rt-LAMP DENV-U nous pousse à onserver une

durée d'ampli�ation de 45 min. Elle s'explique probablement par le design omplexe

de ette rt-LAMP pan-sérotype à 9 amores, permettant plusieurs sénarios d'ampli�-
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ations. Le fait que la rt-LAMP DENV-U ne omporte qu'une seul amore Loop (LB),

pourrait aussi partiiper à la di�érene de vitesse d'ampli�ation. En e�et les amores

Loop (LF/LB), aélèrent fortement la réation [20℄.

3.4.2 Appariement des duplex QUASR.
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Figure 3.13 � rt-LAMP des trois duplexes QUASR (a) DENV-U(FAM)/ZIKV(Texas

Red), Canal FAM (b)DENV-U(FAM)/ZIKV(Texas Red), Canal Texas Red () DENV-

U(FAM)/CHIKV(Texas Red), Canal FAM (d)DENV-U(FAM)/CHIKV(Texas Red), Canal Texas

Red (e) ZIKV(FAM)/CHIKV(Texas Red), Canal FAM (f)ZIKV(FAM)/CHIKV(Texas Red), Ca-

nal Texas Red

Une fois véri�é la spéi�ité des trois rt-LAMP, les trois duplex possibles sont testés.
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On véri�e pour haun d'eux la détetion de leurs ibles respetives et l'absene d'ampli-

�ation non spéi�que lorsqu'ils sont onfrontés au troisième pathogène ou à un ontr�le

négatif :

� le duplex DENV-U/ZIKV est spéi�que, auune ampli�ation non spéi�que n'est

visible en présene d'ARN de CHIKV (�gure 4.5.a et b).

� le duplex DENV-U/CHIKV ampli�e orretement ses ibles mais on observe une

ampli�ation non spéi�que impliquant l'amore QUASR CHIKV en présene

d'ARN de ZIKV (�gure 4.5. et d).

� le duplex ZIKV/CHIKV est spéi�que, auune ampli�ation non spéi�que n'est

visible en présene d'ARN de DENV (ii DENV-2) (�gure 4.5.e et f).

Le duplex DENV-U/ZIKV est hoisi, il est spéi�que et montre une bonne reprodu-

tibilité au fur des répétitions d'expérienes. On herhe maintenant à oupler la troisième

rt-LAMP, CHIKV, à une (rt-)LAMP ontr�le positif.

3.4.3 Ajout d'un ontr�le : le problème des doubles positifs

Ajout du ontr�le positif rt-LAMP Sigmavirus Notre première idée est de oupler

la rt-LAMP CHIKV QUASR ave la rt-LAMP Sigmavirus. Le Sigmavirus est un virus à

ARN infetant les diptères (par ex. les mouhes), et il est utilisé en routine à la CIBU

omme ontr�le positif d'extration. Il pourrait être inlus dans l'éhantillon (par exemple

lyophilisé au préalable dans le tube de lyse) et sa détetion nous assurerait que toute

la proédure (extration et ampli�ation) s'est déroulée onvenablement. Nos premières

expérienes visent don à oupler les rt-LAMP CHIKV et Sigmavirus. Après analyse, on

hoisi l'amore FIP omme amore QUASR de la rt-LAMP Sigmavirus.

Le duplex CHIKV/Sigmavirus est testé en présene des trois ARN de DENV-2, ZIKV

et CHIKV et en ajoutant systématiquement de l'ARN de Sigmavirus au mélange réa-

tionnel. La rt-LAMP CHIKV demeure sensible et spéi�que (�gure 3.14.a). On observe la

bonne ampli�ation du Sigmavirus en présene d'ARN de DENV-2, de ZIKV et dans le

disque ontr�le négatif, mais une absene d'ampli�ation en présene d'ARN de CHIKV

(�gure 3.14.b).

Cette absene d'ampli�ation rappelle la diminution de signal QUASR observée lors

de la réalisation de double positifs ZIKV/CHIKV en �gure 3.9. Il est probable que ette

absene d'ampli�ation soit due à une ompétition entre les deux rt-LAMP pour les

réatifs. La rt-LAMP CHIKV se déroule plus rapidement et onsomme tous les dNTPs

présents dans le mélange réationnels. L'ampli�ation de l'ARN de Sigmavirus ne peut

don pas avoir lieu.

Pour permettre les deux ampli�ations simultanées (�gure 3.14. et d), les quantités de

dNTPs et d'enzyme polymérase sont augmentées. La ondition A orrespond au protoole
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Figure 3.14 � Ajout d'un ontr�le positif Sigmavirus :(rt-)LAMP QUASR CHIKV/Sigmavirus

(a) et () CHIKV(Texas Red)/Sigmavirus(FAM), Canal Texas Red (b) et (d) CHIKV(Texas

Red)/Sigmavirus(FAM), Canal FAM, Condition A : 0,4 mM eah dNTPs, 0,4 U/µL GspSSD

2.0, 4 mM MgSO4 ; Condition B : 0,7 mM eah dNTPs, 0,4 U/µL GspSSD, 4,5 mM MgSO4 2.0 ;

Condition C : 0,4 mM eah dNTPs, 0,6 U/µL GspSSD 2.0, 4 mM MgSO4 ; Condition D : 0,7

mM eah dNTPs, 0,6 U/µL GspSSD 2.0, 4,5 mM MgSO4

standard (0,4 mM de haque dNTP, 0,4 U/µL de polymérase). On augmente les quantité

de dNTPs dans les onditions B et D (0.7mM dNTPs), et on augmente la quantité de

polymérase dans les onditions C et D (0,6 U/µL). Malgré es modi�ations, apportant

plus de réatifs et d'enzymes, seule la rt-LAMP CHIKV montre une ampli�ation.

Les limites de temps de développement du projet nous poussent à mettre de �té le

ontr�le positif par rt-LAMP Sigmavirus et tenter d'adapter d'autres LAMP plus rapides,

en ontr�le positifs.

LAMP S. enteria et S. aureus Deux duplex QUASR entre la rt-LAMP CHIKV et

les LAMP S. enteria et S. aureus sont réalisés. On teste pour haun la ondition double

positive, qui fait défaut dans le duplex CHIKV/Sigmavirus.

Le duplex CHIKV/S. enteria ne montre pas d'ampli�ation simultanée en présene

des deux ibles (�gure 3.15.a). De plus, des ampli�ations non spéi�ques ont lieu dans le

disque ontr�le négatif du duplex (impliquant l'amore QUASR S. enteria). A l'inverse,

le duplex CHIKV/S. aureus montre une ampli�ation simultanée en présene des deux
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Figure 3.15 � Ajout d'un ontr�le positif LAMP S. enteria ou S. aureus. (a) CHIKV(Texas

Red)/S. enteria(FAM), Canal Texas Red (b) CHIKV(Texas Red)/S. enteria(FAM), Canal

FAM () CHIKV(Texas Red)/S. aureus(FAM), Canal Texas Red (d) CHIKV(Texas Red)/S.

aureus(FAM), Canal FAM.

ibles et pas d'ampli�ation non spéi�que dans le disque ontr�le négatif (�gure 3.15.

et d).

La LAMP S. aureus semble don être un bon andidat pour jouer le r�le de ontr�le

positif en duplex ave la rt-LAMP CHIKV. De l'ADN de S. aureus serait alors lyophilisé

dans le disque ave les réatifs rt-LAMP, et ampli�é au lanement du test pour valider le

bon fontionnement du dispositif.

In�uene de la onentration des deux ibles Bien que ela soit un avantage pour

sa vitesse de détetion, le fait que la réation LAMP soit très rapide et onsomme une

grande quantité de réatifs apparaît ii omme un désavantage pour la détetion de deux

ibles simultanément dans un même disque. On étudie alors plus en détail dans le as de

notre duplex CHIKV/S. aureus l'in�uene de la onentration respetive de haque ible.

La onentration en ADN de S. aureus est �xée à 10 fois la limite de détetion de la

LAMP S. aureus (100 CFU/rxn). La onentration en ARN de CHIKV varie de 400 à 20

brins/rxn, des onentrations normalement au dessus du seuil de détetion (f �gure 3.10).
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Figure 3.16 � Optimisation du duplex QUASR CHIKV/S. aureus, limite de détetion

en ondition double positive. (a) CHIKV(Texas Red)/S. aureus(FAM), Canal Texas Red (b)

CHIKV(Texas Red)/S. aureus(FAM), Canal FAM () image des disques à t60 pour la ondi-

tion : 40 brins/rxn d'ARN de CHIKV, 100 CFU/rxn de S.aureus.

Du fait de l'ampli�ation de l'ADN de S. aureus par la LAMP S. areus, on observe une

di�ultée de la rt-LAMP CHIKV à déteter 40 brins d'ARN/réation. Le signal QUASR

est diminué n'est pas uniforme sur les disques. A 20 brins d'ARN/réation, il n'y a plus

de signal QUASR pour la rt-LAMP CHIKV (�gure 3.16.a).

De même, la LAMP S aureus est a�etée par l'ampli�ation de la rt-LAMP CHIKV

et possède une signal QUASR plus intense à faible quantité ou sans ARN de CHIKV

(�gure 3.16.b).

La deuxième ondition (40 brins d'ARN/réation de CHIKV et 100 CFU/réation de

S. aureus) est intéressante. Il semble que les inétiques de réation des deux LAMP sont

de même ordre et on observe en signal QUASR un partage physique des disques en deux

zones, privilégiant l'une ou l'autre des ampli�ations. Ce as partiulier illustre bien la

ompétition entre les deux LAMP pour les réatifs présents sur le "territoire" du disque.

Le fait que les onentrations en ARN/ADN ible soient assez prohes des limites de

détetion joue un r�le, ar on n'observe pas e phénomène en �gure 3.15. et d. ou les

onentrations en CHIKV et S. aureus sont de 10

4

/réation.
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A des onentrations élevées, un grand nombre de brins ible vont initier des ampli�-

ations LAMP en tous points du disque, impliquant des amores QUASR en tout point du

disque, et on observe don une répartition homogène du signal. A plus faible onentration,

seulement quelques brins vont initier des ampli�ations, qui vont di�user et d'étendre en

partant de leur point d'initiation. En s'étendant, elles onsomment les dNTPs du volume

environnant et empêhent une autre ampli�ation d'avoir lieu au même endroit dans le

disque.

Il semblerait don que les doubles positifs sont détetés seulement si les deux LAMP

ont des inétiques semblables et que les ibles sont présentes en quantité su�sante (∼10

fois la limite de détetion).

étude du double positif DENV-U/ZIKV. Dans la as de la détetion de o-infetions,

si les réations sont multiplexées sur un même disque, la situation est analogue à elle évo-

quée plus haut. On se penhe alors sur le duplex DENV-U/ZIKV pour étudier la situation

de double positif.
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Figure 3.17 � Etude du double positif pour le duplex QUSAR DENV-U/ZIKV.

Une première série d'expériene est réalisée, pour tester la double ampli�ation en

présene d'ARN de DENV-2 et de ZIKV (�gure 3.17.a et b). En présene des deux ibles,

seule l'ampli�ation de ZIKV a lieu. La rt-LAMP DENV-U est en e�et plus lente, et

spéialement pour l'ampli�ation du sérotype 2 (f �gure 3.12.a). Une deuxième série
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d'expériene est alors réalisée, en augmentant la quantité d'ARN de DENV-2 (10

4

/rxn) et

en testant la double ampli�ation en présene de DENV-1, qui présente une ampli�ation

plus rapide (f �gure 3.12.a). L'ARN de DENV-2 n'est toujours pas ampli�é mais en

présene d'ARN de DENV-1, on observe une double ampli�ation.

Ce résultat suggère là enore que la inétique des deux réations joue un r�le impor-

tant sur leur ourrene simultanée. Il nous informe aussi qu'en l'état atuel, notre test

serait en di�ulté pour déteter la présene des deux virus DENV-2 et ZIKV dans un

même éhantillon. Or, des as de o-infetion Dengue/Zika ont été reportés dans la litté-

rature, notamment au Brésil, durant une réente épidémie de Zika dans la région de Sao

José do rio Preto, ou la Dengue est endémique [120℄. Sur 1254 patients suspetés d'une

infetion à un arbovirus, 286 patients étaient porteurs de la dengue (DENV-1 et DENV-2

prinipalement) et 12 de es patients (4%) étaient o-infetés par le virus Zika. Dans ette

situation partiulière (ontexte d'épidémie de Zika sur fond de dengue endémique), notre

test serait, en l'état, en di�ulté pour déteter es o-infetions Dengue/Zika.
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3.4.4 Réalisation du multiplex QUASR.

Le développement du test est aboutit dans sa forme duplex QUASR, DENV-U/ZIKV ;

CHIKV/Ctrl+. La LAMP S. aureus est utilisée omme ontr�le positif et on ajoute de

l'ADN de S. aureus dans haque mélange réationnel (∼500CFU/rxn). Les expérienes

suivantes sont réalisées pour illustrer et on�rmer les spéi�ités des deux duplex QUASR

(�gure 3.18).
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Figure 3.18 � Multiplex rt-LAMP QUASR Dengue/Zika/Chikungunya. (a) Shéma déri-

vant le dispositif à deux disques. (b) images des disques 1 (Dengue/Zika) et 2 (Chikungu-

nya/Ctrl+) à t60, anaux Texas Red et FAM séparés et anaux Texas Red et FAM superposés.

() Disque 1, DENV-U(Texas Red)/ZIKV(FAM) Canal Texas Red (d) Disque 2, CHIKV(Texas

Red)/CTRL+(S. aureus) Canal Texas Red (e) Disque 1, DENV-U(Texas Red)/ZIKV(FAM)

Canal FAM (f) Disque 2, CHIKV(Texas Red)/CTRL+(S. aureus)(FAM) Canal FAM.

On observe dans le premier duplex un signal QUASR Texas Red uniquement en pré-

sene d'ARN de DENV, et un signal QUASR FAM uniquement en présene d'ARN de

ZIKV (�gure 3.18.a, et d). On observe dans le deuxième duplex un signal QUASR Texas
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Red uniquement en présene d'ARN de CHIKV, et un signal QUASR FAM dans toutes

les réations, dû à la présene systématique d'ADN de S. aureus (�gure 3.18.a,e et f).

Les images des deux anaux de �uoresene sont superposés en �gues 3.18.b, illustrant

les quatre aspets possibles du test pour la détetion de haque pathogène.

Les multiplex rt-LAMP QUASR Dengue/Zika et Chikungunya/Ctrl+ (S. aureus) sont

don tous deux spéi�ques.

Ce qu'il faut retenir.

� La tehnologie QUASR a été adaptée à notre système papier, permettant le multi-

plexage des tests Zika/Dengue/Chikungunya et d'un ontr�le positif sur deux disques.

� Le signal QUASR est intense, visible à l'oeil nu ou ave une simple améra de smart-

phone. le test est lu en �n de réation, "à froid", il peut être stoké à température amiante

et être lu plusieurs jours après utilisation du test.

� Le duplex des tests LAMP a plusieurs avantages.

� Tout d'abord, il permet d'éonomiser les réatifs, n'utilisant qu'un seul mélange

réationnel pour deux tests. Une réation rt-LAMP dans notre dispositif papier au

laboratoire oûte environ 1¿10 (�gure en annexe), 85% du oût étant imputable

aux enzymes et dNTPs. Ainsi, une réation rt-LAMP en duplex ne oûte que 60

entimes par ible. Ce prix pourrait enore diminuer dans le as d'une prodution

plus massive, permettant l'ahat des réatifs à bas oût.

� Le multiplexage dans un disque permet aussi d'éonomiser l'éhantillon et don

de gagner en sensibilité. Dans le as d'un système omportant un volet de apture

(omme dérit au hapitre 4), les ARN apturés sont répartis dans deux disques

seulement (au lieu de quatre si on ne réalise pas de multiplexage), doublant ainsi

la sensibilité du dispositif.

� Nous avons pointé un phénomène de ompétition entre les réations, qui pourrait

a�eter la sensibilité du duplex dans le as d'un patient o-infeté (o-infetion Dengue-

Zika par exemple). Cet e�et, non dérit par l'artile de Ball et al. [13℄, doit être étudié

plus en profondeur. Il est très probablement dû à l'épuisement des réatifs ausé par la

LAMP la plus rapide, et pourrait alors être évité en augmentant les onentrations en

dNTPs ou en ajustant les paramètres de haque LAMP (notamment les onentrations

en amores) de manière à équilibrer les deux inétiques d'ampli�ations.
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L

e stokage des réatifs et la préparation de l'éhantillon sont deux problématiques

importantes des tests de terrain.

En e�et, dans des onditions où les ressoures sont limitées, les réatifs onservés à

-20°C dans un laboratoire lassique doivent être stokés à température ambiante. La forme

séhée est alors privilégiée et les mélanges réationnels sont réhydratés avant utilisation.

L'autre di�ulté majeure renontrée lors de l'appliation des tests d'aides nuléiques

sur le terrain est la préparation de l'éhantillon [121℄. Comme évoqué au hapitre 1, des

moléules présentes dans les matries biologiques (hémoglobine, immunoglobulines, et)

inhibent la plupart des ampli�ations [78℄. Une étape d'extration permettant de puri�er

les aides nuléiques est don néessaire.

La lyophilisation et le séhage des mélanges réationnels de rt-LAMP sur papier, essen-

tielle à l'aheminement de nos dispositifs sur le terrain, sera traitée dans une première

partie du hapitre.

L'adaptation de l'extration d'ARN sur un dispositif papier sera développée dans la

seonde partie du hapitre. Dans le as préis de notre dispositif, le lien entre la ompo-

sition du lyophilisat et la performane de l'élution des ARN apturés sera disuté.

En�n, les premières évaluations d'un test papier multiplexé pour la détetion des virus

Zika, Dengue et Chikungunya seront présentées en �n de hapitre.

4.1 Matériels et méthodes

4.1.1 lyophilisation et séhage

Lyophilisation du kit OptiGene ISO004.

Les kits OptiGene ISO004-RT sont disponibles sous deux formes, lyophilisé ou liquide.

La forme lyophilisé est fournie ave un bu�er de réhydratation. Le protoole développé

pour lyophiliser le kit ISO004-RT est le suivant (�gure 4.1) :

� Réhydrater l'ampoule ISODR004-RT10 ave 150µL d'eau RNAse free

� Dans un tube sur glae, mélanger le kit ISO004 réhydraté à l'eau, les amores et

l'agent interalant omme mentionné dans la table 4.1.

� déposer 18µL de ette solution haun des 12 disques.

� Inuber les disques à -20°C durant 20min

� plaer les disques dans le lyophilisateur et laner une lyophilisation durant la nuit.

Une fois les disques lyophilisés, on les onserve à température ambiante dans une

atmosphère sèhe (à l'aide de dessiants). On les réhydrate ave le bu�er de réhydratation

et l'éhantillon à tester et on inube à 65°C pour laner la réation LAMP.
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H2O

+primers

Spotting 

LAMP reaction mix

Freeze drying Rehydrating with rehy buffer,

and RNA template

65°C for 60min

Rehy BufferISO004-RT

freeze-dried

Assembling PCR tape, 

polypropylene holder and paper discs

+ RNA template

Figure 4.1 � Shéma résumant les étapes de lyophilisation et réhydratation en utilisant le kit

ISO004-RT freeze-dried.

Reagents Volume (µL)

H2O 67.9

ISO004 Master Mix (H20 rehydrated) 140.4

Intercalating Dye (µM) 2.3

Primer Mix (X) 23.4

TOTAL 234.0

OptiGene : lyophilisation du kit ISO004-RT

Table 4.1 � Protoole utilisé pour lyophiliser 12 disques de réation rt-LAMP à partir d'une

ampoule de mastermix OptiGene ISO004RT-10

Lyophilisation maison (réatifs séparés)

Spotting 

LAMP reaction mix

Freeze drying Rehydrating with rehy buffer,

and RNA template

65°C for 60min

in-house

rehydration mix

in-house

freeze-drying mix

Assembling PCR tape, 

polypropylene holder and paper discs

+ RNA template

Figure 4.2 � Shéma résumant les étapes de lyophilisation et réhydratation en utilisant les

réatifs séparés (lyophilisation maison).
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En se basant sur divers travaux mentionnant les lyophilisations de mélanges réation-

nels LAMP [122℄ [123℄ et d'un ompte rendu de développement d'OPS diagnostis

1

, on

lyophilise de manière standard seulement les enzymes (GspSSD, et AMV-RT), les amores

et les dNTPs. Les sels et détergents ontenus dans le iBu�er5 sont mentionnés omme

a�etant la stabilité du lyophilisat, et ne sont don pas lyophilisés. De plus, le mélange

à lyophiliser doit omporter le moins possible de glyérol, pour assurer la stabilité de

l'enzyme sous forme lyophilisée [124℄. On se proure don les enzymes gyerol-free quand

ela est disponible (enzyme Bst de NEB) ou bien les enzymes à très forte onentration

que l'on dilue dans un storage bu�er sans glyérol (enzyme GspSSD2.0 de OptiGene).

La omposition du mélange lyophilisé est dérite en table 4.2.a. On note la présene

de 5% de trehalose et 50% de lyophilisation Reagent (OPS Diagnostis, LR2X 500-02)

pour stabiliser le lyophilisat.

Reagents Concentration initiale Concentration finale Volume 1 rxn (µL) Volume 9 rxn (µL)

H2O 3.88 34.88

dNTPs (mM) 10.00 0.40 0.80 7.20

Lyophilization reagent 2X 2.00 1.00 10.00 90.00

Trehalose (%) 50.00 5.00 2.00 18.00

Intercalating Dye (µM) 50.00 0.50 0.20 1.80

Primer Mix (X) 10.00 1.00 2.00 18.00

GspSSD (U/µL) 8.00 0.40 1.00 9.00

AMV-RT (U/µL)* 8.00 0.05 0.13 1.13

TOTAL 20.00 180.00

Lyophilisation de (rt-)LAMP

Reagents Concentration initiale Concentration finale Volume 1 rxn (µL) Volume 9 rxn (µL)

H2O 8.40 75.60

10X iBuffer5 10.00 1.00 2.00 18.00

MgSO4 (mM) 50.00 4.00 1.60 14.40

Betain (M) 5.00 1.00 4.00 36.00

échantillon 4.00 36.00

TOTAL 20.00 180

buffer de réhydratation (rt-)LAMP

a.

b.

Table 4.2 � Tables résumant les protooles de lyophilisation et réhydratation des mélanges

réationnels rt-LAMP. (a) Mélange réationnel à lyophiliser. *AMV-RT à n'ajouter qu'en as de

rt-LAMP. (b) Bu�er de réhydratation.

On proède ensuite à la lyophilisation de manière similaire au protoole utilisé pour

le kit ISO004.

De même, on onserve les disques à température ambiante dans une atmosphère sèhe

(à l'aide de dessiants), et on les réhydrate ave le tampon de réhydratation maison dont

la omposition est dérite en table 4.2.b.

Séhage

On peut proéder à un séhage à la plae de la lyophilisation. On plae alors les disques

ontenant le mélange réationnel durant la nuit dans une jarre étanhe ontenant des sels

1. OPS https ://opsdiagnostis.om/notes/LyoqPCRreagents.html
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dessiants (par ex. sulfate de alium anhydre). Les expérienes de séhage des mélanges

réationnels (rt-)LAMP ont été prinipalement réalisés ave l'ajout de stabilisant E de

ReadyDry

tm

PCR stabilizer ommerialisés par Biomatria. 5µL de stabilisant E sont

alors ajoutés au mélange réationnel.

4.1.2 Préparation de l'éhantillon

Prinipe de fontionnement.

La préparation de l'éhantillon onsiste dans notre as en une extration des aides

nuléiques. La méthode développée s'inspire de travaux antérieurs réalisés notamment par

Gan et al. [97℄, MFall et al [79℄ et Xu et al. [88℄. Elle est assez analogue à une extration

en phase solide sur olonne de silie réalisée par entrifugations suessives de l'éhantillon

lysé, de tampons de rinçages et d'un tampon d'élution. Un disque de �bre de verre GF

monté sur une plaque de polypropylène, utilisé à la plae de la olonne de silie, assure la

apture des aides nuléiques. Comme illustré dans la �gure 4.3, en posant le disque de

GF sur un PAD absorbant (Sample PAD en ellulose Merk CFSP223000), l'éhantillon

puis les bu�ers, passent à travers le disque de GF par apillarité.

PCR tape

GF disc

Polypropylen plate

Figure 4.3 � Shéma résumant la fabriation du système papier de apture d'aide nuléique

Traitement des disques

Les �bres de verre sont par défaut traitées au RNAseure

tm

(Life tehnologies, AM7006),

pour les rendre RNase-free selon un protoole inspiré par les travaux de Gootenberg et

al. [87℄ :

1. Inuber les disques 30 minutes à 60°C dans une solution de RNAseure 4%

2. E�etuer trois rinages de 15 minutes à l'eau RNAse free.

3. Faire séher les disques à 80°C durant 45 minutes.

Dispositifs papiers inluant la préparation d'éhantillon.

Deux systèmes sont développés, à quatre ou deux disques, leur fabriation est illustrée

dans la �gure 4.4. Ils sont tous deux omposés d'un volet de apture (illustré en �gure
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4.3) pouvant se replier sur un volet d'ampli�ation, dans lequel des disques ontiennent

les mélanges réationnels lyophilisés. Dans le as du système à quatre disques, une roix

de répartition en �bre de verre Std17 est empilée au volet d'ampli�ation pour permettre

la répartition des ARN apturés dans les quatre puits.

Volet de capture (GF)

Croix de répartition (Std17)

Volet d’amplification

Figure 4.4 � Shéma résumant la fabriation des système à quatre et deux disques.

système à quatre disques. La préparation d'éhantillon se fait sur un disque de GF

irulaire de 4 à 7 mm de diamètre. Une roix de répartition en �bre de verre Standard17

sert à répartir l'éluat entre les quatre disques de GF (�gure 4.5)

1. Drop the lysed sample 2. Add the rincing buffer(s) 3. Air dry for few minutes

4. Fold 5. Elute with the 

rehydration buffer

6. incubate at 65°C 

for 45min

Figure 4.5 � Shéma résumant les étapes de préparation d'éhantillon pour un système à

quatre disques

système à deux disques. La préparation d'éhantillon se fait sur une bandelette de

GF de 4mm sur 8mm. L'élution de la bandelette se fait diretement dans les deux disques

de GF (�gure 4.5)
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1. Drop the lysed sample 2. Add the rincing buffer(s) 3. Air dry for few minutes

4. Fold 5. Elute with the 

rehydration buffer

6. incubate at 65°C 

for 45min

Figure 4.6 � Shéma résumant les étapes de préparation d'éhantillon pour un système à deux

disques

Protoole d'extration.

Deux méthodes de préparations d'éhantillon sur papier sont évoquées dans la suite du

manusrit et sont adaptées de deux kits d'extrations sur olonne : le Quik-DNA/RNA

Viral Kit ommerialisé par Zymo Researh et le QIAamp Viral RNA Mini Kit ommer-

ialisé par QUIAGEN.

Quik-DNA/RNA Viral Kit (Zymo Researh) sur papier :

� Dans un tube, mélanger l'éhantillon ave deux fois son volume de Viral Bu�er (de

manière standard, 50µL d'éhantillon ave 100µL de Viral Bu�er)

� Vortexer durant 30 seondes.

� déposer l'éhantillon lysé sur le disque de apture. Le liquide passe à travers le

disque et est absorbé par le pad absorbant, en dessous du disque (�gure 4.5.1).

� De la même manière, déposer 400µL de Wash Bu�er sur le disque de apture

(�gure 4.5.2)

� Attendre 5 à 10 minutes que le disque sèhe (�gure 4.5.3).

� Disposer le volet de apture au dessus du volet de détetion (�gure4.5.4), et éluer

le disque de apture ave le volume approprié : 80µL pour un volet de détetion à

4 disques, 40 µL pour un volet de détetion à deux disques. (�gure 4.5.5)

QIAamp Viral RNA Mini Kit QUIAGEN sur papier :

� Dans un tube, mélanger 50µL d'éhantillon ave 200µL Bu�er AVL (ou 140 µL

d'éhantillon ave 560µL de Bu�er AVL).

� Inuber à température ambiante durant 10 minutes.

� Ajouter 200µL d'éthanol (ou 560µL d'éthanol).
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� déposer l'éhantillon lysé sur le disque de apture. Le liquide passe à travers le

disque et est absorbé par le pad absorbant, en dessous du disque (�gure4.5.1).

� De la même manière, déposer 400µL de Bu�er AW1 sur le disque de apture (�-

gure 4.5.2)

� Déposer 400µL de Bu�er AW2 sur le disque de apture.

� Attendre 5 à 10 minutes que le disque sèhe (�gure 4.5.3).

� Disposer le volet de apture au dessus du volet de détetion (�gure 4.5.4), et éluer

le disque de apture ave le volume approprié : 80µL pour un volet de détetion à

4 disques, 40 µL pour un volet de détetion à deux disques. (�gure 4.5.5)

4.2 Stoker les réatifs dans le papier

Nous développons dans ette setion des méthodes de lyophilisation et de séhage per-

mettant de stoker durablement les réatifs LAMP dans le papier.

4.2.1 Lyophilisation

Nous nous attahons ii à l'optimisation des mélanges réationnels du lyophilisat et

du bu�er de réhydratation. Notre objetif est double :

1. D'une part, améliorer la qualité de la lyophilisation : sensibilité et spéi�ité du

test réhydraté, longévité de la lyophilisation.

2. D'autre part, lyophiliser dans le disque un maximum de réatifs du mélange réa-

tionnel.

Comme préisé en setion 4.1.1, il n'est pas reommandé de lyophiliser les sels et

détergents ni la bétaine. Ceux-i omposent généralement le tampon de réhydrata-

tion. Cependant, dans notre as, le tampon de réhydratation sert aussi de tampon

d'élution du volet de apture (�gure 4.5 et 4.6). Or les tampons d'élution doivent

ontenir peu de sels pour être e�aes (dans le as de l'élution d'ARN, il s'agit

même le plus souvent d'H2O pure).

Dans l'idéal, on voudrait don éluer/réhydrater le dispositif ave de l'H2O pure.

il est don important de lyophiliser un maximum des sels et détergents dans les

disques de réation.

Nous nous onentrons don sur la lyophilisation maison (setion 4.1.1) pour laquelle

nous ontr�lons les quantités de haque réatif. La lyophilisation du kit ISO004-RT (dont

le détail de la omposition n'est pas onnu) sera utilisée omme élément de omparaison.

rt-LAMP Sigmavirus. La rt-LAMP Sigmavirus sera prinipalement utilisée omme

rt-LAMP "type". Elle nous permet par la suite de tester failement des éhantillons onta-

minés au Sigmavirus. En e�et, le Sigmavirus étant un virus de type I, infetant uniquement
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les mouhes, nous pouvons le manipuler sans danger sur une paillasse de laboratoire a

l'IPGG, e qui n'est pas le as pour les virus Zika, Dengue et Chikungunya.

Optimisation du mélange à lyophiliser et du bu�er de réhydratation

La omposition du lyophilisat dérite en table 4.2.a assure une bonne inétique d'am-

pli�ation de la rt-LAMP réhydratée un jour après la lyophilisation (J+1) et une bonne

spéi�ité (on n'observe pas d'ampli�ation non spéi�que dans le disque ontr�le néga-

tif). Pour haque variation de la omposition du lyophilisat et du bu�er de réhydratation,

on s'assure que la inétique de réation et la spéi�ité sont onservées.

Conentration en Betaine. La Betaine est un adjuvant ouramment utilisé dans les

réations LAMP, usuellement à une onentration de 1M. On évalue dans notre as la

néessité d'ajouter de la bétaine au bu�er de réhydratation (�gure 4.7.a).

La LAMP sans bétaine, produit un signal anormalement faible, quoique la inétique

de réation soit semblable (mTt50 est d'environ 28,5 min pour les trois onditions 0 M,

0,5 M et 1 M de bétaine). L'importane de la bétaine dans la LAMP sur papier a déjà

été soulignée dans la littérature [89℄.

La onentration en bétaine dans le bu�er de réhydratation est �xée à 0,5M pour les

expérienes ultérieures.

Ajout d'un inhibiteur de ribonuléase (RNasin). Dans le but d'être plus résistant

aux ontaminations par les RNases, en suivant les reommandations de la littérature [87℄

[123℄, on ajoute un inhibiteur de RNase au lyophilisat (RNasin Promega). On véri�e en

�gure 4.7.b. qu'il ne nuit pas à la lyophilisation et n'inhibe pas la réation LAMP (mTt50

de 23,9 min et 25,4 min resp. ave et sans RNasin).

On ajoute 0,4U/µL de RNasin dans les lyophilisations ultérieures.

Ajout de tréhalose. Le tréhalose est un disaharide onnu pour améliorer la stabilité

et la durée des lyophilisations. On véri�e que l'ajout de 5% de tréhalose au lyophilisat

n'altère pas la inétique ni la spéi�ité du test en �gure 4.7.. (mTt50 de 24,9 min

et 21,9 min pour resp. 0% et 5% de trehalose). Pour 10%, un des dupliats positif est

fortement ralenti, des expérienes supplémentaires seraient néessaires pour véri�er la

reprodutibilité d'un tel phénomène.

On ajoute 5% de tréhalose dans les lyophilisations ultérieures.

Quantité de polymérase. Certaines publiations mentionnent une augmentation de

la dose d'enzyme polymérase dans le lyophilisat [86℄ [125℄. On ompare la lyophilisation

d'une onentration standard (0,4U/µL) et elle d'une onentration 1,5 fois supérieure

(0,6U/µL). La inétique ne semble pas être di�érente à J+1 (mTt50 de 14,9 min et 13,5
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min pour resp. 0,4 et 0,6U/µL). Il serait intéressant de tester l'impat de la onentration

en enzyme sur la durée de vie de la lyophilisation.

Pour limiter la quantité de glyérol résiduel présent dans le lyophilisat, on onserve une

onentration de 0,4U/µL de polymérase dans les lyophilisations ultérieures.

a. b.

c.

CHIKV RNA (~10^3/rxn)
0,4U/µL GspSSD2.0

CHIKV RNA (~10^3/rxn)
0,6U/µL GspSSD2.0

NTC 0,4U/µL GspSSD2.0

NTC 0,6U/µL GspSSD2.0

d.
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Figure 4.7 � Optimisation de la omposition du lyophilisat et du bu�er de réhydratation. Suivi

des réations en temps réel par SYTO82 (a) rt-LAMP Sigmavirus lyophilisée, réhydraté à J+1,

ARN de Sigmavirus, bétaine à 0M, 0,5M et 1M (b) rt-LAMP Sigmavirus lyophilisée ave ou sans

RNasin, réhydraté à J+1, ARN de Sigmavirus () rt-LAMP Sigmavirus lyophilisée ave 0%, 5%

ou 10% de tréhalose, réhydratée à J+1, ARN de Sigmavirus. (d) rt-LAMP CHIKV, lyophilisée

ave 0,4 ou 0,6U/µL de GspSSD2.0, réhydratée à J+1, ARN de CHIKV

Remarque sur la onentration en glyérol. La présene de glyérol est dérite

dans de nombreux brevets et artiles omme délétère pour la stabilité d'une lyophilisation

si sa onentration dépasse 1% vol/vol [124℄ [126℄ [127℄ [128℄. Il ne peut pas être sublimé

dans un lyophilisateur standard (omme le n�tre) et demeure don dans le lyophilisat. Ses

trois fontions hydroxyles lui onfèrent une forte hygrosopie, qui favorise l'absorption

des moléules d'eau de l'air environnant. Et plus le degré d'humidité résiduel dans le

lyophilisat est élevé, plus les enzymes se dégradent rapidement.

Les enzymes sont en général onservées dans des tampons omposés à 50% vol/vol de

glyérol. Il est don néessaire :

� Soit de dialyser les solutions d'enzymes pour en retirer le glyérol [126℄.
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� Soit de se prourer des enzymes très fortement onentrées et de les diluer dans un

tampon sans glyérol.

� Soit de se prourer lorsque ela est possible l'enzyme dans un tampon sans glyérol.

La GspSSD 2.0 est disponible à très forte onentration (1000U/µL). On la dilue dans

un Bu�er sans glyérol abaissant la quantité de glyérol à 0.4% vol/vol. En additionnant

les quantités de glyérol présentes dans le lyophilisat (provenant de l'enzyme GspSSD,

l'AMV-RT et le RNasin), on obtient une quantité résiduelle de 0,64% dans le mélange

�nal.

Lyophilisation des omposés du bu�er de réhydratation

En vue d'obtenir un bu�er de réhydratation le plus semblable à un bu�er d'élution

(10mM Tris-Cl ou même H2O), on teste l'ajoute de la bétaine, du MgSO4 et du iBu�er

au lyophilisat (�gure 4.8).

Ajout de MgSO4 et bétaine au lyophilisat. En �gure 4.8.a, quatre mélanges rt-

LAMP sont lyophilisés : un mélange standard, un mélange standard ontenant le MgSO4

en plus, un mélange standard ontenant la bétaine en plus, et un mélange standard onte-

nant MgSO4 et bétaine en plus. On réhydrate les lyophilisats à J+1.

Malgré le ralentissement des inétiques d'ampli�ations (mTt50 de 27,0 min pour la

lyophilisation standard et 29,0 min, 29,4 min et 31,8 min pour les ajouts resp. de MgSO4,

bétaine, et des deux), l'ampli�ation se produit dans les disques ontr�les positif et la

spéi�ité est onservée.

Ajout de iBu�er au lyophilisat. De la même manière, la lyophilisation du iBu�er est

étudiée (�gure 4.8.b). Comme évoqué au début de la setion 4.2.1, il serait idéal de pou-

voir lyophiliser le iBu�er, et réaliser l'étape d'élution/réhydratation uniquement à l'eau.

Le iBu�er ontient probablement les di�érents sels permettant les onditions tampons né-

essaires à la réation (Tris-HCl, KCl, (NH4)2SO4) ainsi que des détergents (Triton X-100,

Tween-20...), mais sa omposition exate n'est pas ommuniquée par OptiGene. Malgré

de nombreux essais, l'ajout de iBu�er dans le lyophilisat inhibe totalement l'ampli�ation

à J+1.

La présene de sels en forte quantité est probablement la ause de et éhe. Cependant,

ertaines publiations rapportent la lyophilisation de mélanges réationnels PCR et LAMP

ave les sels. Leur di�érene réside peut être dans la présene d'adjuvant, ou la qualité de

la lyophilisation (plus basse pression et température)

Limite de détetion et QUASR. L'éxpériene dérite en �gure 4.8. et 4.8.d évalue

les performanes de la rt-LAMP CHIKV QUASR pour laquelle on lyophilise le maxi-
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Figure 4.8 � lyophilisation des omposés présents dans le bu�er de réhydratation. Suivi des

réations en temps réel par SYTO82. (a) rt-LAMP Sigmavirus lyophilisée ave ou sans bétaine

et MgSO4, réhydratation à J+1, ARN de Sigmavirus. Suivi des réations en temps réel par

SYTO82 (b) rt-LAMP Sigmavirus lyophilisée ave ou sans iBu�er, réhydratation à J+1, ARN

de Sigmavirus. Suivi des réations en temps réel par SYTO82 () rt-LAMP CHIKV QUASR

lyophilisée ave ou sans bétaine+MgSO4, réhydratation à J+1, ARN de CHIKV (4000, 400

ou 40 brins/réation. Suivi des réations en temps réel par SYTO82 (ourbes d'ampli�ation

moyenne de haque dupliat) (d) Mesure QUASR FAM en point �nal.

mum de omposés possibles (mélange standard + MgSO4 + bétaine), et e pour trois

onentrations d'ARN dans le mélange réationnel (4000, 400 et 40 brins/rxn).

A J+1, on observe bien un ralentissement des inétiques d'ampli�ation par rapport à

la lyophilisation du mélange standard seul (mTt50 de 16,4 min, 19,3 min et 33,3 min ave

MgSO4 et bétaine, ontre 14,1 min, 16,6 et 24,3 min pour la lyophilisation standard).

Malgré e ralentissement, la détetion de 40 brins/réation est possible et la rt-LAMP

demeure spéi�que. La lyophilisation des amores QUASR est aussi testée pour la première

fois ii. Elles sont toujours fontionnelles après lyophilisation, l'ajout de MgSO4 et bétaine

semble diminuer légèrement l'intensité du signal.

La durée de vie de es di�érentes lyophilisations est évaluée en setion 4.2.4.
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4.2.2 Séhage

Un séhage à l'air libre des mélanges réationnels est étudié. Une telle méthode per-

mettrait de s'a�ranhir du proessus de lyophilisation, qui néessite un appareillage lourd

et oûteux. Le développement d'une méthode de séhage des mélanges sur papier permet-

trait de fabriquer les dispositifs dans des environnements non spéialisés, sur le terrain.

Cela pourrait s'avérer utile dans une situation où l'on souhaite développer et optimiser

un test diretement sur le terrain.

Comparaison des stabilisants Biomatria.

Dans ertains travaux, les mélanges réationnels ne sont pas lyophilisés mais simple-

ment séhés [123℄ [129℄ en ajoutant un stabilisant ommerialisé par Biomatria. Cette

ompagnie propose des adjuvants permettant le séhage de mélanges réationnels. Les 8

stabilisants du kit ReadyDry

tm

PCR stabilizer (nommés de A à H) sont testés. La totalité

des expérienes est disponible en annexe, on montrera ii les résultats les plus pertinents.

Pour évaluer les 8 stabilisants en une expériene, la plupart de es tests sont réalisés en

simpliats.

séhage des sels et détergents. Biomatria rapporte le séhage de master mix om-

plets, inluant les sels et détergents. On réalise une première expériene de séhage des

mélanges de LAMP, inluant ou non les sels et détergents, et e pour les enzymes NEB

et OptiGene.

Pour 7 stabilisants sur 8, ave les réatifs NEB omme OptiGene, on observe une

absene d'ampli�ation dans les mélanges séhés ontenant le bu�er (�gure 6.1 en annexe).

En revanhe, dans les mélanges séhés sans bu�er, on observe une ampli�ation (Tt50 de

15 à 20 min). On montre en exemple le séhage ave le stabilisant E en �gure 4.9. C'est

seulement pour le stabilisant C que l'on observe une ampli�ation laire du mélange séhé

ave les sels et détergents, dans le as des réatifs NEB. Cette réation est ependant

assez lente (Tt50 = 43,7 min).

On optimise par la suite le séhage de mélanges réationnels rt-LAMP ave le stabilisant

E.

Séhage du glyérol. Biomatria rapporte le séhage de mélange réationnels onte-

nant du glyérol. On étudie don l'impat de la quantité de glyérol sur le séhage en

�gure 4.10.a. On utilise une GspSSD dans un bu�er standard (50% glyérol) ou appauvri

en glyérol (voir setion 4.2.1). Les quantités de glyérol résiduel dans les deux mélanges

sont respetivement 3,14% et 0,64%. De manière attendue, la inétique d'ampli�ation

est plus lente à J+1 dans le mélange ontenant plus de glyérol, signe que sa présene

a�ete négativement le séhage (Tt50 de 27,4 min et 37,9 min pour resp. 0,64% et 3,14%

de glyérol).
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Figure 4.9 � LAMP ZIKV, séhage ave les stabilisants Biomatria E et C. Réatifs OptiGene

ou NEB, ave ou sans sels et détergents.

Séhage des enzymes (Bst et GspSSD) En�n, la performanes des enzymes NEB

et OptiGene (�gure 4.10.b. Comme vu préédemment ave les mélanges réationnels frais,

l'ampli�ation est plus rapide ave l'enzyme OptiGene GspSSD 2.0 (Tt50 = 21,6 min)

qu'ave l'enzyme NEB Bst2.0 WS (Tt50 = 32,5 min). De plus, on observe une ampli�a-

tion non spéi�que préoe dans le disque ontr�le négatif ou est séhée l'enzyme NEB.

(On réalise les mêmes tests ave les autres stabilisants, les résultats en annexe �gure 6.2).
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Figure 4.10 � Optimisation du séhage de mélange réationnel rt-LAMP Sigmavirus ave

le stqbilisant Biomatria E. Suivi des réations en temps réel par SYTO82 (a) Variation de

la onentration en glyérol dans le lyophilisat, réhudratation à J+1, ARN de Sigmavirus (b)

Lyophilisation des enzymes GspSSD 2.0 (OptiGene) ou Bst 2.0 WS (NEB).

On utilisera don la GspSSD 2.0 à faible onentration en glyérol, et le stabilisant

Biomatria E pour séher les mélanges réationnels rt-LAMP (sans iBu�er).

La omposition des stabilisants de séhages Biomatria est tenue serète par la om-

pagnie. Cependant, leur brevet protégeant es stabilisants mentionne les di�érentes molé-

ules qui les omposent [130℄. On note dans e brevet les mentions répétées de Surose, et

Melezitose (des disaharides prohes du tréhalose), de PVA, et d'Alanyl-Glutamine. Ces

omposés seraient intéressants à tester pour la mise en plae d'un séhage maison.
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4.2.3 omparaison lyophilisation et séhage

On désire résumer et omparer en une même série d'expérienes les qualités de lyo-

philisation du mélange maison et de séhage ave le stabilisant E développés plus haut.

Une série de pues tests omprenant es deux mélanges réationnels ainsi qu'un mélange

ISO004 à lyophiliser (setion 4.1.1) sont soit lyophilisées, soit séhées. On teste don par

la même oasion les qualités du stabilisant E pour la lyophilisation et la possibilité de

séher notre mélange maison.

On réalise es expérienes pour la rt-LAMP Sigmavirus et pour la rt-LAMP ZIKV

QUASR. On réhydrate les disques à J+1

Sigmavirus On observe une ampli�ation rapide de la rt-LAMP Sigmavirus séhée

ave stabilisant E (mTt50 = 24,0 min), suivit d'une ampli�ation plus lente de la rt-

LAMP séhée ave le mélange maison (mTt50 = 41,0 min). Le kit ommerial séhé

montre une ampli�ation tardive. n'atteignant pas de plateau en 60 minutes. On observe

des ampli�ations non spéi�ques préoes (à environ 30 min) dans les disques ontr�les

négatifs séhés ave le stabilisant E.

Pour les rt-LAMP Sigmavirus lyophilisées, les ampli�ations sont plus rapides (mTt50

de 19,4 min, 24,4 min et 27,2 min pour resp. stabilisant E, mélange maison, kit ISO004),

semblant indiquer une meilleur onservation des enzymes par lyophilisation. On observe

toujours des ampli�ations non spéi�ques dans les disques ontr�les négatifs séhés ave

stabilisant E.

ZIKV Les résultats sont assez semblables pour les rt-LAMP ZIKV QUASR séhées

et lyophilisées. Séhage au stabilisant E (mTt50 = 17,9 min) plus rapide que le séhage

maison ou séhage du kit ISO004 (mTt50 resp. de 30,7 min et 28,7 min), et ampli�ations

non spéi�ques dans les disques ontr�les négatifs séhés ave stabilisant E (visibles en

mesure QUASR don impliquant l'amore QUASR FIP).

De même, les ampli�ations des réations Lyophilisées sont plus rapides (mTt50 de

16,7 min, 18,2 min et 20,8 min pour resp. stabilisant E, LR+tréhalose, kit ISO004), et

on observe là enore une ampli�ation non spéi�que dans un disque ontr�le négatif

lyophilisé ave stabilisant E.

En onlusion

� Il est possible de séher ou lyophiliser des mélanges réationnels rt-LAMP en uti-

lisant le stabilisant E. On note ependant des ampli�ations non spéi�ques réur-

rentes à partir de 30 minutes de réation, laissant penser qu'il ontient un omposé

a�etant l'ativité de la polymérase GspSSD 2.0.

� Il est possible de séher ou lyophiliser des mélanges réationnels rt-LAMP en utili-

sant notre protoole maison (ajout de Lyoph. Rreagent + tréhalose). les ampli�a-
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Figure 4.11 � Comparaison entre séhage et lyophilisation pour des mélanges rt-LAMP

maisons ontenant le stabilisant E ou Lyoph. reagent + 5% trehalose et le kit ISO004 (a) rt-

LAMP Sigmavirus séhées, réhydratation à J+1, suivi des réations en temps réel par SYTO82

(b)rt-LAMP Sigmavirus lyophilisées, réhydratation à J+1, suivi des réations en temps réel par

SYTO82 () rt-LAMP ZIKV séhées, réhydratation à J+1, suivi des réations en temps réel par

SYTO82 (d) Mesure QUASR FAM en point �nal. () rt-LAMP ZIKV lyophilisées, réhydratation

à J+1, suivi des réations en temps réel par SYTO82 (d) Mesure QUASR FAM en point �nal.

tions sont omparables à elles du kit ommeriale ISO004, plus rapides dans le as

de la lyophilisation. Ce protoole possède une meilleure spéi�ité que le séhage

ave stabilisant E (pas d'ampli�ation dans les disques ontr�les négatifs).
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4.2.4 Durée de stokage et limite de détetion

On étudie la durée de vie de a lyophilisation ave LR+tréhalose, pour trois formu-

lation, le protoole standard (table 4.2), le protoole standard ave ajout du MgSO4 au

lyophilisat, et le protoole standard ave ajout du MgSO4 et de la bétaine au lyophilisat.

On ompare leurs performanes à elles du kit ISO004 sur une durée de 2 mois.
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Figure 4.12 � Comparaisons des durées de vie des di�érents mélanges réationnels lyophilisés

(a) kit ISO004-RT (b) lyophilisation maison () lyophilisation maison + MgSO4 (d) lyophilisation

maison + MgSO4 + bétaine

Les kits ISO004 lyophilisés sur disques perdent en rapidité au fur et à mesure de

leur vieillissement (mTt50 allant de 27,4 min à J+1 à 33,5 min, 38,8 min et 45,0 min à

resp. J+7 J+25 et J+35). Ce ralentissement témoigne probablement d'une dégradation

progressive des enzymes, mais la détetion de 10

3

brins par réations est toujours possible

1 mois après la lyophilisation.

La lyophilisation au LR+trehalose du protoole standard, montre les même araté-

ristiques. A J+1 et J+7, les ampli�ations sont rapides (mTt50 resp. de 17,6 min et 20,7

min), et on observe un ralentissement des inétiques à J+21 et J+35 (mTt50 resp. 36,9

min et 37,6 min), suggérant là aussi, une dégradation progressive des enzymes au ours

du temps.

L'ajout de MgSO4 semble a�eter la durée de vie du lyophilisat. Les ampli�ations à

J+1 et J+7 (mTt50 resp. de 18,3 min et 20,7 min) sont omparables à elles sans MgSO4.
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Cependant, après 3 semaines, on observe plus d'ampli�ations, signe d'une dégradation

importante des enzymes.

L'ajout supplémentaire de bétaine a�ete enore plus la durée de vie du lyophilisat.

L'ampli�ation à J+1 (mTt50 = 21,0 min) est déjà très dégradée à J+7 et n'est plus

visible. à J+21.

On peut onlure d'après es expérienes que notre lyophilisation "maison" a une

performane omparable à la lyophilisation du kit ISO004. Cependant es deux lyophili-

sations ont une durée de vie limitée d'au moins un mois. La quantité de glyérol résiduel

enore importante de 0,64% pourrait être abaissée à 0.02% en utilisant une transriptase

inverse et un inhibiteur de ribonuléase glyerol-free. Cela aurait un e�et proteteur sur

la durée de vie du lyophilisat. De même les onditions de onservations pourraient être

améliorées. L'emballage hermétique sous vide des pues tests pourrait être plus e�ae

que le stokage atuel en boite de pétri ontenant des sels déssiants.

On observe ii que l'ajout de MgSO4 et de bétaine est délétère pour la onservation

du lyophilisat. L'e�et hygrosopique de es deux omposés est probablement responsable

de la dégradation prématurée des enzymes en leur présene, éourtant la durée de vie du

lyophilisat.

La plupart des expérienes de préparation d'éhantillon dans la suite du manusrit se

font à J+1, date à laquelle l'e�aité des di�érents lyophilisat est omparable. on utilisera

par exemple la lyophilisation de MgSO4 et bétaine pour ne pas avoir à les ajouter aux

bu�er d'élution/réhydratation. Les réents résultats sur la durée de vie des lyophilisations

montrent qu'il est néessaire de trouver une formulation plus adaptée en leur présene.

Certains travaux, notamment eux de Carter et al. [131℄ reensent la lyophilisation de

longue dutrée de mélanges réationnels rt-LAMP ontenant bétaine, MgSO4 et autres

sels . Les di�érenes prinipales ave notre protoole, est l'absene totale de glyérol, la

onentration en tréhalose deux fois supériereure et les onditions de lyophilisations (plus

froides et à plus basse pression).

4.2.5 Réalisation du multiplexe en mix lyophilisé.

Pour l'appliation au dispositif papier Dengue/Zika/Chikungunya, la lyophilisation

des rt LAMP duplex QUASR est réalisée.

Sur le même modèle que l'expériene montré en �gure 3.18, les duplex DENV-U/ZIKV

et CHIKV/Ctrl+ (S.aureus) sont lyophilisés dans deux pues tests. On ajoute au lyophi-

lisat du duplex CHIKV/Ctrl+ l'ADN de S.aureus (500 CFU/rxn). Ainsi, l'ADN séhé du

ontr�le positif est réhydraté en même temps que le test et permet de valider la bonne

onservation des réatifs et le bon déroulement de la réation.
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Figure 4.13 � Analyse point �nal des deux duplex rt-LAMP QUASR Dengue/Zika et Chi-

kungunya/Ctrl+.

Les rt-LAMP QUASR duplex lyophilisés sont spéi�ques. L'adaptation du système à

la préparation de l'éhantillon est don la dernière étape néessaire à l'aboutissement de

notre dispositif papier.

4.3 Extration et répartition de l'ARN sur un système

papier multiplexé.

Dans ette setion nous démontrons pour la première fois la apture et l'élution multi-

plexée d'ARN sur un système papier. Nous adaptons ensuite ette méthode au multiplex

Zika, Dengue, Chikungunya.

La apture d'ADN sur un disque de �bre de verre a été reporté dans plusieurs travaux

antérieurs [88℄ [79℄ [97℄. On herhe à reproduire es résultats et développer la apture

d'ARN sur le même prinipe. La �bre de verre est majoritairement omposé de silie. Le

prinipe de apture est don le même que pour les olonnes d'extration : une extration

en phase solide basée sur l'a�nité réversible entre les aides nuléiques et la silie.

4.3.1 Evaluation de la apture

L'évaluation du rendement de apture de la �bre GF est réalisée omme illustré par la

�gure 4.14. L'éhantillon lysé passe à travers le disque, que l'on rine ensuite (protoole

en setion 4.1.2). A e stade, le disque de GF est isolé et plaé dans un tube ontenant

150µL de tampon d'élution, le tube est vortexé durant 15 se. et on dose la quantité

d'ADN/ARN présent dans le liquide d'élution. En supposant que tous les ADN/ARN

apturés se détahent en solution dans le tube, on peut en déduire la quantité d'ADN/ARN

apturée par le disque. On ompare ette quantité à une apture lassique sur olonne

réalisée en parallèle.
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1. Pipetage du mélange 

échantillon/buffer de capture

2. Pipetage du  buffer de rincage 3. Dépôt du disque de capture

dans 150µL de TE Buffer

4. Vortex et dosage 

(qPCR ou rt-qPCR)

Figure 4.14

Capture d'ADN

On herhe dans un premier temps à évaluer les apaités de apture d'ADN de la

�bre de verre GF. On ompare plusieurs tampons de apture et d'élution : des tampons

réalisés au laboratoire selon le protoole de Boom et al. [132℄ et les tampons issus du

kit Quik-DNA/RNA Viral Kit de Zymo Researh. On utilise un ADN plasmidique pour

lequel une qPCR a été développé à la CIBU. 2 µL d'une solution ontenant le plasmide

sont mélangés à 48µL de sérum de veau foetal (SVF), de telle sorte que la onentration

�nale en plasmide soit de 10

2

ou 10

3

/µL. On proède aux extrations sur disque de GF et

sur olonne Zymo Researh.

Name CP Concentration Recovery

Plasmid DNA (1E3/µL) GF extraction, Boom buffers 27.01 4.23E+03 100%

Plasmid DNA (1E3/µL) GF extraction, ZYMO buffers 26.78 4.85E+03 100%

Plasmid DNA (1E3/µL) ZYMO columns, ZYMO buffers 29.66 8.36E+02 63%

Plasmid DNA (1E2/µL) GF extraction, Boom buffers 29.08 1.19E+03 89%

Plasmid DNA (1E2/µL) GF extraction, ZYMO buffers 28.92 1.32E+03 99%

Plasmid DNA (1E2/µL) ZYMO columns, ZYMO buffers 32.02 1.98E+02 15%

Figure 4.15 � Taux de apture d'ADN plasmidique par le GF en omparaison à un protoole

lassique (ZYMO)

On observe que la apture sur disque GF d'ADN plasmidique à 10

3

brins/µL est de

100% et que elle à 10

2

brins/µL est de 89% pour les tampons Boom et 99% pour les

tampons Zymo. des extrations sans plasmide sont réalisées en ontr�le négatif et ne

montre pas d'ampli�ation. Ces résultats positifs nous enouragent à évaluer sur le même

modèle la apture d'ARN viral sur GF ave les tampons Zymo.

Capture d'ARN

Le même protoole est réalisé en diluant ette fois-i des partiules virales de Sigmavi-

rus dans du SVF à des onentrations de 10

3

et 10

4

partiules/µL, et en dosant les ARN
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apturé par une rt-qPCR Sigmavirus.

Name CP Concentration Recovery

Sigmavirus RNA (1E4/µL) GF extraction [1] 28.73 1.85E+03 56%

Sigmavirus RNA (1E4/µL) GF extraction [2] 28.37 2.30E+03 70%

Sigmavirus RNA (1E4/µL) ZYMO column 28.76 1.82E+03 55%

Sigmavirus RNA (1E3/µL) GF extraction [1] 32.33 2.21E+02 33%

Sigmavirus RNA (1E3/µL) GF extraction [2] 31.78 3.05E+02 46%

Sigmavirus RNA (1E3/µL) ZYMO column 32.77 1.70E+02 26%
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Figure 4.16 � Capture d'ARN par la GF (a) Table de quanti�ation en RT-qPCR (b) Gra-

phique dérivant les taux de apture du GF en omparaison à la apture sur olonne ZYMO.

On réalise les aptures sur GF en dupliat. On observe un taux de apture moyen de

63% pour le Sigmavirus dilué à 10

4

partiules/µL et de 40% pour le Sigmavirus dilué à

10

3

/µL. Les olonnes ZYMO apture resp. 55% et 26%. des extrations sans Sigmavirus

sont réalisées en ontr�le négatif et ne montre pas d'ampli�ation.

L'utilisation du GFF pour apturer les ARN semble don être approprié. Les rende-

ments de apture sont omparables à eux d'une olonne ommeriale.

4.3.2 Evaluation de l'élution

L'élution des ARN apturés sur le disque de GF est évaluée ave di�érents tampons

selon le protoole dérit en �gure 4.17. On proède de la même manière que pour l'éva-

luation de la apture, en ajoutant une étape d'élution du disque de GF. Le disque est

ensuite déposé et vortexé dans 150 µL d'H2O. Ainsi, l'ARN non élué par l'étape d'élution

par apillarité, est réupéré et dosé en RT-qPCR. Plus l'élution réalisée à l'étape 3 est

e�ae, plus la quantité d'ARN réupéré en le tube est faible. On peut ainsi omparer

plusieurs tampons d'élution.

On herhe à onnaître la apaité d'élution du bu�er de réhydratation du kit ISO004

(f �gure 4.1). Ce bu�er (dont la omposition nous est inonnue) est utilisé pour réhydrater

le kit rt-LAMP lyophilisé ISO004. Il ontient probablement des sels et détergents (∼ 4mM

MgSO4, ∼ 50mM Tris-HCl, ∼ 30mM KCl, ∼ 30mM (NH4)2SO4) et ∼ 1M de bétaine)

e qui n'est pas approprié pour un bu�er d'élution d'ARN (omposé en général d'H2O

Rnase-free +/- 10mM Tris-HCl)
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Ce bu�er de réhydratation est omparé à l'H2O.

1. Pipetage du mélange 

échantillon/buffer de capture

2. Pipetage du  buffer de rincage

4. Dépôt du disque de capture

dans 150µL de H2O RNase-free

5. Vortex et dosage 

(qPCR ou rt-qPCR)

3. Pipetage du  buffer d’élution

Figure 4.17

Name CP Concentration elution efficiency

Sigmavirus (1E3/µL) GF extraction, w/o elution 31.54 6.49E+01 no elution

Sigmavirus (1E3/µL) GF extraction, H2O elution Ø 100%

Sigmavirus (1E3/µL) GF extraction, rehy buffer elution 32.4 2.94E+01 45%

Sigmavirus (1E3/µL) ZYMO column 32.23 3.44E+01

Table 4.3

Pour un éhantillon ontenant (10

3

/µL), le bu�er de réhydratation élue 45% de l'ARN.

Dans le disque élué à l'H2O, l'ARN n'est plus détetable. On suppose que la majorité a

été élué.

Plusieurs expérienes de e type ont été reproduites et montrent la même tendane. Les

travaux dérivants les méanismes de l'extration sur olonne, préisent bien l'importane

d'éluer les ARN ave de l'H2O RNase-free ou un tampon Hypotonique.

En�n, des expérienes prohes ont été réalisées à la CIBU par nos ollaborateurs,

tentant d'éluer des olonnes de silies ave le tampon de réhydratation. Leurs résultats

montrent là aussi que le tampon de réhydratation a des apaités d'élution très limitées.
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4.3.3 Extration d'ARN et détetion sur le dispositif papier

Les premiers ouplages apture sur GF/réhydratation de disques de détetions de GF

sont réalisés. Au début du projet, on lyophilise uniquement en utilisant le kit ISO004,

dont on ne ontr�le pas la omposition. On est don foré d'éluer et réhydrater ave le

tampon de réhydratation fourni dans le kit (�gure 4.1). Le développement de notre lyo-

philisation maison nous permet de modi�er nos tampons d'élution, en tentant d'approher

au maximum les reommandations (H2O +/- Tris-HCl à 10 mM).

De même au début du projet, on réalise une rt-LAMP par disque, notre dispositif

prend don la forme d'un système à 4 disques, Un pour haque pathogène (ZIKV, DENV

et CHIKV) et un ontr�le positif, permettant de s'assurer du bon fontionnement du test.

Selon le premier protoole de la setion 4.1.2, on apture l'ARN sur le disque GF du

volet de apture, puis, refermant le volet de apture sur le volet d'ampli�ation (omposé

des quatre disques réationnels), on élue le disque de GF. L'éluat se répartit alors grâe

à une roix en �bre de verre (Std17 Whatman) dans les quatre disques réationnels. Le

développement de la méthode QUASR nous permettra de passer de quatre disques à deux

disques en réalisant un duplex QUASR par disque (�gure 4.5). Cela simpli�e la fabriation

du test (on retire la roix de répartition) et permet de gagner en sensibilité en divisant

moins l'éluat.

On ontinue notre optimisation en utilisant le Sigmavirus omme preuve de onept,

pour pouvoir manipuler failement en dehors d'un laboratoire de niveau 2. La rt-LAMP

sigmavirus est lyophilisée dans haque disque. Le "quadruplex" ou "duplex" détete ainsi

plusieurs fois la même ible, e qui permet de nous assurer la bonne répartition de l'éluat

entre les disques réationnels.

En�n, la fabriation des dispositifs est assez omplexe, et omprend de nombreuses

étapes. Les prinipaux éhes au début du développement du dispositif sont liés à la

non-détetion du sigmavirus pour de multiples raisons : mauvaise lyophilisation, dégra-

dation des ARN lors de la préparation, inhibition de la rt-LAMP par des omposants

de l'éhantillon ou des bu�ers de lyse et rinages. Par onséquent, on ne réalise pas sys-

tématiquement d'extration de ontr�les négatifs (sans Sigmavirus) avant d'avoir mis au

point un test e�ae. Les résultats intermédiaires présentés ii ne omportent pas, pour la

plupart, d'extration de ontr�les négatifs. Bien entendu, les résultats �naux (�gures 4.21

et 4.22) en omportent.
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Extration de Sigmavirus pur (non suspendu dans un éhantillon biologique)

Les premiers tests sont réalisés en apturant l'ARN de Sigmavirus suspendu dans une

solution de PBS, évitant ainsi la présene d'inhibiteurs dans "l'éhantillon".

Importane du rinage au RNAseure Le développement de la préparation d'éhan-

tillon sur papier est d'abord réalisé ave de l'ADN. Les premières transpositions à l'ARN

sont infrutueuses, on n'observe pas d'ampli�ation. En s'inspirant d'un protoole de Goo-

tenberg et al. [87℄, on tente de riner les disques de GF et la roix de répartition de Std17

RNAseure (Invitrogen), pour les rendre RNase-free.

t = 0 min

t = 60 min

RNAsecure 
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w/o RNAsecure

wash
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Figure 4.18 � Etude du rinage des disques GF roix de répartition Std17 au RNAseure (a)

Le système non riné au RNAseure ne montre auune ampli�ation. En revanhe,

dans le dispositif riné, on observe une ampli�ation de l'ARN de sigmavirus. On peut

supposer que dans le dispositif non riné, l'ARN de Sigmavirus est dégradé par des RNases

présentes sur le disque GF et sur la roix de répartition.

Les disques de GF et les roix de répartitions Std17 sont systématiquement rinés au

RNAseure dans la suite du manusrit.

Élution en un ou deux temps Selon les expérienes et référenes évoquées en setion

4.3.2, on estime que la apaité d'élution du tampon de réhydratation n'est pas idéale.

Ce tampon est fourni sous une forme onentré (3/5 X), resuspendue à 1X avant l'élu-

tion/réhydratation des expérienes préédentes. Un élution en deux étapes est évaluée,

d'abord ave 32µL d'H2O, puis 48µL de tampon de réhydratation (3/5 X). Ainsi, une

partie de l'élution se fait dans des onditions idéales, ave de l'H2O pure.

La inétique d'ampli�ation des quatre disques du système élué en deux temps est la

plus rapide (mTt50 = 26,5 min vs. 33,4 min élué en un temps). Cette méthode, ajoutant

une étape, n'est pas forément souhaitable dans le protoole �nal, mais illustre bien enore

une fois, la supériorité de l'élution à l'H2O pure par rapport au tampon rihe en sels.
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Figure 4.19 � Ajout d'une étape d'élution à l'eau RNAse free

Extration de Sigmavirus dans une matrie biologique (Serum ou Plasma)

Dans un seond temps, le Sigmavirus est mélangé à du plasma ou du sérum à raison

de 20µL de Sigmavirus dans 30µL de plasma ou sérum. Cet "éhantillon" ontient don

des inhibiteurs d'ampli�ations, et ressemble d'avantage à un éhantillon réel.

L'ajout de plasma humain ou de sérum de veau foetal (FBS) inhibe toute ampli�ation

selon notre protoole adapté du kit Zymo (�gure 4.20.a et b). D'autres protooles et

d'autres tampons sont transposés à notre système notamment le QIAamp Viral RNA Mini

Kit QUIAGEN. Ce kit, transposé selon le protoole dérit en setion 4.1.2 s'avère être

e�ae pour la préparation d'éhantillon ontenant du plasma et du sérum (�gure 4.20.

et d). Il est étudié dans la suite du manusrit.
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Figure 4.20 � Comparaison des protooles Quiagen et ZYMO pour la préparation d'éhantillon

de plasma et serum.

Optimisation du protoole Quiagen.

Capture sur disque de silie. L'extration d'aide nuléique sur olonne se fait ha-

bituellement sur des olonnes de silie. Pour s'approher au maximum d'une olonne

lassique, un volet de apture est fabriqué en utilisant un disque de silie (réupéré sur

une olonne QIAGEN) à la plae du disque de GF. Les deux systèmes sont omparées en

�gure 4.21.a. L'extration sur membrane de silie semble moins e�ae, selon nos ondi-

tions expérimentales (mTt50 = 44,6 min pour l'extration sur Silie ontre 35,0 min sur

GF).

Cette expériene a été répétée un grand nombre de fois et les résultats sont toujours

semblables. La moindre e�aité de la silie pourrait provenir de sa onformation moins

ondensée, plus spongieuse, qui la rend plus di�ile à séher et éluer.

Volume de l'éhantillon. Le volume extrait est augmenté (de 50 à 140µL). A quan-

tité de Sigmavirus égale (20µL de la solution mère), la part de sérum/plasma dans nos

"éhantillons" passe de de 60 à 85%, s'approhant plus d'éhantillons réels. La taille du

disque de GF est elle aussi augmentée (de 4 à 7mm de diamètre) pour permettre un dé-

bit de �ltration plus important. L'ampli�ation est toujours nette (mTt50 = 43,1 min).
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L'extration d'un ontr�le négatif, ne ontenant pas de Sigmavirus, permet de véri�er la

spéi�ité du test (�gure 4.21.b.

Des préparations d'éhantillons de 140µL sont réalisées ave FBS et plasma �gure 4.21..

Elles permettent la détetion du Sigmavirus (mTt50 aux alentours de 42 min). Dans ette

série d'expérienes, l'un des disques de la préparation d'éhantillon de plasma montre une

inétique d'ampli�ation plus lente que les autres. Ce phénomène est visible lorsque la ré-

hydratation ne se fait pas de manière symétrique. La répartition du premier éluat (36µL

d'H2O) est asymétrique, ertains disques réupèrent moins d'ARN élué que les autres.

Si la répartition du tapon de réhydratation est asymétrique, les onentrations �nales

en sels seront di�érentes de la onentration optimale, a�etant les performanes de la

lyophilisation.
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Figure 4.21 � Optimisation du protoole de apture (a)omparaison entre GF et membrane

de silie pour la apture (b)préparation d'un éhantillon de 140µL ()éhantillon de 140µL,

omparaison FBS et Plasma.

Pour es raisons, et grâe au multiplexage QUASR, un système à deux disques est

développé, permettant une élution/réhydratation direte du disque de apture aux disques

réationnels.
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Optimisation du dispositif duplex

La apture du système à deux disques se fait sur une languette de GF de 3,25 mm sur

10,5 mm. Ces dimensions permettent le ontat diret entre la languette et les disques

de GF lors du pliage du dispositif. Ainsi, l'ARN apturé s'élue dans les disques réation-

nels sans passer par un étage intermédiaire, qui pourrait en retenir une partie par e�et

hromatographique.

Les di�érentes méthodes d'élutions sont testées, et la lyophilisation maison, nouvelle-

ment mise au point, est évaluée.

Une lyophilisation du kit ISO004 et une lyophilisation maison sont réalisées pour les

rt-LAMP Sigmavirus. Pour haque lyophilisation, deux modes de d'élution/réhydratation

sont omparés, en un temps (tampon de réhydratation 1X) ou deux temps (H2O d'abord

puis tampon de réhydratation onentré).
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Figure 4.22 � Dispositif à deux disques (a)rt-LAMP Sigmavirus lyophilisé ave le kit ISO004.

réhydratés en une ou deux étapes (b) rt-LAMP Sigmavirus lyophilisation maison. réhydratés en

une ou deux étapes.

kit ISO004-RT. Pour les kits ISO004-RT, l'élution/réhydratation en deux temps semble

être plus e�ae (�gure 4.22). On observe une inétique de réation plus rapide (mTt50

= 35,5 min vs 43,3 min pour élution/rehy. en un temps)
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Lyophilisation maison. Pour les lyophilisations maison, MgSO4 et bétaine sont lyo-

philisés dans les disques. L'élution/réhydratation se fait seulement ave le iBu�er. On

observe que les élutions/réhydratations en un temps ou deux temps ont des inétiques

similaires (mTt50 resp. de 35,5 min et 35,8 min). L'absene de MgSO4 et de bétaine

dans le tampon d'élution/réhydratation de la lyophilisation maison pourrait améliorer ses

apaités d'élution.
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Le système de préparation d'éhantillon à deux disques, lyophilisés maison, réhydraté en

un temps, semble être le plus avané et e�ae des système développés durant les travaux

de thèse. On adapte e système au triplex ZIKV/DENV/CHIKV démontré en setion

3.4.4.

Dispositif papier sample-to-answer pour la détetion de Zika, Dengue et Chi-

kungunya.

Les premiers dispositifs papiers ouplant préparation d'éhantillon et ampli�ation rt-

LAMP QUASR Dengue/Zika/Chikungunya sont testés (�gure 4.23.a). L'ARN des patho-

gènes Dengue, Chikungunya et Zika est mélangé à du sérum, et une préparation d'éhan-

tillon selon le protoole du système à deux disques est réalisée. Ces résultats préliminaires

sont présentés en �gure 4.23.

Un signal QUASR Texas Red est observé dans le le disque 1 uniquement en présene

d'ARN de dengue dans l'éhantillon extrait (�gure 4.23.), et dans le disque 2 uniquement

en présene d'ARN de Chikungunya (�gure 4.23.d). De même on observe un signal QUASR

FAM dans le disque 1 en présene d'ARN de Zika dans l'éhantillon (�gure 4.23.d). Le

disque 2 montre systématiquement une ampli�ation QUASR FAM de l'ADN lyophilisé

au préalable (ontr�le positif), validant haun des test (�gure 4.23.f).

Un bruit de fond du signal QUASR supérieur à elui des expérienes sans prépara-

tion d'éhantillon est visible, notamment pour la rt-LAMP Zika. Il pourrait être dû à

la présene résiduelle de moléules du sérum ou des tampons utilisés, qui a�eterait la

réation LAMP, ou l'interation entre l'amore QUASR et son quenher. Des moléules

protetries rapportées omme le PVP, le PVA [133℄ [134℄ ou le polyéthylène glyol ite-

brevetRPA pourraient être ajoutées au lyophilisat pour lever ette interation.

4.3.4 Mise en plae de protoole sans extration en phase solide

Des alternatives à l'étape d'extration de l'ARN sont envisagées. Plusieurs travaux

mentionnent que la réation LAMP est moins sensible aux inhibiteurs que la PCR [123℄

[135℄. Il serait alors possible de réhydrater diretement le mélange réationnel lyophilisé

ave l'éhantillon. Celui-i pourrait être plus ou moins dilué ou hau�é pour inativer une

partie des inhibiteurs, mais la préparation d'éhantillons serait grandement simpli�ée.

Comparaison des enzymes GspSSD2.0 et Bst3.0

Toutes les publiations reportant des LAMP diretement réalisées sur du sang ou du

plasma, utilisent les enzymes NEB Bst, et diluent l'éhantillon environ 10 fois. L'enzyme

BSt3.0 est spéi�quement vendue par NEB omme étant plus résistante aux inhibiteurs

2

.

2. https ://international.neb.om/produts/m0374-bst-3-0-dna-polymerase
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Figure 4.23 � Extration et ampli�ation sur dispositif papier d'ARN de DENV-2, CHIKV

ou ZIKV spikés dans du sérum. (a) Shéma représentant le dispositif (triplex QUASR sur deux

disques + ontr�le positif) (b) Images montrant le signal QUASR en point �nal des quatre

dispositifs testés pour haque pathogène (50 µL de sérum ontenant 10

4

brins/µL d'ARN du

pathogène onerné). () Mesure QUASR Texas Red pour le disque 1 : rt-LAMP DEN-U. (d)

Mesure QUASR Texas Red pour le disque 2 : rt-LAMP CHIKV. (e) Mesure QUASR FAM pour le

disque 1 : rt-LAMP ZIKV. (f) Mesure QUASR FAM pour le disque 2 : LAMP trl+ (S. aureus).

Les enzymes Bst 2.0, Bst 3.0 et GspSSD 2.0 sont don omparées pour une rt-LAMP

Sigmavirus, ave ou sans 10% de plasma en �gure 4.24.

A 10

4

virus/réation, la rt-LAMP Bst2.0 est inhibée par la présene de plasma. Pour

la Bst 3.0 et la GspSSD 2.0, les inétiques d'ampli�ations sont similaires ave et sans

plasma. On observe ependant une inétique plus rapide pour la GspSSD 2.0 (mTt50 =

28,8 min vs 44,1 min pour Bst 3.0).

A 10

3

virus/réation, la rt-LAMP Bst2.0 ne montre auune ampli�ation. La rt-LAMP

Bst 3.0 est plus lente et un des dupliats ontenant 10% de plasma ne montre auune

ampli�ation. La rt-LAMP GspSSD 2.0 a une inétique semblable ave et sans plasma

(mTt50 resp. de 39,3 et 42,0 min).
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Figure 4.24 � Comparaison des performanes de la rt-LAMP Sigmavirus en présene d'inhi-

biteurs (a) Sigmavirus (10

4

et 10

3

virus/réation), polymérase GspSSD 2.0, +/- 10% plasma (b)

Sigmavirus (10

4

et 10

3

virus/réation), polymérase Bst 3.0, +/- 10% plasma

Dans nos onditions expérimentales, La rt-LAMP GspSSD 2.0 semble don plus sen-

sible. Non seulement, la présene de 10% de plasma ne semble pas a�eter l'ativité de

l'enzyme mais on observe aussi que la lyse de la apside virale (au moins pour Sigmavi-

rus) n'est pas néessaire. On peut supposer qu'à 65°C, la température est su�sante pour

permettre le désassemblage des protéines de la apside et permettre l'aès du matériel

génétique viral au réatifs rt-LAMP.

La possibilité de réaliser une ampli�ation rt-LAMP sans préparation d'éhantillon

préalable simpli�erait grandement le test. Des expérienes supplémentaires sont nées-

saires pour déterminer sa faisabilité ave d'autres types de matries (sang, urine, salive,

et..), la proportion maximale d'éhantillon n'inhibant pas la réation, et la limite de dé-

tetion assoiée. En e�et, le fait de diluer l'éhantillon limite le volume maximal à tester.

Dans nos diques de 18µL on teste ii 1,8 µL d'éhantillon au maximum. La sensibilité du

test peut alors être a�etée. A l'inverse, le volume traité ave l'usage du volet de apture

peut être bien supérieure (∼200µL).

On pourrait don imaginer deux types de tests inluant ou non les étapes de aptures

en fontion de la sensibilité requise. Si l'ADN/ARN ible est présent en grande quantité

dans l'éhantillon (>10

3

brins/µL), une dilution 1/10 dans le bu�er de réhydratation serait

su�sante. Si la onentration en ADN/ARN ible est plus faible, une étape de apture

serait néessaire.

Ce qu'il faut retenir.

� Nous avons développé une proédure de lyophilisation des réatifs rt-LAMP sur pa-

pier dont la durée de vie est supérieure à un mois (limite de détetion ≤ 10

3

brins
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d'ARN/réation). Nous avons validé ette méthode de lyophilisation dans le as de notre

test Zika/Dengue//Chikungunya/Ctrl+ en rt-LAMP QUASR. Cette proédure peut en-

ore être améliorée par l'élimination totale de glyérol dans la omposition du lyophilisat.

� Nous avons développé une proédure d'extration d'ARN sur disque de �bre de verre

GF, permettant la apture d'ARN de Sigmavirus, sa répartition et son ampli�ation

spéi�que dans 4 ou 2 disques.

� Un point lé dans l'élaboration de notre dispositif a été mis en exergue. En e�et,

l'élution des ARN apturés est optimale ave de l'H2O RNase-free mais il est di�ile de

lyophiliser les sels et détergents de rt-LAMP dans les disques de réations. Un équilibre

est trouvé dans le as de la lyophilisation maison où l'on ajoute MgSO4 et bétaine au

lyophilisat. L'élution/réhydration ave les sels restant (iBu�er) semble alors aussi e�ae

que l'élution à l'H2O.

� En�n, une méthode de préparation très simpli�ée onsistant à diluer 10 fois l'éhan-

tillon dans le mélange réationnel a été réemment explorée. Les résultats montrent que

la rt-LAMP n'est pas inhibée dans es onditions. La quantité d'éhantillon est ependant

plus faible, e qui a�ete la limite de détetion du test.

� Des expérienes préliminaires ont été menées, ave notre système ouplant préparation

d'éhantillon et détetion multiplexée, sur des éhantillons de sérum ontenant de l'ARN

des virus Zika, Dengue et Chikungunya. Elles montrent que le dispositif papier permet une

détetion spéi�que de es trois ibles. Des tests sur des éhantillon ontenant les virus

en question sont prévus à l'institut Pasteur, et permettront d'envisager une appliation

sur le terrain à la Réunion.
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CHAPITRE 5. DISPOSITIF PAPIER POUR LE DIAGNOSTIC MULTIPLEX DE

PATHOGÈNES VÉTÉRINAIRES : ÉTUDE PRÉLIMINAIRE.

Nous avons développé un test sur papier détetant des pathogènes pour le diagnosti

humain. Un grand nombre d'autres appliations sont envisageables pour un tel dispositif,

dont voii quelques exemples :

� Déteter la présene de hampignons ou parasites de la plante (notamment pour

la ulture de la vigne) ;

� Déteter la présene de pathogènes ontaminant les produits agro-alimentaires ;

� Di�érenier génétiquement la provenane de produits agroalimentaire (di�érentier

viande de boeuf et viande de heval, lait de hèvre et lait de vahe, déteter la

présene d'OGM, et) ;

� Déteter la présene de pathogènes hez les animaux, que e soit des animaux

d'élevages (mammites de la vahe à lait, diarrhée néonatale du veau, et) ou des

animaux de ompagnie (infetions des hiens, hats, et) ;

Durant le travail de thèse, nous avons initié le développement d'une appliation vété-

rinaire : un test permettant le diagnosti multiplexé des pathogènes du oryza du hat.

Le oryza est une rhinotrahéite du hat (in�ammation des voix respiratoires supé-

rieures) de ause infetieuse, aratérisée par une toux, des éternuements violents et ré-

pétés, un larmoiement et une respiration bruyante. C'est une a�etion ourante qui peut

être due à trois pathogènes, L'Herpèsvirus félin (FHV-1), le Caliivirus félin (FCV) et la

batérie Chlamydia felis (C. felis). Les aratéristiques prinipales de es pathogènes sont

dérites en �gure 5.1.

L'identi�ation du pathogène responsable se fait par (rt-)PCR. Un prélèvement de

ellules buales est réalisé, envoyé dans un laboratoire d'analyse qui rend une réponse

quelques jours plus tard. Du fait de la lenteur de ette proédure, e diagnosti exat n'est

pas réalisé de manière systématique dans les abinets vétérinaires. Pourtant, il serait

intéressant de onnaître le pathogène responsable du oryza, autant pour des raisons

thérapeutiques (administration d'une thérapie antibiotique en as d'infetion à C. felis)

que pour des raisons de prévention (quarantaine en as d'infetion à herpesvirus si le hat

fait partie d'un élevage).

Fae à e onstat nous nous somme don penhés sur la faisabilité d'un tel dispositif

en ouplant ampli�ation isotherme et miro�uidique papier. S'inspirant de notre triplex

Zika/Dengue/Chikungunya, nous avons entamé le développement d'un test de diagnos-

tique multiplex sur papier Herpèsvirus félin/Caliivirus félin/Chlamydia felis.

La première étape néessaire a été le design d'amores (rt-)LAMP pour es trois pa-

thogènes, pour lesquels auune (rt-)LAMP n'est enore publiée. Nous utiliserons don le

travail mené durant e projet pour dérire en détail les démarhes suivies, et les di�ultés

renontrées lors du design et de la validation d'amores LAMP.
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5.1 Matériels et méthodes

5.1.1 Design et hoix des amores LAMP

Comme détaillé au hapitre 2, les étapes générales du design d'amores LAMP sont

les suivantes :

1. 1. Un alignement des génomes d'intéret est réalisé pour obtenir une séquene

onservée de 500-1500bp.

2. 2. Le logiiel LAMP Designer est utilisé pour le design des amores. 10 jeux

d'amores sont proposés par le logiiel.

3. 3. On séletionne trois ou quatre de es jeux d'amores selon les ritères suivants :

� Région ampli�ée : Séletionner des jeux d'amores ampli�ant di�érentes zones

de la séquene ible.

� Primers blast optimal : Un primer BLAST (Basi Loal Alignement Searh

Tool) est réalisé sur nbi.om ave les amores F3 et B3 enadrant la région am-

pli�ée. L'algorithme BLAST va herher dans la base de données ADN/ARN,

des séquenes qui pourraient être ampli�ées par notre ouple d'amores. On

s'assure qu'il détete le maximum de séquenes du pathogène d'intérêt et qu'il

ne détete pas d'autre séquene.

4. Les jeux d'amores séletionnés sont ommandés et testés expérimentalement en

utilisant le protoole standard de la CIBU 2.1 (). On ompare la limite de déte-

tion, la inétique et la spéi�ité de es jeux d'amores.

5.2 Design d'amores (rt-)LAMP pour le diagnosti du

oryza.

Les trois pathogènes responsables du oryza sont la batérie Chlamydia felis (C. felis),

Le virus à ADN Herpesvirus félin (FHV-1) et le Caliivirus félin (FCV). Leurs araté-

ristiques prinipales sont dérites en �gure 5.1.

Species Type Genome size

Chlamydia felis (C. felis) Gram - bacteria 1.7 Mbp

Feline Herpesvirus (FHV-1) dsDNA virus 134 kbp

Feline Calicivirus (FCV) ssRNA virus 7.5 kbp

Table 5.1 � Caratéristiques des trois prinipaux pathogènes impliqués dans le Coryza du hat.
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5.2.1 Design in silio

On réalise l'alignement des séquenes sur le logiiel CLC Genomis Workbenh en

utilisant les génomes disponibles sur NCBI

1

. On aligne la totalité des génomes de FHV-

1 portant la mention omplete genome sur NCBI (47 génomes). Pour C. felis, il n'existe

qu'un seul génome omplet séquené. L'alignement du gène ompA, séquené 6 fois en

entier est don réalisé. On aligne la totalité des génomes de FCV portant la mention

omplete genome sur NCBI (47 génomes).

Les aratéristiques de es alignements sont disponibles en �gure 5.1.a. et b.

70 80 90 100

Calicivirus complete genome

C. felis ompA gene

Feline Herpesvirus complete genome

genome alignement
pairwise comparison

Percent identity (%)

Alignement Size (bp) number
Pairw ise comparison 

average identity (%)

Pairw ise comparison 

average mutation rate (/1000bp)

Feline herpesvirus complete genome 134 kbp 47 99,88% 1,2

Chlamydia felis ompA gene only 1,2 kbp 6 99,95% 0,5

Feline calicivirus complete genome 7,5 kbp 47 80,42% 196,0

a.

b.

Figure 5.1 � Alignement des génomes omplets d'Herpesvirus félin et de Caliivirus félin, et

du gène ompA de Chlamydia felis. (a) Table réapitulant l'alignement et les omparaisons paire

par paire (b) Moyenne et équart-type des pourentage de similitudes.

Herpesvirus félin. Les di�érents génomes de FHV-1 sont tous très semblables, ave

une di�érene moyenne entre deux génomes de 1,2 base toutes les 1000 bases. On hoisit

la séquene du gène de la "thymidine kinase" (TK) pour designer la LAMP FHV-1 (nu-

léotides 66480 à 67420). En e�et e gène est identique hez 100% des génomes alignés et

est déjà reporté dans la littérature omme gène ible de PCR [136℄ [137℄.

Chlamydia felis. L'alignement des 6 séquenes ompA montre une très forte onserva-

tion du gène entre les souhes, ave une di�érene moyenne entre deux gènes de 0,5 base

pour 1000 bases. ompA est lui aussi reporté dans la littérature omme gène ible de PCR,

on le hoisit don pour designer la LAMP C. felis [136℄ [137℄.

1. https ://www.nbi.nlm.nih.gov/genome/
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Caliivirus félin. L'alignement des génomes de Caliivirus montre une très grande

variabilité. La omparaison paire par paire montre un sore de ressemblane minimal de

74,3% entre deux des génomes, ave une di�érene moyenne de 196 bases pour 1000 bases,

bien supérieure aux deux autres ibles.

Il nous est impossible de trouver une séquene de plus de 100 nt onservée hez tous

les génomes. Une rt-LAMP détetant la souhe de référene FCV-F9 en se basant sur le

gène "apsid protein gene" (CPG) est designée pour la preuve de onept.

Suivant le protoole dérit en 5.1.1, trois ou quatre jeux d'amores sont ommandés

pour haque pathogène ible. Les séquenes de es amores sont reportées en annexes 6.6,

6.7, 6.8

Exemple de CF2 : En illustration, les séquenes ibles du jeu d'amores C. felis n°2

(CF2) iblant le gène ompA sont montrées en �gure 5.2.

Les amores F3 et B3 sont �anquées de part et d'autre de l'amplion. Les séquenes F2

et B2 iblées par les parties 3' des amores FIP et BIP sont plus internes. Les séquenes

F1 et B1, permettent la formation des boules de la struture dumbbell en s'hybridant

ave les extrémités 5' F1/B1 des amores FIP/BIP. En�n les amores Loop, LF et

LB, sont impliquées dans le déplaement des boules des strutures dumbbell permettant

d'aélérer l'ampli�ation.

Figure 5.2 � Position des séquenes ibles des amores LAMP du jeu CF2 sur le gène ompA.

Les amores FIP et BIP sont omposées resp. des séquenes F1/F2 et B1/B2 bout à bout.

5.2.2 Validation expérimentale.

Génomes de référenes.

Il est di�ile et onéreux d'obtenir des génomes ou souhes de référene pour es trois

pathogènes. Nous déidons alors d'utiliser les souhes vainales présentes dans trois va-

ins disponibles : Purevax RCPCh, Feligen CR et Versifel CVR-C. Ils servent à la vai-

nation ontre le Coryza, et ontiennent les trois ou deux des trois pathogènes (table 5.2).
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Purevax RCPCh Feligen CR Versifel CVR-C

Feline herpesvirus + + +
Feline calicivirus + (FCV-431, FCV-G1) + (FCV-F9) + (FCV-F9)

Chlamydia felis + - +

Table 5.2 � Caratéristiques des trois vains utilisés pour valider la oneption des amores.

Les vains Purevax RCPCh et Versifel CVR-C ontiennent aussi une souhe atténuée du virus

de la pan-leuopénie féline.

Une extration sur olonne des aides nuléiques ontenus dans es trois vains est

réalisée selon le protoole de référene de la CIBU 2.1.1. Des (rt-)qPCR des trois patho-

gènes ibles (kits ommeriaux PrimerDesign) sont réalisés sur les extraits permettant de

doser les quantités d'ARN/ADN réupérées (table 5.3).

Purevax RCPCh Feligen CR Versifel CVR-C

Feline herpesvirus 2,5E4/µL 1,3E6/µL 1,1E6/µL

Feline calicivirus 2,2E6/µL 7,9E4/µL 7,3E5/µL

Chlamydia felis 3,2E5/µL 0 1,1E6/µL

Table 5.3 � Quanti�ation en (rt-)qPCR des di�érents génomes présents dans les trois vains

utilisés.

On note la présene d'ARN de Caliivirus dans le vain Purevax RCPCh, alors que le

virus y est sous forme inativée (l'inativation du virus n'a pas détruit l'ARN génomique)

Cinétiques et sensibilités.

On utilise des dilutions appropriées de es extraits pour omparer dans un premier

temps les sensibilités et les inétiques d'ampli�ation des jeux d'amores. On onsidère

aussi toute élévation de l'intensité de �uoresene dans les ontr�les négatifs supérieure à

10% de l'intensité totale. Ces bruits de fond sont révélateurs de strutures seondaires ou

dimères formés par les amores durant l'ampli�ation et pouvant mener à des ampli�a-

tions non spéi�ques. En�n la LAMP en tube est environ deux fois plus rapide que sur

papier, les ampli�ations ne durent don que 30 minutes.

LAMP FHV-1. Les trois jeux d'amores (TK1, TK2 et TK3) iblant le gène de la

Thymidine Kinase du FHV-1 ampli�ent jusqu'à 100 brins par réation en moins de 15

minutes (Tt50(100/rxn) resp. de 12, 8,75 et 10 min). Le plus rapide est le jeu TK n°2, mais

on observe dans le ontr�le négatif de e jeu d'amore une augmentation du bruit de fond

au ours du temps (>13% de l'intensité maximale). Ce signal peut être due à l'hybridation

des amores entre elles formant des zones d'ADN double brin iblées par l'interalant. Ces

hybridations peuvent onduire, dans le as où elles impliquent l'extrémité 3' d'une amore,

à une ampli�ation, générant là enore de l'ADN double brin. les jeux d'amores dont les
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Figure 5.3 � Comparaison des di�érents jeux d'amores pour les (rt-)LAMP FHV-1, C. felis

et FCV. (a) omparaison des trois jeux d'amores TK n°1 (en bleu) TK n°2 (en vert) et TK n°3

(en orange) (b) omparaison des quatres jeux d'amores CF n °1 (en bleu) CF n°2 (en vert) CF

n°3 (en orange) CF n°4 (en violet) () omparaison des trois jeux d'amores FCV n°1 (en bleu)

FCV n°2 (en vert) et FCV n°3 (en orange). Pour es trois expérienes, la nuane fonée symbolise

10

�

4, la nuane intermédiaire 10

�

3 et la nuane laire 10

�

2 brins d'ADN/ARN ible par réation.

ontr�les négatifs génèrent un tel bruit de fond seront évités, ar l'hybridation des amores

entre elles peut générer des ampli�ations non spéi�ques et don des faux positifs.

Une analyse sur les outils en ligne Multiple primer analyser et UNAfold (évoqués en

setion 3.1.1), pourrait apporter des indies quant au bruit de fond généré par les amores.

On observe grâe à et outil, que le nombre de longs dimères d'amores est plus élevé pour

TK n°2 (table 5.4).
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TK1 TK2 TK3 CF1 CF2 CF3 CF4 FCV1 FCV2 FCV3

probable dimers 2 6 1 4 7 1 4 4 7 1

3' end Hairpin 0 0 0 3 0 0 2 0 0 0

FHV-1 C. felis FCV

Table 5.4 � Réapitulatif du nombre d'hybridations renontrées entre les amores. On ré-

pertorie grâe au logiiel "multiple primer analysis" les dimères les plus probables ("optimal

sensitivity" = 3). On répertorie grâe au logiiel "UNAfold", les strutures hairpin impliquant

plus de 4 nt de l'extrémité 3' de l'amore formant une boule.

LAMP C. felis. Les mêmes ritères d'analyse, onernant les jeux d'amores C. felis,

montrent que les jeux CF3 et CF1 sont les plus rapides (Tt50(100/rxn) resp. de 8,5 et 13,25

min). On observe un fort bruit de fond (>25%) dans le ontr�le négatif CF1 et un bruit

de fond inférieur à 10% dans le ontr�le négatif CF3. La prédition de 3 strutures hairpin

impliquant l'extrémité 3' des amores CF1 reportées en table 5.4 pourraient expliquer le

fort bruit de fond observé pour e jeu.

L'analyse des séquenes grâe au logiiel UNAfold montre une aratéristique no-

table des primers FIP et BIP du jeu CF4. Ils forment des strutures hairpin importantes

impliquant plus de la moitié des bases, et dont les Tm alulés sont supérieurs à 60°C (�-

gure 5.4). La présene de telles strutures hairpin durant la réation pourrait entraver leur

hybridation ave l'ADN ible. Un tel phénomène expliquerait la lenteur de l'ampli�ation

du jeu CF4.

CF4 BIP primerCF4 FIP primer

Figure 5.4 � Strutures hairpin formées par les amores FIP et BIP du jeu CF4. Ces images

sont tirées du logiiel "UNAfold".

rt-LAMP FCV . La réation rt-LAMP est plus lente du fait de l'étape additionnelle

de rétro-transription. Les jeux FCV1 et FCV3 ont une limite de détetion au moins égale

à 100 brins par réation (Tt50(100/rxn) resp. de 20,5 et 22 min). La limite de détetion

du jeu FCV2 est supérieure à 100 brins par réation. De plus on observe un bruit de fond

(>13%) dans le ontr�le négatif FCV2. Il pourrait s'expliquer par la présene d'un ou
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plusieurs des 7 dimères probables reensés en table 5.4.

Spéi�ité

C. felis Sur les trois extrations de vain en notre possession, les vains Versifel CVR-

C et Purevax RCPCh ontiennent les génomes de FHV-1, FCV et C. felis. Le vain Feligen

CR ontient seulement les génomes de FHV-1 et FCV. Nous utilisons e troisième extrait

pour tester la spéi�ité des amores de LAMP C. felis

a. b.

c. d.
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Figure 5.5 � Evaluation de la spéi�ité des amores C. felis. (a)LAMP C. felis n°1 (b)LAMP

C. felis n°2 ()LAMP C. felis n°3 (d)LAMP C. felis n°4 en présene des trois extraits de vain

Coryza dont deux seulement (Purevax RCPCh et Versifel CVR-C) ontiennent de l'ADN de C.

felis.

Les quatres jeux d'amores ampli�ent lairement les extraits des vains Purevax

RCPCh et Versifel CVR-C. On n'observe pas d'ampli�ation des extraits de Feligen CR,

ne ontenant pas de C. felis. On note omme dans la �gure préédente une augmentation

du bruit de fond les jeux d'amores n°1 et n°3. Comme préédemment, le jeu d'amores

n°4 est très tardif (Tt50>17min) et on observe un début d'ampli�ation non spéi�que

dans le tube ontr�le négatif.

Parmi es quatre jeux d'amores, le jeu n°2 semblerait le plus approprié. Le tube

ontr�le négatif ne génère pas de bruit de fond, l'ampli�ation est rapide, sensible et

spéi�que.
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Caliivirus félin. La même expériene est réalisée pour évaluer la rt-LAMP FCV-F9

a. b.
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Figure 5.6 � Evaluation de la spéi�ité des amores FCV-F9 (a)rt-LAMP FCV n°1 (b)rt-

LAMP FCV n°2 ()rt-LAMP FCV n°3 en présene des trois extraits de vain Coryza dont

deux seulement (Versifel et Feligen) ontiennent de l'ARN de FCV-F9. (d)dérivée de la ourbe

d'hybridation post-ampli�ation pour la rt-LAMP FCV n°2.

Conernant les jeux FCV n°1 et n°3, on observe que l'ampli�ation a lieu seulement

pour les extrations Feligen CR et Versifel CVR-C ontenant la souhe FCV-F9 sur la-

quelle nos amores sont designées. L'absene d'ampli�ation dans l'extration Purevax

RCPCh suggère que nos amores sont spéi�ques et ne réagissent pas ave les génomes

de FHV-1 et de C. felis. Les amores ne réagissent pas non plus ave l'ARN de FCV-431

et de FCV-G1, dont les génomes sont probablement trop éloignés de elui de FCV-F9.

Il aurait été intéressant de omparer les séquenes ibles de es trois souhes mais

elles de FCV-431 et FCV-G1 ne sont pas disponibles en ligne.

On observe une ampli�ation tardive de l'extrait de Purevax RCPCh par le jeu

d'amore n°2. Les produits ampli�és dans les extraits Feligen CR et Versifel CVR-C

possèdent tous deux une température de fusion de 87,6°C. Le produit ampli�é dans l'ex-

trait Purevax RCPCh possède une température de fusion di�érente (83,5°C), suggérant

qu'il est di�érent des deux autres (�gure 5.6.d). Il pourrait s'agir d'une ampli�ation non

spéi�que de tout autre séquene présente dans le vain, ou générée par les amores

elles-mêmes.
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Ce qu'il faut retenir

� Cette première approhe du design d'amores LAMP nous a permis de nous familia-

riser ave le onept de la réation LAMP et de omprendre les enjeux et les di�érentes

étapes du proessus de design d'un jeu d'amore. Des expérienes supplémentaires sont

néessaires pour on�rmer les jeux séletionnés :

� Les jeux de LAMP FHV-1 TK1 et TK3 doivent être testés ave des ADN/ARN

séparés de C.felis, FCV, et FHV-1 pour évaluer leur spéi�ité.

� Le jeu de LAMP C. felis CF3 pourrait être testé lui aussi ave des ADN/ARN

séparés des pathogènes pour on�rmer sa spéi�ité.

� Des tests sur plusieurs souhes puri�ées, puis éhantillons, seraient néessaires par

la suite pour on�rmer la validité linique de es jeux d'amores.

� Prédire la formation des dimères et boules formés entre les amores durant la ré-

ation LAMP serait utile. Les jeux d'amores à risque d'ampli�ations non spéi�ques

seraient évités. Notre première approhe basique alliant les outils Multiple primer analy-

ser et UNAfold tool, et répertoriant les dimères et boules formés par haque jeux semble

intéressante. On observe des inohérenes, notamment pour le jeu CF2. On pourrait e-

pendant ra�ner ette méthode, en évaluant la "dangerosité" des dimères proposés par

Multiple primer analyser (probabilité d'être présents en solution à 65°C, aratère am-

pli�able...). Une telle évaluation des jeux d'amores pourrait être rajoutée à la phase

de design, et permettrait d'éviter le sreening expérimental d'un grand nombre de jeux

d'amores.

� En�n ette expériene de design d'amore nous permet de pointer aussi ertaines

limites de la tehnique LAMP. En e�et, la grande taille de l'amplion sur lequel 6 amores

doivent s'hybrider rend le design di�ile pour les génomes hautement variables. Le as

du Caliivirus est ii exemplaire, et il nous est impossible de réaliser un jeu d'amore

détetant tous les Caliivirus.

Plusieurs solutions s'o�rent à nous :

� On pourrait étudier l'épidémiologie des Caliivirus félins pour onevoir une rt-

LAMP adaptée aux souhes présentes sur un territoire donné (i.e. la Frane ou

l'Europe de l'Ouest).

� Une autre solution serait de réaliser une LAMP multiplex, sur le prinipe de la

LAMP dengue pan-sérotype de Teoh et al. [102℄ utilisant plus de 6 amores. L'ajout

d'amores supplémentaires permettrait plusieurs sénarios d'ampli�ations pos-

sibles en fontion de la souhe de Caliivirus présente.

� On pourrait imaginer utiliser des réations alternatives à la LAMP omme l'HDA

ou la RPA ou enore la CFPA [138℄, pour lesquels les amores sont designées de
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manière similaire à une PCR. De ette manière on pourrait séletionner une ourte

séquene à ampli�er onservée par tous les variants. Dans le as de la CFPA,

utilisant la même enzyme que la LAMP, la température de réation est identique.

Les deux ampli�ations pourraient don être réalisées sur deux disques d'un même

multiplex. Une des rare séquene onservées (à 99,7%) dans tous les génomes alignés

se trouve au début du gène odant pour la protéine de apside (des nuléotide

5295 à 5351). Cette soixantaine de paires de bases (�gure 5.7, enadrée en vert)

pourrait alors servir omme séquene ible pour une des amores et une autre

amore pourrait se trouver dans une ourte région onservée en 5' par exemple

(enadrée en bleu).

Figure 5.7 � exemple de séquene onservée parmi tous les génomes de aliivirus alignés,

pouvant servir de séquene ible pour une ou deux amores de RPA, HDA, CFPA, et



Conlusion et perspetives

Contribution et perspetives. Durant e travail de thèse nous avons développé et

validé une méthode permettant de réaliser des ampli�ations d'ADN et d'ARN par (rt-

)LAMP sur des disques de �bre de verre. L'ampli�ation est rapide (<45 minutes) et

sensible (LOD d'environ 20 brins par réations). Ces ampli�ations peuvent être multi-

plexées grâe à la miro�uidique papier et suivies en temps réel, permettant l'adaptation

de LAMP quantitative (qLAMP) sur papier. Un premier système multiplexant les trois

rt-LAMP Zika, Dengue et Chikungunya a été développé.

Nous avons réalisé pour la première fois la (rt-)LAMP QUASR sur un dispositif papier.

Cette méthode développée réemment en tube produit un signal puissant et spéi�que,

idéal pour un test de terrain. De plus, ette méthode permet d'étendre les apaités

de multiplexage des tests papiers en réalisant plusieurs tests sur un même disque. Un

système papier de LAMP QUASR multiplexant deux à deux les rt-LAMP Zika, Dengue

et Chikungunya, ainsi qu'un ontr�le positif a été développé.

Nous avons étudié et mis au point un protoole permettant la lyophilisation des mé-

langes réationnels de rt-LAMP sur papier, dont la durée de vie à température ambiante

est supérieure à 1 mois. Des études sont en ours pour améliorer enore la stabilité des

lyophilisats.

Nous avons développé pour la première fois un système papier ouplant apture d'ARN

et multiplexage. Ce dispositif a été éprouvé pour la détetion de partiules virales de

Sigmavirus dans un éhantillon de sérum et pour la détetion multiplexée des ARN de

Zika, Dengue et Chikungunya dans des éhantillons de sérum.

Une des perspetive du projet à ourt terme est de tester es dispositifs papier sur des

éhantillons réels de patients infetés aux virus Zika, Dengue et Chikungunya (provenant

des instituts pasteurs des zones touhées par es virus : Guyane, la Réunion, Polynésie

Française...). Par la suite, une évaluation du dispositif sur le terrain, à la Réunion par

exemple, permettrait d'étudier ses apaités et son utilisation en onditions réelles.

De plus, des systèmes ouplant ampli�ation isotherme et miro�uidique papier pour-

raient être développés pour d'autres appliations diagnostiques. Un ertain nombre de

maladies tropiales négligées parasitaires (Leishmaniose, Bilharziose, Trypanosomiases...)
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et batériennes (Trahome, Ulère de Buruli...) pourraient ainsi être détetées et don trai-

tées plus rapidement. Un test multiplexé des �èvres hémorragiques virales (virus Lassa,

Ebola, et Marburg par exemple) serait aussi intéressant en as de délenhement d'une

épidémie de e type. En�n, devant l'apparition grandissante des résistanes aux anti-

biotiques, des tests LAMP détetant les gènes de résistanes (Beta-latamases à spetre

élargies, gènes de résistane à la méthiiline) seraient multiplexable à la détetion des

batéries elles mêmes, évitant l'attente des 48h de ulture et d'antibiogramme.

Le développement de systèmes quantitatifs ou semi-quantitatifs sur papier est une pers-

petive très intéressante, permettant par exemple le suivi au ours du temps des harges

virales du VIH ou de l'hépatite B. Cela aiderait grandement au suivi sur le terrain des

patients infetés et à l'adaptation de leur traitement (ontr�le des rehutes et des résis-

tanes).

Au delà du diagnosti humain. En�n omme évoquées au hapitre 5, des appliations

au delà du diagnosti humain sont envisageables : détetion de pathogènes et miro-

organismes hez les animaux, dans les ultures, dans les aliments, dans l'environnement,

typage des espèes, détetion d'OGM, et. Elles pourraient béné�ier à des domaines tels

que la médeine vétérinaire, les reherhes en éologie et environnement, l'agriulture, les

ontr�les qualité des haines de prodution alimentaires, les sienes partiipatives...

La mise en plae rentable sur le marhé d'un dispositif papier, sort du sujet de la thèse.

On peut ependant l'imaginer sous plusieurs formes. La première onsiste au déploiement

de dispositifs de diagnosti des maladies infetieuse dans les pays émergents. La start-

up Diagnosti For All issue du laboratoire de Georges Whitesides, a vu le jour dans les

années 2010, tentant de ommerialiser des tests en papier dans les pays émergents à très

bas oût, en se basant sur un modèle éonomique dit "non-pro�table" [139℄. Le bilan de

ette aventure entrepreneuriale semble mitigé

2

, et suggère un transfert de tehnologie et

une fabriation des dispositifs sur les lieux d'utilisation.

La mise en plae de tests papiers dans les pays oidentaux serait aussi possible.

On pourrait imaginer des dispositifs de diagnosti hez les médeins traitants ou dans

les maisons médiales, menant à un diagnosti plus rapide et évitant au patient de se

rendre dans un laboratoire d'analyse. Dans le adre des pathologies hroniques, des tests

pourraient aussi être réalisés à domiile par le patient lui même, et assurer le suivi de

la réponse au traitement. En�n, à l'heure du big data, la médeine se tourne de plus

ne plus vers des modèles préventifs néessitant l'aquisition régulière de données. Des

2. Lors de la onférene Flow17, à Paris, Georges Whitesides, pionnier de la miro�uidique papier,

a rappelé es faits en évoquant les di�ultés renontré par la start-up Diagnosti For All issue de son

laboratoire, et interpellé le publi en lançant "qu'il faudrait vendre des entaines de milliers de tests à

1¿ ne serait-e que pour �naner un dotorat ou un post-do aux états-unis !".
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tests réguliers à domiile pourraient venir alimenter es bases de données et permettre de

prévenir l'ourrene des maladies. Dans tous es domaines, le papier pourrait jouer un

r�le dans la rédution des oûts de prodution et la failité d'utilisation des tests.

En e qui onerne ma trajetoire personnelle, mon retour en externat et mon im-

mersion future dans le monde médial seront une oasion privilégiée pour identi�er des

domaines d'appliations pertinents de la miro�uidique papier. Une bonne onnaissane

des strutures de soins et des spéialités médiales sera un atout important pour assurer

l'utilité d'une appliation diagnostique dans un système de santé.
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Chapitre 6

Annexes

 DENGUE qRT-PCR qRT-LAMP qRT-RPA 

Développeur 
CNR Arbovirus 

Teoh BT et al. 

(2013) 

El Wahed et al. 

(2015) 
CIBU 

Gène cible 3'UTR 3'UTR 3'UTR 3'UTR 

Réactifs 

d’amplification 

One-step Superscript 

III 
Optigene Iso 004 

TwistDx exo RT 

kit 
TwistDx exo RT kit 

Taille amplicon (pb) 118 

>100 

119 200 

Durée du test 90 min 20 min 20 min 

LOD (copie/µl) pour 

le sérotype 1 
< 72 < 72 

En cours 

d’évaluation 

LOD (copie/µl) pour 

sérotype 2 
< 49 < 510 

LOD (copie/µl) pour 

sérotype 3 
< 12 < 12 

LOD (copie/µl) pour 

sérotype 4 
< 17 < 17 

Coût par réaction (€) 4 2 4,5 4,5 

 

ZIKA qRT-PCR qRT-LAMP qRT-RPA 

Développeur 
Lanciotti et al. (2008) CIBU CIBU 

Température d’amplification 

(°C) 
- 65°C 42°C 

Gène cible (PCR1) M-Env | 

(PCR2) Env 
Enveloppe Memb-Env 

Réactifs d’amplification One-step Superscript 

III 
Optigene Iso 004 TwistDx exo RT kit 

Taille amplicon (pb) (PCR1) 76 | (PCR2) 

78 
260 123 

Durée du test 120 min 20 min 20 min 

LOD (copie/µl) pour la  

souche brésilienne 

(PCR1) < 160 | 

(PCR2) <16 
< 20 < 50 

Coût par réaction (€) 8 2 4,5 

 

 CHIKUNGUNYA qRT-PCR qRT-LAMP qRT-RPA 

Développeur Pastorino et al. (2005) CIBU CIBU 

Température d’amplification 

(°C) 
- 65°C 40°C 

Gène cible E1 E2/6K NSP4 

Réactifs d’amplification One-step Superscript 

III 

Optigene Iso 

004 

TwistDx exo RT 

kit 

Taille amplicon (pb) 188 264 136 

Durée du test 90 min 20 min 20 min 

LOD (copie/µl) pour la  

souche ECSA 
< 300 < 20 < 40 

Coût par réaction (€) 4 2 4,5 

 

a.

b.

c.

Table 6.1 � omparaisons des rt-LAMP et rt-RPA Dengue, Zika et Chikungunya à la rt-PCR.

Limites de détetion.
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Speed Power Passages

GF 35 11 5

Standard 17 35 11 3

PCR tape 16 12 1

polypropylene 20 12 18

Table 6.2 � paramètres de déoupe de la graveuse laser pour di�érents matériaux.

Species Primer name Sequence Target gene

Salmonella sp. S/ENT/F3 ATCGCACTGAATATCGTACTG invA 

S/ENT/B3 CCACGGTGACAATAGAGAAG invA 

S/ENT/FIP AATGCCAGACGAAAGAGCGTTCGTTCTACATTGACAGAATCC invA 

S/ENT/BIP TCGATCAGTACCAGCCGTCTTACGCCAATAACGAATTGCC invA 

S/ENT/LF GGTAATTAACAGTACCGCAGGA invA 

S/ENT/LB CTTGATTGAAGCCGATGCC invA 

S. pneumoniae S/PNEU/F3 TTGCACGAATAACCAACCA lytA 

S/PNEU/B3 GAACCAGTACCAGTTGCC lytA 

S/PNEU/FIP TTCTTCTGCCAGCCTGTTTCAACATTAGCCGTGAGCAGTT lytA 

S/PNEU/BIP TGACACTGGCTACTGGTACGTAGTAGTACCAAGTGCCATTGAT lytA 

S/PNEU/LF AGCCGTTCTCAATATCATGCT lytA 

S/PNEU/LB CATTCAGACGGCTCTTATCCA lytA 

S. aureus S/AUR/F3 CAGCTATTAGACGTGCGAT arcC 

S/AUR/B3 TGTAACGATTGTGCCTACAG arcC 

S/AUR/FIP ATTGCCGGCGTTGTGTCATAATGGCCCACAAATTGGAA arcC 

S/AUR/BIP GCCATTGGATACTTGTGGTGCCGATTGATTTCAGTTTCCAACC arcC 

S/AUR/LF CTGTTCGATTTAGCTTGTTGGA arcC 

S/AUR/LB AATGTCACAGGGTATGATAGGC arcC 

E. coli E/COL/F3 CCTGCGACAGACCTTTAC malB

E/COL/B3 TATGACTATACCAACGAAACCG malB

E/COL/FIP AGACGGCTGGTTGTTCACTGCAGTAGCGTACTGAACAACA malB

E/COL/BIP TTCGATGCGCCATCAACCACGGCACATTAGAACTGGG malB

E/COL/LF CATACTCAGAGTGTCCTGAAGG malB

E/COL/LB GACGATAGTTATCACGCAGGT malB

H. infuenza H/INF/F3 TCATTATTGCTCACCGTGG hpd

H/INF/B3 ATAAACTTGCGCTTGTTTGC hpd

H/INF/FIP ACGACCATCCTTAGTCATTGCTACGTTAGAGTCTAAAGCACTTG hpd

H/INF/BIP ATGGCTTGACTGATGTTGCGACGATGACATAGTAACGACCAT hpd

H/INF/LF CAGCCTGTTGTGCAAACG hpd

H/INF/LB CCCACATCGTCACCGTAAA hpd

Table 6.3 � liste des amores développés par la CIBU détetant les batéries S. enteria, S.

aureus, S. pneumoniae, H. in�uenza, E. Coli
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Species Primer name Sequence Target gene

DENV-1 DEN1/F3    TGTGTTCCTCCTTCTCATAATG                      NS2A

DENV1/B3   CAGACTCAATCCAATCGTAAGA                    NS2A

DENV1/FIP  CATCCTGTCTGAAGCATTGGCTGGACAATTGACATGGAATGATC NS2A

DENV1/BIP  CCTAGCTCTGATGGCCACTTTCTTCTCTAGATGTTAGTCTGCG NS2A

DENV1/LF CCAACCATGATGCATAACCTG                       NS2A

DENV1/LB ATGAGACCAATGTTCGCTGT                        NS2A

DENV-2 DENV2/F3   CACACTGGATAGCAGCTTC                         NS4B

DENV2/B3   CTATGTCCAGGATGTTGCTC                        NS4B

DENV2/FIP  GGCCACCACTGTGAGGATGAGAACACCCCAAGATAACC      NS4B

DENV2/BIP  CAAACGAGATGGGTTTCCTGGATTGCTGGGTTGTAATGCTT   NS4B

DENV2/LF GGCTATGACAACGTAGGTCAA                       NS4B

DENV2/LB ACGAAGAAAGATCTCGGATTGG                      NS4B

DENV-3 DENV3/F3   CCCGTCCAAGGACGTTAA                          NS4A

DENV3/B3   CTGCTGCGTTGTGTCATG                          NS4A

DENV3/FIP  ACGACGGAGCTACAGGCAGAAGAAGTCAGGCCCAAA        NS4A

DENV3/BIP  GGGACGTAAAGCCTGGGAGCCTCTAACCACTAGTCTGCTA    NS4A

DENV3/LF GTTTGCTCAAACCGTGGC                          NS4A

DENV3/LB AACCGTGGAAGCTGTACG                          NS4A

DENV-4 DENV4/F3   GCTCCTTTCGAGAGTGAAG                         3'UTR

DENV4/B3   AGTACAGCTTCCTCCTGG                          3'UTR

DENV4/FIP  CGTTATTGGCGGAGCTACAGGGAGGCTATTGAAGTCAGGC    3'UTR

DENV4/BIP  GGAGGCGTTAAATTCCCAGGGGTCTCCTCTAACCGCTAGT    3'UTR

DENV4/LF CAGCACGGTTTGCTCAAG                          3'UTR

DENV4/LB CTGTACGCGTGGCATATTG                         3'UTR

DENV DenV1-4/F3/134 CAAACCGTGCTGCCTGT 3'UTR

DenV1-4/F3/2 TGAGTAAACTATGCAGCCTGT 3'UTR

DenV1-4/B3/123 ACCTGTTGATTCAACAGCACC 3'UTR

DenV1-4/B3/4 ACCTGTTGGATCAACAACACC 3'UTR

DenV1-4/FIP/123 AGGGGTCTCCTCTAACCRCTAGTCTTTCAAACCRTGGAAGCTGTACGC 3'UTR

DenV1-4/FIP/4 AGGGGTCTCCTCTAACCRCTAGTCTTTTTTGCCACGGAAGCTGTACGC 3'UTR

DenV1-4/BIP/123 ACAGCATATTGACGCTGGGARAGACGTTCTGTGCCTGGAATGATGCTG 3'UTR

DenV1-4/BIP/4 ACAGCATATTGACGCTGGGARAGACGCTCTGTGCCTGGATTGATGTTG 3'UTR

DenV1-4/LB/1234 CAGAGATCCTGCTGTCTC 3'UTR

Table 6.4 � liste des amores utilisés dans la suite du manusrit pour déteter spéi�quement

les quatre sérotypes de Dengue, ou pour la détetion pan-sérotype
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Species Primer name Sequence Target gene

CHIKV CHIKV/F3     TACTCCTGTCGATGGTGG                          

CHIKV/B3     AGCATGGTAAGAGTCTCAGA                        

CHIKV/FIP    GGCCGCTTTAGCTGTTCTGACCATACGAACTGACACCAG     

CHIKV/BIP    ACCTGTGGAACGAGCAGCAGTTGCATAGGACAATCAGG      

CHIKV/LF     CAGCATATTAGGCTAAGCAGGA                      

CHIKV/LB     AAGCCCTTATTCCGCTGG                          

ZIKV ZIKV/F3    CAGCGTTCACATTCACCA                          

ZIKV/B3    CCGACTCCTATGACAATGTAAG                      

ZIKV/FIP   TTGCATGTCCACCGCCATAGTCACAGTGGAGGTACAG       

ZIKV/BIP   GGGAGGTTGATAACCGCTAACCGGATCAAGTTCCAGCATCAT  

ZIKV/LF    CTGAGCTGGAACCTTGCA                          

ZIKV/LB    ATCACTGAAAGCACTGAGAACT                      

Sigmavirus SIGV/F3 CAAGAAGCACCAGATCCTG

SIGV/B3 CCAACATTACAGGATGGTCTT

SIGV/FIP GCGGAGAGATGGAGTGTGAAATATGCCATAAGGTGAAGTATGAG

SIGV/BIP AGAGCACCAATTGGGCACCGAGTTCCAAGAACAGTCCTC

SIGV/LF TACCATGGCATATCACAGATGG

SIGV/LB ATGTCTCGCTGAGCTTTCC

Table 6.5 � liste des amores utilisés dans la suite du manusrit pour déteter CHIKV, ZIKV

et Sigmavirus

Species Primer name Sequence Target gene

FHV-1 TK1/F3     TACTTACTACTTCCCAGAACCA TK

TK1/B3     GGTGTTCCTCACATACAACTT TK

TK1/FIP    GTCGTTTCCGGTCCTGGACATGCTATACTGGCGTAGTCT TK

TK1/BIP    TGCCTATATCACCGCCCACTACCTGTTATTGTGGATAGTCTGG TK

TK1/LF     AGATACCACCGACAACATCAG TK

TK1/LB     GCCGCACCATACCTTCTT TK

FHV-1 TK2/F3    ACATAGATGGTGCCTATGGA TK

TK2/B3    CCTGTTATTGTGGATAGTCTGG TK

TK2/FIP   ACCACCGACAACATCAGTTTCATACTTACTACTTCCCAGAACCA TK

TK2/BIP   TCTATGCCGTCCAGGACCGCGGTGATATAGGCAGCATC TK

TK2/LF    AGAGACTACGCCAGTATAGCA TK

TK2/LB    CGACGTGGTGAATTATCAGC TK

FHV-1 TK3/F3 GTTTCCCACTCGCAAGATAT TK

TK3/B3 CCATCACGCCAACTAGTATT TK

TK3/FIP GATTTCCACCAGGAGGTTCTCGTGACTCTTGGGTCTGTACTT TK

TK3/BIP TCGAGGAACATTTGAAGCGTCTTTGCGTAGTGCGTGAATT TK

TK3/LF TGGAAGTGTTGCCATTAGACT TK

TK3/LB GCTCAAGAACCGGAGAACA TK

Table 6.6 � Séquene des trois jeux d'amores LAMP FHV-1 retenus.
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Species Primer name Sequence Target gene

C. felis CF1/F3     CATCCGTGCAGGATTCTAC ompA

CF1/B3     AGTAACCATTAGACGCTCCTA ompA

CF1/FIP    CAGTGGTGTTGCTTGCAGTTCAAACCATCAGCGGAATGG ompA

CF1/BIP    TCGCTGCCGACAGATCAAATAGTAAGCAGCATTGGTGC ompA

CF1/LF     AGAAGCTGCTGTTGGAGC ompA

CF1/LB     ATCTTCAAGATGCCGAATGGT ompA

C. felis CF2/F3    CTCCTTACAAGCCTTGCC ompA

CF2/B3    CCATTCGGCATCTTGAAGA ompA

CF2/FIP   AATCCTGCACGGATGCTGATAGGCTTCAGGAGATCCTTGTG ompA

CF2/BIP   AACCATCAGCGGAATGGCTTGGTGTTGCTTGCAGTTC ompA

CF2/LF    CACACCAAGTAGCACAAGGA ompA

CF2/LB    GCTCCAACAGCAGCTTCT ompA

C. felis CF3/F3 TAGGAGCGTCTAATGGTTACT ompA

CF3/B3 CCTCTAGGCTTGTGTATCATG ompA

CF3/FIP CGTTTGGACGCTGATTGGCGCATTTAACCTTGTCGGATTG ompA

CF3/BIP TTCTTGGAGCGTTGGTGCTTGGAATTCAGCTCCCAAAG ompA

CF3/LF ATCAGTTCCTGCAAGACCAAT ompA

CF3/LB AGCTTTGTGGGAATGTGGT ompA

C. felis CF4/F3 TGAATGGCAAGTAGGATTGG ompA

CF4/B3 AACAGCAATACCACAAGCT ompA

CF4/FIP TGAGCAATGCGGATAGTGTCAGCATGCTTGTTCCATACATTGG ompA

CF4/BIP TTGGCCTCAGCAATCCTAAACTTTGGAGGTGTCTAAAGTTGTG ompA

CF4/LF TCGAAAGTAGCTCTTGACCAAT ompA

CF4/LB ACAACCTGGAACCCAACTC ompA

Table 6.7 � Séquene des quatre jeux d'amores LAMP C. felis retenus.

Species Primer name Sequence Target gene

FCV FCV1/F3     CATCCGTGCAGGATTCTAC CPG

FCV1/B3     AGTAACCATTAGACGCTCCTA CPG

FCV1/FIP    CAGTGGTGTTGCTTGCAGTTCAAACCATCAGCGGAATGG CPG

FCV1/BIP    TCGCTGCCGACAGATCAAATAGTAAGCAGCATTGGTGC CPG

FCV1/LF     AGAAGCTGCTGTTGGAGC CPG

FCV1/LB     ATCTTCAAGATGCCGAATGGT CPG

FCV FCV2/F3    CTCCTTACAAGCCTTGCC CPG

FCV2/B3    CCATTCGGCATCTTGAAGA CPG

FCV2/FIP   AATCCTGCACGGATGCTGATAGGCTTCAGGAGATCCTTGTG CPG

FCV2/BIP   AACCATCAGCGGAATGGCTTGGTGTTGCTTGCAGTTC CPG

FCV2/LF    CACACCAAGTAGCACAAGGA CPG

FCV2/LB    GCTCCAACAGCAGCTTCT CPG

FCV FCV3/F3 TAGGAGCGTCTAATGGTTACT CPG

FCV3/B3 CCTCTAGGCTTGTGTATCATG CPG

FCV3/FIP CGTTTGGACGCTGATTGGCGCATTTAACCTTGTCGGATTG CPG

FCV3/BIP TTCTTGGAGCGTTGGTGCTTGGAATTCAGCTCCCAAAG CPG

FCV3/LF ATCAGTTCCTGCAAGACCAAT CPG

FCV3/LB AGCTTTGTGGGAATGTGGT CPG

Table 6.8 � Séquene des quatre jeux d'amores rt-LAMP FCV retenus.
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Species QUASR Primer name Sequence Quencher sequence

Salmonella sp. S/ENT/FIP F/AATGCCAGACGAAAGAGCGTTCGTTCTACATTGACAGAATCC GTCTGGCATT/Q

S. pneumoniae S/PNEU/FIP F/TTCTTCTGCCAGCCTGTTTCAACATTAGCCGTGAGCAGTT GGCAGAAGAA/Q

S. aureus S/AUR/LoopB F/AATGTCACAGGGTATGATAGGC CTGTGACATT/Q

E. coli E/COL/LoopF F/CATACTCAGAGTGTCCTGAAGG TCTGAGTATG/Q

H. infuenza H/INF/LoopB F/CCCACATCGTCACCGTAAA ACGATGTGGG/Q

DENV-1 DENV1/LoopB F/ATGAGACCAATGTTCGCTGT                        TTGGTCTCAT/Q

DENV-2 DENV2/BIP  F/CAAACGAGATGGGTTTCCTGGATTGCTGGGTTGTAATGCTT   ATCTCGTTTG/Q

DENV-3 DENV3/FIP  F/ACGACGGAGCTACAGGCAGAAGAAGTCAGGCCCAAA        TCCGTCGT/Q

DENV-4 DENV4/LoopB F/CTGTACGCGTGGCATATTG                         ACGCGTACAG/Q 

DENV DenV1-4/LoopB/1234 F/CAGAGATCCTGCTGTCTC GGATCTCTG/Q

CHIKV CHIKV/LB     F/AAGCCCTTATTCCGCTGG                          ATAAGGGCTT/Q 

ZIKV ZIKV/FIP   F/TTGCATGTCCACCGCCATAGTCACAGTGGAGGTACAG       GGACATGCAA/Q

Sigmavirus SIGV/FIP F/GCGGAGAGATGGAGTGTGAAATATGCCATAAGGTGAAGTATGAG ATCTCTCCGC/Q

Table 6.9 � liste des amores QUASR utilisées dans la suite du manusrit. F/ symbolise la

position du �uorophore dans l'amore QUASR en 5' et /Q symbolise la position du quenher

dans le brin quenher, en 3'.
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Figure 6.1 � Comparaison des matries Biomatria pour le séhage de mélanges LAMP.
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ABSTRACT 

 

Paper has recently been pointed out as an ideal substrate for microfluidic analysis systems. Capillary 

pumping and filtration abilites, along with its low cost and wide availability, are perfectly suited for point of 

care diagnostic applications [1]. 

Since the 2014 Ebola outbreak, the MMN Laboratory and the Pasteur Institute are working to conduct 

molecular biology tests on paper microfluidics for the diagnosis of infectious diseases. Tests realised in 

Guinée in 2015, by the two teams, have shown the pertinence of the technology [2].  

In this thesis, we adapted on paper a molecular biology test called LAMP. Later we developped several 

ways of multiplexing LAMP tests and storing LAMP reagents on paper. We then achieved RNA capture on 

a paper device, allowing sample preparation of complex matrices, such as plasma or serum. 

All those findings have been integrated for one relevant application : A multiplexed test for the detection of 

Zika, Dengue and Chikungunya viruses. Those three viruses, sharing the same moskito vector, and leading 

to the same symptoms have been involved in several recent epidemics. Among them the brazilian Zika 

outbreack in 2016, which brought up some severe neurological complications [3]. 

At last, we will present and discuss some developpments out of human diagnosis scope, especially in 

veterinary sciences. 

MOTS CLÉS 

 

Microfluidique papier, Diagnostic, Test par amplification d’acide nucléique, LAMP. 

RÉSUMÉ 

 

Le papier a récemment été redécouvert, en tant que matériau microfluidique pour la fabrication de 

systèmes d'analyses rapides. Ses fonctions de pompe capillaire, de filtration, sa disponibilité et son bas 

coût en font le parfait candidat pour des tests diagnostiques de terrain [1]. 

Depuis l’épidémie de maladie à virus Ebola en 2014, le laboratoire MMN et  l’Institut Pasteur collaborent 

pour réaliser sur papier microfluidique des tests de biologie moléculaire (type PCR) pour le diagnostic de 

maladies infectieuses. Des expériences réalisées à Macenta (Guinée) sur des échantillons d’ARN purifiés 

ont démontré la pertinence de la technologie [2]. 

Dans ce travail de thèse, nous avons adapté au papier le suivi en temps réel d'un des tests de biologie 

moléculaire, la réaction LAMP. Nous avons exploré par la suite plusieurs modes de multiplexages des tests 

LAMP sur papier, ainsi que différents procédés de stockage des réactifs. Enfin, une méthode de purification 

d'ARN par capillarité a été mise au point, permettant la préparation d'un échantillon biologique réel 

(plasma, sérum, etc). 

Ces nouveaux développements ont été intégrés dans le cadre d'une application pertinente : un test 

multiplexé pour la détection des virus Zika, Dengue et Chikungunya. Ces trois virus transmis par le même 

moustique, et provoquant des symptômes similaires, sont responsables de plusieurs épidémies récentes, 

dont l'épidémie à virus Zika qui a frappé le Brésil en 2016, et provoqué des complications neurologiques 

graves [3]. 

Enfin, nous ouvrirons ce travail sur le développement d'applications en dehors du diagnostic humain, 

notamment dans le domaine vétérinaire. 

KEYWORDS 

 

Paper microfluidic, Diagnostic, nucleic acid amplification test, LAMP. 
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