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Résumé

L'incidence des infections a arbovirus (arthropod born virus) a augmenté de fagon
spectaculaire au cours des derni¢res décennies dans les régions tropicales et subtropicales du
globe, touchant des centaines de millions de personnes chaque année. Les virus de la dengue et
du chikungunya sont transmis par les moustiques du genre 4edes et peuvent causer un large
panel de symptomes, allant parfois jusqu’au décés. Bien que les tests de diagnostic
conventionnels fournissent un diagnostic précoce des infections aigu€s a arbovirus, l'acces a
ces tests est souvent limité dans les pays en développement. Un diagnostic précoce et rapide est
crucial pour améliorer la prise en charge du patient et réduire le risque de complications. Il y a
donc un besoin urgent de développer des outils peu chers, simples d’utilisation, rapides,
robustes, et utilisables auprés du patient. Les tests de diagnostic sur support papier (PAD) ont

ces caractéristiques.

Dans un premier temps, un PAD imprimé a la cire a été développé et évalué pour la
détection de la protéine Non Structurale 1 (NS1) de la dengue, dans du sang et du plasma. Le
PAD a été en mesure de détecter spécifiquement 10 ng.mL! de protéines dans divers types

d'échantillons, en 6 a 8 minutes.

Par la suite, une version améliorée du PAD obtenue par découpe laser a été congue et
testée pour la détection de la protéine NS1 de la dengue et des IgM spécifiques du virus, dans

le sang et le plasma. Ces deux parameétres ont pu €tre détectés en 8 minutes.

Les travaux de mise au point du PAD effectués sur la dengue ont ensuite été appliqués
a la détection des IgM du virus du chikungunya dans des sérums humains, en utilisant des
Particules virales Pseudotypées (PPs). Ces antigenes synthétiques se sont avérés étre des outils
puissants pour la capture des IgM spécifiques. Les résultats obtenus ont montré une sensibilité
de 70,6% et une spécificité d'environ 98% avec un temps d’obtention des résultats de moins de
10 minutes. Le PAD a montré peu de réactions croisées avec d'autres arboviroses. Les PPs ont
enfin été caractérisées par différentes méthodes physico-chimiques dans le but de déterminer

les éléments clef de leurs performances.

Le PAD pourrait étre utilisé pour le diagnostic précoce de la dengue et du chikungunya,

qui nécessitent des protocoles de gestion spécifiques pour les populations a risque.



Abstract

The incidence of arboviruses infections has increased dramatically in recent decades in
tropical and sub-tropical areas worldwide, affecting hundreds of millions of people each year.
Dengue and chikungunya viruses are typically transmitted by mosquitoes and can cause a wide
range of symptoms, and sometimes death. Although conventional diagnostic tests can provide
diagnosis of acute infections, access to these tests is often limited in developing countries. Early
and prompt diagnosis is crucial to improve patient management and reduce the risk of
complications. Consequently, there is an urgent need to develop affordable, simple, rapid, and
robust tools that can be used at ‘Point of Care’ settings. Paper-based Analytical Devices (PAD)

have these attributes.

Firstly, we developed and evaluated a PAD for the detection of the dengue Non
Structural 1 (NS1) viral protein in blood and plasma samples. Experiments have been carried
out to increase specificity, while maintaining the required sensitivity. The PAD was able to

detect specifically 10 ng.mL! of NS1 protein in various sample types and in 6-8 minutes.

Secondly, an improved version of the PAD obtained by laser cutting was designed and
tested for the detection of dengue NS1 protein and virus-specific [gM in blood and plasma.

Each parameter could be detected in 8 minutes.

PAD development performed on dengue fever was then applied to the detection of
chikungunya virus IgM in human sera, using viral Pseudo-Particles (PPs). These synthetic
antigens have proven to be powerful tools for specific IgM detection. The results obtained
showed a sensitivity of 70.6% and a specificity of approximately 98% with a time to results of
less than 10 minutes. The PAD showed few cross reactions with other arbovirusess. The PPS
were finally characterized with different physico-chemical methods in order to determine the

key factors of their performances.

The PAD could help health workers in the early diagnosis of tropical diseases such as

dengue and chikungunya that require specific management protocols on risk populations.



Liste des abréviations

2D : deux dimensions

3D : trois dimensions

aa : acide aminé

ADCC : médiation cellulaire de la cytotoxicité dépendante de l'anticorps
Arbovirus : Arthropod-Borne Virus (virus transmis par les insectes)
ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARN : Acide RiboNucléique

ARNm : ARN messager

ARNvV : ARN viral

ATAP : Advanced Technology and Projects

AVCI: Années de Vie Corrigées de I’ Incapacité

BFV : Virus de la Forét de Barmah

BPB : bleu de bromophénol

BSA : albumine de sérum bovin

CARPHA : Caribbean Public Health Agency

CDC : Centers for Disease Control and Prevention (Centres de controle et de prévention des

maladies)

CHIKYV : Virus du chikungunya

CNR : Centre National de Référence des Arbovirus.

DALY : Disability Adjusted Life Years (Espérance de vie corrigée de l'incapacité)
DCs : cellules dendritiques

DEL : diode électroluminescente

DENYV : Virus de le dengue

DPS : délai post début des symptomes

DW : poids de l'invalidité (utilisé pour le calcul du DALY)



ECDC : European Center for Disease Prevention and Control (Centre Européen de contrdle et

de prévention des maladies)

ECP : Effet Cytopathique

ECSA : Eastern/Central/South Africa lineage (génotype Est/Central/Afrique du Sud)
EEEV : Virus de I’Encéphalite Equine de I’Est

EJ : virus de I’encéphalite japonaise

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ESL : virus de I’encéphalite de Saint-Louis

FGM : Fardeau Global de la Maladie

GAC-ELISA : Type G Immunoglubulin Antibody Capture - Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay

IgG : Immunoglobulines de type G

IgM : Immunoglobulines de type M

IIFT : Indirect Immunofluorescence Test (test d’immunofluorescence indirecte)
INSERM : Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale

IRBA : Institut de Recherche Biomédicale des Armées.

Kb : Kilobases, 1 Kb est égal a 1 000 bases nucléotidiques

kDa : KiloDalton

MAC-ELISA : Type M Immunoglubulin Antibody Capture - Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay

MIT : Massachusetts Institute of Technology

MF1 :Microfiber Paper (papier en microfibres de verre)
NDUV : Virus Ndumu

NK : lymphocyte Natural Killer

nsPs : Protéines Non-Structurales

nt : nucléotide

NTR : Régions Non-Traduites



OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ONNV : Virus O’Nyong-Nyong

ORFs : Open Reading Frame (cadre ouvert de lecture)
PAD : Paper Analytical Device

PAL : enzyme Phosphatase Alcaline

PCR : Polymerase Chain Reaction (réaction en chaine par polymérase, ou amplification en

chaine par polymérase)

PDMS : polydimethylsiloxane

Pe : nombre de Reynolds

PER : peroxydase

PET : polyethylene terephthalate

PFU.mL"! : Plague Forming Units, ou nombre de particules virales par millilitre d’échantillon
PMMA : polyméthacrylate de méthyle

POC : Point-of-Care (test diagnostic réalis¢ « au chevet du patient »)

PRNT : Plate Reduction Neutralization Test (séroneutralisation)

q-RT-PCR : quantitative — RetroTransciption - Polymerase Chain Reaction (amplification

génomique en temps réel via rétro-transcription)

q-RT-RPA : quantitative — RetroTransciption - Recombinase Polymerase Amplification
RRYV : Virus Ross River

RT-LAMP : Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification

RVF : virus de la fiévre de la vallée du Rift

SELEX : Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment

SFV : Virus de la forét Semliki

TBE : virus de I’encéphalite a tique

TOS : virus Toscana

TTR : Time to Result (temps d’obtention du résultat)



UV : rayons UltraViolets

VEEV : Virus de ’Encéphalite Equine du Venezuela

VIH : Virus de I’Immunodéficience Humaine

VSIN : Virus Sindbis

WEEYV : Virus de I’Encéphalite Equine de 1’Ouest

WN : virus West Nile

YLD : Years Lived with Disability (nombre d’années vécues avec un état de handicap)
YLL : Years of Life Lost (nombre d’années de vie perdues due a une mort précoce)

ZIKA ou ZIKV : virus Zika



Table des illustrations

Figure 1 : Distribution géographique mondiale des virus de la dengue, du chikungunya et Zika

.................................................................................................................................................... 1
Figure 2 : Criteres ASSURED ¢établis par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) pour le
développement de tests de diagnostics a destination des pays émergents ...........ccceeeevveerveeenee. 2
Figure 3 : Arbre phylogénétique simplifié des virus du genre AIphavirus.............cccecveeuenee. 6

Figure 4 : Distribution géographique d’épidémies au virus chikungunya dans les régions
QP ATTIQUE € A7 ASIC...eiiiiieiiieiie ettt ettt ettt e et et esabe e seeesbeesaeesseeseeenseesssesnsaennseans 8

Figure 5 : Origine, expansion et distribution des différents génotypes du virus du chikungunya
et CeS VECtEUrS d@ traNSIMISSION. ..c..eruieuiriieiieiieitetetenterte ettt ettt ettt sbe st st ebe bt eee e esaesae e 9

Figure 6 : Arbre phylogénétique montrant les relations entre les différents génotypes du virus

du chikungunya, issu de I’analyse compléte du génome viral ..........cccceeevvieriieiiieniieenieenieenen. 10
Figure 7 : Cycles de transmissions, vecteurs et réservoirs du CHIKV ..........c..cocovinininnn. 11
Figure 8 : Photographie des moustiques Aedes aegypti et Aedes albopictus .......................... 13
Figure 9 : Distribution géographique du moustique Ae. albopictus en Europe....................... 13
Figure 10 : Organisation du génome virale du chikungunya ...........ccccccoevviieiiieniieinienieenene, 14
Figure 11 : Organisation du génome du CHIKYV et produits des genes.........cccceeeevereeuennnene 15
Figure 12 : Structure en 3 dimensions du CHIKV ..........cccciiiiiiiiiiiiieeeeeee e 17
Figure 13 : Schéma en coupe du CHIKV ..o 18
Figure 14 : Cycle de réplication du CHIKYV dans la cellule hote.........c.ccooveevevieniieenieennee. 21
Figure 15 : Pathogénicité de I’infection au virus du chikungunya..........ccccoceveeveniininncnnn. 23

Figure 16 : Dissémination du CHIKV dans 1’organisme, avec cellules et organes cibles....... 25

Figure 17 : Illustration de I’évolution a I’infection au CHIKV au cours du temps et les
différentes phases de 1a maladi€..........coeveiiiiiriiiiiiii e 27

Figure 18 : Illustration schématique du DALY .......ccccoceviiiiniiiiiiniiiieneeeeeeee e 31

Figure 19 : Evolution des marqueurs de 1’infection au CHIKV et les méthodes de diagnostic
ASSOCIEES ...ttt ettt ettt ettt et ettt b et a e bt a ettt e a et e h e bt ettt et et a e aenae e 35

Figure 20 : Algorithme de diagnostic séquentiel pour les voyageurs malades et de retour d’une
région épidémique pour CHIKV, DENV ou ZIKA ......ccccooiiiiiiiieieeeee e 36


file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381411
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381411
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381412
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381412
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381413
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381414
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381414
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381415
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381415
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381416
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381416
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381417
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381418
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381419
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381420
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381421
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381422
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381423
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381424
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381425
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381426
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381427
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381427
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381428
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381429
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381429
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381430
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381430

Figure 21 : Représentation schématique de la détection des IgM anti-CHIKYV par la technique

IMAC-ELISA ..ottt ettt et b et e at e bt et sate bt et e eatesbeenbesanens 43
Figure 22 : Représentation schématique de la détection des IgG anti-CHIKYV par la technique
GAGC-ELISA ...ttt sttt ettt ettt e bt ettt sate bt et e eatenbeennesaeens 44
Figure 23 : ELISA direct pour la sérologie IgG anti-CHIKV ...........cccceeeeiieniiiicieeeeeee, 45
Figure 24 : Schématisation de la technique d’IIFT pour la sérologie IgG anti-CHIKV ......... 46
Figure 25 : Représentation schématique d’un protocole de séroneutralisation....................... 47
Figure 26 : Kit de biologie moléculaire utilisable sur automate, et automate..............ccc...... 54

Figure 27 : Appareil de biologie Moléculaire FilmArray® de 1’entreprise BioFire®Defense 54

Figure 28 : Photographie du plus petit ordinateur du monde ............ccooceeverienenieniienieienene 56
Figure 29 : Smartphone modulaire de GOOgIe ..........cocueriiiiriiiiiiiiiiieccececee 57
Figure 30 : Equipement de laboratoire a trés bas PriX......ccoceceveerieeieneenienienieeieeeesieeie s 58

Figure 31 : [llustration de la dynamique du cycle macro-économique et des différents concepts

d’INNOVALION ENLIANE N JEU..c.utiivietieeiieriieeiteeiteeeteesteeteesteeesseessseesaessseesseessseesaessseanseessseensees 60
Figure 32 : [llustration éclatée d’un test de type LFA ..o 65
Figure 33 : Illustrations de quelques procédés de fabrications de PAD en 2 dimensions....... 69

Figure 34 : Illustration de la fabrication de canaux sur un PAD par la technique de la

PhOtOIITNOGIAPIIE ...t e e et e e eane e e naeesanee s 70
Figure 35 : Photographie de la surface d’un morceau de papier ayant subi une abrasion au laser
.................................................................................................................................................. 71
Figure 36 : Illustrations de différentes formes données a des PAD ........ccccoceviiiiiiiniincnnen. 71
Figure 37 : PAD microfluidique papier sous forme de cassette........cccvervuveercuveenciveencreeennneen. 72

Figure 38 : Démonstration de la différence de cinétique de migration des fluides colorés vers

la zone de détection du PAD ........ccooiiiiiiiiiiiic e 73
Figure 39 : Illustration d’un PAD en 3D ou quatre liquides colorés se croisent sans se mélanger
.................................................................................................................................................. 74
Figure 40 : Illustration d’un pliage en origami pour former une structure 3D..........c..cccc..e. 75
Figure 41 : Exemple d’un PPAD 3D ..o 76

Figure 42 : Processus de fabrication d’un PAD en trois dimensions par utilisation d’un laser
POUTL fOIMET AES CANAUX ....eeeiiiieiiieeiiieeieeetee et eeette e et eesteeeesaeeessseeessseeensseeensseesnsseesnsaeensseens 77

Figure 43 : Dispositif analytique papier en format Rubik’s Cube .........cccccoceveiiiniininncnnn. 77


file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381431
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381431
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381432
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381432
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381433
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381434
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381435
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381436
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381437
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381438
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381439
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381440
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381441
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381441
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381442
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381443
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381444
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381444
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381445
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381445
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381446
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381447
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381448
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381448
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381449
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381449
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381450
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381451
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381452
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381452
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381453

Figure 44 : Comportement d’un fluide dans un dispositif microfluidique............ccccceveeneen. 79

Figure 45 : Systémes de mélanges de fluides dans un circuit microfluidique.............cccoc..... 80
Figure 46 : Formation d’un canal microfluidique par abrasion du support papier.................. 81
Figure 47 : Controle de 1’écoulement d’un fluide pas utilisation d’un pont dissolvable ........ 82
Figure 48 : Controle de I’écoulement d’un fluide pas utilisation d’un PAD absorbant.......... 83
Figure 49 : Détection colorimétrique de glucose sur PAD en deux dimensions..................... 85

Figure 50 : Représentation illustrative d’une réaction colorimétrique utilisant des AuNPs sur

SUPPOTE LA ettt e et e ettt e st e e st e e snbaeesnbaeenabeeenanes 86
Figure 51 : PAD papier avec une détection ¢électrochimique du glucose sanguin utilisant des
€lectrodes €N GLAPNILE......cc.eeiiiiiiieiiieieeee ettt ettt ettt e b e et e enbeennaeenraas 87
Figure 52 : PAD utilisant une diode et de la fluorescence comme systéme de révélation...... 88

Figure 53 : Illustration du dispositif de diagnostic de N. meningitidis par technologie LAMP

.................................................................................................................................................. 91
Figure 54 : Dispositif fluidique composé d’un film flexible laminé a chaud entre deux couches
de plastiques thermMOTESISTANLS ..........eeecuiiereiieeiieeeieeeeiee et e et et e et eeetaeeeaaeeeaeeesseeessneeenes 91
Figure 55 : Migration d’un fluide au sein d’un fil de coton ...........cccevevievieeciienieeiieeieeene, 92

Figure 56 : Graphique représentant I’évolution du nombre de propriétaires de téléphones

Joa e o) (ST L A el o - PSSR 93
Figure 57 : L’appareillage LUCAS .....cc.ooiiiicetee et 94
Figure 58 : Lecture d’un résultat de PAD papier avec un systeme smartphone...................... 95

Figure 59 : Test IC utilisant des aptameres dirigés contre les protéines d’enveloppe du CHIKV
.................................................................................................................................................. 98

Figure 60 : Tests IC pour le diagnostic de la protéine NS1 du virus de la dengue (sérotype 1)
€1 AU VITUS ZIKA....oeiiiiiiiiiiiiiiiecitce ettt ettt et sae et s 99

Figure 61 : Tests immunochromatographiques sur support papier pour la détection multiplexée
des protéines de Plasmodium et de DENV ......cccooiiiiiiiiiiiee et 100

Figure 62 : Systetme RT-PCR SUI MICTOPUCE .....couveviiiiriiiiiiieniieriteieeee st 101

Figure 63 : Test de diagnostic moléculaire basé sur I’utilisation d’une imprimante 3D modifiée
................................................................................................................................................ 102


file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381454
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381455
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381456
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381457
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381458
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381459
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381460
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381460
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381461
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381461
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381462
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381463
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381463
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381464
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381464
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381465
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381466
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381466
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381467
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381468
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381469
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381469
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381470
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381470
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381471
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381471
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381472
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381473
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381473
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381474

Tableaux

Tableau 1 : Formules de calcul des années de vie corrigées de ’incapacité (DALY)............ 30

Tableau 2 : Virus a tester en PCR et sérologie selon la provenance géographique du  patient

.................................................................................................................................................. 37
Tableau 3 : Tableau récapitulatif de performances de 4 tests de diagnostic sérologique du
CHIKYV, évalués par le CNR Arbovirus et 1e CDC..........ocouveiieiiiiiiiiieeiecieeeeee e 51
Tableau 4 : Récapitulatifs d’études de comparaison de performances de tests sérologiques pour
le diagnostic du CHIKV ..ottt ettt e e e enseas 52
Tableau 5: Tableau récapitulatif de performances du test IIFT d’Eurolmmun® pour le
diagnostic sérologique IgM et IgG du CHIKV .......cccooiiiiiiiiiiiniiiiece et 53
Tableau 6 : Caractéristiques spécifiques des criteres ASSURED pour le développement de tests
POC pour le diagnostic du VIH-1 et VIH=2......cccoovieiiiiiiiiiieieeiiecee et 63
Tableau 7 : Récapitulatif des procédés de fabrications de PAD en 2 dimensions .................. 68
Tableau 8 : Formule du nombre de Reynolds (Re) ........ccccuvevieiiiiiiiiniiiieciiceeeeeeeee e, 78

Tableau 9 : Récapitulatif des principales méthodes de détection sur support papier.............. 84


file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381476
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381476
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381478
file:///C:/Users/10020387/OneDrive%20-%20bioMérieux%20SA/Ecriture%20de%20la%20thèse/Versions/Thèse%20GT%20avec%20conclusion2.docx%23_Toc523381478

Table des matiéres

PREAMBULE ...c.eiutitiiteetinie ettt ettt ettt ettt st e e sb et st sbe et s bt eat et sat et e sbeebesbeemaenbesbe et esbeennenbeeneens 1
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 4
1. LE VIRUS DU CHIKUNGUNYA w5

1.1 PRESENTATION GENERALE .....coceiitiiiiiitiiieeeittieeeeeteeeeeeteeeeeeaseeeeeeaseeeeeeseeseeeaseseeasseseeasseseeaasseeaens 5

1.1.1. Origine et classification dU VITUS ........cocuieiieiiieiieier ettt e 5
1.1.2. Epidémiologie et distribution gE0graphique..........c.eccverveevieerierienreereereeieeseeseesveeseeseens 6
1.1.3. DIVErSite SENETIQUE ....cueiuiiiiiieiieitieet ettt ettt ettt et et esbte st esate e bt e bt e bt e sbeesneeeneeeneean 8
1.1.4. Vecteurs de transSmiSSioN €t TESETVOITS....ccuueruuieuierieerieeriteniteeteeeeeteesteesteeseesneesbeeseenseenees 10
1.1.4.1. Vecteurs et cycles de tranSmiSSION .........eecveeeveeriiereerrenreesseesseeseessessessesssessseesseesens 10
L.1.4.2. ACAECS ACZYDLi.....veeeeeceeeeeeeeiieieeeieeseesteete e et et et e s tbessbe s b e eseessaesssesssessseasseasseesseesens 12
1.1.4.3. ACAES AIDOPICIUS ...ttt ettt ettt sttt e be e s enes 12
1.2. ORGANISATION MOLECULAIRE DU VIRUS ......ceiiiiuiiieeiireeeeiitreeeesereeeesnreseesnseseessaseesesssssesesssenss 14
LR B €151 10} 14 TS SRS 14
1.2.2. PTOtEINES VITALES....eetieiiiitieiieeie ettt ettt ettt st sttt e s bt e s bt e eateenbeebeebeees 14
1.2.2.1. Les protéines non-structurales (NSPS).........ccccceeriiriiniiiiiiiieeerecee e 14
1.2.2.2. Les Protéines StrUCLUTALES .......ecoveeriierieeieerierieiiesieesresreereeseesseessaessnesssessseesseesseesens 16

1.3. LAMUTATION E1 = A220V ..ottt ettt ettt ettt s e eseensesneeneas 18

1.4, CYCLE VIRAL ...utiutitieitetieeteteettetestesetetaeseessesseessensesssansessesssenseessassanssansensesssensensesnsensenssensensennses 19

1.5. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ INFECTION VIRALE......cc.trteteniereerinreerenreerenteneeenesseeseennesneensenneennes 21

1.5.1. Cellules cibles, r€pONSE IMMUNITAITE ......veervverereereerreesieesreesresreereesreesseesseesseessessesssesssens 21
1.5.2. Organes cibles et pathOlOgIEs aSSOCIEES........ccvuirririeriirierieniieienie ettt 23
1.5.3. Evolution de I’infection au virus et Symptomes aSSOCIES .......cccveeeveecreerreereerieenrenveevennses 26
1.5.3.1. PhaS@ @IQUC.....ccueevieeirieiiieeiieieeieeseestteereeeveereesbeetaestaestbessbeesseessaesseesssessseasseesseessensens 26
1.5.3.2. PhaSe ChTONIQUE. ......c.eeriiiiieiieieeciee ettt ettt st ettt et e st e s e eabeebeeneeneenns 28
1.5.3.3. Traitement et prévention de la maladie ...........ccceevieriiiiiiiiiiniiee e 28
1.5.3.4. Disability-Adjusted Life Years (DALY ) ...ccooiivioiieniecieereeeesee st eve e 29
1.5.3.4. 1. DEfINTHON ...eevivieiieiieiieecie ettt ettt ettt et e ebeseeessesseessessesseensessenneens 29
1.5.3.3.2. Exemple 1 : I’épidémie en Inde de 2006...........ccceeeeervierrienienienieeie e 31
1.5.3.3.3. Exemple 2 : I’épidémie dans la région des AMEriqUES ........ceevveeveereecreerreennnenne. 32

2. LE DIAGNOSTIC DU CHIKYV 34
2.1. LES METHODES STANDARDISEES......c.ccctiiiiiiiiiiieniiiieete ettt sre s sne s sne s sae s 35
2.1.1. Détection du virus du chikungunya sur préleévements ............ccoceeveereereenceescveereesieeseennes 38
2.1.1.1. Détection du ZENOME VITAL .......cceeviiiiiiiiieiieceeseeere e e ereesieesteesereereebeesreeseneseneens 38
2.1.1.2. Détection des antigENES VITAUK ......ccuereuerrueerreereeseerresreaseesseesseesseesssessseessesssesssaesnenns 39

2.1.2. Isolement du virus sur cellules en CUITUTE.......ccuvveviieeiiiieeeieeee e 39



2.1.3. Détection des anticorps anti-CHIKV sur prélevements...........cocceevvereeneeneeecreecreenieenneennns 42

2.1.3.1. SErologie IZM.....cccuiieiieiieieeieeiee ettt ettt e et e et e st e ssaessbeenbeesseenraenraensae e 42
2.1.3.2. SErolo@ie IZG .....ooeiiieee ettt ettt e s 44
2.1.3.3. Séroneutralisation (PRNT) ......ccooiiiiiiiieie et e svee e 46
2.2. LES TESTS COMMERCIALISES .......uvtiiiiiiiieeeitieeeeitteeeeetteeeesreeeesssseeessnssesesssssessessssessssnssesessssses 48
2.2.1. Détection du génome viral sur préleVements...........ccceereerieriiriiereeneeree e 48
B N 1< o] o 4 U= OSSP PR RRR 50
2.2.3. AULOMALES ..ottt ettt ettt ettt ettt e b e st sat e sttt e e ne 53
3. LES TESTS BAS COUT (LOW COST) 56
3.1 CONTEXTE MONDIAL ET EMERGENCE DU BAS COUT ...ccutiiiriteiinieetenieeieeneenieetesieeneeneseeeneesneennes 56
3.2. LES CRITERES ASSURED ....ooiiiiiiiee ettt e e et e e e e aba e e e e eaaaeas 62
3.3. LES TESTS RAPIDES : UN PAS VERS LES SOLUTIONS BAS COUT 7 .....ocuirveniinieerenieeeeneneeenenneeenes 64
3.4. LES SOLUTIONS PAPIERS ......uuuttiiiiieeeeeeiiiittteeeeeeeeeeitttreeeaeeeeeeessrssesaaeeeeaessresssesseesasssssssseseeesnnesenes 66
3.4.1. Fabrication d’un test sur support papier (PAD).......cccoceeriirirnieniieeeeeeeteee e 67
3.4.1.1. Tests en deux dimensions (2D) .......cccueeiirciieciierierierie et re b ereesee e 67
3.4.1.2. Tests en trois dimensions (3D) ......ccccieeiirciiecieiierieree ettt re v 73
3.4.2. Ecoulement et mélange des fIuides.........ceeviiriiiiiiiiiiiieee e 78
3.4.3. Méthodes de détection et TEVEIALION .........cecuieuieieriieeieieeeee e 83
3.5. SUPPORTS ALTERNATIFS POUR LA FABRICATION DE DISPOSITIFS MICROFLUIDIQUES ............... 90
3.6. OBTENTION ET LECTURE DES RESULTATS : ESSOR DU SMARTPHONE .......ccceeeeeiiiiiiiieeeeeeeeennnnns 92
3.7. SYSTEMES BAS COUT ET DETECTION DES ARBOVIRUS ......cccouviriieeeeeeiiiirereeeeeeeeeiinnreeeeeeeeeennnnns 97
TRAVAUX EXPERIMENTAUX 105
ARTICLE 1 : SOLUTION MICROFLUIDIQUE PAPIER POUR LE DIAGNOSTIC BAS COUT AU CHEVET DU
PATIENT D’INFECTIONS A FLAVIVIRUS EN PHASE VIREMIQUE.........ccuvviiieeeeeeiiiiieeeeeeeeeeecirneeeeeeeeenns 106

ARTICLE 2 : SOLUTION MICROFLUIDIQUE PAPIER OBTENUE PAR DECOUPE LASER POUR LA
DETECTION DE LA PROTEINE NON-STRUCTURALE 1 (NS1) ET DES IGM DIRIGEES CONTRE LE VIRUS
DE LA DENGUE. ......cocuiuiueeeteeeeeeeceeeeeeee s eesaeae e s s s ea e s st s sasasasaesesesssesasasse st esssasasaeseses s sassesesesenanas 117

ARTICLE 3 : SEROLOGIE IGM ANTI-CHIKUNGUNYA SUR SUPPORT MICROFLUIDIQUE PAPIER OBTENU
PAR DECOUPE LASER ET UTILISANT DES PSEUDOPARTICULES VIRALES COMME ANTIGENE DE
CAPTURE. ..ot ettt et e e et et et s et s eba e eaasaaa s eaaseeaaaeas 131

ARTICLE 4 : ETUDE COMPARATIVE DE VIRUS-LIKE PARTICLES ET DE PSEUDOTYPED-PARTICLES DE
CHIKUNGUNYA UTILISEES DANS LA DETECTION SEROLOGIQUE D’IMMUNOGLOBULINES DE TYPE M
IS 50 2081 (0 180 N 165

CONCLUSION ET PERSPECTIVES 200
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 207




Préambule

Préambule

Le virus du chikungunya (CHIKYV) est un arbovirus (arthropod born virus) transmis par
les moustiques du genre Aedes, également vecteurs des virus de la dengue et Zika. Ces agents
infectieux ainsi que leurs vecteurs sont principalement présents dans les régions tropicales et
subtropicales du globe (Ruckert, Weger-Lucarelli et al. 2017) (Figure 1). Le CHIKV est

aujourd’hui présent dans 60 pays en Asie, Afrique, en Europe et dans les pays d’ Amérique.

Past and present virus

transmission

B CHIKV
DENV

W ZIKv

Il CHIKV & DENV
CHIKV & ZIKV

W DENV & ZIKV

Ml CHIKV, DENV & ZIKV

Figure 1 : Distribution géographique mondiale des virus de la dengue, du chikungunya et
Zika. D’apres Claudia Riickert ef al. 2017.

Le CHIKYV a été identifié pour la premicere fois en Afrique de I’Est en 1952-1953, en
Tanzanie et au Mozambique, avant de se propager dans le reste de 1’Afrique et en Asie entre
les années 1950 et 1990. Plus récemment, en 2014, il a été détecté a Montpellier dans le sud de
la France, puis en 2017 dans le département du Var (Calba, Guerbois-Galla ef al. 2017), ainsi
qu’en Italie (Marano, Pupella ef al. 2017). La grande adaptabilité des vecteurs de ces virus a
permis leur expansion rapide a travers le monde, avec notamment 1’apparition d’un nouveau
vecteur, le moustique Aedes albopictus, également surnommé « moustique tigre », plus adapté
aux régions tempérées que ne le sont les autres moustiques du méme genre. Des études
prédictives ont montré une probable expansion de ce moustique sur toute I’Europe, en partie a
cause du réchauffement climatique, laissant présager de futures épidémies en Europe

(Caminade, Medlock et al. 2012).
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Une infection a chikungunya se caractérise par de la fievre et des arthralgies (douleurs
articulaires), ainsi que des myalgies, nausées, une forte fatigue et des éruptions cutanées. Bien
que peu mortelle (191 déces sur plus de 1 300 000 cas suspects dans les Caraibes, en Amérique
latine et aux Etats-Unis d’Amérique en 2015), seuls 3 a 28% des personnes infectées sont
asymptomatiques (Brouard, Bernillon et al. 2008, Gérardin, Guernier et al. 2008, Rathore,
Runyon et al. 2017). De plus, entre 10% et 15% des malades développent une forme chronique
de la maladie avec des arthralgies sévéres trés handicapantes (Brighton and Simson 1984,

Manimunda, Vijayachari et al. 2010, Dupuis-Maguiraga, Noret et al. 2012).

En début d’infection, la symptomatologie associé¢e au virus du chikungunya est tres
proche de celle des virus de la dengue et Zika. Cependant, la prise en charge associée a chaque
maladie est différente. Ainsi, de nombreux tests de diagnostic ont été développés pour
diagnostiquer spécifiquement chaque virus. Les tests de biologie moléculaire permettent la
détection du génome viral présent dans un échantillon du patient infecté. Lorsque le virus n’est
plus présent dans 1’organisme du patient, environ 7 jours aprés I’apparition des premiers
symptomes, une sérologie des anticorps dirigés contre le virus est effectuée. Bien que
performants, ces tests sont effectués en laboratoire et nécessitent du matériel dédié€, ainsi que

des infrastructures importantes, du personnel qualifié et coltent cher.

ASSURED

S|

Figure 2 : Critéres ASSURED établis par I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) pour le développement de tests de diagnostics a destination des pays
émergents. D’aprés I’OMS, 2003.
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Afin de permettre aux populations des pays émergents d’avoir acceés a des tests de
diagnostic performants et financiérement accessibles, ’OMS a défini des criteres, dits

ASSURED, pour le développement de tests de diagnostic a destination de ces pays (Figure 2).

L’émergence de tests dits POC (Point-of-Care), c’est-a-dire effectués au plus pres du
patient et peu chers, tels que les tests rapides sur bandelettes, sont un exemple de technologies
développées pour correspondre aux criteres ASSURED. Cependant, malgré un colit moins
important que les tests et les méthodes utilisées dans les pays développés, ils restent chers et

présentent des performances insuffisantes, notamment en termes de sensibilité¢ de détection.

Le développement de technologies de diagnostic sur support papier représente une
solution alternative attractive pour le développement de tests POC de nouvelle génération a bas
cout. Dans ce contexte, le papier représente un matériau attractif car il représente une solution
simple pour nombre d’applications, notamment dans le diagnostic clinique. Ce matériau est bon
march¢, facilement transportable, facile d’acces, biocompatible et recyclable. Combinée a
d’autres technologies pour une fabrication de masse telles que des découpeuses laser, ainsi qu’a
des systemes de lecture alternatifs comme des smartphones, cette technologie ouvre la voie au
diagnostic personnalisé et pourrait éventuellement améliorer la qualité¢ de vie des personnes

concernées, et ce a moindre cott.

Dans le présent manuscrit, nous nous sommes intéressés a ’utilisation d’un dispositif
microfluidique sur support papier, appelé PAD (Paper-based Analytical Device), pour le
diagnostic a bas cofit des virus du chikungunya et de la dengue. Le travail de mise au point a
été tout d’abord été effectué sur la dengue car de nombreux outils (anticorps, protéines
recombinantes.) étaient déja disponibles en interne. Par la suite, en parallele au développement

de nouvelles maticres premieres dédiées, le travail s’est axé sur le diagnostic du chikungunya.

La partie bibliographique est divisée en 3 parties. La premiére partie a pour objectif de
présenter le virus du chikungunya et les pathologies qui lui sont associées. La seconde partie
porte sur les différentes techniques et méthodes de diagnostic du virus aujourd’hui utilisées en
laboratoire et commercialisées. La troisieme partie s’intéresse aux différentes technologies
alternatives de diagnostic a bas colit qui ont été développées en concordance avec les criteres

ASSURED.
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1. Le virus du chikungunya

1.1 Présentation générale

1.1.1. Origine et classification du virus

La fievre du chikungunya est une maladie infectieuse causée par le virus du
chikungunya (CHIKV). CHIKV est un Arbovirus (4rthropod-Borne Virus) identifi¢ pour la
premicre fois en Afrique de I’Est, en 1952-1953, lors d’une épidémie en Tanzanie et au
Mozambique (Lumsden 1955, Robinson 1955). Le nom du virus provient du dialecte Makondé
(population de Tanzanie et du nord du Mozambique) signifiant « maladie de ’homme courbé »,
qui fait référence a la posture voutée des personnes souffrant d’arthralgies (articulations
douloureuses) causées par le virus (Kucharz and Cebula-Byrska 2012). L’historique du virus
suggére qu’il a sévi en Afrique dés le 18°™ siécle et était confondu avec la fievre de dengue,
provoquée par le virus du méme nom (DENV), de par la similarité¢ des symptdmes des deux

maladies en début d’infection (Rossini, Landini et al. 2016).

CHIKV appartient a la famille des Togaviridae et au genre Alphavirus, dont font
¢galement partie les virus de I’Encéphalite Equine de I’Est, de 1’Ouest et du Venezuela
(Rathore, Runyon et al. 2017). Les membres du genre A/phavirus sont traditionnemment classés
dans le groupe des virus du Nouveau Monde incluant VEEV (Virus de I’Encéphalite Equine du
Venezuela) et EEEV (Virus de I’Ecéphalite Equine de 1’Est), ou de I'Ancien Monde dont font
partis ONNV (Virus O’Nyong-Nyong), SFV (Virus de la Forét de Semliki) et RRV (Virus Ross
River) (Figure 3) (Powers, C. ef al. 2001, Garmashova, R. ef al. 2007, Solignat, Gay et al.
2009). Le CHIKYV fait partie de la classe IV des virus (génome a ARN simple brin, cf. chapitre
1.2.1) d’aprés la classification de Baltimore, établie sur la composition du génome viral

(Baltimore 1971).
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Figure 3 : Arbre phylogénétique simplifié des virus du genre Alphavirus. BFV : Virus de la
forét de Barmah; NDUV : Virus Ndumu ; CHIKYV : Virus du chikungunya ; ONNV : Virus
O’Nyong-Nyong ; SFV : Virus de la forét de Semliki ; RRV : Virus Ross River ; WEEV : Virus
de I’Encéphalite Equine de I’Ouest ; EEEV : Virus de I’Encéphalite Equine de I’Est ; VEEV :
Virus de I’Encéphalite Equine du Venezuela. D’aprés Solignat et al. 2009.

1.1.2. Epidémiologie et distribution géographique

Suite a sa découverte en 1952, le virus n’a cess¢ de se propager, provoquant des
épidémies sporadiques en Afrique et en Asie, entre la fin des années 1950 et les années 1990
(Figure 4). La premiere preuve directe d’une fievre chikungunya en dehors de I’ Afrique a été
mise en évidence a Bangkok (Thailande) en 1958 (Hammon, Rudnick et al. 1960). Le virus a
ensuite été retrouvé au Cambodge et en Inde en 1961-1963 et en 1974, souvent associé a des
épidémies de dengue, avant de s’étendre au reste de 1’ Asie. Durant 30 ans, il n’a plus été recensé
d’activité épidémique forte, probablement grace a I’établissement d’une immunité collective
dans la population (Rossini, Landini et al. 2016). En 2004, une épidémie majeure a débuté sur
les iles de Lamu (Kenya), avant de s’étendre aux iles de I’Océan Indien (iles Maurice, ile de la
Réunion, Maldives), en Afrique de I’Ouest, en Inde et en Asie, engendrant des millions de cas

(Rougeron, Sam et al. 2015, Weaver and Lecuit 2015).

En 2005, une nouvelle épidémie majeure a eu lieu sur les iles frangaises de La Réunion,
ou 300 000 cas sont alors répertoriés. Cette épidémie s’est étendue jusque dans le sous-
continent Indien, engendrant la encore des millions de cas. Une épidémie de telle ampleur -
jusque-la jamais observée - a été probablement causée par la synergie de plusieurs facteurs : 1)
I’augmentation du transport aérien, permettant une dissémination rapide du virus, i1) le manque

d’exposition de la population humaine de 1’Océan Indien et de 1’Asie du Sud au virus, iii)
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I’urbanisation entrainant 1’augmentation de la densité de population, iiii) le changement
climatique et les migrations (Kucharz and Cebula-Byrska 2012, Weaver and Forrester 2015).
De cette importante épidémie a résulté I’arrivée de voyageurs infectés en Europe, en Asie et
dans les Amériques, avec des transmissions locales du virus constatées dans le Nord de I’Italie

(2007) et dans le Sud de la France métropolitaine en 2010 (Grandadam, Caro et al. 2011).

En 2008-2009, une épidémie de chikungunya s’est produite dans le sud de la Thailande
avec plus de 50 000 cas suspects recensés (Rossini, Landini ef al. 2016). 12 cas autochtone de
CHIKYV ont été observé en France en 2014 a Montpellier (Delisle, Rousseau et al. 2015), puis
19 dans le département du Var en 2017 (Calba, Guerbois-Galla et al. 2017), ainsi que 146 cas
autochtones confirmés et 93 probables en Italie, dans la région du Latium
(https://ecdc.europa.eu/sites/portal/files/documents/RR A -chikungunya-Italy-update-9-Oct-
2017.pdf).

Le premier cas autochtone de contamination au CHIKV dans la région des Caraibes a
¢été répertorié sur 1’fle de Saint Martin (territoire francais partagé avec les néerlandais), en
octobre 2013 (Figure 5). Des cas autochtones ont ensuite été observés sur d’autres iles des
Caraibes, avant une dissémination en Amérique Centrale, ou 11 cas ont été diagnostiqués durant
1’été 2014. En septembre 2014, plus de 100 cas de chikungunya ont ét¢ diagnostiqués en
Polynésie Frangaise, notamment a Tahiti (Aubry, Teissier et al. 2015). En aolt de la méme
année, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a répertorié plus de 650 000 cas autochtones
dans la région des Amériques (Rossini, Landini ef al. 2016). En avril 2015, plus de 1 300 000
cas suspects de chikungunya ont été enregistrés dans les Caraibes, en Amérique latine et aux

Etats-Unis d’Amérique, avec 191 décés imputés a cette maladie.

Au Brésil, pays plus particulieérement touché, le premier cas autochtone de transmission
du CHIKYV a été détecté en septembre 2014 dans la ville d’Oiapoque (Rossini, Landini ef al.
2016). La méme année, 2 772 cas d’infection au CHIKV ont été confirmés (Cavalcanti, Freitas
et al. 2017). En 2015, plus de 20 000 cas suspects et 7 800 cas confirmés de chikungunya ont
¢été répertoriés par le Ministére de la Santé brésilien (Nunes, Faria et al. 2015). Entre juin et
aott 2016, 220 000 cas et plus de 90 morts du chikungunya ont été¢ répertoriés au Brésil
(Cavalcanti, Freitas et al. 2017). Des études épidémiologiques ont suggéré qu’environ 94% de
la population brésilienne encourait alors un risque d’infection au CHIKV (Nunes, Faria ef al.

2015).
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Depuis, 45 pays ou territoires d’ Amérique ont répertoriés des cas de contamination au
CHIKYV sur leurs sols (Furuya-Kanamori, Liang et al. 2016) (Source : CDC - Centers for

Disease Control and Prevention - https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/).
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Figure 4 : Distribution géographique d’épidémies au virus chikungunya dans les régions
d’Afrique et d’Asie. En vert : pays présentant des épidémies avant 2004 . En bleu : pays
touchés par des épidémies avant et apreés 2004. En rouge : pays avec des épidémies
uniquement depuis ou apres 2004. D’aprés V. Rougeron et al. 2015.

1.1.3. Diversité génétique

Quatre principaux génotypes du CHIKV ont été établis suite a des études
phylogénétiques du virus : les génotypes Ouest Africain, Asiatique, Océan Indien et
Est/Central/Afrique du Sud (ECSA) (Powers, Brault et al. 2000) (Figure 5). L’¢épidémie de
2004 sur les iles Lamu (Kenya) était due a une souche de génotype ECSA. Des analyses de
séquences et des études de phylogénies ont montré que les souches de CHIKYV isolées durant
les épidémies en Asie entre 1958 et 1973 constituent un groupe monophylétique situé a la racine
du génotype ECSA, formant la lignée Asiatique (Figure 6). Cette lignée serait devenue distincte
du génotype ECSA entre 1879 et 1927 (Petersen and Powers 2016). La lignée Asiatique s’est
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apparemment éteinte en Inde apres 1’épidémie de 1973 mais a continué de circuler en Asie du

Sud, provoquant quelques cas sporadiques (Weaver and Forrester 2015).

[ Areas infested with A. aegypti

[T Areas infested with A. albopictus

B Areas infested with A. aegypti
and A. albopictus

O West African enzootic

O ECSA enzootic

O Asian urban

Figure 5 : Origine, expansion et distribution des différents génotypes du virus du
chikungunya et ces vecteurs de transmission. ECSA : Eastern, Central and South
African. IOL : Indian Ocean Lineage. D’apres Scott C. Weaver ef al. 2015.

Egalement issue du génotype ECSA de I’épidémie au Kenya en 2004, la souche de
CHIKYV qui a sévi en 2005 en Inde et sur les iles de I’Océan Indien, notamment sur 1’ile de la
Réunion, a été classifiée comme lignée de 1’Océan Indien (IOL). Ce génotype est li¢ a une
propagation fulgurante du virus, encore jamais observée, due a une mutation génétique
particuliere, nommée E1 — A226V (cf. chapitre 1.3) (Thayan, Yusof ef al. 2016). L’épidémie
liée a la lignée IOL est a I’origine des cas importés de CHIKV en France métropolitaine et en
Italie en 2007 et 2010, via des voyageurs infectés (Chen, Puri et al. 2016, Rossini, Landini ef
al. 2016). L’identification de la lignée Asiatique comme responsable de 1’épidémie de CHIKV
en Amérique Centrale (2013-2014) s’expliquerait par des cas de contaminations importés

d’Océanie ou d’Asie du Sud (Figure 5).
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chikungunya, issu de I’analyse compléte du génome viral. D’apres Scott C. Weaver et al, 2015.

1.1.4. Vecteurs de transmission et réservoirs

1.1.4.1. Vecteurs et cycles de transmission

Les principaux vecteurs de ce virus sont les moustiques du genre Aedes (Figure 7).

Deux cycles de transmission distincts ont été identifiés pour le CHIKV : un cycle enzootique

10
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sylvatique (ne touchant que les animaux des milieux forestiers) et un cycle urbain incluant
I’Homme. Les primates non-humains représentent les hotes réservoirs et d’amplification du
pathogéne pour le cycle sylvatique. Ce cycle peut étre perturbé par I’infection d’humains vivant
a proximité, impliquant les moustiques du cycle sylvatique dans la transmission du CHIKV a

I’Homme, ainsi que dans la transmission interhumaine lors de courtes épidémies (Caglioti,

Castilletti et al. 2013).

Animaux . Cycle < Cycle

sauvages m sylvatique -.Q urbain
Aedes africanus Aedes aegypti
Ae. furcifer-taylori Ae. albopictus

Ae. luteocephalus

Ae. neoafricanus
Culex annulirostris
Culex Mansonia

Figure 7 : Cycles de transmissions, vecteurs et réservoirs du CHIKV.
D’apres Rougeron et al. 2015.

Le cycle urbain a été mis en évidence lors de 1’apparition du CHIKV en Asie dés les
années 1950, et dans I’Océan Indien, I’Inde et le Sud de I’Asie depuis 2005. Le moustique
considéré comme le vecteur classique du virus dans ce cycle est le moustique du genre Aedes
et de I’espéce aegypti. Cependant, depuis 1’épidémie de 2005 sur I’ile de la Réunion, un autre
moustique, Aedes albopictus, est considéré comme 1’un des principaux vecteurs du CHIKV. De
par la présence de ce moustique a proximité des habitations humaines, son role dans la
transmission du virus n’en a été que plus forte (Kucharz and Cebula-Byrska 2012). Durant les
périodes inter-épidémies, le cycle de transmission sylvatique apparait comme permettant le

maintien du virus, le singe jouant notamment le role de réservoir (Rougeron, Sam et al. 2015).
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1.1.4.2. Aedes aegypti

Ae. aegypti (Figure 8) est un vecteur de transmission trés efficace en milieu urbain car
il pique préférentiellement les humains. Il est présent dans les régions tropicales et subtropicales
du globe. Seules les femelles piquent afin de faire un repas de sang permettant le développement
de leurs ceufs. Le moustique est capable de piquer plusieurs personnes pour obtenir un repas de
sang complet, et peut donc contaminer autant de personnes piquées. Ae. aegypti se reproduit
dans les points d’eau stagnantes qui sont naturellement trés nombreux autour des habitations

humaines, facilitant ainsi la transmission interhumaine du virus (Petersen and Powers 2016).

1.1.4.3. Aedes albopictus

Ae. albopictus est plus connu sous le nom de « Moustique tigre » de par les rayures qu’il
arbore sur ses pattes, ainsi que par une ligne blanche longitudinale visible sur son thorax
(Figure 8). Contrairement a I’4e. aegypti, ce moustique peut également se développer dans les
régions tempérées, telles que I’Europe et I’ Amérique du Nord (Figure 5). 11 a été identifi¢ dans
plus 12 pays Européens (Figure 9), et dans une grande partie des Etats-Unis (Kucharz and
Cebula-Byrska 2012). Cette présence étendue sur le globe offre la possibilité¢ au CHIKV de se
propager dans de nouvelles niches écologiques, jusque-la épargnées par le virus. Il peut survivre
en milieu rural et urbain, a une durée de vie de 4 a 8 semaines, peut voler sur des distances de
400 a 600 metres (Kucharz and Cebula-Byrska 2012), est diurne et silencieux. Ses ceufs sont
hautement résistants et peuvent rester viables durant les saisons froides pour donner naissance
a des larves qui deviennent adultes a la saison chaude suivante. Ainsi, dans les pays des zones
tropicales, les épidémies coincident généralement avec la saison des pluies car la population de

moustiques augmente fortement a ce moment de 1’année (Powers and Logue 2007).
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Aedes aegypti . ! Aedes albopictus

Ligne blanche
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Florida Medical Entomology Laboratory
©1999 UNIVERSITY OF FLORIDA

Figure 8 : Photographie des moustiques Aedes aegypti (gauche) et Aedes albopictus (droite),
vecteurs de transmission de nombreux arbovirus dont le virus chikungunya.
Source : Université de Floride (https://fmel.ifas.ufl.edu).
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Figure 9 : Distribution géographique du moustique Ae. albopictus en Europe (septembre 2017). D’aprés
le site ECDC « European Center for Disease Prevention and Control ».
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1.2. Organisation moléculaire du virus

1.2.1. Génome viral

Le génome du CHIKV est composé d’un ARN simple brin, d’approximativement 12
Kilobases (Kb), et de polarité positive (+) (Figure 10) (Jose, Snyder et al. 2009, Galan-Huerta,
Rivas-Estilla et al. 2015). La séquence codante consiste en deux grands cadres ouverts de
lectures (ORFs) : I’ORF en région 5’ code pour deux précurseurs des protéines non-structurales,
P123 et P1234, tandis que I’ORF en région 3’ code pour un précurseur des protéines
structurales. Ces polyprotéines sont par la suite clivées par des protéases pour finalement donner
4 protéines non-structurales (nsPs) et 5 protéines structurales (Solignat, Gay et al. 2009, Leung,
Ng et al. 2011). Les nsPs sont directement traduites depuis I’ARN génomique tandis que les
protéines structurales le sont a partir d’un ARN subgénomique 26S (Schwartz and Albert 2010,
Lum and Ng 2015). Les deux ARN possedent une coiffe de type m7GpppNp-RNA (Delang, Li
etal. 2016) en 5°, qui protege I’ARN de la dégradation.

r—lb268

5 cap
4 nsP1 nsP2 nsP3 nsP4

261aal 423aa
E3 6K
64aa 61a

535aa 798aa 530aa 611aa

Synthése du brin Activité hélicase Synthésede  ARN polymérase
d’ARN négatif et protéase I’ARN ARN dépendante

Protéine d’enveloppe

Figure 10 : Organisation du génome virale du chikungunya. D’aprés Galan-Huerta ez al. 2015.

1.2.2. Protéines virales

1.2.2.1. Les protéines non-structurales (nsPs)

Les Alphavirus possédent 4 protéines non-structurales, nommées nsP1 a nsP4 (Figure
11). Elles forment un complexe de réplication virale dans la cellule hote. La nsP1 est nécessaire
a la synthese de la coiffe et a la méthylation des nouveaux brins d’ARN génomiques viraux et

de I’ARN subgénomique lors de leur transcription. Elle a également un role d’amorcage dans
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la synthese du brin d’ARN viral complémentaire, de polarité négative, lors de la réplication du

virus dans la cellule hote. Elle jouerait un réle de régulation de ’activité protéasique de nsP2.

La protéine nsP2 joue un role dans la synthése de la coiffe en 5’ de ’ARN génomique
via une activité d’ARN triphosphatase. Sa région C-terminale posséde une activité protéase
nécessaire dans le clivage de la polyprotéine P1234, précurseur des polyprotéines non-
structurales virales. Elle reconnait également le promoteur de I’ARN 26S et a un role de facteur
d’initiation de la transcription de cet ARNm (Suopanki, Sawicki et al. 1998). Elle est ¢galement

impliquée dans ’arrét de la transcription du génome de la cellule (Strauss and Strauss 1994).

La protéine nsP3 posséde une activité de liaison a I’ARN viral (ARNvV) et une activité
phosphatase (Malet, Coutard et al. 2009), empéchant la circularisation du génome. Des études
de mutagénese sur des souris ont permis de mettre en évidence le réle de modulateur de la

pathogénicité que joue nsP3 (Park and Griffin 2009).

1 2 3 i 3 7] T 8 9 10 11 12
| | | | | | | | | | l I |

??Em nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 4 C E3 E2 6k E1 ??M:}H

5'Cap mﬁﬁlyw

7498
ORF4 ARN26s 192
| | l
77 7501
ORF
[ |
567 11299
Précurseur P1234 (2474 aa) \l/
=]

Précurseur structural (1244 aa)

Clivage protéolytique
(activité nsP2)
nsP 1 oo 53524 C C—26taa (Ecmm 6420
nsP2 s 79522 PE2C— —>
E2 e 4123aa
nsP3 s 530a2a 6k [ 6faa
nNsP4 " 61122 E1 C—) 435aa
Protéines non-structurales (nsPs) Protéines structurales

Figure 11 : Organisation du génome du CHIKYV et produits des génes. Les extrémités 5’ et 3’
du génome portent des régions non traduites (NTR). La zone de jonction (J) n'est également pas
codée. ORF : cadre ouvert de lecture. nt : nucléotides. D’aprés Solignat et al. 2009.
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Enfin, la protéine nsP4 est une ARN-polymérase ARN dépendante. Elle catalyse la réaction de
réplication de I’ARN viral via synthése d’un brin d’ARN complémentaire du brin d’ARN
matrice. La majorité des nsP4 produites sont protégées de la protéolyse en se complexant aux
autres nsPs virales pour former les complexes de réplication (cf. chapitre 1.4), tandis que les
autres nsPs sont rapidement dégradées (de Groot, Hardy et al. 1990). Cette protéine jouerait
probablement le réle de « matrice » pour les autres protéines non-structurales du virus, afin de
permettre leur interaction entre elles et la formation du complexe de réplication (Schwartz and

Albert 2010, Leung, Ng et al. 2011).

1.2.2.2. Les protéines structurales

Cing protéines structurales ont été identifiées : E1, E2, E3, C et 6K (Figure 11). De
nombreuses ¢tudes ont été faites pour déterminer la structure des Alphavirus, par des méthodes
de cryo-microscopie électronique et de cristallographie aux rayons X. Plusieurs Alphavirus ont
ainsi été étudiés, dont VSIN (Virus Sindbis), SFV (Virus de la forét Semliki), VRR (Virus Ross
River) et VEEV (Virus de 1‘Encéphalite Equine du Venezuela) (Lamb, Lokesh et al. 2010)
(Tang, Jose et al. 2011).

Les Alphavirus sont de forme sphérique avec une capside icosaédrique. Ils ont un
diametre d’environ 70nm. Le génome est encapsulé dans des protéines de capside, formant la
nucléocapside. Celle-ci est enveloppée dans une bicouche lipidique, dérivée de la membrane
cellulaire hote, ou les glycoprotéines d’enveloppe (E1 et E2) sont disposées en réseau

icosaédrique (Sun, Xiang et al. 2013) (Figure 12).

e  Glycoprotéines d’enveloppe (E1, E2 et E3): la glycoprotéine précurseur d’E2, appelée
pE2, et la glycoprotéine El interagissent pour former des hétérodimeres E1-pE2. Ces
complexes sont transportés vers la membrane plasmique de la cellule hote. Durant le transport,
pE2 est clivée par une protéase pour générer les protéines E2 et E3. Par la suite, les
glycoprotéines d’enveloppe transmembranaires E1 et E2 vont s’assembler pour former
I’hétérodimere E1-E2, qui sera transporté vers la membrane cellulaire pour former I’enveloppe
du nouveau virus (Figure 12, Figure 13 et Figure 14). La protéine E3 a un role primordial car
elle permet un assemblage efficace des particules. En effet, elle sert de médiateur pour le repli
conformationnel des hétérodiméres et leur activation lors de I'entrée du virus dans la cellule
cible. Un total de 240 hétérodimeres forment ainsi 80 spicules trimériques (chaque spicule est

un trimere d’hétérodimeres) a la surface du virion (Jose, Snyder et al. 2009). Les spicules sont
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agencés en un réseau icosaédrique asymétrique, formé d’hexaméres et de pentaméres de

spicules (Sun, Xiang ef al. 2013) (Figure 12 et Figure 13).

Glycoprotéine E2 se

Glycoprotéine E1 liant aux récepteurs
participant a la fusion cellulaires
cellulaire

Glycoprotéine
E1l

Figure 12 : Structure en 3 dimensions du CHIKY, avec représentation des protéines
d’enveloppes assemblées en unités icosaédriques (triangles). Les chiffres correspondent aux
différents ordres de symétries des protéines de capside et d’enveloppe a la surface du virus.

a) figure de représentation de la structure de surface du CHIKV. Source : 3Dciencia.com.
b) figure colorisée d’une analyse cryo-microscopique a transmission du CHIKV. Les spicules sont
représentés en orange. D’apres Sun et al. 2013.

E2 est impliquée dans la liaison avec la cellule hote, via des récepteurs cellulaires encore
mal identifiés. La liaison d’E2 avec son récepteur entraine une endocytose du virus dans la
cellule cible (Figure 14). Une fois a ’intérieur de la cellule, I’ectodomaine de la glycoprotéine
E1l va entrainer la fusion de la membrane virale avec la membrane endosomale de la cellule
hote. L’ectodomaine, composé de trois domaines (I, II et III), correspond a la partie de la
protéine située a la surface de I’enveloppe virale. Les domaines restants de la protéine E1 sont

transmembranaires et sont enchassés dans la membrane lipidique.

e Protéine 6K (6K): la protéine 6K est un polypeptide de 6 KiloDalton (kDa). Entre 7 et
30 copies sont présentes dans le virion, et sont essentielles a 1'assemblage des particules virales.

6K influerait sur le transport des virions vers les sites d'assemblage situés a la membrane
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plasmique (Figure 14), avant d'étre incorporé aux virions (Lusa, Garoff et al. 1991). Ce
polypeptide est une viroporine (protéine formant des canaux dans les membranes) : il forme des
canaux ioniques sélectifs, et altére la perméabilité membranaire des cellules, pour permettre le
relargage des virus hors de la cellule infectée (Melton, Ewart et al. 2002). Des études de Jose
et al. (2009), portant sur des altérations au niveau de la région du génome codant pour 6K, voire
la suppression de la séquence codant pour ce peptide, ont démontré que ces altérations
entrainaient une treés forte réduction du rendement de production de virus infectieux (Jose,

Snyder et al. 2009).

e Capside (C): la capside a différentes fonctions, dont un réle crucial dans 1’assemblage
du virion, la protection du génome viral, et le relargage du virus par bourgeonnement hors de
la cellule hote (Goh, Hobson-Peters et al. 2015). La nucléocapside, qui renferme le génome
viral, est composée de 30 hexameres et de 20 pentameres (Figure 13) pour un total de 280
protéines de capside par virion. C’est cette nucléocapside qui donne sa forme sphérique au

virus. Chaque protéine de capside a une masse molaire d’environ 30 kDa.

Protéine de Glycoprotéine E1

capside

Nucléocapside composée de 30
hexameéres et 20 pentameéres de protéine
de capside

Figure 13 : Schéma en coupe du CHIKYV, représentant I’enveloppe virale, la membrane
lipidique et la nucléocapside. Source : 3Dciencia.com.

1.3. La mutation E1 - A226V

Des expérimentations réalisées par Tsetsarkin ef al. portant sur des mutations au niveau
des geénes codant pour des protéines structurales du virus, ont permis d’émettre 1’hypothése

qu’une substitution de I’acide aminé alanine, en position 226 de la protéine d’enveloppe E1 du
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CHIKYV de génotype ESCA, par une valine (mutation E1 — A226V), confére une adaptation
accrue du virus au moustique Ae. albopictus. Cette mutation lui permet d’étre transmis via ce
nouvel hote. L’épidémie de I’ile de la Réunion en 2005 a été associée a une souche de CHIKV
portant cette mutation. Des études ont prouvé que cette mutation est directement responsable
d’une augmentation significative de 1’infectiosité du CHIKV pour Ae. albopictus, notamment
grace a une dissémination virale plus efficace du virus de I’intestin vers différents organes du
moustique (abdomen, glandes salivaires) (Tsetsarkin, Vanlandingham ez a/. 2007), augmentant

ainsi la transmissibilité du virus par ce moustique.

Cette mutation a entrailné un nombre important d’épidémies dans les zones
géographiques ou Ae. albopictus était abondant. En effet, ce moustique ayant une large
distribution géographique, il peut transmettre le virus a une population plus grande que celle
touchée uniquement par Ae. aegypti, augmentant ainsi 1I’impact épidémiologique du CHIKV
(Rossini, Landini et al. 2016). En 2017, des cas de chikungunya ont été répertoriés en France
et en Italie, pays situés dans une région tempérée du globe ou Ae. albopictus est désormais
implanté (Figure 9), illustrant ’impact de cette mutation sur I’étendue des zones géographiques

ou le virus sévit.

1.4. Cycle viral

Le cycle de réplication est identique pour tous les Alphavirus (Figure 14). Le virus
pénetre la cellule cible par endocytose médiée par la clathrine, via des récepteurs cellulaires de
surface, et la protéine d’enveloppe E2 virale. Il en résulte la formation d’un endosome
intracellulaire contenant le virus. L’acidit¢ de I’endosome induit un changement
conformationnel de 1’ectodomaine de la protéine d’enveloppe E1 virale, qui va exposer son
peptide de fusion vers la membrane cible. Ce peptide hydrophobe, trés conserve, situé a
I’extrémité N-terminale du domaine II de la protéine, est normalement protégé par une partie
de la protéine E2 (Voss, Vaney ef al. 2010, Kuo, Chen et al. 2012). L’exposition du peptide de
fusion entraine la dissociation des hétérodimeres E1-E2 et la formation d’homotrimeres E1
(Wahlberg, Bron ef al. 1992, Sanchez-San Martin, Liu et al. 2009). Ces trimeres E1 inserent
leur peptide de fusion dans la membrane de la cellule cible et se replient en une structure en
forme « d’épingle a cheveux » (Bressanelli, Stiasny et al. 2004). Cette étape aboutit a la fusion
de la membrane du virus avec celle de I’endosome, entrainant le relargage de la nucléocapside

dans le cytoplasme cellulaire, suivi de la libération du génome viral.
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Le génome viral utilise la machinerie cellulaire pour étre transcrit. Dans 20% des cas,
les ribosomes ne traduisent pas correctement le codon STOP situé a I’extrémité 3” du gene qui
code pour P123, générant un précurseur P1234 par translecture (Li and Rice 1993). Ce
phénoméne permet de réguler I’expression de nsP4 (issue de P1234) et son activité ARN-
polymérase ARN dépendante. La protéine nsP4 se lie & P123 pour former le complexe de
réplication qui va synthétiser le brin d’ARN de polarité négative (-) complémentaire du génome
viral (Shirako and Strauss 1994). Ce nouveau brin servira alors de brin matrice pour la synthése
de ’ARN messager (ARNm) génomique 49S de polarité positive (+) des nouveaux virions,
initiée par le complexe de réplication formé des 4 protéines non-structurales matures (Figure
14). Le clivage du précurseur P123 par la protéine nsP2, via son activité auto-protéolytique,
permet I’obtention des protéines nsP1, nsP2 et nsP3 matures. Les quatre nsPs vont former un
nouveau complexe de réplication virale qui va alors synthétiser un brin d’ARN 49S de polarité
positive (+), qui correspond au génome des nouveaux virions, et I’ARN messager (ARNm)
subgénomique 26S. La traduction de ’ARNm subgénomique 26S permet la synthese des
précurseurs des protéines structurales de capside, 6K, pE2 et E1 (cf. chapitre 1.2.2.2), sous

contréle d’un promoteur interne (Dupuis-Maguiraga, Brun et al. 2011).

Apres les étapes de clivage des polyprotéines précurseurs des protéines structurales, via
des activités auto-protéolytiques, les protéines de capside sont libérées dans le cytoplasme, puis
vont s’associer a ’ARN génomique 49S (+) pour former la nucléocapside du nouveau virus.
Les glycoprotéines pE2 et E1 subissent des modifications post-traductionnelles lors de leur
passage dans le réticulum endoplasmique et ’appareil de Golgi. Le précurseur pE2 est clivé
pour donner les glycoprotéines E2 et E3. Les glycoprotéines E1 et E2 s’associent pour former
des hétérodimeres E1-E2 qui sont transportés vers la membrane cellulaire hote pour y étre
incorporés (Figure 14). La nucléocapside migre vers la membrane plasmique cellulaire pour
sortir de la cellule hote par bourgeonnement, processus par lequel elle acquiert sa membrane
bilipidique ou se trouvent les hétérodimeres E1-E2, formant I’enveloppe du nouveau virion. La
protéine 6K participe a la formation et au bourgeonnement des nouveaux virions en
interagissant avec la protéine E2. Le virus, désormais mature, peut infecter de nouvelles cellules

cibles (Schwartz and Albert 2010, Lum and Ng 2015).
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Figure 14 : Cycle de réplication du CHIKYV dans la cellule héte. D’aprés Dupuis-
Maguiraga et al. 2011

1.5. Physiopathologie de I’infection virale

1.5.1. Cellules cibles, réponse immunitaire

Suite a la piqire d’un moustique infecté par le CHIKV, le virus va cibler les cellules
épithéliales, et les fibroblastes du derme et de I’épiderme (Figure 15) reconnus comme étant
susceptibles a I’infection au virus (Couderc, Chretien ef al. 2008, Kam, Ong ef al. 2009, Ong,
Lum ef al. 2014). 1l débute alors sa multiplication dans 1’organisme (Sourisseau, Schilte et al.
2007). En revanche, il n’a pas été montré d’infection par le CHIKV, ni ex vivo ni in vitro, des
lymphocytes CD4+ ou des cellules dendritiques (DCs), contrairement a RRV, VEEV ou DENV
(Wu, Grouard-Vogel et al. 2000, Shabman, Morrison et al. 2007, Gardner, Burke et al. 2008,
Schilte, Couderc et al. 2010, Dupuis-Maguiraga, Brun et al. 2011). Cependant, les DCs jouent
un role important durant la phase aigiie de I’infection en étant les principaux producteurs d’IFN
de type I (Siegal, Kadowaki et al. 1999), ce qui pourrait initier et activer la lyse des cellules

médiée par les lymphocytes NK (Colonna, Trinchieri et al. 2004).
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Dans le méme temps, le virus pénétre les micro-capillaires sanguins sous-cutanés pour
se retrouver dans la circulation sanguine, ou il infecte les macrophages dérivés des monocytes
(Her, Malleret et al. 2010, Thiberville, Moyen et al. 2013). Ces macrophages se retrouvent
ensuite dans la circulation sanguine et atteignent d’autres organes, ou ils vont libérer le virus.
De nombreuses ¢études ont permis de décrire le tropisme viral et la réplication du CHIKV dans
des systemes de culture cellulaire et des modéles animaux (Glasgow 1966, Hahon and
Zimmerman 1970, Rinaldo, Overall et al. 1975), avant que des études sur des cultures
cellulaires humaines caractérisent le tropisme du virus chez les humains (Ozden, Huerre ef al.
2007, Sourisseau, Schilte et al. 2007). Krejbich et al. ont démontré que ’apoptose (mort
cellulaire programmée) et I’autophagie cellulaire (dégradation du cytoplasme cellulaire par ses
propres lysosomes) des cellules cibles du CHIKV favorisent la réplication et la dissémination
du virus aux cellules voisines non-infectées (Krejbich-Trotot, Denizot et al. 2011, Krejbich-

Trotot, Gay et al. 2011, Dhanwani, Khan et al. 2012).

L’infection initie la réponse immunitaire de 1’organisme hote par la production de
cytokines telles que les interférons (IFN) de type I, de différentes cytokines et chimiokines, qui
instaurent une réponse immunitaire globale de lutte contre le virus (Schilte, Couderc et al.
2010). Les interférons de type I agissent de concert avec les immunoglobulines de type M (IgM)
dirigées contre le CHIKV, synthétisées dés le 4¢éme jour DPS pour faire diminuer la virémie
(Gardner, Anraku ef al. 2010, Labadie, Larcher et al. 2010, Schwartz and Albert 2010,
Wauquier, Becquart et al. 2011, Rougeron, Sam ef al. 2015). Les IFN de type I sont de petites
protéines d’environ 150aa sécrétées essentiellement par les cellules du systeéme immunitaire, en
réponse a une infection virale ou bactérienne. Elles représentent la premiere ligne de défense
de I’'immunité innée avec les lymphocytes Natural Killer (NK), dont elles accroissent I’activité
cytotoxique (Perry, Chen et al. 2005). Les IFN atteignent un pic de concentration concomitant
au pic de virémie, puis leur concentration diminue dans le temps avec I’augmentation du titre

en IgM anti-CHIKYV (Rougeron, Sam ef al. 2015).

Aprées 3-4 jours supplémentaires, ce sont les IgG qui sont produites et sécrétées dans
I’organisme. Elles sont liées a la mémoire immunitaire qui fait que le patient sera normalement
protégé lors d’une nouvelle infection au CHIKV (Gasque, Couderc ef al. 2015, Schwameis,

Buchtele et al. 2016).
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Figure 15 : Pathogénicité de I’infection au virus du chikungunya. D’apreés Rougeron et
al. 2015.

1.5.2. Organes cibles et pathologies associées

Le virus se dissémine dans 1’organisme et va infecter les tissus périphériques,
principalement les muscles, les articulations, les cellules endothéliales du foie et du cerveau,

ainsi que les macrophages et les cellules de la rate et des ganglions lymphatiques ou il va étre
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répliqué et libéré dans la circulation sanguine (Ong, Lum et al. 2014, Rougeron, Sam et al.
2015) (Figure 15). L’infection des ganglions lymphatiques peut €tre caractérisée par une
adénopathie (inflammation des ganglions lymphatiques), qui peut se traduire par des quintes de

toux et des douleurs a la poitrine.

Comme nous I’avons vu précédemment, les premicres cellules infectées par le CHIKV
sont les cellules du derme et de I’épiderme, a savoir les fibroblastes et les cellules de Langerhans
(Figure 15). Le virus y débute sa réplication, ce qui peut induire des éruptions cutanées et des
démangeaisons de la peau sur la zone concernée. Cette réplication reste locale et limitée dans
le temps, mais le virus est véhiculé vers les autres organes via la circulation sanguine des micro-
capillaires du derme (Dupuis-Maguiraga, Brun et al. 2011) (Figure 16), déclenchant les

premiéres défenses du systéme immunitaire inné.

L’infection des cellules du foie peut entrainer une hépatite (Figure 15) avec une
apoptose des hépatocytes, une infection des cellules de Kupffer (macrophages propres au foie)
et des cellules endothéliales bordant les vaisseaux sanguins irrigant le foie (Garnier, Blanchet

et al. 2006, Schwartz and Albert 2010).

Lorsque les muscles et les articulations sont atteints, apparaissent des myalgies
(douleurs musculaires) et de 1’arthralgie (douleurs articulaires) (Figure 15). En effet, c’est
I’infiltration de cellules infectées par le CHIKV et la réplication virale dans les muscles et
articulations qui est associée a ces pathologies douloureuses. Jusqu’a 15% des patients
présentent des douleurs arthralgiques qui peuvent subsister plusieurs mois apres ’infection,
indiquant une chronicité de la maladie. Cette chronicité serait due a la persistance de I’infection
dans les cellules du cartilage au niveau des articulations, des cellules musculaires et des
macrophages de la rate (Messaoudi, Vomaske et al. 2013), stimulant I’inflammation. Cette
chronicité est €galement imputable aux Ié€sions causées au cartilage lors de la réaction

inflammatoire.

Lorsque les cellules nerveuses sont atteintes, dans de rares cas, des syndromes de
Guillain-Barré peuvent étre observés (Agarwal, Vibha et al. 2017). 1l s’agit d’une inflammation
du systéme nerveux périphérique, débutant par une faiblesse et des picotements dans les
extrémités comme les jambes, pouvant s’étendre aux bras et au visage. Dans certains cas, cette
pathologie peut évoluer vers une paralysie des membres inférieurs, avec une atteinte des
muscles thoraciques rendant la respiration et la déglutition difficiles (source OMS :

http://www.who.int/mediacentre/factsheets/guillain-barre-syndrome/ft/).
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Enfin, les cellules épithéliales et endothéliales du cerveau peuvent étre infectées (Figure
15, Figure 16) via le liquide cérébrospinal, pouvant aboutir a de rares cas de méningo-
encéphalites, particulierement graves chez les enfants (Chandak, Kashyap et al. 2009,

Laurichesse, Do et al. 2009, Dupuis-Maguiraga, Brun et al. 2011).

Fibroblast infection
and virus replication

0 'ﬁ;) E;r:tlgelial and

endothelial cells

CHIKV disseminates
through the bloodstream

‘ \\ Lymphoid tissue

Stromal cells;
Liver macrophages
Endothelial cells and DCs?
Muscle
Satellite cells
and fibroblasts Joint
Fibroblasts

Figure 16 : Dissémination du CHIKYV dans I’organisme, avec cellules et organes cibles.
D’aprés O. Schwartz et al. 2010.
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1.5.3. Evolution de Dinfection au virus et symptomes
associés

1.5.3.1. Phase aigiie

Lors d’une piqlre de moustique infecté par le CHIKV, le virus est injecté dans les
capillaires sanguins et va infecter, via la circulation sanguine, les cellules susceptibles (cf.
chapitre 1.5.1). Aprés une phase d’incubation du virus de 3 jours en moyenne, pouvant
atteindre 14 jours, les symptdmes apparaissent brutalement. Une fi¢vre pouvant dépasser les
39°C indique le début de la phase aigiie de la maladie, qui peut durer jusqu’a 2 semaines (Das,
Jaffar-Bandjee ef al. 2010). La charge virale va augmenter fortement durant cette période,
jusqu’a atteindre 10% — 10° copies d’ARN.mL! de sang lors du pic de virémie (Laurent, Le
Roux et al. 2007, Jaffar-Bandjee, Das et al. 2009), qui se situe environ 4 a 5 jours apres

I’apparition des premiers symptomes (Figure 17).

Entre 3% et 28% des personnes infectées restent asymptomatiques (Brouard, Bernillon
et al. 2008, Rathore, Runyon et al. 2017), contre approximativement 85% pour la dengue.
Quand la maladie est symptomatique, la phase aiglie se caractérise par une forte fievre
accompagnée de frissons, d’éruptions et de démangeaisons cutanées, de myalgie (douleurs
musculaires) et d’une asthénie (forte fatigue) (Pialoux, Gauzere et al. 2007, Khoury and Camilo
2015). De plus, dans 80% a 90% des cas, le patient est atteint d’arthralgies séveres (douleurs
articulaires) durant cette phase, souvent trés handicapantes et empéchant toute activité
physique. Elles touchent principalement les articulations des mains, des poignets, des épaules

et des genoux (Sam and AbuBakar 2006).
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Figure 17 : Illustration de I’évolution a I’infection au CHIKYV au cours du temps et les
différentes phases de la maladie. IgM : Immunoglobulines de type M ; IgG : Immunoglobulines
de type G. D’apres Rougeron et al. 2015.

Les IgM anti-CHIKYV sont les indicateurs d’une primo-infection récente au virus. Elles
sont les premieres a étre produites par 1’organisme infecté, approximativement lorsque le pic
de virémie est atteint. Ces anticorps sont produits par I’organisme jusqu’a 14 jours DPS, et leur
concentration sanguine persiste plusieurs mois, voire plusieurs années apres la maladie. Ils ont
un rdle agglutinant et neutralisant du pathogeéne. Les IgM permettent également I’activation du
systeme du complément, un des systemes de défense de I’organisme contre les infections et

faisant partie de I’immunité innée.
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1.5.3.2. Phase chronique

Environ 7 jours DPS, des immunoglobulines de type G (IgG) vont étre produites par
I’organisme. Ces anticorps sont sécrétés par les plasmocytes et sont circulants. Ils restent
présents chez le patient plusieurs années apres 1’infection, et vont jouer un réle dans la mémoire

Immunitaire.

Les récepteurs du domaine Fc des IgG servent d’interface entre I'immunité humorale
spécifique et le virus, afin d’aider a son élimination rapide dans le cas d’une nouvelle infection
(Wallace, Howell ef al. 1994). Ce fragment Fc va permettre la fixation des IgG sur 1’agent
pathogeéne (opsonisation), ce qui aura comme conséquence d’induire la phagocytose du germe,
I’agglutination, [’activation du complément et la médiation cellulaire de la cytotoxicité
dépendante de l'anticorps (ADCC) (Urbaniak and Greiss 1980). Les IgG jouent donc un rdle
dans la mémoire immunitaire, empéchant le patient de retomber malade car la réaction
immunitaire secondaire sera plus rapide et efficace contre le virus. En effet, durant une
réinfection pour le virus, la réponse immunitaire humorale par les IgG sera plus rapide et plus

efficace.

Dans la majorité des cas, le malade guérit sans séquelles entre 7 et 14 jours. Cependant,
approximativement 15% des patients ayant contracté le CHIKV développent des formes
chroniques de la maladie, notamment de 1’arthrite rhumatoide chronique, qui peut durer jusqu’a
plusieurs mois, voire des années apres la phase aigiie. Les personnes les plus touchées par ces
complications sont les adultes de plus de 40 ans (Schilte, Staikowsky ef al. 2013). Ces formes
sont souvent associées a une forte charge virale lors de la phase virémique (Das, Jaffar-Bandjee
et al. 2010). 1l a été également démontré qu’une arthralgie persistante suite a 1’infection au
CHIKYV pouvait étre associée a un taux €levé d’interleukines de type 6 (Chow, Her ef al. 2011).
Des cas d’arthralgies chroniques ont été observés jusqu’a 18 mois apres ’infection, avec des
articulations douloureuses et des insomnies, pouvant conduire le patient a un état dépressif et/ou

de grande anxiété (Couturier, F et al. 2012).

1.5.3.3. Traitement et prévention de la maladie

Selon I’Institut Pasteur et P'INSERM (Institut National de la santé et de la recherche
médicale), la prise en charge médicale du chikungunya est purement symptomatique et repose

sur des traitements anti-douleurs (paracétamol) et anti-inflammatoires, pour atténuer les

28



Le virus du chikungunya

douleurs articulaires. La prise d’anti-inflammatoires est cependant contre-indiquée dans les
zones géographiques ou il y a cocirculation de différents arbovirus, du fait du risque

d’hémorragie dans le cas d’une infection par le virus de le dengue.

Ces traitements n’ont cependant aucun effet préventif sur la survenue d’une évolution
chronique de la maladie. Afin de favoriser la récupération fonctionnelle de 1’organisme suite a
I’infection, des séances de rééducation avec un kinésithérapeute peuvent étre nécessaires afin
d’améliorer la fonction des différentes articulations atteintes. Il n’existe actuellement ni vaccin,
ni traitement préventif, ni traitement curatif de la  maladie (sources :
https://www.pasteur.fr/fr/centre-medical/fiches-maladies/chikungunya ;
https://www.inserm.fr/information-en-sante/dossiers-information/chikungunya-maladie-

homme-courbe).

1.5.3.4. Disability-Adjusted Life Years (DALY)

Bien que le taux de mortalit¢é di au chikungunya soit relativement faible (taux de
mortalité de 1/1000 lors de I’épidémie de I’ile de La Réunion en 2005, avec 254 déces)
(Mavalankar, Shastri et al. 2008, Das, Jaffar-Bandjee et al. 2010), la maladie a un impact
important sur la vie en bonne santé des personnes infectées, avec un lourd impact socio-
¢économique pour les régions touchées (impossibilité de travailler pour les personnes infectées,
due aux symptomes handicapants de la maladie). Des outils comme le DALY ont été mis en

place pour évaluer cet impact, et sont détaillés dans les paragraphes suivants.

1.5.3.4.1. Définition

Le DALY, ou Années de Vie Corrigées de I’Incapacité (AVCI) (Tableau 1, Figure 18),
est une mesure qui a été €élaborée afin de répondre aux besoins de données pour la prise de
décision dans le domaine de la santé, a 1I’échelle internationale (source : Institut National de la
Santé Publique du Québec). Ce concept est né de la collaboration entre I’Université de Harvard,
de la Banque Mondiale et de I’OMS, dans le cadre du Projet Mondial sur le « Fardeau Global
des Maladies » (FGM) (Murray and Lopez 1996). Appliqué a une maladie particuliere, le DALY
permet d’exprimer le FGM de cette maladie sur la population humaine, et d’en évaluer la charge
de morbidité et de mortalité associées (Krishnamoorthy, Harichandrakumar et al. 2009). Le
FGM permet « d’estimer et de hiérarchiser les répercussions des maladies sur la santé¢ des

populations » (Granados et al. 2005). Il correspond au nombre cumulé d’années de vie en bonne
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santé perdues par un individu, en raison de maladies, de handicap ou de mort précoce (Figure

18). Il est établi que 1 DALY correspond a 1 année de vie en bonne santé perdue. Son mode de

calcul est illustré dans la Figure 18.

Tableau 1 : Formules de calcul des années de vie corrigées de I’incapacité (DALY). D’aprés

I’OMS, 2004.
Composante Définition Formule Détails
Disability- o
DALY Adjusted Life | DALY = YLD + YLL Voir ci-dessous
Years
P = prévalence de la
Years Lived .
h YLD P x DW maladie
wit =PXx
YLD DW = poids de
Disability*
I’invalidité
N = nombre de déces
v, Life dus a la maladie
ears of Life
YLL YLL=NxL L = espérance de vie
Lost*
normale a I’age du
déces

*YLD : « Years Lived with Disability », a savoir les années vécues avec un état de handicap.
*YLL : « Years of Life Lost », représentant le nombre d’années de vie perdues due & une mort

précoce (Figure 18) (Murray and Acharya 1997).
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L $ y

Figure 18 : Illustration schématique du DALY.
D’aprés Lamiot — Travail personnel, CC BY-SA 3.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=21442957

Le poids de I’invalidité DWW est un facteur qui refléte la gravité de la maladie sur une échelle

allant de 0 (santé parfaite) a 1 (déces).

Elaboré¢ a la base pour évaluer la charge de morbidité de manicre cohérente a 1’échelle
mondiale, quelles que soient les maladies, les facteurs de risque et les régions considérées
(source : OMS), le DALY peut étre appliqué a une maladie ou une pathologie en particulier, et
a une région délimitée du globe. Afin de montrer la charge de morbidité du chikungunya sur
les populations infectées, ainsi que I’impact socio-économique qui en résulte, le DALY ainsi
que les pertes économiques associées ont été évaluées pour les épidémies de 2006 en Inde, et

2013-2015 en Amérique.

1.5.3.3.2. Exemple 1 : I’épidémie en Inde de 2006

Concernant 1’épidémie de chikungunya de 2006 en Inde, I’évaluation du DALY porte
sur les cas de chikungunya aigus et chroniques, a partir des données de cas signalés et présumés
de fievre du chikungunya, dans différents états indiens. Pour les maladies aigués, la durée
moyenne de la maladie était de neuf jours et pour les cas chroniques, elle était de six mois en
moyenne. Pour calculer le DALY de cette épidémie, le DW du chikungunya n’a pas pu étre
utilisé car il n’a pas été évalué avec certitude. Pour le remplacer, le DW de l'arthrite rhumatoide
a ¢té utilisé. Il correspond a un des symptomes les plus handicapants de la maladie

(Krishnamoorthy, Harichandrakumar et al. 2009).

31



Le virus du chikungunya

Il a été estimé une perte de 25 588 DALY au cours de 1’épidémie, avec une charge
générale de 45,26 DALY par millions d’habitants. Les valeurs estimées vont de 0,01 DALY a
265,565 DALY par millions d’habitants selon les états. Le Karnataka, un état dans le Sud du
pays, représente 55% du fardeau a lui seul. L’arthralgie chronique représente 69% du DALY de

I’épidémie, ce qui en fait le symptdme le plus handicapant de la maladie.

L’épidémie a globalement eu un fort impact sur 1’activité économique de I’Inde. De
nombreuses personnes atteintes de la maladie ne pouvaient plus travailler a cause des
symptdmes, notamment 1’arthralgie. Il en a résulté une perte de revenus pour le pays, corrélée
a une perte de productivité, de 391 millions de Roupies Indiennes, correspondant a environ 5

millions d’Euros au taux de change actuel (Krishnamoorthy, Harichandrakumar et al. 2009).

1.5.3.3.3. Exemple 2: D’épidémie dans la région des
Amériques

Le DALY a également été calculé pour I’épidémie de chikungunya qui a eu lieu dans les
Amériques entre 2013 et 2015 (cf. chapitre 1.1.2). Il a été calculé un DALY moyen de 0,60 par
individu infecté. Au niveau sociétal, le DALY calculé est de 2 432 pour 100 000 habitants, mais
avec de grandes disparités selon les régions considérées. En effet, il est de 24 882 pour 100 000
habitants des Caraibes contre 11 440 pour 100 00 habitants en Amérique Centrale, et de 41 pour
100 000 habitants d’Amérique du Nord. La région la plus impactée est celle des Caraibes, qui
comptabilise 46,4% des DALY totaux calculés de la région (Yaseen, Simon et al. 2012).

Tout comme en Inde, cette épidémie a eu un impact important sur I’économie. Les pertes
totales sur la région des Caraibes ont été estimées a $90,7 milliards (soit 78 milliards d’€ au
taux de change actuel), a $33,8 milliards en Amérique Centrale (27 milliards d’€) et a $2,4
milliards en Amérique du Nord (2 milliards d’€). Les pays les plus touchés étaient la Colombie
($45 milliards soit 36 milliards d’€), la République Dominicaine ($43,9 milliards soit 35
milliards d’€) et le Salvador ($15,2 milliards soit 12 milliards d’€). La encore, les Caraibes
représentent la région la plus touchée, représentant 49% de I’ensemble des coflits, contre

seulement 1,3% pour I’Amérique du Nord.

Concernant le colt par habitant, il a été estimé a $737 par habitant en Amérique Centrale

(soit 600€), contre $2 042 pour les habitants des Caraibes (soit 1 645€) et $5 pour les habitants
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d’ Amérique du Nord (soit 4€) (Krishnamoorthy, Harichandrakumar et al. 2009, Yaseen, Simon
etal.2012).
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2. Le diagnostic du CHIKV

En plus de la gestion efficace des patients, un diagnostic précis d’une infection par un
arbovirus est utile dans de nombreux domaines. Les données de diagnostic permettent un
meilleur controle des foyers d’infection ainsi que des épidémies, par la mise en place de mesures
de lutte anti-vectorielle et/ou I’isolement des patients. Les résultats de diagnostic fournissent
¢galement des données épidémiologiques en santé publique pour la surveillance du virus. De
plus, ils permettent d’évaluer l'efficacité de la vaccination lorsque celle-ci est disponible. Le
choix des tests de diagnostic a effectuer se base sur différents critéres tels que le DPS, la
cinétique de la virémie et la charge en anticorps, ainsi que des capacités du laboratoire en charge

de I’analyse.

Dans le cas des virus du chikungunya, de la dengue et Zika, la symptomatologie des
maladies associées a ces virus est trés proche en début d’infection. C’est pourquoi il est
important de diagnostiquer correctement chacun d’eux afin d’optimiser la prise en charge du
patient, pendant la maladie et lors de sa convalescence. Par exemple, le diagnostic d’un Zika
chez les femmes enceintes dans les zones ou le virus est endémique ou épidémique entraine un
suivi de 1’évolution du feetus, ainsi que des précautions pour ne pas risquer une transmission
sexuelle du virus entre individus. Dans le cas de la dengue, le suivi du statut sérologique chez

les enfants atteints du virus assure une vigilance de I’évolution des symptomes dans les cas

d’une infection secondaire.

Dans certaines régions tropicales et subtropicales du globe, les virus du chikungunya,
de la dengue et Zika co-circulent avec d’autres germes autres que des arbovirus, tels que le
typhus, la malaria ou la leptospirose, et qui présentent une symptomatologie similaire a celle
des arboviroses (Ganoza, Matthias ef al. 2010, Fang, Blanton ef al. 2017, Amir, Cheong et al.
2018). Certains traitements contre ces maladies, comme les antipaludéens contre la malaria ou
les antibiotiques contre le typhus, ne sont pas adaptés au traitement des arboviroses, pouvant
causer une apparition de symptomes plus graves et entrainer des résistances aux drogues sur le

long terme.
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2.1. Les méthodes standardisées

Schématiquement, il existe deux grandes stratégies de diagnostic du CHIKYV,
recommandées par I’OMS (World Health Organization 2009) : la détection du virus (génome
viral, protéines virales, virus isol¢) et I’identification de la réponse immunitaire spécifique du
virus par des tests sérologiques. Chaque stratégie n’étant effectuée que dans un intervalle de
temps bien précis durant I’infection (Figure 19), il est important de connaitre la date de début
des symptomes chez le patient infecté (Gaibani, Landini et al. 2016). Cependant, comme elle
n’est pas toujours facile a identifier précisément, plusieurs tests peuvent €tre combinés afin
d’augmenter la confiance dans les résultats obtenus (Mardekian and Roberts 2015). Lorsque la
date d’apparition des symptomes est connue (aprés une phase d’incubation du virus dans
I’organisme allant de 3 a 14 jours) , le choix de la méthode diagnostique utilisée se base sur les
criteres tels que présentés sur la Figure 19, a savoir : 1) une RT-PCR jusqu’a 4 jours DPS ; i1)
une RT-PCR et une sérologie IgM et IgG entre J5 et J7 DPS ; iii) une sérologie a partir de 8
jours DPS.

Amplification génique
RT-PCR/ q-RT-PCR

-
Sérologie
_

Culture virale
IgG
Infection

IgM

Virus
4

| | 77
J-14 Jo J4 J7 J14 Mois,

\l/ années

Apparition des
1¢" symptomes

Figure 19 : Evolution des marqueurs de ’infection au CHIKYV et les méthodes de
diagnostic associées.
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L’OMS recommande d’effectuer une seconde sérologie de confirmation entre 10 et 15
jours apres le premier prélevement (World Health Organization 2009). De plus, selon la
provenance géographique de la personne infectée, le diagnostic différentiel des arbovirus que
I’on sait co-circulants avec le CHIKV et présentant les mémes symptomes, sera effectué sur le
patient. Moulin ef al. ont établi en 2016 un algorithme de diagnostic séquentiel applicable aux
voyageurs malades et de retour d’une région épidémique pour CHIKV, DENV ou ZIKA
(Moulin, Selby et al. 2016) (Figure 20). Tsai et al. I’ont complété en 2017 pour la dengue et

Zika en raison des réactions croisées connues entre ces deux virus (Tsai, Youn et al. 2017).

Maladie fébrile non spécifique chez les voyageurs de retour d'une région avec
épidémies simultanées de dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) et Zika (ZIKA)#*

L

| Test détection Ag NS1 DENV |

AgNS1 +

Ag NS1 -
DENV IgM DENV - lgM DENV +*
confirmée
IgG anti-NS1
< 5-7 jours DPS > 5-7 jours DPS PCR ZIKA dans urine
- \\l
PCR ZIKA et/ou CHIKV dans le sang * IgM CHIKV ZIKA DENV IgG ZIKA IgG DENV
confirmé confirmé

7 ia | 7 R —

rOD Ratio :

Négatif ZIKA CHIKV ZIKA et CHIKV CHIKV confirmé PCR ZIKA (urine) ZIKA-NS1 / DENV-NS1
confirmé confirmé confirmés

F—— |

ZIKA 20,24
confirmé ZIKA

Négatif <0,24

DENV

Figure 20 : Algorithme de diagnostic séquentiel pour les voyageurs malades et de retour d’une
région épidémique pour CHIKV, DENV ou ZIKA. D’aprés Moulin, Selby et al. 2016, Tsai, Youn et
al. 2017.

DPS : délai post début des symptémes.

# : avoir exclu la malaria avec un test rapide avant de procéder au diagnostic.
® : réactions croisées entre flavivirus ZIKA et DENV.

* : les tests séquentiels sont une alternative en I'absence de signes cliniques inquiétants.
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Cependant, dans la pratique, en raison de la situation épidémiologique de chaque virus,
de la provenance géographique de la personne au moment de I’infection et des capacités du
laboratoire en charge du diagnostic, I’ensemble de ’algorithme est peu respecté. Ainsi, en
France, le CRN arbovirus de Marseille (Centre Nationale de Référence des Arbovirus, de
I’Institut de Recherche Biomédicale des Armées) a établi une liste de virus a diagnostiquer, a
la fois en PCR et en sérologie, en fonction de la provenance géographique du patient (cf.

Tableau 2).

Tableau 2 : Virus a tester en PCR et sérologie selon la provenance géographique du
patient. CHIK : virus du chikungunya ; DEN : virus de la dengue ; EJ : virus de I’encéphalite
japonaise ; TBE : virus de 1’encéphalite a tique ; RRV : virus Ross River ; RVF : virus de la
fievre de la vallée du Rift ; TOS : virus Toscana ; WN : virus West Nile ; ZIKA ou ZIK : virus
Zika ; ESL : virus de I’encéphalite de Saint-Louis. Les numéros correspondent aux départements
frangais. Source : IRBA avec accord.

PCR SEROLOGIE
Le 010518
VIRUS A TESTER ZONE GEOGRAPHIQUE ANTIGENES A TESTER

SUD France
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Les PCR Chik-Den-Zik sont faites égal t sur les patients n'ayant pas voyagé et résidents dans les départ ts ol A. albopictus est actif

Les chapitres suivants vont présenter les différentes méthodes qui ont été développées
pour le diagnostic du CHIKV. Elles seront présentées en fonction du moment de I’infection ou
leur utilisation est recommandée : la détection du virus dans un premier temps (génome viral,
antigénes, virus entier), et la détection des anticorps spécifiques du virus développés par

I’organisme suite a I’infection, dans un second temps.
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2.1.1. Détection du virus du chikungunya sur prélévements

Aprées une phase d’incubation du virus dans 1’organisme infecté d’une durée de 2 a 4
jours, I’apparition des premiers symptomes est corrélée a I’augmentation de la virémie. Le virus
peut des lors étre détecté par amplification du génome viral (ARNvV) et détection des antigénes

viraux (protéines structurales), comme décrit dans les paragraphes suivants.

2.1.1.1. Détection du génome viral
La détection de I’ARNv par RT-PCR est la méthode de diagnostic du CHIKV réalisée

en premicre intention lors de la phase virémique de la maladie, et se fait sur un prélévement de
sang total du patient. En effet, elle n’est possible que lorsque que le virus est encore présent
dans I’organisme du patient infecté, soit généralement jusqu’a 7 jours DPS (Figure 17, Figure
19). Le génome du CHIKV étant un ARN simple brin, il est nécessaire de rétrotranscrire ce
génome en ADN afin de I’amplifier ensuite, via une PCR ou une qPCR (amplification
génomique en temps réel). Cette méthode de diagnostic possede a la fois une grande sensibilité
et une grande spécificité de détection. Le résultat est obtenu en environ 1 a 2 heures selon la
technique de PCR utilisée. Phui San Ho et al. ont développé et évalué la sensibilité et spécificité
d’une technologie de RT-PCR en temps réel (marquage au SYBR Green), en utilisant une sonde
nucléotidique désignée pour I’amplification du géne codant la protéine nsP2 du CHIKV. La
limite de détection calculée était de 1 PFU.mL! (Plague Forming Units, ou nombre de
particules virales infectieuses par millilitre d’échantillon) (Ho, Ng ef al. 2010). D’autres études
ont montré qu’il était possible de détecter le génome viral par RT-PCR en utilisant des sondes
dirigées contre les régions du génome codant pour les protéines d’enveloppe E1, E2 et E3, mais
¢galement contre nsP1 (Pastorino, Bessaud et al. 2005, Carletti, Bordi et al. 2007, Esposito and
Fonseca 2017). Cependant, ces techniques nécessitent du matériel, une infrastructure
importante et sont coliteuses (Deepak, Kottapalli et al. 2007, Al-Siyabi, Binkhamis et al. 2013,
Dullaert-de Boer, Akkerman et al. 2018).

Il est également possible de détecter I’ARNv dans des prélevements récoltés de fagon
non-invasive. Musso et al. ont démontré en 2016 qu’il était possible de détecter le CHIKV dans
un prélévement d’urine et de salive (Musso, Teissier et al. 2016). Cependant, ils affirment
qu’une analyse a partir d’un prélévement salivaire ne peut pas remplacer une analyse faite sur
un prélévement de sang total. La salive ne peut étre utilisée que durant la premiere semaine

DPS si la collecte de sang est impossible, avec une sensibilité moindre que la PCR. Quant a
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I’urine, son analyse ne permet pas d’¢largir la fenétre de détection du génome viral du CHIKV
(Musso, Teissier et al. 2016). La salive et I’'urine sont des alternatives intéressantes pour des

analyses, mais le sang reste 1’échantillon biologique de référence pour le diagnostic du CHIKV.

2.1.1.2. Détection des antigénes viraux

Les techniques de diagnostic immunologiques employées pour la détection du virus
reposent sur la capture de 1’antigéne d’intérét par des anticorps dirigés spécifiquement contre
cet antigéne. La révélation de cette capture est possible via I’utilisation d’une enzyme couplée
aun anticorps qui, en dégradant son substrat, va produire un produit coloré, indiquant un résultat
positif. La grande majorité des tests décrits dans la littérature permettent de détecter les
protéines d’enveloppe du virus, et plus particulierement la protéine E2, dans un format ELISA
sandwich (Kumar, Khan et al. 2012, Okabayashi, Sasaki et al. 2015). La détection de ces
protéines structurales présente une sensibilité plus faible que la détection du génome viral par
q-RT-PCR. En effet, Kumar et al. ont évalué en 2012 que leur solution de diagnostic de la
protéine E2 de CHIKYV avait une sensibilité¢ de 89% et une spécificité de 100%. De plus, il n’a
pas été mis en évidence de réaction croisée avec d’autres arbovirus tels que le virus O’Nyong-

Nyong, le virus de la fievre jaune ou le virus Ross River (Kumar, Khan ef al. 2012).

Il existe peu d’études sur la détection de la protéine de capside pour diagnostiquer une
infection récente au CHIKV (Goh, Hobson-Peters ef al. 2015, Damle, Jayaram et al. 2016). La
capside est « protégée » par I’enveloppe virale, la rendant moins accessible aux anticorps que

les protéines d’enveloppe, présentes a la surface du virus.

2.1.2. Isolement du virus sur cellules en culture

Le CHIKYV ayant besoin de la machinerie cellulaire hote pour sa propre réplication, la
production du virus sur cellules en cultures in vitro a été une des premieres techniques
employées pour 1’étude du virus. Elle peut également étre utilisée en diagnostic. Cette technique
permet d’obtenir du virus en grande quantité, facilitant ainsi sa détection ainsi que sa
caractérisation. La production du virus sur cellules peut également Etre utilisée entre le jour de
I’apparition des premiers symptomes et jusqu’a 7 jours DPS, correspondant a la présence du

virus dans I’organisme du patient infecté (Figure 19).
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Différents types de lignées cellulaires sont utilisés, notamment pour le diagnostic du
CHIKV. Les cellules Vero (cellules de rein de singe vert africain, adhérentes et permissives au
CHIKYV) permettent d’isoler le virus a partir d’échantillons biologiques, et de produire le virus.
Les cellules C6/36 sont également utilisées. Ce sont des cellules de larves d’Ae. albopictus,
semi-adhérentes et permissives au CHIKV. Tout comme les cellules Vero, elles sont utilisées
pour la mise en culture des souches virales et pour 1’isolement du virus a partir d’échantillons
biologiques (source : communication personnelle CNR IRBA). Ces méthodes présentent
I’avantage d’isoler le virus du prélévement biologique, et d’établir son caractére infectieux. De
plus, elles permettent de produire du virus qui pourra étre conservé et utilisé dans d’autres
méthodes diagnostic (Hsiung 1989, Leland and Ginocchio 2007), voire des recherches pour le

développement de vaccins.

Le diagnostic d’une infection virale sur culture cellulaire se fait par visualisation d’un
effet cytopathique (ECP). Cependant, étant donné que de nombreux virus provoquent des ECP,
il n’est pas possible d’identifier spécifiquement le virus incriminé. Ainsi, des outils biologiques

ont été développés dans ce but.

L’immunofluorescence indirecte (IIFT) est une technique sensible de détection et de
titrage du virus. Cette technique est notamment utilisée pour étudier la cinétique de croissance
virale ainsi que les mécanismes d'infection virale (Moi and Takasaki 2016).
L’immunofluorescence repose sur 1’utilisation de cellules eucaryotes (Vero ou C6/36) en
culture et que I’on met en contact avec le virus, comme le CHIKV. Apres croissance du virus,
les cellules sont récupérées, centrifugées, perméabilisées, et fixées sur une lame. Un anticorps
primaire non-marqué et dirigé contre le CHIKV est appliqué sur les cellules, et va se lier au
virus. Un anticorps secondaire marqué par un fluorochrome, tel que le FITC (fluorescein
isothiocyanate, une molécule dérivée de la fluorescéine et qui est fluorescente) ou de I’ Alexa
Fluor® (fluorochrome commercial) (Masrinoul, Puiprom et al. 2014), et dirigé contre
I’anticorps primaire, est ensuite ajouté. La lame est lavée et la présence du virus peut alors étre
observée au microscope a fluorescence et/ou confocal (Wikan, Sakoonwatanyoo et al. 2012,
Masrinoul, Puiprom et al. 2014). 11 est également possible de détecter la fluorescence par
cytométrie en flux. Dans ce cas, les cellules ne sont pas fixées sur une lame, mais sont mises en
contact avec les anticorps en milieu liquide, dans des tubes. Une fois fixées par les anticorps,
les cellules sont analysées en cytométrie et il est possible de dénombrer les cellules infectées

(présence de fluorescence) et celles non-infectées (absence de fluorescence).
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Il est possible de faire une analyse sérologique via I’immunofluorescence. Apres
infection de cellules en culture par les CHIKV, un sérum de patient, contenant les IgM anti-
CHIKYV a détecter, est déposé sur les cellules en culture traitées et perméabilisées. Les [gM
spécifiques du virus vont aller le fixer, et ces anticorps sont révélés par un anticorps secondaire
couplé a un fluorochrome. La fluorescence est ensuite observée au microscope, révélant la

présence d’IgM anti-CHIKV (Moi and Takasaki 2016).

Toutes ces techniques présentent toutefois certains inconvénients. Le temps d’obtention
du résultat est long, entre 48h et plusieurs jours (culture des cellules, temps nécessaire a
I’apparition des ECP, lecture des ECP, marquage...). Il est nécessaire d’avoir un laboratoire
disposant d’un niveau de sécurité suffisant pour manipuler des agents pathogénes de classe I11
(les agents de cette classe sont une menace pour la santé du personnel qui les manipule, et
représentent un risque tangible pour la population. Cependant, leur prophylaxie est connue et
des traitements spécifiques peuvent étre appliqués au patient malade). La lecture des résultats
est dépendante de la subjectivité de la personne réalisant la lecture, et nécessite un personnel
expérimenté. Ces méthodes sont coliteuses et de plus en plus délaissées au profit de méthodes

diagnostic plus rapides et moins coliteuses.
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2.1.3. Détection des anticorps anti-CHIKV sur
prélévements

A T’issue de la phase aigiie de la maladie, la détection du virus dans 1’organisme devient
problématique. Cependant, il est possible de détecter les anticorps synthétisés par I’organisme

et dirigés contre le virus.

2.1.3.1. Sérologie IgM

La sérologie des IgM anti-CHIKV permet de diagnostiquer une infection récente. La
méthode généralement utilisée est le MAC-ELISA (Type M Immunoglobulin Antibody Capture
- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Martin, Muth et al. 2000, Yap, Pok et al. 2010,
Johnson, Goodman et al. 2016, Johnson, Russell et al. 2016, Dinkar, Singh et al. 2017) (Figure
21). Un anticorps dirigé contre les [gM humaines est adsorbé en fond de plaque 96 puits, et va
capturer les IgM contenues dans 1’échantillon biologique du patient, dont les anticorps dirigés
contre le CHIKV. Un antigéne viral, généralement du virus hydrolysé, est ajouté et va se fixer
aux IgM spécifiques du CHIKV. Enfin, un anticorps spécifique du CHIKV conjugué a une
enzyme - phosphatase alcaline (PAL) ou peroxydase (PER) - est ajouté et va se lier aux
protéines virales. L ’ajout d’un substrat colorimétrique va permettre, sous 1’action de I’enzyme
du conjugué, d’obtenir un produit coloré. La présence de ce produit de dégradation indique un

résultat positif pour la détection d’IgM anti-CHIKV chez le patient testé.

Une des contraintes de cette méthode est I’utilisation de 1’antigéne viral sous forme de
lysat (Figure 21). La production du virus nécessite un laboratoire sécurisé ainsi qu une période
de production et de purification de plusieurs jours. Afin d’éviter tout risque d’infection par le
CHIKYV, il est nécessaire d’inactiver le virus chimiquement, par exemple avec de la béta-
propiolactone (BPL). La BPL est un agent alkylant qui réagit avec les acides nucl€iques et les
protéines. La BPL est ainsi largement utilisée pour 1'inactivation des virus (2 ADN et ARN)

(Morgeaux, Tordo et al. 1993, Bonnafous, Nicolai et al. 2014).
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Figure 21 : Représentation schématique de la détection des IgM anti-
CHIKY par la technique MAC-ELISA.

Un des désavantages de cette inactivation est qu’elle pourrait altérer les épitopes
antigéniques reconnus par les anticorps de détection, diminuant ainsi la sensibilité¢ de la
méthode. Des antigeénes alternatifs au lysat viral ont été développés et testés par MAC-ELISA.
Généralement, ces antigénes correspondent aux protéines recombinantes E1 et E2 (Khan,
Dhanwani et al. 2014, Tripathi, Priya ef al. 2014), mais également a la protéine de capside (Cho,
Kim et al. 2008, Rianthavorn, Wuttirattanakowit er al. 2010, Priya, Khan et al. 2014).
Cependant, ces protéines recombinantes €tant le plus souvent produites en systéme procaryote
(Escherichia coli), il n’y a pas de modifications post-traductionnelles, donc pas de
glycosylation, ce qui a un impact sur la structure tridimensionnelle de la protéine, et peut

diminuer la sensibilité du test.
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2.1.3.2. Sérologie IgG

Les IgG anti-CHIKV ne sont pas des marqueurs d’une infection récente mais des
marqueurs de la mémoire immunitaire. Leur présence permet d’affirmer que le patient a déja
¢été infecté par le virus. Le premier format de détection des IgG souvent utilisé est le GAC-
ELISA (Type G Immunoglobulin Antibody Capture - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
(Kumar, Pok et al. 2014). Le principe de détection est le méme que celui sur MAC-ELISA (voir
paragraphe précédent), a la différence que I’on utilise généralement des anticorps polyclonaux
qui fixeront les antigénes viraux, afin de capturer les IgG anti-CHIKV présents dans
I’échantillon biologique du patient (Figure 22). Alternativement, I’ELISA direct, dans lequel
I’antigéne est directement adsorbé sur le support, est largement utilisé (Figure 23) (Laras, Sukri

et al. 2005).

Substrat de I’enzyme

‘ Produit coloré de dégradation

du substrat et mesure
Réaction colorimétrique
de dégradation du

d’absorbance
substrat

Enzyme (PAL ou PER)

Conjugué
Anticorps anti-CHIKV couplé a la
PAL ou PER

IgG anti-CHIKV du patient
testé (sérum, plasma)

Lysat de CHIKV inactivé
chimiquement ou
antigeénes viraux

Anticorps polyclonal

Anticorps dirigés contre les
I1gG de souris
Fond de plaque 96 puits

Figure 22 : Représentation schématique de la détection des IgG anti-
CHIKY par la technique GAC-ELISA.
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Figure 23 : ELISA direct pour la sérologie IgG anti-CHIKYV.

Des tests de diagnostic sérologiques basés sur I’immunofluorescence indirecte (IIFT)
(Figure 24) ont également été développés et commercialisés pour le diagnostic sérologique
(IgM et/ou IgG) du chikungunya et d’autres arbovirus (Litzba, Schuffenecker et al. 2008,
Litzba, Klade et al. 2010, Johnson, Goodman ef al. 2016). Un antigéne du CHIKV est déposé
a la surface d’une plaque. L’échantillon biologique est ajouté et les anticorps dirigés contre le
CHIKYV, développés par le patient, vont fixer ces antigenes. Ces anticorps sont ensuite détectés
par un anticorps secondaire dirigé contre I’anticorps du patient, et couplé a un fluorochrome,
tel que le FITC ou I’Alexa Fluor. Ce fluorochrome va émettre de la fluorescence qui sera alors

visible au microscope a fluorescence et/ou confocal.
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Figure 24 : Schématisation de la technique d’IIFT pour la
sérologie IgG anti-CHIKYV. Source : www.euroimmun.com

2.1.3.3. Séroneutralisation (PRNT)

La culture virale peut également étre employée afin de détecter les anticorps
neutralisants anti-CHIKV (Azami, Moi et al. 2016) (Figure 25). Différentes dilutions du sérum
du patient a tester, contenant les anticorps dirigés contre le CHIKV, sont mises en mélange avec
une souche de CHIKYV cultivée en laboratoire a une concentration prédéterminée. Le mélange
est ensuite déposé sur une culture de cellules Vero ou cellules C6/36, et incubé a 37°C durant
24h a 48 heures. En cas de présence d’anticorps anti-CHIKYV, ceux-ci vont se fixer au virus et
neutraliser son entrée dans les cellules en culture. La neutralisation est modulée par la quantité
d’anticorps neutralisants présents dans 1’échantillon. La visualisation de peu ou pas d’ECP sera
considérée comme un résultat positif pour la sérologie. A I’inverse, en cas d’absence
d’anticorps d’intéréts (patient négatif), D’infection des cellules par le virus ne sera pas
neutralisée et de nombreux ECP seront observables au microscope (Azami, Moi ef al. 2016)
(Figure 25). Bien qu'une certaine réactivité croisée puisse se produire, notamment entre les
flavivirus Zika et dengue, les tests de diagnostic PRNT sont considérés comme étant tres

spécifiques pour les arbovirus, et constituent une méthode dite « Gold-Standard » (ou méthode
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de référence) pour 1'évaluation des différents tests sérologiques (Venturi, Zammarchi et al.

2016).

Patient positif Patient négatif

Mise en contact sérum patient/virus 1H

Anticorps
patient \
Tk J=

i
\g Pas d'anticorps spécifiqgues

1y

Dépbt sur tapis cellulaire

'A" -
s Infection

1 Infection
¥ bloquée

Incubation X jours

6 ” i‘l . & | € & %
Tapis cellulaire intact Tapis cellulaire infecté, présence d’ECP

Figure 25 : Représentation schématique d’un protocole de séroneutralisation.
Source : IRBA avec accord.
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2.2. Les tests commercialisés

Les recherches bibliographiques et la veille technologique n’ont pas mis en évidence de
kits commerciaux pour la détection d’antigéne viraux pour le diagnostic du CHIKV. Les tests
actuellement commercialisés pour le diagnostic de ce virus sont des tests de biologie

moléculaire et sérologiques, décrits ci-apres.

2.2.1. Détection du génome viral sur préléevements

De nombreux kits de biologie moléculaire permettant la détection du CHIKV par
amplification génomique sont commercialisés. En 2009, Panning et al. ont évalué les
performances du kit de diagnostic RealStar® Chikungunya RT-PCR Kit 2.0 CE, commercialisé
par Altona-Diagnostics (Panning, Hess et al. 2009). Ce kit est utilisable sur de nombreuses
plateformes de biologie moléculaire, inclut des contrdles internes pour s’assurer de la validité
du test, et peut étre utilisé en parallele avec le RealStar® Zika Virus RT-PCR Kit 1.0, pour le
diagnostic du ZIKV. Ce kit a été évalué pour la détection du géne codant la protéine nsP1 d’un
CHIKYV de la lignée de 1’Ol, isolé en 2006. Un kit RT-PCR développé en interne a servi de
méthode standard pour I’évaluation des performances du kit RealStar®. Les performances
cliniques, obtenues sur 57 échantillons de patients et 22 échantillons négatifs, ont permis de
calculer une sensitivité et une spécificité de 100%. En termes de sensibilité analytique du kit
commercial, elle a été calculée entre 137 et 190 copies d’ARN viral.mL™! de plasma. De plus,
il n’a été constaté aucune réaction croisée avec des échantillons contaminés par RRV, SFV,
VSIN, EEEV, EEEW, Mayaro, ONNV et BFV. Une évaluation plus récente du kit, réalisée par
Mat Jusoh et al. en 2017, montrent une sensibilité de 90,3% (28 échantillons positifs sur 31

testés) et une spécificité de 100% (calculée sur 5 échantillons) (Mat Jusoh and Shueb 2017).

Un autre kit de détection du CHIKV, le Chikungunya Virus Real Time RT-PCR Kit, est
commercialisé par Liferiver™. Des controles internes sont inclus, notamment un contrdle
positif (contenant 1x107copies.mL™'). Les données constructeur indiquent une sensibilité de

détection évaluée a 1x10° copies d’ARN viral.mL"!.

L’entreprise Certest Biotec a développé et commercialisé le kit Viasure® pour une
détection multiplexée des virus Zika, de la dengue et du chikungunya. Ce kit permet une
détection en temps réel de ces virus contenus dans des échantillons de sang, de sérum, de plasma

ou d’urine. Des contrdles négatifs et positifs sont également inclus dans ce kit. Comme le kit
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précédent, il peut étre utilis¢é sur de nombreuses plateformes de biologie moléculaires
commercialisées. En termes de performances, les données constructeur indiquent une limite de
détection a > 10 copies d’ARN viral dans le volume d’échantillon testé. Pour la spécificité, il
n’a pas ¢té constaté de réactions croisées avec d’autres arbovirus, tels que YFV, WNV, ESL.

De plus, les 3 virus testés (ZIKV, DENV, CHIKV) ne croisent pas entre eux.

Mat Jusoh et al. ont également évalué les performances du kit GenoAmp® Trioplex
Real-Time RT-PCR Zika/Den/Chik de Mediven (Mat Jusoh and Shueb 2017). Les résultats
obtenus par les auteurs sont identiques au test RealStar®, a savoir une sensibilité¢ de détection
de 90,3% (28 échantillons positifs sur 31 testés) et une spécificité de 100% (calculée sur 5
échantillons). Les auteurs ont également évalué¢ deux tests immunochromatographiques pour la
détection de l'antigéne NSI : le test rapide ProDetect Dengue Duo NS1 Antigen IgG/IgM
(Mediven) et le test rapide SD BIOLINE Dengue Duo®. Les résultats obtenus sur ces tests
rapides ont été comparés aux tests PCR. Les résultats entre les tests rapides et les tests PCR

montrent une concordance des résultats (appelée Coefficient kappa de Cohen, ou K) de 51,9%.

Les tests de biologie moléculaire pour la détection en temps réel des virus de la dengue,
du chikungunya et Zika montrent de trés bonnes performances, avec des temps d’obtention des
résultats relativement rapide, d’environ 1 heure pour les plus rapides. Leurs performances sont
meilleures que les tests rapides POC aussi bien en termes de sensibilité et de spécificité.
Cependant, ces kits nécessitent du personnel qualifié¢, une importante infrastructure et un
équipement spécialisé pour réaliser les différentes étapes nécessaires au diagnostic (extraction
du génome viral, purification et amplification). Leur colit reste également un obstacle important
pour leur utilisation dans les pays a revenus limités. C’est pourquoi ’utilisation de tests de

diagnostic de biologie moléculaire alternatifs a bas cofit est une piste intéressante a explorer.
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2.2.2. Sérologie

De nombreux tests sérologiques pour le diagnostic du CHIKV sont commercialisés. Ils
sont regroupés en 3 grandes formats de diagnostic : 1) des tests ELISA en plaques 96 puits, pour
la sérologie IgM (MAC-ELISA) ou IgG (GAC-ELISA) ; ii) des tests d’immunofluorescence
indirect ; ii1) des tests de diagnostic rapide POC de type LFA (Lateral Flow Assay) (cf. chapitre
3.3).

Les performances de quelques-uns de ces tests ont été¢ évalués dans la littérature. En
2014, le CNR Arbovirus a réalis€ une étude comparative des performances de 4 Kkits
commerciaux de diagnostic sérologique du CHIKV, marqués in-vitro et ayant la certification
CE (autorisation de vente sur le marché Européen) (Prat, Flusin et al. 2014). Deux tests sont
des tests rapides pour la sérologie IgM du CHIKYV : « SD Bioline Chikungunya IgM » (Standard
Diagnostics Inc., Yongin-si, Corée du Sud) et « OnSite Chikungunya IgM Combo Rapid Test »
(CTK Biotech Inc., San Diego, Californie, Etats-Unis d’Amérique). Les deux autres tests sont
des ELISAs pour la sérologie IgM et IgG anti-CHIKYV : « Chikungunya IgM m-capture ELISA
and Chikungunya IgG Capture ELISA » (IBL International, Hamburg, Allemagne), et le test
« Anti-Chikungunya Virus ELISA IgM test and Anti-Chikungunya Virus ELISA IgG »
(Euroimmun®, Liibeck, Allemagne). L’évaluation de performance de ces tests a été réalisée
sur deux séries d'échantillons de sérums : un panel A de 23 échantillons et un panel B de 30
¢chantillons, qui ont été choisis sur la base de leur réactivité contre le CHIKV et contre d'autres
arbovirus. Chaque panel a été préalablement caractérisé et évalué par un ELISA développé en
interne et par séroneutralisation, dans les laboratoires du CNR et du CDC, avant d’étre testé sur
les kits commerciaux. Le panel B n’était utilisé que si les résultats de sensibilité et de spécificité
obtenus sur le panel A étaient supérieurs a 70%. Les kits ont également été testés sur des sérums
avec des IgM dirigées contre les virus O’Nyong-Nyong et Mayaro pour évaluer la spécificité

de détection (IgM et IgG). Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : Tableau récapitulatif de performances de 4 tests de diagnostic sérologique du
CHIKYV, évalués par le CNR Arbovirus et le CDC. D’aprés Prat et al. 2014.

Tests rapides Tests ELISA
Anti-Chikungunya
OnSite Chikungunya IgM )
Virus ELISA IgM
Chikungunya IgM | m-capture ELISA
SD Bioline test and Anti-
Combo Rapid and Chikungunya
Chikungunya IgM Chikungunya
Test (CTK IgG Capture ]
Virus ELISA IgG
Biotech) ELISA (IBL)
(Eurolmmun®)
79 (IgM) 85 (IgM)
Sensibilité (%) 30 20
52 (IgG) 88 (IgG)
88 (IgM) 82 (IgM)
Spécificité (%) 73 93

96 (IgG) 95 (IgG)

Faux-positifs (%) 57 33 12 (IgM) 18 (IgM)

Faux-négatifs (%) 39 36 21 (IgM) 15 (IgM)

Les résultats obtenus sur le panel A ont démontrés les faibles performances des tests
rapides. De ce fait, le panel B n'a pas été testé. Pour les kits ELISA, les valeurs de sensibilité et

de spécificité étant > 70%, ils ont également été testés pour le panel B.

Les deux tests ELISA testés présentent une meilleure sensibilité et spécificité que les
tests rapides. Cependant, ils présentent un nombre non-négligeable de faux négatifs et de faux

positifs (Tableau 3).

Il en a été conclu que les tests rapides présentent des résultats médiocres, comparés aux
tests ELISA réalisés en interne au CNR Arbovirus et le CDC. Ces résultats sont similaires a
ceux obtenus lors d’une précédente étude d'évaluation utilisant les mémes tests rapides, pour
traiter des échantillons de sérum provenant de résidents indonésiens (Kosasih, Widjaja et al.
2012). Ces résultats démontrent I'importance de I'évaluation des trousses de diagnostic
commerciales et des protocoles publiés, avant l'utilisation de ces outils dans les milieux

cliniques (Prat, Flusin et al. 2014).
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Le Tableau 4 récapitule des études ayant évalué les performances de quelques kits

commerciaux pour le diagnostic sérologique du CHIKV.

Tableau 4 : Récapitulatifs d’études de comparaison de performances de tests

sérologiques pour le diagnostic du CHIKYV.

Kits testés

Sensibilité | Spécificité
Auteurs . oy oy . o, o,
Entreprise Nom et conditions d’utilisation (%) (%)
CTK Biotech On Site Chikungunya IgM rapid test 12,12 100
Yap, Pok et al.
2010 Eurolmmun® IgM IFA 75,76 100
Test développé en MAC-ELISA 93,94 95,6
interne
Testé en phase de
Rianthavorn, virémie 22 88
Woattirattanako SD Bioline One Step [gM
wit et al. 2010 Testé en phase de
83 71
convalescence
Arya and CTK Biotech On Site Chikungunya IgM rapid test 71 100
Agarwal 2011
Testé en phase de 4 9
bodv ELISA virémie
IgM antibo
& Y Testé en phase de 34 91
Blacksell, convalescence
Tanganuchitch i -
arnchai et al. SD Bioline Opérateur 1 1,9 92,5
2011 . .
IgM antibody ICT (testé Opérateur 2 3,9 94,2
en phase de virémie)
Opérateur 3 39 95,0

Litzba et al. ont évalué, en 2008, le premier kit commercial de diagnostic sérologique

IgM et IgG du CHIKV par immunofluorescence indirecte IIFT, commercialisé par

Eurolmmun® (Litzba, Schuffenecker et al. 2008). Le kit a été testé sur 2 panels qui ont été

caractérisés en routine en IIFT, MAC-ELISA ou GAC-ELISA standardisés, au Bernhard-

Nocht-Institute de Hamburg, en Allemagne. Le méme kit commercial a été testé en 2016 par le

CDC et le CARPHA (Caribbean Public Health Agency) pour la sérologie IgM (Johnson,
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Goodman et al. 2016). Les résultats de sensibilité obtenus pour les deux panels sont indiqués

en Tableau 5.

Tableau 5 : Tableau récapitulatif de performances du test IIFT d’Eurolmmun® pour le
diagnostic sérologique IgM et IgG du CHIKYV. D’apres Litzba et al. 2008, Johnson et al. 2016.

Bernhard-Nocht-Institute CDC CARPHA
96,9 (IgM)
Sensibilité (%) 92 (IgM) 100 (IgM)
95,4 (1gG)
Spécificité (%) 08,3 (1) 100 (IgM) 92 (IgM)
eCIIcCIte
P ’ 100 (IgG) s s

I1 en a été déduit que ce test IIFT présente de bonnes performances. Cependant, le CDC
et le CARPHA précisent que, sur des échantillons dont les résultats étaient équivoques, il est
nécessaire de procéder a plusieurs essais. Le bruit de fond de fluorescence des cellules non-
infectées, responsable de ces résultats équivoques, pourrait étre réduit par une contre-coloration.
La compétence du technicien influe également sur l'interprétation des résultats et donc sur la

concordance des résultats entre les deux centres (Johnson, Goodman et al. 2016).

2.2.3. Automates

Des tests de diagnostic d’arbovirus ont été développés sur des automates et sont
disponibles sur le marché. L’un de ces tests est le NanoCHIP® ZIKV/DENV/CHIKYV (Figure
26a), développé et commercialisé par Savyon Diagnostics®, basée en Isra€l. Ce kit permet la
détection différenciée et multiplexée des virus Zika, du chikungunya et des quatre sérotypes de
la dengue, a partir d’échantillons de sérum, de sang total, d’urine ou de liquide amniotique. Ce
test fonctionne sur le systéme de biologie moléculaire NanoCHIP® XL, commercialisé par la
méme entreprise (Figure 26b) et permet une détection qualitative et automatisée des virus. De
plus, ce systéme est capable de faire du criblage a moyen-haut débit, et avec un minimum de

manipulation par ’opérateur.
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Figure 26 : Kit de biologie moléculaire utilisable sur automate, et automate. a) kit de
détection NanoCHIP® ZIKV/DENV/CHIKYV ; b) appareil de biologie moléculaire
NanoCHIP®XL. Source : www. nanochipxl.com.

L’entreprise BioFire® Defense a développé un test de détection appelé¢ FilmArray®
Global Fever Panel — RUO, permettant la détection multiplexée de 19 germes infectieux (virus,
bactéries et protozoaires) a partir d’échantillons de sang total (environ 200uL). Parmi les virus
inclus dans ce test, sont référencés les virus du chikungunya, la fiévre hémorragique de Crimée-
Congo, la dengue, Ebola, le virus Lassa, le virus Marburg, le virus West-Nile, la fievre jaune et
Zika. Ce test permet la détection du germe infectieux en une heure, sur I’appareil de biologie
moléculaire FilmArray® de I’entreprise (Figure 27), de facon automatisée et avec un minimum

de manipulation de la part de I’opérateur (2 minutes).

Figure 27 : Appareil de biologie Moléculaire FilmArray® de I’entreprise
BioFire®Defense. Source : http://biofiredefense.com.
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Des automates ont également été développés pour la détection du virus Zika. En octobre
2017, DPentreprise Roche® a annoncé avoir regu l'approbation de la Food and Drug
Administration (FDA) des Etats-Unis pour le test cobas® Zika NAT, sur les systémes de
biologie moléculaire cobas® 6800/8800, commercialisés par 1’entreprise. En mai 2018,
Roche® a également annoncé le lancement du test Elecsys® Zika IgG, le premier immunoessai
entierement automatis¢ pour la détection des IgG anti-Zika, et marqué CE. Ce test peut
¢galement étre utilisé pour déterminer la séroprévalence de Zika dans différentes populations,

afin d'évaluer le niveau de statut immunitaire au sein de cette population et d’un pays.

Malgré de trés bonnes performances, ces automates basés sur 1’amplification génique
ne sont pas adaptés au diagnostic sur le terrain pour les pays en développement. Leurs colits
sont plus ¢élevés que les tests rapides. De plus, ces technologies nécessitent un personnel
qualifié, ne sont pas transportables et requiérent une importante infrastructure. Elles peuvent

difficilement étre utilisées au chevet du patient.
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3. Les tests bas coiit (low cost)

3.1 Contexte mondial et émergence du bas coiit

En mars 2018, I’entreprise IBM, spécialisée dans le développement et la
commercialisation de logiciels, de matériels et de services informatiques, a présenté durant sa
conférence « Think 2018 » le plus petit ordinateur du monde (Figure 28a). Sa taille est de
Imm?, soit la taille d’un grain de sel (Figure 28b, fleches rouges). Il a été congu pour étre
jetable, et sera surtout utilisé pour de la tragabilité. De plus, IBM a annoncé que son prix de
fabrication ne serait que de 10 cents. Il pourra également étre intégré dans des systémes de
blockchain, c’est-a-dire une technologie de stockage et de transmission d'informations
entierement cryptée, permettant de s’assurer de la tragabilité des données et de leur sécurité. Le

bas colit correspond donc aussi a une performance technologique.

Figure 28 : Photographie du plus petit ordinateur du monde. a) puce composée de 64 cartes
meres contenant chacune 2 mini-ordinateurs IBM ; b) les fleches rouges indiquent 1 mini-ordinateur
(1mm?). Source : IBM.com.

En 2014, Google annongait le développement d’un smartphone modulaire, appelé
« Project ARA ». Initialement lancé en partenariat avec Motorola Mobility, et porté par I’équipe
Advanced Technology and Projects (ATAP, un incubateur de projets de Google), il vise a
concevoir et commercialiser un téléphone modulaire (Figure 29a). Le principe repose sur
I’ajout de modules a un exosquelette (le téléphone) par un systéme d’aimants. Ces modules
pouvaient étre un appareil photo, une batterie, un capteur, de la mémoire supplémentaire... afin
de pouvoir personnaliser complétement son smartphone (Yadav and Yadav 2015). Google
souhaitait commercialiser un « kit de démarrage » aux alentours de $50US comprenant un

cadre, un écran, une batterie, un processeur bas de gamme et le Wifi. Chaque module
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supplémentaire aurait couté $15US (Bhalla 2016). L’équipe ATAP avait annoncé la

commercialisation de ce smartphone pour 2017, lors de la convention Google 1/0 2016.

Dans le cadre du Project ARA, Google s’est associée avec la Start-Up Vestigen, une
société slovaque spécialisée dans les nouvelles technologies biomédicales, notamment le
développement de capteurs intelligents pour une utilisation sur téléphone portable. L'entreprise
travaille sur un des modules du Project ARA qui permettrait aux utilisateurs d'analyser
différents types d’échantillons, comme le sang capillaire (Figure 29b) ou l'eau, pour une
surveillance de la santé ou de 1'environnement (Martelli 2015). Cependant, en septembre 2016,
Google annongait I’arrét du Project ARA, a quelques mois de la sortie de la version grand public

(Morris 2016).

En 2013, le Massachusetts Institute of Technology (MIT) a récompensé, dans son
magazine Technology Review, Lina Nilsson, co-fondatrice de Tekla Labs, comme innovateur
visionnaire de moins de 35 ans (Nilsson and Greenwald 2013). Tekla Labs est un collectif
d’ingénieurs du campus de Berkeley (Californie, Etats-Unis d’Amérique) qui promeut la
distribution d'équipements de laboratoire dits « libres », c’est-a-dire non-propriétaires, et
congus pour 1'équipement de laboratoires courants, et ce a tres bas prix. Ce collectif a développé
un agitateur magnétique avec une simple table d'enregistrement recyclée (Figure 30a), une
centrifugeuse a partir d'un batteur a ceuf de cuisine modifi¢ (Figure 30b), et un thermocycleur
pour ’amplification génique, a partir d’un thermomeétre et d’ampoules €lectriques. Le prix de
vente de ces équipements bas colit est d’environ un dixieme du prix de I'équipement commercial

traditionnel (Nilsson 2014).

VZSTIGEN

Figure 29 : Smartphone modulaire de Google. a) photographie du smartphone modulaire de Google
(Project ARA), avec les modules pouvant le composer ; b) module de diagnostic médical développé
par Vestigen pour le Project ARA. Sources : Google/ARA Project et Vestigen.com.

57



Les tests bas colit (low cost)

Figure 30 : Equipement de laboratoire a trés bas prix. a) agitateur magnétique congu par de
Tekla Labs ; b) centrifugeuse Tekla Labs congue avec un batteur a ceuf de cuisine.
Source : Teklalabs.com.

Ces exemples illustrent I’intérét grandissant du monde de la recherche pour des
solutions bas coft, aussi bien pour du matériel de laboratoire que pour des technologies de
diagnostic. Il y a aujourd’hui peu d’entreprises qui se lancent dans d’aventure du low-cost (ou
bas coit). Cependant, il est nécessaire pour les entreprises ayant un attrait pour ce domaine
d’évaluer I’intérét du développement et de la commercialisation de leur technologie, car de
nombreux criteéres et contraintes sont a prendre en compte, comme par exemple : 1) I’attrait du
domaine technologique (volume de marché, nombre de concurrents, potentiel de progres,
menaces de technologies de substitution...) et ii) la compétitivité technologique de I’entreprise
(brevets enregistrés, capacité de financement, compétences des équipes de Recherche et
Développement...) (Jolly 2013). Il y a donc un manque de rentabilité pour ces entreprises a
plus ou moins long terme, d’autant plus que les technologies bas cofit sont en concurrence avec

des technologies plus sophistiquées déja commercialisées et plus rentables.

En revanche, il y a une demande grandissante des banques, des fonds d’investissements
et des cabinets de consulting pour les technologies novatrices telles que les nanotechnologies,
les imprimantes 3D, etc... Dans le domaine de la santé et du diagnostic in-vitro, les tests rapides

sont plébiscités, notamment ceux a destination des pays émergents (Farkas and Biesen 2011,
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World Health Organization 2011, Booz, Robert Wood Johnson et al. 2012, Abbas, Smith et al.
2017, UNITAID and World Health Organization 2018).

Il est intéressant d’étudier le fonctionnement du cycle de I’innovation afin de
comprendre 1’intérét porté sur les technologies bas colt. Kondratieff a défini en 1929 les
«cycles macro-économiques », ou «renouvellement macro-économique » (Figure 31)

(Kondratieff 1929). L’auteur a identifi¢ 4 phases majeures.

La premiére phase, dite de croissance (ou d’exploration) est une période de croissance
rapide, utilisant beaucoup de ressources (maticres premieres). Le succes de cette phase dépend
de la capacité¢ a s'adapter facilement a une grande variété de conditions et de bien gérer

l'incertitude quant a I’évolution de la technologie.

Le passage a la seconde phase du cycle, la phase de conservation, se fait
progressivement, avec un taux de croissance qui ralentit. Il s’agit d’une période d'optimisation
de la technologie, ou la flexibilité et la variation de la phase de croissance sont remplacées au
fur et a mesure par la stabilité et la rigidité. Le systéme atteint des performances quasi-optimales

dans des conditions bien définies.

Ces deux phases sont soutenues par des innovations apportées a la technologie
développée et définies par Clayton Christensen. Elles permettent de concevoir un produit
durable car plus robuste et au design quasi-définitif, et dont le développement nécessite une
moindre consommation de matieres premicres, permettant de soutenir la croissance de

I’entreprise (Christensen 2013).

La phase suivante, la phase de libération, consiste en une destruction, ou décomposition
de la technologie développée. Un évenement déclencheur (aussi appelée perturbation)
déstabilise le systeme de développement et le brise, détruisant ainsi la fonctionnalité de la
technologie. Cette décomposition peut se produire tres rapidement, en prenant beaucoup moins
de temps que les phases de croissance et de conservation. Mais une fois que la perturbation
initiale disparait, la décomposition cesse. Cette phase est initiatrice de la 4°™ phase, celle de la
réorganisation. Joseph Schumpeter a introduit le concept de destruction créative qui opere dans
cette phase, et qui décrit comment la destruction de la phase de libération permet une nouvelle

création dans la phase suivante, la phase de réorganisation (Schumpeter 1942).

La phase de réorganisation (ou de renouvellement) est caractérisée par I’utilisation des

connaissances acquises lors des précédentes phases pour établir un nouveau systéme, une
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nouvelle technologie: c’est la période de I’invention et de I’expérimentation, ou des
changements sont simples a réaliser (réorganisation interne, reconfiguration des composants de
la technologie, entrée de nouveaux composants...). L’émergence de ce nouveau systéme est le

début d’un nouveau cycle, commengant par une nouvelle phase de croissance (Ehlert 2015).

conservation

-
growth

1

|
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Christensen
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reorganisation

Figure 31 : Illustration de la dynamique du cycle macro-économique et des
différents concepts d’innovation entrant en jeu.
Source : https://understandinginnovation.blog

Clayton Christensen a également inventé les termes d'innovation disruptive (ou de
rupture) et d’innovation incrémentale, pour décrire comment 1'innovation soutient la croissance
d'une entreprise (Christensen 2013). L’innovation disruptive suppose de radicalement changer
de modele économique, mais également de structure industrielle : changements de fournisseurs,
de concurrents, de forme de produit et de technologies, permettant de créer un avantage
concurrentiel. L’innovation disruptive se caractérise par un bas colt d’introduction d’une
nouvelle technologie sur le marché, souvent de faible qualité. Celle-ci va croitre
progressivement jusqu’a dépasser, en termes de volume et/ou de valeur, celle des offres
traditionnelles. La disruption rend compte du processus par lequel une entreprise de petite taille,
et aux ressources limitées, est capable de rivaliser avec des compagnies plus importantes en
termes de taille et de moyens, et bien établies dans leur secteur. Pour étre en position de rupture,
les nouveaux venus doivent cibler dans un premier temps des secteurs délaissés par les
compagnies bien établies, et ainsi prendre pied sur le marché en proposant une fonctionnalité

plus appropriée, bien souvent a un prix inférieur. Cette innovation prend alors place au niveau
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de la phase de réorganisation du cycle macro-économique, propice a I’apparition d’une nouvelle
technologie. C’est dans ce contexte qu’émergent les technologies de diagnostic bas cott, tels
que les LFA et les PAD, en opposition aux plateformes de diagnostic plus ¢laborées mais plus

colteuses et souvent inadaptées au marché des pays émergents.

L’innovation incrémentale, quant a elle, ne suppose pas un changement aussi radical
que I’innovation disruptive. Elle se définit par la capacité d’innover en conservant le méme
mod¢le économique, les mémes fournisseurs et les mémes distributeurs. Il s’agit alors d’ajouter
de nouvelles fonctionnalités a une gamme de produit déja existante. Christensen a également
montré qu’au cours d’un méme cycle macro-économique, en plus des innovations d’efficacité
et durable, des cycles plus courts d’innovation incrémentale opérent, permettant le

développement de la technologie (Christensen 2013).

Cependant, malgré les efforts produits pour le développement de technologies bas cofit,
notamment dans le diagnostic in-vitro, Matthew Bates et Alimuddin Zumla affirment que les
couts de ces technologies peuvent rester trop élevés pour le systéme de santé¢ de nombreux pays
(Bates and Zumla 2015). Ils affirment que les besoins des sociétés de diagnostics semblent en
contradiction avec les besoins des systémes de santé dans les pays émergents, a savoir une
gamme de tests de diagnostic POC performants a des prix compétitifs et des exigences

minimales.

Matthew Bates et Alimuddin Zumla prédisent alors 1’apparition d’un futur paysage
diagnostique, avec le développement entrepreneurial d'outils de diagnostic a faible coft,
davantage adaptés aux besoins spécifiques de zones géographiques données. Ceci se traduira
par des niveaux peu ¢levés de controle et d'assurance de la qualité, et leur faible prix permettra
de créer de nouveaux marchés. La qualité de ces "diagnostics génériques" s'améliore au fur et
a mesure que le marché se créé, établissant un parallele avec le marché des médicaments

génériques (Bates and Zumla 2015).

En conclusion, dans le domaine du diagnostic de pathologies infectieuses, la recherche
de solutions bas colit parait une évidence, tant le budget de santé des pays les plus touchés -
considérés comme émergents - sont réduits, et que ces pathogenes y représentent un véritable
probléme de santé publique. Les situations endémiques pouvant évoluer vers des pandémies
nécessitent d’apporter des réponses rapides, simples et performantes (criteres ASSURED). Les

centres de recherche les plus prestigieux, aussi bien publics que privés (MIT, Google, IBM...)
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développent des approches médicales et techniques innovantes, démontrant que le bas cotit peut

aller de pair avec I’innovation technologique.

3.2. Les critéeres ASSURED

Afin de permettre aux populations des pays émergents d’avoir acceés a des tests de
diagnostic performants et financiérement accessibles, ’OMS a défini des critéres dits
ASSURED. L'acronyme ASSURED a été défini en 2003 lors d'un programme spécial de
recherche et de formation sur les maladies tropicales, a I’initiative de I’OMS. Ces critéres
permettent de définir les caractéristiques idéales d'un test qui peut étre utilisé a tous les niveaux
du systeme de santé (Kettler, White et al. 2004). En 2004, la Fondation Bill & Melinda Gates
a organisé un forum mondial sur le diagnostic de la santé pour déterminer les avantages
attribuables a I'amélioration des diagnostics pour la sant¢ mondiale (Hay Burgess, Wasserman
et al. 2006). 11 a notamment été prédit que l'investissement dans I'amélioration de I'acces aux
diagnostics aura dans les prochaines années un impact plus important que 1'amélioration de la

performance des tests (Peeling and Mabey 2010).

Ces criteres spécifient que les tests ASSURED doivent étre : 1) Abordables, afin qu'un
maximum de gens puisse y avoir acces; ii) Sensibles et Spécifiques, c’est-a-dire aussi
performant que les tests commercialisés dans les pays développés, avec le moins de faux
négatifs et de faux positifs possibles ; iii) simple d’Utilisation, sans avoir de compétences
particulieres en biologie ou dans le domaine de la santé ; iiii) Rapides et robustes, pour
diagnostiquer un maximum de personnes en un minimum de temps, permettre un
conditionnement et un transport ais€s, et une utilisation dans toutes les conditions
météorologiques ; v) sans Equipement nécessaire a 1’analyse du résultat et qui rendrait le test
trop cher; vi) Disponible facilement auprés de I’utilisateur final, en pharmacie ou en

dispensaire selon les pays (Martinez, Phillips et al. 2010, Tay, Pavesi et al. 2016).

Les tests répondant a ces critéres visent principalement a fournir un diagnostic rapide
et a faciliter la prise de décision immédiate (Mabey, Peeling et al. 2004). Ces tests visent
également a contourner les obstacles auxquels font face certains outils de diagnostic dans ces
pays, tels que : un systéme de santé inexistant caractérisé par I’absence de sécurité sociale, un
financement insuffisant, une mauvaise compréhension de 1’utilisation des tests, un acces limité
au matériel clinique de référence, un manque d'acces aux souches et aux réactifs, ou encore un

acces restreint aux sites d'essais cliniques (Kettler, White ez al. 2004).
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Enfin, de tels dispositifs doivent pouvoir fonctionner dans des environnements ou
I’alimentation en électricité n'est pas fiable, dans des conditions ou 1’asepsie n’est pas toujours
parfaite, ou encore des zones ou il n' y a pas assez de personnel qualifi¢ pour accomplir les
taches habituellement réservées aux infirmiéres et aux laborantins (source :

http://www.who.int/bulletin/volumes/90/12/12-102780/en/).

Un des premiers tests de diagnostic pour lequel les criteres ASSURED ont été appliqués
a été¢ développé contre le Virus de I’Immunodéficience Humaine (VIH) de type 1 et type 2.
L’obtention rapide des résultats a permis d’accroitre le nombre de personnes connaissant leur
statut sérologique, aidant a administrer rapidement un traitement antirétroviral et diminuant le
nombre de patients perdus de vue en raison d'une attente trop longue des résultats (Branson
2003). De méme, la connaissance du statut sérologique du patient, grace a un diagnostic rapide
et de qualité, a permis de limiter la transmission du virus, par 1’utilisation de moyens de
protection tels que les préservatifs. Les spécifications ASSURED pour ce virus sont détaillées

dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Caractéristiques spécifiques des critéres ASSURED pour le développement de tests
POC pour le diagnostic du VIH-1 et VIH-2. D’apres Wu et Zaman, 2012.

Caractéristiques Spécifications (pour le VIH-1 et VIH-2)
Abordable Moins de $500 par machine, moins de $10 par test
Sensible Limite de détection basse (500 copies d’ARN par mL, 350
Spécifique cellules T CD4+ par pL)

Utilisable facilement 1 — 2 jours d’entrainement, simple d’utilisation
Rapide et robuste < 30 minutes pour le diagnostic, < 1,5 heure pour la

surveillance de la charge de VIH, consommables minimes,

conservation > 1 an a température ambiante, débit élevé

Sans Equipement Compact, alimenté par batterie, analyse des données sur
site, €limination facile, manipulation aisée des

¢chantillons, pas de chaine du froid

Disponible
. — Portable
facilement
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3.3. Les tests rapides : un pas vers les solutions bas coiit ?

Le développement de tests de diagnostic a bas colit répond aux besoins grandissants de
demandes de tests accessibles et performants, a destination des pays dits émergents ou a
ressources limités. Ces pays ne peuvent pas — ou difficilement — avoir accés aux tests de
diagnostic in-vitro commercialisés dans les pays développés, et effectués dans des laboratoires

d’analyse médicale possédant des équipements sophistiqués.

Les maladies infectieuses sont la principale cause de déces dans les pays émergents
(Yager, Edwards et al. 20006), estimé s a environ 14 millions, soit 25% des 56 millions de morts
enregistrés a travers le monde chaque année (Bissonnette and Bergeron 2010, Hu, Wang et al.
2014). Plus de 95% de ces déces sont dus a un défaut de diagnostic et de traitements efficaces
et adéquats, ainsi qu’aux difficultés d’acces a des infrastructures médicales ou pouvoir effectuer
ces tests (Yager, Domingo ef al. 2008, Lee, Kim et al. 2010). C’est pourquoi le développement
de tests adaptés aux conditions particulieres de ces pays, en prenant en compte les critéres socio-
¢économiques notamment, est essentiel pour apporter une réponse aux problémes de santé

publique que représentent les maladies infectieuses.

Les tests POC (Point-of-Care), ¢’est-a-dire effectués au plus pres du patient, peuvent
apporter une réponse a ces questions. Ehrmeyer et Laessig ont défini en 2007 le POC comme
une méthode de diagnostic pouvant tre effectuée a proximité du patient, avec I'hypothese que
les résultats des tests seront disponibles immédiatement ou dans un délai tres court, afin d'aider
les soignants a poser un diagnostic immédiat et/ou effectuer une intervention clinique
(Ehrmeyer and Laessig 2007, Bissonnette and Bergeron 2010). Enfin, afin de rendre les tests
les plus abordables possible d’un point de vue financier, la recherche et 1’utilisation de

matériaux simples et peu coliteux ont été essentiels.

La nitrocellulose offre la possibilité d’effectuer, sur un méme matériau, la réaction
immunologique de capture des analytes et leur détection (Liana, Raguse ef al. 2012, Hu, Wang
et al. 2014). Elle peut étre utilisée sous forme de bandelettes, protégées par une cassette en
plastique pour former un test de diagnostic de type LFA (Lateral Flow Assay) (Figure 32). Ces
tests sont utilisés dans de nombreux domaines dont le diagnostic infectieux ou les tests de
grossesse, entre autres. Ils sont généralement constitués d’une bandelette de nitrocellulose ou
se déroule la réaction immunologique. Une goutte de sang capillaire est déposée sur une bande
de papier en fibre de verre située en amont. Ce morceau de papier permet de séparer les hématies

des autres composants du sang, qui migrent vers la zone de détection. L’échantillon atteint une
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seconde bandelette juxtaposée a la bande de papier de verre et contenant les conjugués qui
fixent ’analyte a détecter, permettant par la suite la révélation et la lecture du résultat. Le
complexe analyte/conjugué migre ensuite sur la bandelette de nitrocellulose et est capturé par
des anticorps spécifiques au niveau de la zone test, provoquant I’apparition d’un signal coloré
di a P’accumulation du conjugué. L’échantillon continue de migrer jusqu’a une dernicre

bandelette qui sert de pompe fluidique et absorbe 1’effluent (Figure 32).

L’avantage de ces tests est qu’ils sont simples d’utilisation, avec un rendu rapide du
résultat lisible a I’ceil nu, et sont peu chers (Rozand 2014). Ils sont bien adaptés aux pays
émergents (Kafkova 2016) et répondent aux différents criteres ASSURED (Kettler, White et
al. 2004, Wu and Zaman 2012). Cependant, ils sont souvent limités par leur capacité a ne
détecter qu'un ou deux analytes par test, ainsi que par des performances souvent moindres en
terme de sensibilité et/ou de spécificité lors de tentatives de détection multiplexées, a savoir
détecter de multiples germes sur un méme test (Fu, Liang ef al. 2011). De plus, méme avec un
prix de vente maitrisé ou négocié, ils restent chers et donc relativement peu accessibles pour les
populations des pays les plus pauvres, a I’instar de I’ Autotest VIH® vendu en France en
pharmacie, au prix de 28€ et non-remboursé¢ par la sécurité sociale (source : sida-info-

service.org).

Bande test Bande Pad
contréle absorbant

Dépot de
I’échantillon

Cassette

Nanoparticules d’or
colloidales rouges
(conjugué)

Figure 32 : Illustration éclatée d’un test de type LFA. Source : DCN
Diagnostics® (http://www.dcndx.com/)
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3.4. Les solutions papiers

Le papier représente une solution alternative attractive pour le développement de tests
POC de nouvelle génération a bas colit car il représente une solution simple pour nombre
d’applications, notamment dans le diagnostic clinique. Ce matériau est bon marché, facilement
transportable, facile d’acces, biocompatible et recyclable (Rozand 2014). Les premiers tests de
diagnostic utilisant ce matériau ont été les tests urinaires, mis au point par le chimiste parisien
Jules Maumené, en 1850. IIs furent ensuite commercialisés en 1883 par le physiologiste anglais
George Oliver (Hu, Wang et al. 2014). Durant les années 1920, les premiers tests papiers pH
ont été fabriqués et commercialisés (Foster and Gruntfest 1937). En 1956 fut développé un test
de détection semi-quantitative du glucose dans les urines (Comer 1956). La méme année, Plotz
et Singer ont développé les premiers tests d’agglutination, qui ont posé les bases du format
LFA. Depuis, les tests LFA ont continué¢ d’évoluer et ont ét¢ développés pour le diagnostic

rapide de nombreuses maladies infectieuses.

En 2009, le revue Technology Review a récompensé¢ Whitesides et al. pour le PAD
(Paper Analytical Device) microfluidique, considéré alors comme étant 1’une des 10
technologies émergentes. Le PAD consiste est un test papier jetable qui permet de vérifier la
présence de maladies infectieuses ou de maladies chroniques dans une petite quantité d'urine
ou de sang. Le dispositif final est fait de carrés de papier de la taille d'un timbre-poste. Le bord
d'un carré est plongé dans un échantillon d'urine ou mis au contact d’une goutte de sang, et le
fluide biologique se déplace a travers des canaux microfluidiques prédéfinis pour rejoindre des
puits d'analyse. Selon les réactifs chimiques présents sur ces zones de détection, différentes
réactions colorimétriques se produisent et teintent le papier en cas de réaction positive

(Grifantini 2009, Hu, Wang et al. 2014).
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3.4.1. Fabrication d’un test sur support papier (PAD)

La méthode de fabrication d’un test de diagnostic bas colt utilisant le papier comme
matériau, ou PAD, doit inclure des critéres de prix réduit (matiere premiére, industrialisation)
mais aussi de simplicité et de robustesse. De nombreuses techniques de fabrication ont été
recensées et compilées par Xiao Jiang et al. en 2016 (Tableau 7) (Jiang and Fan 2016) et

certaines sont illustrées dans la Figure 33 (Jiang and Fan 2016).

Traditionnellement, un PAD est constitu¢é d’une zone de dépdt de I’échantillon
biologique a analyser (« sample PAD »), d’une zone réactive permettant de réaliser le
diagnostic du pathogéne, et d’une zone absorbante qui joue le réle de pompe fluidique

(migration du fluide par capillarité) et de zone déchet, récupérant 1’effluent.

Nous distinguerons deux types de PAD : les PAD en deux dimensions (2D) et les PAD
en trois dimensions (3D) qui différent, entre autres, de par leur structure et leurs procédés de

fabrication.

3.4.1.1. Tests en deux dimensions (2D)

Les PAD 2D sont des PAD ou toutes les étapes nécessaires au diagnostic sont réalisées
de fagon « linéaire » (sur le méme plan), et généralement sur le méme matériau. Les PAD 2D
peuvent étre fabriqués selon deux principales techniques : la mise en place de zones hydrophiles
et hydrophobes sur le papier (différents modes d’impression, imprégnation), et la découpe du
papier pour former des fronti¢res physiques a I’écoulement des fluides (découpage au laser par
exemple). Les différentes techniques sont détaillées dans le Tableau 7 et illustrées par la Figure

33.
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Tableau 7 : Récapitulatif des procédés de fabrications de PAD en 2 dimensions.
D’apres Xiao Jiang et al. 2016.

Techniques de Sources
o Exemples . .
fabrication bibliographiques
Impression par tragage Bruzewicz, Reches et al. 2008
) ) Elsharkawy, Schutzius et al.
Impression par jet d’encre
Impression 2014
Impression flexographique Olkkonen, Lehtinen et al. 2010
Impression a la cire Bedin, Boulet et al. 2017
Photolithographie Martinez, Phillips et al. 2008
Tragage en 1 étape Nie, Zhang et al. 2012
Motif hydrophiles - Vaporisation Sameenoi, Nongkai ez al. 2014
hydrophobes - -
) ) ) ) Dungchai, Chailapakul et al.
Modelage guidé Impression sérigraphique So11
par masque

Trempage dans de la cire

Songjaroen, Dungchai ef al.
2011

Gravure / abrasion

Songok, Tuominen et al. 2014

Dépot en phase de vapeur

Kwong and Gupta 2012

Estampage

Curto, Lopez-Ruiz et al. 2013

Embossage a chaud

Yu and Shi 2015

Création de barrieres

physiques

Découpage avec traceur, laser ou autres outils

Spicar-Mihalic, Toley et al.
2013

Parmi ces différentes techniques de fabrication, la technique par impression consiste a

utiliser les propriétés d’un composant hydrophile (le papier) et d’un agent hydrophobe (cire,

polymere...) afin de créer des motifs fluidiques a la surface du PAD. Une des méthodes

d’impression utilisée pour 1’obtention de PAD est I’impression par jet d’encre (Elsharkawy,

Schutzius et al. 2014, Yamada, Henares et al. 2015) (Figure 33a). L'impression par jet d'encre

permet de délivrer de I’encre, des biomolécules et autres réactifs avec précision au sein du PAD,

afin de former des zones de détection biochimiques a l'intérieur et a la surface du dispositif. De

plus, cette méthode de fabrication est compatible avec une industrialisation a grande échelle et

un colt de fabrication réduit (Li, Tian ef al. 2010).
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Impression Impression par Impression a Impression Photolithographie Tragage en 1
par tragage jet d’encre la cire flexographique étape

UVO/Plasma .
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Vaporisation Impression Trempage Gravure/abrasion Dépot en phase de Estampage
sérigraphique dans la cire vapeur
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Embossage a Découpe avec Découpe Lamination Canal creux
chaud traceur laser

Figure 33 : Illustrations de quelques procédés de fabrications de PAD en 2 dimensions.
a : méthode par impression ; b : modelage guidé par masque ; c : création de barriéres physiques.
D’apres Xiao Jiang et al. 2016

Une autre méthode de fabrication repose sur la dégradation controlée du papier par
utilisation de rayons ultraviolets (UV), la photolithographie. Whitesides et Martinez ont été les
premiers a utiliser ’application de rayons UV sur le papier, permettant de créer des motifs au
sein méme du PAD (Martinez, Phillips ef al. 2007, Martinez, Phillips ef al. 2008). Pour cela,
un masque de protection, constitué¢ de résine, est placé a la surface du PAD. Le PAD sera
dégradé sur les zones ou la résine ne sera pas présente, formant ainsi des canaux ou différents
motifs (Figure 34). L’expérimentateur choisit lui-méme les zones a protéger des UV afin

d’obtenir le motif final souhaité.
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Exposition aux
ultraviolets (UV)

$333383
photorésistant
e

Zone du papier au

I
contact des UV \ / PAD
|

Support ——>

Canaux obtenus
par dégradation du
papier par les UV

PAD intact

Figure 34 : Illustration de la fabrication de canaux sur un PAD par la
technique de la photolithographie.
Source : http://www.dileepnanotech.com/

Si on ne souhaite pas la destruction totale du papier, I’abrasion de surface (ou
« etching ») peut étre utilisée. Elle consiste a ne dégrader que la surface du papier pour former
des motifs (Figure 33b). Pour cela, différents outils peuvent étre utilisés, tels que les UV mais
avec une exposition moins longue que pour la photolithographie (Ibrahim and Ito 2010), ou des
agents chimiques tels que I’acide nitrique (Song 2015) ou I’acide acétique (Ibrahim and Ito
2010). Une pointe trés fine, telle que I'extrémité d’une lame de rasoir, peut étre utilisée pour
« gratter » la surface du papier et former un motif a sa surface (Giokas, Tsogas et al. 2014).
L’utilisation d’un laser, dont la puissance est contrdlable, peut €galement étre envisagée

(Figure 35) (Chitnis, Ding et al. 2011).
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Papier traité au laser

Papier non traité
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Figure 35 : Photographie de la surface d’un morceau de papier ayant subi une
abrasion au laser. A) image microscopique d’un réseau de lignes obtenue par abrasion
laser du papier; B) image agrandie : les fléches blanches indiquent les zones traitées au laser.
D’aprés Chitnis, Ding et al. 2011.

L’embossage a chaud est une autre méthode de fabrication de PAD (Figure 33b). Celle-
ci consiste en 1’utilisation d’un pistolet chauffant et d’un Parafilm® sur lequel ont été dessinés
des canaux par photolithographie. Le Parafilm® est pos¢ a la surface du papier, et il est ensuite

chauffé avec le pistolet pour donner au PAD son relief définitif (Yu and Shi 2015).

Ces différentes méthodes de fabrication de PAD en 2 dimensions permettent de donner
au circuit microfluidique les formes que 1’on souhaite (Fenton, Mascarenas ef al. 2009) (Figure
36), afin de faciliter un écoulement plus ou moins rapide de I’échantillon biologique sur le
support ou le mélange de liquides (cf. chapitre 3.4.2), voire la dilution d’un liquide (Osborn,
Lutz et al. 2011).

Figure 36 : Illustrations de différentes formes données a des PAD.
D’apres Fenton ef al. 2009.
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En 2012, Elain Fu et al. ont développé un test de diagnostic de la malaria et a destination
des pays émergents (Fu, Liang et al. 2012). Ce test est constitué d’une cassette en plastique
contenant les différents composants et analytes permettant la réalisation du test (Figure 37a).
Le conjugué, le tampon et les nanoparticules d’or (amplifiant le signal de détection) sont
déposés sur le PAD sous forme déshydratée. Une fois la cassette refermée, un circuit
microfluidique est reconstitué¢ (Figure 37b). C’est dans ce circuit que migrera 1’échantillon
biologique. Ce dernier va réhydrater les différents composants du test, et permettra la révélation
en cas de réaction positive. De plus, il est possible de jouer sur les distances séparant les réactifs
de la zone de détection. Plus la distance est grande, plus le temps de migration des réactifs
(remis en suspension par le liquide) vers la zone de détection sera long. De ce fait, si plusieurs
réactifs sont placés a différentes distances de la zone de détection, ceci permet I’apport successif
et ordonné des différents composants sur la zone réactive (Figure 38), permettant une réaction

chimique, immunologique ou autre (Fu, Lutz ef al. 2010).

Qriginal signal

: enhancement
\ reagents

| ey

—

source pads

\ e Qi N | sample
<« watenr

control &

Figure 37 : PAD microfluidique papier sous forme de cassette. a) composants du PAD en
deux dimensions ; b) exemple d’une réaction de diagnostic positive avec le PAD 2D
fonctionnel. D’apreés Fu et al. 2012.

Conjugate: conjugué ; buffer: tampon ; source pads: pad de dépot de I'échantillon ; gold
enhancement reagents: nanoparticules d’or ; paper network: support papier ; wicking pad:
pad déchets ; water: eau ; sample: échantillon ; original signal: signal de détection ; test:
zone test ; control: contrdle interne positif.
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Colorant rouge
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détection
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Figure 38 : Démonstration de la différence de cinétique de migration des
fluides colorés vers la zone de détection du PAD. D’aprés Fu, Lutz et al. 2010.

3.4.1.2. Tests en trois dimensions (3D)

Contrairement aux PAD 2D, les PAD 3D consistent en I’assemblage de différentes
couches de papier. Les fluides peuvent se diriger aussi bien dans la direction horizontale que
verticale au sein du PAD, et peuvent se croiser sans se mélanger (Martinez, Phillips et al. 2008)
(Figure 39). Martinez et al. ont démontré qu’il était possible de faire se croiser différents fluides
au sein d’'un méme systéme grace a la superposition de différentes couches de papier (Martinez,
Phillips et al. 2007). Des canaux sont obtenus sur les couches de papier par photolithographie
(Figure 39a) et ces couches sont ensuite superposées les unes sur les autres pour donner le PAD
final en trois dimensions. Les motifs dessinés sur les différentes couches superposées vont se
rejoindre, via des perforations d’une couche de papier intermédiaire, afin de ne former plus

qu’un seul canal (Figure 39b). Suivant le méme principe , il est également possible d’obtenir

73



Les tests bas colit (low cost)

plusieurs canaux. Ainsi, en déposant un liquide sur chaque canaux, ils se croiseront sans se

mélanger (Figure 39c).

Coupe frontale du
PAD

/ Motif final en 3D l Canal

a

Papier avec motifs de
canaux obtenus par
photolithographie

Support troué

Papier avec canaux
non connectés

T
e

Figure 39 : Illustration d’un PAD en 3D ou quatre liquides colorés se croisent sans se
mélanger. a) schéma des canaux obtenus par photolithographie des différentes couches de
papier ; b) superposition des couches de papier pour former le PAD 3D, et coupe frontale du
dispositif apres assemblage ; c¢) photographie des flux de migration de différents liquides au
sein du PAD. D’aprés Martinez et al. 2008.

Une des technologies de PAD 3D ¢également développées repose sur le principe du
pliage origami (Liu and Crooks 2011, Ge, Wang et al. 2012, Liu, Cassano et al. 2013,
Overvelde, de Jong ef al. 2016). L’avantage de ce format est qu’il ne necessite que des pliages
(Figure 40). Les différents canaux, zones de détections et autres composants du PAD sont
fabriqués sur le méme morceau de papier, et le pliage sur lui-méme permet la mise en contact
des différents composants, et initie la réaction de détection souhaitée sans avoir besoin de les
coller entre eux. En effet, I’utilisation d’un adhésif peut étre source de contaminations et
d’adsorptions non-spécifiques (Martinez, Phillips e al. 2008, Liu and Crooks 2011). Overveld
et al. ont illustré en 2016 le principe du pliage Origami en utilisant différentes bandelettes de
papier (Overvelde, de Jong et al. 2016). Chacune est pliée sur elle-méme de fagon a lui donner
une forme triangulaire, et chaque triangle est associé aux autres pour donner une structure en
trois dimensions (Figure 40). Il est alors aisé de donner la forme que 1’on souhaite a la structure,

qui pourra alors servir de support diagnostic.
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Figure 40 : llustration d’un pliage en origami pour former une structure 3D.
D’apres Overveld et al. 2016.

Liu et Crooks ont développé en 2011 un dispositif en trois dimensions fabriqué a partir
d’une seule feuille de papier. Des spots sont dessinés sur la feuille de papier par la
photolithographie (Figure 41a). Chaque spot correspond a une zone de dép6t d’un échantillon.
Cette feuille est ensuite pliée sur elle-méme a la main, formant ainsi un PAD en trois
dimensions, constitu¢ de plusieurs couches superposées sans adhésif (Figure 41b).
L’expérimentateur dépose sur chaque rond de la couche supérieure du PAD les échantillons,
illustré sur la Figure 41c¢ par un liquide coloré. Apres quelques minutes, le PAD est déplié et
on peut observer que toutes les couches du dispositif ont ét¢ imprégnées des différents liquides
(Figure 41d), montrant la possibilité pour un échantillon de migrer dans un dispositif obtenu
par pliage origami d” une simple feuille de papier. L'applicabilité de ce dispositif utilisant des
réseaux microfluidiques multicouches est démontrée pour des tests colorimétriques, et ce

dispositif peut également étre appliqué pour de la fluorescence (Liu and Crooks 2011).
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Figure 41 : Exemple d’un pPAD 3D. a) support papier en 2D avec zones de dépdts des liquides
(ronds blancs) ; b) schéma du PAD 3D aprés pliage ; ¢) injection de liquides colorés ; d) dépliage
du PAD 3D et visualisation de la migration des liquides dans les différentes couches de papier.
D’aprés Liu and Crooks, 2011.

Le pliage fagon origami n’est pas la seule méthode d’obtention d’un PAD en trois
dimensions. En plus de la photolithographie, un laser peut étre utilisé pour former des structures
3D. He, Katis et al. ont développé une méthode de fabrication de barriéres hydrophobes au
sein d’une structure 3D, obtenue par superposition de couches de papier en 2D et apres action
d’un laser (He, Katis et al. 2016). Les couches de papier sont superposées et imprégnées d’un
polymere photorésistant. Un laser est appliqué a la surface de ce matériau, qui est ensuite lavée
avec un solvant. Apres ce traitement, il est constaté que les différentes couches de papier sont
reliées entre elles sur les zones du papier ou le laser a été appliqué. Le polymere, sous I’action
du laser, a formé des barricres au sein du dispositif 3D. Le papier situé entre ces barrieres forme

alors des canaux fluidiques (Figure 42).
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Figure 42 : Processus de fabrication d’un PAD en trois dimensions par
utilisation d’un laser pour former des canaux. D’aprés P. J. W. He et al. 2016.

-

Fu, H., Yang, J. et al. ont récemment décrit une méthode simple de fabrication de
dispositifs analytiques en 3D a base de papier, nommée « Rubik's Cube stamping » (RCS) (Fu,
Yang et al. 2017) (Figure 43). Le dispositif développé s'inspire du Rubik's Cube classique a
six faces. Cinq faces d'un Rubik's Cube sont assemblées avec de petits composants métalliques,
tandis que la sixiéme face sert de support lorsque le Rubik's Cube assemblé n'est pas utilisé. Le
mécanisme de pivot interne du Rubik's Cube permet d’ajuster les motifs microfluidique du
Rubik's Cube sur une face fonctionnelle, motifs obtenus par estampage (déformation d’un objet
ou d’une surface plane a chaud et de facon irréversible, grace a une "matrice" installée sur une

presse hydraulique, mécanique ou a vis — appliquée sur la zone désirée).

1 face du RCS ——>

Motif
microfluidique

Figure 43 : Dispositif analytique papier en format Rubik’s Cube. D’apres Fu,
H., Yang, J. et al. 2017.
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Les auteurs affirment qu’une telle méthode d'estampage est assez simple et peu
colteuse, et peut étre mise en ceuvre facilement par des utilisateurs non formés, dans des
environnements a ressources limitées comme les petits laboratoires, ou méme a domicile et sur
le terrain. De plus, I’utilisation d’aptameres couplés a des enzymes permet une amplification
du signal sur le dispositif Rubik's Cube qui, li¢ a un glucométre personnel dans le cas d’une
analyse du glucose sanguin par exemple, permet une lecture portable, rapide et quantitative.
L’utilité du Rubik's Cube en papier a été démontrée avec la détection sensible et spécifique, en

quelques minutes, de 'adénosine dans des urines non diluées.

3.4.2. Ecoulement et mélange des fluides

Les dispositifs papier peuvent nécessiter le dépot et le mélange de plusieurs fluides sur
un méme support, afin de permettre la réaction immunologique ou moléculaire nécessaire a la
détection de ’analyte d’intérét. Pour cela, différentes études ont été¢ menées afin d’optimiser
I’écoulement et le mélange de fluides a une échelle microscopique, ce qui reste problématique.
L’écoulement des fluides au niveau microscopique sur un support poreux peut étre défini par
le nombre de Reynolds Re, qui est le rapport entre les forces d’inertie et les forces de visquosité

qui s’appliquent au sein d’un fluide en mouvement (Reynolds 1884) (Tableau 8).

Tableau 8 : Formule du nombre de Reynolds (Re). D’aprés Reynolds, 1884.

Formule Composantes Unités

p : masse volumique du kg.m™3
fluide

V : vitesse d’écoulement du m.s!
pV L fluide
Re = —

L : la taille du systeme m
microfluidique

n : viscosité dynamique du

fluide
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Dans des dimensions microfluidiques, Re varie entre 00,0001 et 0,5, et jusqu’a des
valeurs supérieures a 2300 dans des environnements macrofluidiques (Frangais and Molinaro
2016). Ainsi, dans un systéme microfluidique, 1’écoulement des liquides est principalement
laminaire (Gervais, de et al. 2011) (Figure 44a) car les forces visqueuses dominent les forces
d’inertie, et est caractérisé par un Re faible (Figure 44b), rendant difficile le mélange de

différents fluides s’écoulant au sein du méme systéme microfluidique.

Ecoulement laminaire :

Ecoulement turbulent :
b Flux stratifiés

Instabilité de dispersion des particules

a —_—
=
Régime
Entrée 1 o transitoire

1
I
i
I
1
I
i
I
1
I
;
Re <<1 écoulement laminaire : cas de la !
microfluidique, forces de viscosité dominantes 20 b
]

00 2300 Re

Convection

Photographie d’un Photographie d’un
écoulement laminaire écoulement turbulent

Figure 44 : Comportement d’un fluide dans un dispositif microfluidique. a) illustration de
I’écoulement laminaire de 2 fluides dans un méme canal microfluidique ; b) caractérisation des
différents types d’écoulements des fluides en fonction du Re.

Source : Frangais ef al. 2016 et http://images.math.cnrs.fr/

Plusieurs solutions ont été proposées pour favoriser le mélange de différents fluides sur
le support papier, notamment grace a des systemes de mélanges dits actifs via 1’utilisation de
pompes (Thomas and Bessman 1975, Lee 2007, Funke, Buchenauer et al. 2010). Cependant,
ces systemes sont coliteux et peu robustes. C’est pourquoi des systemes de mélanges « passifs »
ont ¢galement été développés (Werts, Raimbault et al. 2012), car peu colteux, fiables et
facilement intégrables aux dispositifs POC bas cofit (Frangais and Molinaro 2016). Un mélange
passif ne nécessite aucun dispositif autre que les liquides et le support. La mise en contact des
liquides sur le support suffit a leur mélange (Figure 45a), cependant un temps d’exposition plus

long est nécessaire.

I1 est possible d’obtenir un mélange de deux liquides au sein d’un circuit microfluidique
en mettant ces deux liquides en contact suffisamment longtemps lors de la migration. On

observera alors leur mélange par diffusion de facon passive, c’est-a-dire sans ’aide d’un
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mécanisme de mélange (Figure 44a et Figure 45a). En s’¢loignant de la source du dépot des
fluides, des gradients de concentrations sont observés (Figure 45a) (Werts, Raimbault et al.

2012).

Stroock et al. ont montré en 2002 que I’insertion de motifs au sein du dispositif
microfluidique, tels que des chevrons alternés obtenus par estampage du support papier
microfluidique, produit des turbulences permettant le mélange de fluides (Stroock, Dertinger et
al. 2002) (Figure 45b). La perforation du support peut €¢galement conduire a une diffusion et

un mélange plus efficace des fluides (Zhong, Wu et al. 2015) (Figure 45c¢).

a Fluides mélangés

—— - concentré

—~
Gradient de concentration

Entree 1 Entrée 2

: L8 L 8
5. f—‘) + concentré
Largeur des canaux
d’acces : 100 ym
b Evolution des C
PAD avec perturbations du fluide au
chevrons

passage des chevrons o
Liquide Liquide

= @7
m‘
R\ (&r

Figure 45 : Systémes de mélanges de fluides dans un circuit microfluidique. a) micro-mélanges
par diffusion et gradients de concentrations de deux liquides dans un systéme microfluidique 2D ; b)
motifs de chevrons alternés, en surface du PAD, et les turbulences observées au leur niveau au
passage d’un fluide ; ¢) mélange par diffusion de deux fluides au passage de figures géométriques
découpées dans le PAD. D’apres Werts et al. 2012, Stroock et al. 2002, Zhong et al. 2015.

Perforations
du PAD

Mélange des
liquides(vert)

Sans de migration du fluide
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I1 est également possible de contrdler la vitesse d’écoulement du liquide biologique sur
le support papier. Giokas ef al. ont montré en 2014 que I’abrasion du papier sur sa longueur ou
sa largeur, avec une pointe trés fine, permet de former des canaux pouvant accélérer ou ralentir

la vitesse du flux de migration du liquide dans le PAD (Figure 46) (Giokas, Tsogas et al. 2014).

Canaux de différentes longueurs, obtenus par
abrasion longitudinale ou perpendiculaire du papier,
a en différentes positions (proche ou ¢éloigné de la b
zone de déndt de I’échantillon

| Papier
=
£
s
4,
= = “a,
= = Zer, .
= £ "o
| o Il o
| Il X
i /7 (|

Figure 46 : Formation d’un canal microfluidique par abrasion du support papier. a)
illustration de 1’abrasion longitudinale ou perpendiculaire du support papier pour la formation
de canaux microfluidiques ; b) illustration de la différence de migration d’un fluide avec ou
sans canal microfluidique dans le support papier. D’aprés Giokas et al. 2014.

Une solution alternative consiste a placer des obstacles physiques sur le PAD et sur le
flux du liquide biologique, de facon a le ralentir et contrdler la migration de 1’échantillon.
Houghtaling et al. ont utilis€¢ un pont en saccharose qui permet de relier deux membranes de
papier en nitrocellulose (Figure 47a). Lors du passage d’un liquide, le pont va absorber le fluide
et va se dissoudre. Plus le pont sera fin, plus la dissolution sera rapide. Une fois qu’un volume
défini de liquide est passé d’une membrane de papier a 1’autre via ce pont, il y a rupture de

celui-ci, stoppant la migration du fluide (Houghtaling, Liang et a/. 2013) (Figure 47b).
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b
a Pont dissolvable
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Figure 47 : Controle de I’écoulement d’un fluide pas utilisation d’un pont dissolvable. a)
illustration du pont dissolvable déposé sur le PAD ; b) migration du fluide et la dissolution du
pont au cours du temps. D’aprés Houghtaling et al. 2013.

Bhushan J. Toley et al. ont proposé en 2013 d’utiliser un PAD absorbant, fait de
cellulose et déposé a la surface de la membrane de cellulose composant le test, pour ralentir le
flux de migration de I’échantillon biologique (Figure 48b). Les auteurs ont montré qu’il était
possible de faire migrer plus ou moins rapidement le liquide le long de la bandelette test en
utilisant un PAD absorbant plus ou moins long. En effet, plus le PAD est long, plus la migration
sera longue (Figure 48c). Il est également possible de jouer sur 1’épaisseur du PAD absorbant :
plus il sera épais, plus le flux sera ralenti en comparaison d’un test sans PAD absorbant (Figure

48a). (Toley, McKenzie et al. 2013).
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Figure 48 : Controle de I’écoulement d’un fluide pas utilisation d’un PAD absorbant.
a) membrane sans PAD absorbant (controle négatif) ; b) membrane test avec PAD
absorbant et illustration du retard de migration du fluide; ¢) photographies du test avec des
PAD absorbants de différentes longueurs, et observation du délai de migration.
D’apres Toley ef al. 2013.

3.4.3. Méthodes de détection et révélation

Afin de visualiser le résultat du test diagnostic sur support bas coft, différentes méthodes
de détection et de révélations ont été¢ développées, et appliquées a de nombreux domaines tels
que le biomédical, I’environnemental et 1’agro-alimentaire (Liana, Raguse ef al. 2012, Cate,

Adkins et al. 2014). Les principales méthodes sont présentées dans le Tableau 9.
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Tableau 9 : Récapitulatif des principales méthodes de détection sur support papier.

Méthodes de détection Références
Enzymatique Martinez, Phillips ef al. 2010
_ . . Bagherbaigi, Corcoles et al.
Colorimétrique Immunoessais
2014
Nanomatériaux Tsai, Shen et al. 2013
o Noiphung, Songjaroen ef al.
Electrochimique
2013
Fluorescence Zhang, Zuo et al. 2015

Cormier 2013, Zhang, Ge et al.
2013

Chimioluminescence et Electrochimioluminescence

Hybride (différentes techniques sur un méme support) | Rattanarat, Dungchai ef al. 2014

La détection colorimétrique est 1’une des approches les plus couramment utilisées car la
plus simple a mettre en ceuvre (Lin, Gritsenko et al. 2016, Morbioli, Mazzu-Nascimento ef al.
2017). Martinez et al. ont été les premiers a démontrer 1’utilité¢ de la détection du glucose
sanguin sur un support microfluidique papier (Martinez, Phillips et al. 2007). Cette détection a
¢été largement étudi€e par la suite (Zhu, Feng ef al. 2014, Gabriel, Garcia et al. 2016, Wang, Li
et al. 2018). Son fonctionnement repose sur deux réactions enzymatiques. La premiére réaction
consiste en la dégradation du glucose par ’enzyme glucose-oxydase, avec production
de peroxyde d'hydrogene H>O», au niveau de la zone de détection. La seconde réaction est
catalysée par I’enzyme peroxydase, qui va utiliser le peroxyde d'hydrogene précédemment
formé et un agent chromogénique incolore a base de phénol, comme substrats. Le produit de
cette réaction enzymatique donne un agent chromogénique coloré (Jokerst, Adkins et al. 2012,
Morbioli, Mazzu-Nascimento et al. 2017) (Figure 49a). 1l est possible d’utiliser du chitosane
afin d’amplifier et d’homogénéiser le signal de détection (Gabriel, Garcia et al. 2016) (Figure
49b). Le chitosane est une substance dérivée de la chitine, composant principal de la carapace

des insectes et des crustacés, retrouvé également chez les champignons. Il est utilisé¢ dans de
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nombreux domaine, tels que la cosmétique et la diététique. En médecine, il est employé dans la

régénération tissulaire et pour la vectorisation de biomatériaux (de Arruda, Pereira ef al. 2017).

Zone réactionnelle Zone réactionnelle
non-homogene homogéne

SANS @ CHITOSANE == AVEC

Figure 49 : Détection colorimétrique de glucose sur PAD en deux dimensions, avec
chitosane (a) ou sans chitosane (b) incorporé a la cellulose du papier.
D’aprés Gabriel ef al. 2016.

La détection colorimétrique peut également se faire par 1’intermédiaire d’une réaction
immunologique. Bagherbaigi ef al. ont montré qu’il était possible de détecter ’hormone
chorionique gonadotrophine humaine (HCG, produite par la femme au cours de la grossesse)
sur un support microfluidique a base de coton (Bagherbaigi, Corcoles et al. 2014). La protéine
a détecter est capturée via un anticorps adsorbé a la surface du coton, et révélée par une enzyme
conjuguée a un anticorps dirigé contre la protéine. L’ajout du substrat de I’enzyme permet sa

dégradation et I’obtention d’un produit coloré, révélant une réaction positive.

L’utilisation de nanomatériaux est également rapportée (Doughan, Noor et al. 2017,
Gabriel, Garcia et al. 2017). De nombreux tests de diagnostic reposent sur l’utilisation de
nanoparticules d’or (AuNPs) car elles sont plus stables que les molécules organiques
précédemment citées, et présentent une meilleure sensibilité de détection (Zhao, Ali et al. 2008,
Veigas, Jacob et al. 2012, Cate, Adkins et al. 2014, Veigas, Fortunato et al. 2015). De nombreux
tests diagnostic utilisant les AuNPs ont été développés, principalement des LFA, pour la

détection de maladies infectieuses (Tsai, Shen et al. 2013, Zarei 2018), de biomarqueurs
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cancéreux (Wu, Xue et al. 2013) ou d’ions tels que le cadmium Cd>" (Lopez Marzo, Pons et al.
2013). Le principe repose sur le couplage des AuNPs colorées (le plus souvent en rouge) a un
anticorps dirigé contre ’antigéne a détecter. L anticorps de capture est adsorbé a la surface du
PAD, au niveau de la zone de test. Les anticorps de détection dirigés contre I’antigeéne, et
couplés aux AuNPs, vont ensuite fixer I’antigéne. Le complexe immun ainsi formé migre
jusqu’a la ligne test et va étre fixé par I’anticorps de capture. L.’accumulation des AuNPs sur la

zone test provoquera 1’apparition d’une bande rouge, indiquant une réaction positive (Figure

50) (Lee, Nordman et al. 2013).

Billes d’or
couplées a des
anticorps dirigés

Echantillon a
analyser contenant

I’analyte a , . A
détecter contre I’analyte Ligne test Ligne controle
A /
/-.!'3'
f ¥
Membrane de dépot Flux de migration Membrane
de I’échantillon absorbante

Flux de migration

Ligne test Ligne controle (réaction
(réaction positive) négative = test valide)

Figure 50 : Représentation illustrative d’une réaction colorimétrique
utilisant des AuNPs sur support LFA. D’aprés Lee, Nordman et al. 2013.

La détection électrochimique repose sur I’utilisation d’un systéme d’électrodes (Godino,
Gorkin et al. 2012), directement intégrées au PAD, pour la détection de nombreux analytes, tels
que des biomarqueurs cancéreux (Ge, Zhang et al. 2017). Noiphung et al. ont développé un

PAD pour la détection électrochimique du glucose dans un échantillon de sang total, en utilisant
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des ¢électrodes en carbone (Noiphung, Songjaroen et al. 2013). L’utilisation de trois électrodes
différentes (détection, quantification et de référence) permet une détection d’analytes avec une
sensibilité de I’ordre du nanomolaire (Figure 51) (Dungchai, Chailapakul et al. 2009, Newman

and Thomas-Alyea 2012).

Santhiago et al. ont développé un PAD papier avec une détection électrochimique du
glucose sanguin utilisant des €lectrodes en graphite. La glucose-oxydase catalyse, en présence
d'oxygene, l'oxydation du glucose en acide gluconique. Du peroxyde d'hydrogéne H>O> est
¢galement libéré comme produit de la réaction enzymatique et il oxyde un acide présent sur le
PAD (I’acide p-aminophénylboronique), formant entre autres des ions 4-aminophénol (4-AP).
Le composé 4-AP est électroactif et peut étre détecté électrochimiquement par les électrodes

via le potentiel électrique généré par ce composé (Santhiago and Kubota 2013).

Hydrophobe

‘v 6 mm

1{\: .

Hydrophile 5 mm

1
S mm

Figure 51 : PAD papier avec une détection électrochimique du glucose sanguin utilisant des
électrodes en graphite. a) schéma d’un systéme d’électrodes. CE : électrode de quantification ;
WE : électrode de détection ; RE : électrode de référence ; b) photographie d’un systéme
d’électrodes pour la détection de glucose, de lactate et d’acide urique sur un PAD.
D’aprés Dungchai ef al. 2009.

Les méthodes de détection utilisant la fluorescence reposent sur I’utilisation de
fluorophores (fluorescéine, FITC...) qui, lorsqu’ils sont excités, vont €émettre une fluorescence,
observable avec des systémes optiques variés (microscopes a fluorescence, lecteurs de
fluorescence portatifs, scanners a fluorescence ou lecteurs de microplaques) (Thom, Lewis et
al. 2014, Zeming, Salafi et al. 2018), ou a I’ceil nu. Cette technique a I’avantage de présenter
une sensibilité et spécificité de détection plus forte que la colorimétrie (Zheng, Tan et al. 2013).
Hatai et al. ont publié en 2012 leurs travaux sur la détection d’ions métalliques lourds dans les

cellules humaines et animales. Ils ont développé un capteur chimique pour la détection sélective

87



Les tests bas colit (low cost)

d’ions mercure Hg?*. Ce capteur combine une fluorescéine et de I’histidine, couplées a du
thiocarbamate (composé organosulfuré). Ce composé fourni des atomes de soufre au capteur,
ce qui a pour conséquence d’augmenter la spécificité du dispositif au mercure (Carter, Young
et al. 2014), et d’amplifier par 19 le signal fluorescent. Ce chimiocapteur a été utilisé sur des
tests papier pour la détection d’Hg?" dans des échantillons aqueux, ainsi que pour I'imagerie
d’Hg?" chez les poissons zébres adultes et dans les cellules du carcinome épithélial humain

(Hatai, Pal et al. 2012).

Nicole K. Thom et al. ont développé en 2014 un PAD en trois dimensions contenant
une pile interne qui permet d’alimenter une diode électroluminescente (DEL) (Thom, Lewis et
al. 2014). Lorsqu’une solution aqueuse est ajoutée, la batterie est activée et la DEL va s’allumer
pour éclairer la région du PAD ou la réaction se déroule (Figure 52a). Dans cette étude, le
systeme de détection repose sur l'activité de I’enzyme B-D-galactosidase. Si I’enzyme se trouve
dans I’échantillon, elle va hydrolyser le galactose présent sur le PAD. Un composé faiblement
fluorescent, intégré au PAD, va alors libérer de la fluorescéine (Cho and Sessler 2009), faisant
ainsi augmenter la fluorescence. Ce signal fluorescent est ensuite capturé a l’aide d’un

téléphone portable (Figure 52b), puis quantifi¢ (Ma, Li ef al. 2012).

Téléphone
portable

a b

Zone
réactive

PAD en 3D

PAD Objectif de I’appareil
photo

Support
papier

Figure 52 : PAD utilisant une diode et de la fluorescence comme systéme de
révélation. a) photographie du PAD en 3D ; b) prise en photo de la fluorescence sur
la zone réactive du PAD, avec un téléphone portable. D’aprés Thom et al. 2014.
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L'un des avantages des réactifs utilisant de petites molécules chimiques, par rapport aux
réactifs classiques, est leur stabilité thermique a long terme. Cette stabilité thermique a long
terme est une caractéristique qui sera particuliérement utile dans les pays chauds et dans les
environnements a ressources limitées, ¢loignés de toute structure médicale (Thom, Lewis et al.

2014).

La chimioluminescence est proche de la fluorescence a la différence que le signal émis
est obtenu par réactions chimiques entre 2 composés qui sont catalysés, ou se déplacent d’un
¢tat stable vers un état excité (Cormier 2013). Il existe deux mécanismes différents dans le
processus de chimioluminescence : i) I’oxydation de réactifs chimiques ; ii) I’augmentation ou
I’inhibition des composés luminescents (Chen, Lin et al. 2014). De la méme fagon,
I’¢lectrochimioluminescence repose sur la luminescence ¢émise par une réaction
¢lectrochimique. Plus précisément, le phénomeéne repose sur des réactions de transferts
d’électrons qui ont lieu entre deux radicaux, I’un anionique et I’autre cationique (Swanick,

Ladouceur et al. 2012, Lin, Gritsenko ef al. 2016).

Enfin, il est possible de combiner plusieurs systemes de détection, afin d’augmenter le
niveau de sensibilité du test. Yan et al. ont développé en 2013 un PAD 3D origami, utilisant
des aptameéres en capture, avec un systéme de détection €électrochimioluminescent couplé a des
¢lectrodes a base de papier poreux utilisant des AuNPs (Yan, Yan et al. 2013). Tous les
systemes de détection précédemment décrits ont été développés pour une utilisation sur un
support papier, dans le but de permettre une détection plus sensible de différents analytes (Liu,

Cassano et al. 2013, Santhiago, Nery et al. 2014, Mauk, Song et al. 2018).

Malgré de nombreuses avancées dans le domaine du diagnostic sur support papier, les
résultats obtenus sont majoritairement qualitatifs ou semi-quantitatifs. Pour pallier cet
inconvénient, I'adoption de nouveaux procédés d'ingénierie et de fabrication sont a étudier, tels
que I’étude de nouveaux types de papier et I’introduction de technologies de pointe pour une
fabrication de masse. Tous ces paramétres ouvrent la voie au diagnostic personnalisé et
pourraient éventuellement améliorer la qualit¢ de vie des personnes concernées (Mahato,

Srivastava et al. 2017).
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3.5. Supports alternatifs pour la fabrication de dispositifs
microfluidiques

La cellulose et la nitrocellulose sont les composants majeurs des tests bandelettes
disponibles dans le commerce (Pelton 2009). La cellulose est principalement utilisée en tant
que filtre et pour les tests chromatographiques. La nitrocellulose est un élément important des
tests LFA car elle compose la bandelette ou se déroule la réaction immunologique de détection.
Cependant, de nombreux autres matériaux ont été développés pour la fabrication de tests bas

colt.

Maowei Dou et al. ont développé un PAD hybride papier / PDMS
(polydimethylsiloxane), un polymeére siliconé, pour la détection de la bactérie Neisseria
meningitidis, responsable de méningite aigué chez I’Homme, par la technologie LAMP (loop-
mediated isothermal amplification), c’est-a-dire I’amplification isothermale (a température
constante) de I’ADN bactérien (L1, Fan ef al. 2017) (Figure 53). Les auteurs affirment que leur
systéme hybride offre une grande polyvalence, en fournissant a la fois un diagnostic qualitatif
aupres du patient, ainsi que des tests de confirmation et des analyses quantitatives en
laboratoire. La limite de détection de N. meningitidis obtenue avec ce dispositif est d'environ 3
copies d’ADN par zone de détection LAMP (2mm de diamétre) en environ 45 minutes, ce qui
est proche de la sensibilité de détection d'une seule bactérie. Ce dispositif ne nécessite pas
I’étape de préparation des échantillons en amont, ni d’équipement annexe. Enfin, ce systeme
hybride et bas colit fournit un diagnostic rapide et sans instrument de N. meningitidis dans des

environnements a ressources limitées (Dou, Dominguez et al. 2014).

I1 est également possible d’utiliser un film flexible (Focke, Kosse ef al. 2010), constitué
de polymeéres et disponible dans le commerce. Des circuits fluidiques sont dessinés sur ce film,
par « etching » (abrasion) ou exposition aux UV (cf. chapitre 3.4.1.1.). Ce film est ensuite
disposé entre 2 couches de plastique en polyethylene terephthalate (PET) ou polyméthacrylate
de méthyle (PMMA), des polymeres plastique thermorésistants et transparents. L’assemblage
est ensuite laminé a chaud pour former le dispositif fluidique final (Tsai, Yang et al. 2006)

(Figure 54).

90



Les tests bas colit (low cost)

Support en
verre

Entrée de I’échantillon

Zone de détection de N. meningitidis

Zones
d’amplification

LAMP (papier) Sortie de I’échantillon

Figure 53 : Illustration du dispositif de diagnostic de N. meningitidis par technologie
LAMP. La puce se compose d'une couche supérieure et d'une couche intermédiaire en PDMS, et
d'une lame de verre pour 1'administration de réactifs, la réaction LAMP et le support de structure,
respectivement. PC = contrdle positif ; NC = controle négatif. D’aprés Maowei Dou et al. 2014.
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Figure 54 : Dispositif fluidique composé d’un film flexible laminé a
chaud entre deux couches de plastiques thermorésistants.
D’apres Tsai, Yang et al. 2006.

Le coton est également un matériau intéressant pour la fabrication de dispositifs

microfluidiques 2D. Azadeh Nilghaz et al. ont montré en 2011 le procédé de fabrication d’un
dispositif microfluidique a base de coton, utilisant la méthode d’impression a la cire pour
I’obtention de circuits fluidiques (Nilghaz, Wicaksono ef al. 2012). Les auteurs ont choisi ce
matériau car il se trouve facilement dans le commerce, et est présenté comme un nouveau
support peu coliteux, léger et flexible pour la fabrication de systemes microfluidiques en deux

et trois dimensions. Le motif fluidique choisi est imprimé a la cire sur une feuille de papier,
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puis est transféré sur un tissu en coton par traitement thermique. La détection colorimétrique de
la sérum-albumine bovine (BSA) dans I'urine a été réalisée par observation visuelle directe du
changement de couleur du bleu de bromophénol (BPB) dans les zones de réaction du dispositif.

Une application diagnostique d’un tel dispositif est donc possible.

L’utilisation de fil de coton a également ¢été étudiée. Safavieh et al. ont analysé les
capacités de migration de différents fluides au sein d’un fil de coton (Figure 55a). La vitesse
d'écoulement est lente, la migration est stochastique (non-fluide) et sensible a I'humidité
relative. Il en a été déduit que les fils de coton ne sont pas optimisés pour le flux capillaire. Pour
pallier ces obstacles, les fils ont été enduits de cire ou d'autres additifs qui améliorent le
glissement et empéchent le déchirement du fil, mais qui le rendent hydrophobe. En utilisant le
méme fil apres traitement par un plasma (état de la maticre constitué¢ de charges électriques,
obtenu par chauffage a trés haute température ou application d’un champ électrique intense), le

liquide avance plus rapidement au sein du fil (Figure 55b).
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Figure 55 : Migration d’un fluide au sein d’un fil de coton. a) migration d’un colorant
rouge dans un fil de coton sec ; b) illustration de la migration du méme colorant qu’en (a)
mais sans fil de coton pré-activé avec du plasma d’air. D’apres Safavieh ef al. 2011.

3.6. Obtention et lecture des résultats : essor du smartphone

Les pays émergents sont considérés par les fabricants de téléphones portables et les
opérateurs mobiles comme le prochain marché a conquérir, le marché des pays développés étant
arrivé a maturité. Les professionnels de la téléphonie mobile s’ intéressent désormais aux « next
billions », c’est-a-dire aux milliards d’habitants restants a équiper en « smartphone »
(téléphones multifonctions connectés a Internet). En effet, un rapport de Gartner datant de 2014

prévoyait qu’en 2018, 78 % des ventes mondiales de smartphones concerneraient les pays en
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développement. Par exemple, au Nigeria entre 2004 et 2011, le nombre de propriétaires de
téléphones portables est passé¢ de 5 millions a 102 millions (Figure 56). De plus, ce rapport
prévoyait également que plus de 50% des utilisateurs se serviraient en priorité¢ d’une tablette ou
d’un smartphone pour effectuer toutes leurs activités en ligne

(https://www.gartner.com/newsroom/id/2939217).

Evolution du nombre de propriétaires de téléphones
portables au Nigeria, entre 2004 et 2011
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Figure 56 : Graphique représentant I’évolution du nombre de propriétaires de
téléphones portables au Nigeria, entre 2004 et 2011.
Sources : American Society for Microbiology et Institut Mérieux.

Dans ce contexte, le smartphone peut étre considéré comme 1'un des appareils le plus
prometteur pour le développement de plateformes de diagnostic POC, permettant une prestation
de soins de santé mobile et une médecine personnalisée. Avec plus de 6,5 milliards d'abonnés
a un forfait de téléphonie mobile dans le monde et environ 1,6 milliards de nouveaux appareils
vendus chaque année, la technologie des téléphones portables crée également de nouvelles
opportunités, notamment dans le diagnostic in vitro (Vashist, Mudanyali ef al. 2014). Début
2012, la revue scientifique The Scientist a récompensé un microscope miniature couplé a un

téléphone, surnommé LUCAS (Figure 57) dans son classement des meilleures innovations de
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I’année 2011 (https://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/31522/title/Top-Ten-
Innovations-2011/). Son inventeur, le Dr. Aydogan Ozcan, affirme qu’il ne cotte que $10 et a
vocation a remplacer les instruments de microscopie trés €laborés pour une utilisation sur le

terrain.

amplhitude phase

o ®

Malana Parasites

Figure 57 : L’appareillage LUCAS. a) microscope holographique a super-résolution de pixels
« Lensfree » ; b) téléphone couplé au microscope Lensfree ; ¢) signature en image du parasite de
la malaria dans des globules rouge. Source : « Accelerating commercialization of cost-saving
health technologies » de Booz|Allen|Hamilton et California Healthcare Foundation (mai 2012).

De nombreuses applications de diagnostic ont été¢ développées pour une utilisation avec
un smartphone (Figure 58), afin d’aider a la lecture et a ’analyse des résultats apres prise d’une
photo sur la zone de lecture du test, et analyse de 1’intensité de la bande ou du spot avec une

application embarquée (Lee, Kim et al. 2013, You, Park ef al. 2013).

Un des principaux avantages de l'utilisation d’un smartphone dans le diagnostic aupres
du patient est qu'ils produisent des documents authentifiés a moindre cofit pour le référencement

et la tracabilité.

En raison du potentiel du diagnostic assisté par smartphone, des collaborations ont été
initiées entre les principaux fabricants de téléphones et des industriels du domaine de la santé
(Mabhato, Srivastava et al. 2017). Par conséquent, il y a une émergence forte d'appareils de

diagnostic basés sur les téléphones pour les soins de santé généraux (Vashist, Mudanyali et al.
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2014). Bien que divers prototypes aient été proposés, aucun d'entre eux n'est commercialisé a

ce jour.
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Figure 58 : Lecture d’un résultat de PAD papier avec un systéme smartphone. a) vue éclatée du
systéme de diagnostic de type LFA couplé a un smartphone ; b) téléphone couplé au systéme de lecture
de test LFA. D’aprés You D.J. ef al. 2013 ; ¢) exemple de photographie d’une zone de test et analyse

de I’intensité du spot via application sur le téléphone. D’aprés Lee S. et al. 2013.

Ces différentes technologies mobiles permettent d’améliorer 1'autogestion des patients
atteints de maladies chroniques, de suivre les personnes avec un handicap ou des personnes
agées, et avec un minimum d'interférence dans leur vie quotidienne (Vashist, Mudanyali et al.
2014). Cependant, la compatibilité de ces systeémes avec les critéres « bas cotlt » définis par
I’OMS pour le développement de tests a destination des pays émergents reste un point a

améliorer. En effet, ’acquisition d’un téléphone portable avec un appareil photo (smartphone)
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et d’un abonnement téléphonique pour un acces internet, afin de transmettre des données a un
médecin, représentent un investissement important, limitant ainsi 1’accés d’une certaine partie
de la population a ces solutions. Il est donc important de travailler au développement de solution

bas colit pour ces systémes également, et pas seulement sur le test diagnostic en lui-méme.

La réalit¢ du terrain révele que 89% des nigérians et 76% des bangladais ont un
téléphone portable, quand seulement 1% des habitants ont une ligne de téléphonie fixe au
Nigeria, au Ghana, au Bangladesh, en Ouganda ou au Togo. Dans ce dernier pays, depuis
I’arrivée de constructeurs de téléphones chinois tels que Huawei ou Xiaomi, la téléphonie
mobile est accessible a tous, avec des téléphones portables a moins de 10€ et des smartphones
a moins de 40€ (Frintz 2015). Ces prix attractifs sont dus a la politique des constructeurs
chinois, dont la compétitivité du prix devient le critére essentiel. En effet, ces constructeurs
proposent des modéles de smartphones ultra-compétitifs et un rapport nombre de
fonctionnalités/prix que ne peuvent se permettre les géants du secteur, comme Samsung ou
Apple. De plus, de par la diminution de I’écart de prix entre un téléphone mobile classique et
un smartphone d’entrée de gamme, de nombreux habitants de pays émergents remplacent leur
ancien téléphone par un smartphone (Lucas 2015). Il est aisé de se procurer ces téléphones,
notamment sur les plateformes de vente en ligne. Les sites alibaba.com et aliexpress.com,
appartenant au groupe « Alibaba Group Holding Limited » et présidé par Jack Ma (fondateur
d’alibaba.com), permettent d’acquérir facilement et a trés bas prix de nombreux smartphones,

par lot de plusieurs pi¢ces ou a 1’unité.

En conclusion, les téléphones mobiles, et notamment les smartphones, peuvent étre
d’une grande utilit¢ pour les applications diagnostiques, notamment grace aux dernieres
avancées technologiques en matiere de téléphonie mobile, telles que l'augmentation de la
mémoire et de la puissance de traitement des téléphones, la résolution des caméras, le GPS, la

connectivité sans fil et les applications (Quesada-Gonzalez and Merkoci 2017).

Néanmoins, le succes de 1’utilisation de smartphones dans le domaine du diagnostic
dépendra fortement de la technologie de détection (fluorescence, électrochimique...) (cf.
chapitre 3.4.3.), dont dépendra la sensibilité de détection du dispositif. Le diagnostic sur papier
semble trés prometteur, associé a une quantification sur smartphone (Mahato, Srivastava et al.
2017). De plus, dans la plupart des cas, le diagnostic papier couplé au smartphone se suffit a

lui-méme, sans autre source d'énergie que celle du téléphone lui-méme.
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Quesada-Gonzalez and Merkogi affirment que le développement de la biodétection par
smartphone aura pour conséquence de décentraliser les systemes de soins et les laboratoires
actuels. IIs prévoient également la propagation rapide des tests de diagnostic POC et d'autres
appareils de surveillance a utiliser au plus pres du patient. Ils affirment que ces développements
s'inscriront dans le cadre du développement futur des villes intelligentes, dans lesquelles les
téléphones mobiles joueront un rdle crucial pour les connexions au réseau (Quesada-Gonzalez

and Merkogi 2017).

3.7. Systemes bas colit et détection des arbovirus

Des systemes de diagnostic in vitro ont été développés pour permettre une détection
efficace et a moindre colt d’arbovirus. La grande majorité des tests développés et
commercialisés sont des tests rapides de type LFA, dont les caractéristiques peuvent ne pas étre
totalement adaptées au diagnostic dans certains pays a revenus limités, notamment en termes
de performances. L’émergence de solutions a bas colit représente une alternative intéressante
aux LFA pour ces pays.

Le diagnostic des arbovirus porte sur 2 parametres : 1) la détection du virus dans
I’échantillon (par amplification génique avec des techniques de biologie moléculaire, ou la
détection des protéines virales par immunoessai) ; ii) la sérologie pour la détection des IgM
et/ou IgG spécifiques du virus développées par le patient suite a I’infection. Des
expérimentations ont principalement porté sur le développement de 1’amplification isothermale,
ainsi que la détection de protéines virales sur support bas coiit (papier, PDMS, polymeres...).

Bruno et al. ont développé un test de diagnostic du CHIKV utilisant des aptameres
comme outils de capture et de détection de I’ARN viral (Figure 59) (Bruno, Carrillo et al.
2012). Les aptameres sont de courts fragments d’ARN ou d’ADN simple brin obtenus par voie
synthétique, et qui ont la capacité de fixer un ligand spécifique, tel qu’une protéine. Des études
ont démontrées que les aptameres peuvent lier les protéines de nombreux virus et inhiber la
progression de 1’infection, tels que le virus de 1’hépatite C (Kikuchi, Umehara et al. 2009), le
virus de la grippe HSN1 (Cheng, Dong ef al. 2008) et le virus de la fievre de la Vallée du Rift
(Ellenbecker, Sears et al. 2012). Bruno et al. ont développé et criblé une banque d’aptameéres
ADN, dirigés contre les protéines d’enveloppe du CHIKYV, pour les utiliser comme outils de
diagnostic du virus sur support papier. Tous les aptaméres développés ont été testés comme

outil de capture et/ou de détection des protéines d’enveloppe du CHIKV sur le test
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immunochromatographique (IC). Utilisés en détection, les aptameéres sont couplés a des billes
d’or colloidales AuNPs. Les résultats obtenus montrent qu’une détection est possible lorsque
I’aptameére de capture et celui de détection sont différents. Les aptameres peuvent éEtre
considérés comme de la matiére premiere a bas colit, comparativement au développement et a
la production d’anticorps monoclonaux traditionnellement utilisés en immunoessai pour la
détection virale. En effet, la méthode de production des aptaméres — SELEX : Systematic
Evolution of Ligands by EXponential Enrichment — est un processus efficace, rentable et
beaucoup moins long que la méthode d’obtention des anticorps monoclonaux (Chai, Xie et al.
2011) qui nécessite une infrastructure plus importante (animalerie, équipement pour la culture

cellulaire...).
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Figure 59 : Test IC utilisant des aptaméres dirigés contre les
protéines d’enveloppe du CHIKYV. D’aprés Bruno ef al. 2012.

Bosch et al. ont développé un test IC permettant le diagnostic du virus Zika et des 4
sérotypes du virus de la dengue, selon les criteres ASSURED (Bosch, de Puig ef al. 2017). Le
test repose sur la détection de la protéine NS1 des virus par utilisation d’anticorps monoclonaux
et de nanoparticules d’or colloidales, sur une bande de nitrocellulose (Figure 60). Les auteurs
affirment que leur test permet de distinguer les 4 sérotypes de la dengue, et le virus Zika, sans

réactions croisées. La sensibilité pour le diagnostic de la dengue a été estimé entre 76% et 100%,
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et la spécificité entre 89% et 100% selon les sérotypes. Pour le diagnostic du virus Zika, la

sensibilité et la spécificité sont de 81 % et 86 %, respectivement.

Dengue 1 ZIKA

< =

Figure 60 : Tests IC pour le diagnostic de la protéine NS1 du virus de la dengue
(sérotype 1) et du virus Zika. C : contrle interne positif ; NS1 : zone test (capture de la
protéine NS1). Un spot rouge sur la zone NS1 indique un résultat positif.
D’apres Bosch et al. 2017.

Des travaux de Deraney ef al. ont porté sur le développement d’un test de diagnostic sur
support papier et en trois dimensions, pour la détection immunochromatographique et
multiplexée des protéines histidine-rich protein 2 (HRP2) et lactate déshydrogénase (pLDH)
de Plasmodium, et de la protéine non-structurale 1 (NS1) de DENV sérotype 2 (Deraney, Mace
et al. 2016) (Figure 61). Les antigenes sont dilués a différentes concentrations dans un tampon
avant d’€étre déposés sur le test. Les auteurs ont montré qu’il n'y a pas de différence significative
de performances pour la détection de ces antigeénes entre I'immunoessai multiplexé et les
immunoessais réalisés en simplex. En effet, les réactifs requis pour chaque immunoessai sont
séparés spatialement au sein d'une architecture tridimensionnelle, permettant ainsi d'ajuster les
conditions expérimentales indépendamment pour chaque essai. La lecture d’un résultat positif
se fait par I’apparition d’une coloration rouge sur la zone test. Les limites de détection des
antigénes détectés dans un format multiplexé ont été évalués a : 46,1 ng.mL'1 (HRP2), 100,7
ng.mL! (pLDH) et 57,9 ng.mL"' (NS1).

Par la suite, une fois la conception du dispositif et les conditions expérimentales
finalisées, les antigeénes ont été dilués dans des échantillons de sang humain hémolysé afin de
modéliser une matrice plus complexe et réaliste. En effet, un hémolysat est nécessaire afin
d’améliorer la sensibilité du test en libérant les antigénes trouvés contenus dans les érythrocytes

parasités. Les antigénes de Plasmodium sont détectés a la concentration de 500 ng.mL,
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correspondant a environ 6500 parasites par uL, correspondant au nombre de parasites présents
lors de la phase virémique. Des études antérieures ont déterminé que le taux médian de protéine
NS1 circulant dans le sérum des patients infectés par DENV est de 126 ng.mL™!. Le résultat
expérimental obtenu par les auteurs est de 57,9 ng.mL-1, se situant donc dans cette plage de
concentrations cliniquement pertinente, indiquant que ce test pourrait donc étre utilisé pour la

détermination efficace de l'infection par DENV.
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Figure 61 : Tests immunochromatographiques sur support papier pour la détection

multiplexée des protéines de Plasmodium et de DENYV a partir d’hémolysats de
patients infectés. D’apres Deraney et al. 2016.
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Un microsysteme d’amplification génomique sur micropuce pour la détection des virus
de la dengue et d’entérovirus 71 a été mis au point par Lien et al (Lien, Lee et al. 2007).
L’ensemble de la structure est a base de PDMS, et comprend des microbobines magnétiques,
des microchauffeurs et des capteurs de température (Figure 62). Des modeles d'ARN du virus
de la dengue de sérotype 2 et de l'entérovirus (EV) 71 ont été utilisés dans cette étude. Des
chambres pour le stockage du tampon de lavage, de I'échantillon et des réactifs de la RT-PCR
ont été intégrés au dispositif, avec des microcanaux reliant les différentes chambres. Les
différentes solutions sont dirigées vers des chambres réactionnelles grace a des micro-pompes
actionnées par une valve €électromagnétique. Des billes de 4,5um de diameétre, fonctionnalisées
avec des anticorps dirigés contre les virus a détecter, sont diluées dans une solution de PBS
avant d'étre chargées dans la chambre de prétraitement de 'appareil. Un échantillon positif pour
la dengue est ensuite injecté dans le dispositif, et est capturé par les billes. Les billes liées au
virus sont ensuite dirigées dans la chambre réactionnelle et mélangées avec un tampon de lyse
préchargé dans le systeme, a 95°C durant 95 min. Les réactifs de RT-PCR sont ensuite pompés

sur la puce et ’amplification génique est effectuée sur 40 cycles. Les produits d’amplification
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sont finalement retirés de la chambre réactionnelle et séparés sur un gel d’électrophorése. Les
performances de ce microsystéme ont été comparées a un kit d'extraction d ARN commercial
(QIAGEN, Allemagne) et il a ét¢ démontré la méme efficacité de détection pour les deux

méthodes (Lien, Lee et al. 2007, Hattersley, Greenman et al. 2013).
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Figure 62 : Systétme RT-PCR sur micropuce. D’apres K-Y Lien ef al. 2007.

Chan K. ef al. ont développé un systeme de biologie moléculaire portable et a bas cofit
pour le diagnostic d’une infection au ZIKV (Chan, Weaver et al. 2016). En moins de 15
minutes, cette plateforme, équipée d’une imprimante 3D, peut extraire ’ARN viral de 12
échantillons d'urine, en simultané et de fagon automatisée (Figure 63). Cette plateforme peut
ensuite effectuer une réaction d'amplification du génome viral par RT-RPA (Retro-
Transcription ~ Recombinase Polymerase Amplification) ou RT-PCR, et ce en
approximativement 15 minutes. L'amplification par RPA est une alternative isotherme a la
PCR, et qui s’effectue dans un tube. En RPA, 'amplification isotherme du génome (ADN) est
obtenue par la liaison d'amorces oligonucléotidiques complémentaire de 'ADN a amplifier, et
I’extension du brin complémentaire s’effectue via une polymérase (Piepenburg, Williams et al.
2006). En ajoutant une enzyme transcriptase inverse (RT) a la réaction RPA, il est possible de

détecter de I'ARN, qui sera alors rétro-transcrit en ADN, qui sera lui-méme amplifié. De plus,
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contrairement a la PCR, la réaction de RPA ne nécessite pas de dénaturation thermique ou
chimique, rendant inutile I’utilisation d’un thermocycleur ou de tout autre équipement ou réactif

supplémentaire, ce qui est compatible avec les critéres bas coft.

L’utilisation de sondes fluorescentes permet de suivre en temps réel 1’amplification
génomique qui peut étre mesurée a 1'aide de LEDs et d’un smartphone via utilisation de sa
caméra. D’apres les auteurs, cette plateforme ne comporte pas de composants colteux et
compliqués a utiliser, la rendant simple d’utilisation et adaptée a des environnements a

ressources limitées. Elle a le potentiel d'offrir un diagnostic simple et rapide.

Amplification de I’ARN par
q-RT-RPA

10 minutes
/

Collecte de Extraction automatisée
I’échantillon de ’ARN

Minutes / 15 minutes <

Test de diagnostic du
ZIKV (< 30 minutes) Amplification de I’ARN par Analyse
- g-RT-PCR visuelle
\ 13 minutes > 1 minute >

Figure 63 : Test de diagnostic moléculaire basé sur I’utilisation d’une imprimante 3D
modifiée. RPA : Recombinase polymerase amplification. D’aprés Chan K. et al. 2016.

L'imprimante 3D peut également étre utilisée pour faire de la préparation d’échantillons,
en réalisant de fagon automatisée 1’extraction des acides nucléiques en utilisant des particules
magnétiques. Une microplaque 96 puits peut étre utilisée pour contenir les échantillons et les
réactifs nécessaires a I’amplification génique. Si ’amplification nécessite un chauffage de
I’échantillon, il est possible d’utiliser la téte chauffante de I’imprimante, qui peut étre une

plaque chauffante ou un filament.
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L'ensemble du protocole de diagnostic moléculaire du ZIKV sur cette plateforme, aussi
bien en q-RT-RPA que q-RT-PCR, peut étre effectuée en 27 a 30 min (15 min d'extraction et
12 a 15 min d'amplification). Les résultats montrent une bonne sensibilité de détection (Spfu.ml
! d’échantillon), et il n’est pas observé de réaction croisée avec les virus de la dengue et du

chikungunya.

Lo, Yang et al. ont mis au point un dispositif pour le diagnostic de la dengue, via une
combinaison d’amplification par RT-LAMP en tube (Reverse Transcription Loop-Mediated
Isothermal Amplification) (Notomi, Okayama et al. 2000), couplée a une détection sur support
papier (Lo, Yang et al. 2013) (Figure 64). L’amplification isotherme en boucle (LAMP) permet
d’amplifier 'ADN avec une grande spécificité, efficacité et rapidité dans des conditions
isothermales. Cette méthode utilise une ADN polymérase et un ensemble de quatre amorces
spécialement congues pour reconnaitre un total de six séquences distinctes sur I'ADN cible. Une
amorce interne contenant les séquences des brins sens et antisens de I'ADN cible initie
I’amplification. Lorsqu'elle est conjuguée a une transcription inverse, cette amplification

isotherme peut étre utilisée pour amplifier ' ARN.

Apres amplification du génome viral par RT-LAMP (Figure 64a), les produits
d’amplification (ADN double brin) sont mélangés avec des sondes d'acides nucléiques
fluorescentes et spécifiques du génome amplifié. Ce mélange est déposé sur des zones de lecture
de la fluorescence, préalablement dessinées par impression a la cire sur une feuille de papier
Whatman (Figure 64b). Apres un lavage au PBS, les signaux de fluorescence sont observés et
enregistrés a l'aide d'un systeme d'enregistrement d'images, puis analysés a l'aide du logiciel

Imagel.

L’utilisation de la technologie LAMP permet aux auteurs de développer une solution de
diagnostic simple et peu coliteuse, avec un appareil facile a fabriquer et a manipuler, et s’avere
moins colteux en comparaison d'autres méthodes d'amplification qui nécessitent une

infrastructure spéciale et du personnel qualifié.
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Figure 64 : Systéme de détection RT-LAMP en tube. a) processus de diagnostic RT-LAMP
sur support papier du virus de la dengue ; b) fabrication du dispositif papier de détection des
amplicons. D’aprés Lo, Yang ef al. 2013.

Ces différentes technologies de détection du génome viral par amplification génique
restent cependant encore assez ¢loignées des exigences des criteres ASSURED. 1l est nécessaire
d’extraire le génome viral, de 1’amplifier, de récupérer les résultats et de les rendre
interprétables. Ces contraintes rendent difficile leur utilisation sur le terrain au plus pres du
patient. Cependant, les technologies présentées dans ce chapitre montrent qu’il y a une volonté
de développement vers le bas colit, pour mieux répondre aux besoins des pays concernés par

ces infections virales.

L’objectif de cette introduction a été de présenter le virus du chikungunya et les
différentes technologies de diagnostic qui lui sont dédiées. Nos travaux, présentés dans la
seconde partie de ce manuscrit, portent sur le diagnostic bas cotlt de ce virus, en s’inspirant de

recherches préalablement effectuées sur le virus de la dengue.
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Article 1 : Solution microfluidique papier pour le
diagnostic bas coiit au chevet du patient d’infections a
flavivirus en phase virémique.

Bedin Frédéric, Boulet Laurent, Voilin Elodie, Theillet Gérald, Rubens Agnés & Rozand

Christine

Article publié dans Journal of Medical Virology (2017) : Paper-based point-of-care testing

for cost-effective diagnosis of acute flavivirus infections.
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Comme nous I’avons vu précédemment, le papier représente un support intéressant
pour le développement de tests de diagnostic a bas colit, pouvant correspondre aux critéres
ASSURED ¢établis par I’OMS. Différentes méthodes de fabrication peuvent étre utilisées pour
obtenir un support microfluidique fonctionnel, sur lequel peuvent étre fixés divers agents
biologiques servant a la détection de I’analyte d’intérét. Nous avons développé une technologie
de diagnostic sur support papier en microfibres de verre, avec circuit microfluidique
hydrophobe obtenu par impression a la cire, que nous avons appelé PAD. Ce support papier a
été évalué pour la détection de la protéine non-structurale 1 (NS1) des virus de la dengue

(DENV) et Zika (ZIKV).

Des anticorps monoclonaux spécifiquement dirigés contre les protéines NS1 de ces deux
virus ont été développés en interne chez bioMérieux. Chacun de ces anticorps a également été
couplé a la phosphatase alcaline (PAL) pour étre éventuellement utilis€é comme outil de
détection. Des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre la protéine NS1 de DENV ont
¢galement été développés. Ces derniers, testés en Western-Blot, ont montré une forte réaction
croisée avec la protéine NS1 de Zika, rendant leur utilisation possible pour la détection de NS1
des deux virus. Afin de déterminer le couple d'anticorps permettant la meilleure détection de la
protéine d’intérét, des ELISA ont été effectués en microplaque 96 puits, avec I’ensemble des
anticorps utilisés soit comme anticorps de capture, soit comme anticorps de détection. Pour la
DENV, le couple d’anticorps p122 en capture et 8C1B2 en détection (p122/8C1B2) présente le
meilleur signal de détection. Pour ZIKV, il s’agit des couples p82/4A8C12 et p122/4A8C12.

Ces couples d’anticorps ont ensuite été évalués sur le PAD pour la détection de NS1 sur
des échantillons de plasma ou de sang issus de patients sains et chargés avec des quantités
connues de protéine NS1. Les résultats montrent une bonne détection de la protéine d’intérét
pour les deux virus. Cependant, afin d’objectiver les résultats et de quantifier le signal observé,
une valeur de signal spécifique, appelée « S », a été déterminée. Initialement obtenue par une
analyse sur ordinateur avec le logiciel ImageJ a partir d’une photo de chaque PAD, son calcul
a été facilité avec le développement d’une application smartphone sur support Android®. Une
étude de corrélation a montré que les valeurs de S obtenues avec ImagelJ corrélaient avec celles
obtenues avec I’application Android® (R? = 0,93). Les résultats du test sont obtenus entre 6 et

& minutes.

Par la suite, nous avons souhaité améliorer la sensibilité de détection de notre PAD et

diminuer le bruit de fond observé au niveau du contrdle négatif interne au test. Différentes
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méthodes ont ét¢ évaluées comme la composition du tampon de lavage, 1’addition d’un agent
bloquant (biolipidures™, BSA ou gélatine) ou I’addition d’un détergent pour éliminer les
interactions non-spécifiques. Il a été observé que I’utilisation de la BSA et d’un biolipidure™
(agent bloquant synthétique) ainsi qu’une étape de lavage avec du tampon PBS1X permettait
d’améliorer la valeur du signal S obtenu sur I’application smartphone, en augmentant le niveau
de signal spécifique sur la zone de test et/ou en réduisant le bruit de fond au niveau controle

négatif interne.

Nous avons ensuite déterminé une valeur S dite « seuil » au-dela de laquelle un test sera
considéré comme positif pour 1’analyte a détecter. Cette valeur seuil a été obtenue avec 35
¢chantillons de plasma et 35 échantillons de sang issus de patients sains (non dengue). Chaque
test a été réalisé en duplicat. La moyenne (m) et I’écart-type (o) des valeurs S des tests ont été

calculés, et la valeur seuil a été définie a Seeuii = m+20.

Nous avons alors déterminé la limite de détection du PAD. Des échantillons de sang et
plasma sains ont été chargés avec différentes concentrations de NS1 de DENV et ZIKV. Ces
¢chantillons ont été testés sur le PAD ainsi que sur un tests rapide commercial de diagnostic de
type Lateral Flow Assay (LFA), pour la détection de NS1 de DENV, qui a servi de référence.
Pour les deux virus, les performances calculées sur le PAD sont de 10ng de protéine NS1 par
mL de plasma, et 20ng de protéine NS1 par mL de sang. Les résultats obtenus sur le test rapide
indiquent que le PAD présente des performances équivalentes a celui-ci. Cependant, les
résultats sont obtenus entre 6 et 8§ minutes pour le PAD contre 20 minutes pour le test rapide.
Des plasmas de patients avec une infection dengue confirmée, prélevés en phase virémique et

testés pour la détection de NS1, ont également été détectés comme positifs sur le PAD.

Enfin, une nouvelle version du PAD a été développée et testée pour une détection
multiplexée de NS1 de DENV et ZIKV. Il a ét¢ montré qu’il était possible de détecter
specifiquement, sur un méme PAD et a partir d’'un méme échantillon plasmatique, la protéine
NS1 de DENV et de ZIKV en moins de 8 minutes. Les résultats sont présentés dans le papier

ci-apres.
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Flavivirus infections are a serious healthcare concern in tropical and subtropical countries.
Although well-established laboratory tests can provide early diagnosis of acute dengue or Zika
infections, access to these tests is limited in developing countries, presenting an urgent need to
develop simple, rapid, and robust diagnostic tools. Microfluidic Paper-based Analytical Devices
(LPAD), are typically rapid, cost-effective, user-friendly, and they can be used as diagnostic tools
for the diagnosis of these infections at Point of Care settings. Early and prompt diagnosis is
crucial to improve patient management and reduce the risk of complications. In the present
study, we developed and evaluated a wax-printed paper-based device for the detection of the
dengue and Zika non-structural NS1 viral protein in blood and plasma. Experiments have been
carried out to increase specificity, while maintaining the required sensitivity. As a consequence,
the quality of the raw materials and the washing steps were proved to be crucial. The uPAD was
able to detect specifically in 6-8 min 10 ng/mL of protein in various sample types. A prototype
for the differential detection of dengue and/or Zika NS1 protein was developed. The reading of

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

Febrile diseases are one of the most frequent causes of morbidity and
mortality in developing countries. For many years, malaria was the
leading cause of fever, especially in children, and contributed to
significant mortality in sub-Saharan Africa. However, recent studies
highlight the importance of non-malarial causes.>? Besides bacterial
diseases, viral etiologies including those caused by arboviruses such as
the dengue virus (DENV) and, more recently, by the Zika virus (ZIKV),
tend to become worrying public health issues. Arbovirus infections are
viral diseases transmitted by bloodsucking arthropods (mosquitoes,
ticks, sand flies or culicoides). The arboviruses can be mainly classified in
seven virus families, including the Flaviviridae (genus Flavivirus) with the
yellow fever virus (present in Africa and Americas), dengue virus, West
Nile virus (in Africa, South Asia, Americas), the Japanese encephalitis
virus (in South Asia), the Saint Louis encephalitis virus (in Americas) or
the Zika virus that is now emerging in Africa, Asia, and the Americas.>*

Clinical manifestations of these diseases are often asymptomatic
or mildly symptomatic with an acute self-limiting febrile syndrome in a

few days that includes headache, retro-orbital pains, sometime rash.

the results was simplified by using a dedicated application on a smartphone.

arbovirus, diagnosis, fluidics, NS1

However, for arbovirus such as dengue and Zika, a significant
percentage of patients develop more severe forms of the disease or
complications that imply that these patients must be taken in charge in
a specific care environment.

The problem for the clinician is the differential diagnosis of these
pathologies to adapt the patients care. For dengue patients, for
instance, fast and reliable early diagnosis is essential for the
management of clinical cases that may progress to severe dengue.
For Zika, the management of pregnant women is important because of
the potential damage by the virus to the fetus brain. This early
diagnosis can be accomplished by amplification of the viral genome
(RT-PCR), by virus isolation or by looking for specific IgM. Detecting
viral Non Structural glycoprotein 1 (NS1) in the blood of patients
represents an alternative path in the early diagnosis of flaviviruses. The
assay can also be useful for epidemiological surveillance.>”/NS1, a
secreted viral glycoprotein produced by infected cells, is synthesized
as a monomer and is dimerized rapidly after post-translational
modifications in the endoplasmic reticulum. Dimers are transported
to the cell surface and associate as hexamers that accumulate in large

amounts in the extracellular medium.8?

J Med Virol. 2017;9999:1-8.
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For most countries affected by arboviruses such as DENV and

ZIKV, the price of a regular diagnostic test is often considered to be too
expensive. New diagnostic tests should be developed by taking into
account the challenges posed by the economy of developing countries.
Thus, according to WHO, an ideal diagnostic test is an ASSURED test
that must be Affordable, Sensitive, Specific, User-friendly (it can be
done by individuals with a minimum level of training), Rapid, and
Robust, Equipment-free, Delivered to those who need it.*°

Paper fabrication is one of the most mastered technologies of human
history. Currently, paper-based materials are used for numerous
biochemical analyses from the dipstick assays for urine analysis to the
lateral flow assays (LFAs) for the rapid detection of infectious diseases.!**?

Since the basics of Lateral Flow Assays (LFA) have been laid, they
have been constantly upgraded. Recently, Whitesides et al. at Harvard
University introduced paper-based microfluidics to manufacture low
cost and very simple Paper Analytical Devices (PAD).23"15 Paper is
hydrophilic and porous, thus PADs are mainly based on capillary force
to drive aqueous fluid movement into designed channels without
mechanical assistance.'® PADs are made by patterning physical or
chemical hydrophobic boundaries to form channels on paper.'” Due to
the compatibility of the paper with a large number of components,
PADs can be functionalized by adding chemical or biological molecules
that can be immobilized by a physical absorption or a chemical
coupling. Finally, paper is biodegradable and easy to recycle.*®*?

A traditional LFA corresponds to the assembling of different material.
A piece of fiber glass paper is used to separate red blood cells from plasma.
Fiber glass paper is located upstream from the conjugate pad (made of
cellulose paper) and the test strip (nitrocellulose membrane).?° Con-
versely, in the present study, the analytical device that has been
developed consists of a single piece of fiber glass paper. The proof of
concept, using this microfluidic device, has been performed using the NS1
proteins of dengue and Zika as target antigens to be detected from plasma
and whole blood samples, in simplex and multiplex formats.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Materials and specimens

DENV- and ZIKV-negative plasma and whole blood specimens from

healthy donors were obtained from the French National Blood Bank

A

Sample

Detection antibody

Capture antibody (test area;
Mock area
Positive control

(Etablissement Francais du Sang, Lyon, France). DENV and ZIKV acute
patient plasma samples were obtained from Biomnis (Lyon, France)
through a specific contract with bioMerieux. All experiments were
performed in compliance with relevant laws and institutional guide-
lines and in accordance with the ethical standards of the Declaration of
Helsinki. Informed consent was obtained for any experimentation.
NS1-directed polyclonal antibodies p122 or p82 (DENV),
monoclonal antibodies 6C6A9, 8C1B2 (DENV) and 4A8C12, 4B9C1,
9C6D7 (ZIKV) were all generated at bioMerieux SA after rabbit or mice

immunizations with recombinant NS1 proteins internally produced.??

2.2 | Enzyme Linked ImmunoSorbant Assays (ELISA)

After an overnight sensitization with monoclonal antibodies diluted at
5 pg/mL in Tris buffer pH 6.2, 96-well plates (Nunc) were saturated 1 h at
RT with PBS-Bovine Serum Albumin 5% (BSA, Sigma, Saint Quentin
Falavier, France). After 4 washes with PBS-Tween20 0.1%, plasma
containing (or not) the NS1 protein (0.5 pg/mL) was added and incubated
2h at 37°C. The developing with PNPP substrates (Thermofisher,
Waltham, MA) was performed after 1h incubation at 37°C with a
1 pg/mL solution of an alkaline phosphatase (AP)-labeled antibody in
PBS-BSA-0.5%. The absorbance level (optical density [OD]) was read at
450 nm using a spectrophotometer (Biotek, Vinooski, VT). All samples were
tested in duplicate and in two independent experiments. Alternatively,
when a rabbit polyclonal antibody was used as a detection tool, an
additional step was added: a 0.2 pg/mL solution of a goat AP-labeled anti-
rabbit polyclonal antibody (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)
was incubated 45 min at 37°C before addition of the PNPP substrate.

2.3 | uPAD manufacturing and functionalization

The pattern was wax-printed on a standard sheet of 80 gr paper
(Evercopy, France), and then transferred to MF1 paper (Wattman) by
blotting in “sandwich” at 120°C under a pressure of 0.1 bar for 3 min.
At the end of the process, the pattern was blotted on MF1 paper (cf
Fig. 1A). This pattern was constituted by a channel delimited by a
hydrophobic barrier made of wax (thick black line) with a larger area on
top for the loading of the sample, and by several small areas for the
functionalization, all separated by lines of yellow wax that facilitates
the antibody-antigen reactions by reducing the fluid flow rate. The first
area (positive control area visualized by blue points) was coated with

0.35 pL of an internally developed antibody directed against the AP

c

S
calculation

FIGURE 1 Workflow for NS1 protein detection from patient capillary blood or plasma: (A) Sample is loaded on the top of the device. If NS1
is present, it is captured by the capture antibody and a blue band appears in the test area as illustrated. If it is absent, there is no signal. (B)
When the signal appears (4-6 min after addition of the colorimetric substrate), a picture is taken and analyzed by the smartphone application.
(C) Depending on the S value (S = %), the sample analyzed is considered either positive or negative
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(0.5 mg/mL in PBS1x). The second area corresponded to the Mock
area (red points). It was coated with 0.35 uL of PBS-BSA0.5%. The
third zone was the Test zone (green points) which was functionalized
by adding 0.35 uL of anti-NS1 antibody (1 mg/mL in PBS1x). The last
area (black points) was loaded with a solution of anti-NS1 AP-labeled
antibody (50 ug/mL in a bioMerieux buffer containing sucrose and
detergent). After deposing of the antibody solutions on the four areas,
the microfluidic Paper-based Analytical Devices (WPAD) was dried for
3 min in an oven warmed to 60°C. The functionalized uPAD can be

stored several days at room temperature before use.

2.4 | Test of samples on the puPAD

The functionalized uPAD was loaded by 25 pL of sample (plasma or
whole blood) spiked by different amounts of commercial NS1 proteins
(Biorad [Hercules, CA] for dengue or The Native Antigen Company
[Oxfordshire, United Kingdom] for Zika). These NS1 proteins,
expressed in 293 human cells (CRL-1573, ATCC), were fully
glycosylated and contained a C-terminal 6xHis-tag. Once the sample
has reached the bottom of the channel, an optional washing step can
be performed by adding 10-30 uL of washing buffer directly on the
“black points” area. When the washing buffer was totally absorbed by
the WPAD, the coloring substrate (BCIP solution, Promega Madison,
WI) was added. The uPAD is finally incubated for a few minutes until
the signal appeared. A picture was then taken by a smartphone.
Alternatively, a commercial in vitro diagnostic device was used
(OneSite Duo Dengue Rapid test, CTK Biotech, San Diego, CA)

following the manufacturer’s instructions.

2.5 | Signal quantification on the uPAD

For the signal quantification, a dedicated algorithm embedded in a
smartphone was developed with the help of students from Ecole
Centrale Lyon (Lyon). The application, called uPAD reader v1.0, was
installed on a Samsung Galaxy A3 smartphone. Blank, Test, and Mock
areas were targeted by the application on the pictures taken once the
signal appeared on the LWPAD. The application uses the x-y coordinates
of areas to be read. Coordinates were entered in the program with the
help of Quick Response (QR) code based tags printed on the uPAD. If
required, an integrated tactile tool allows the targeting to be adjusted.
To adjust the reading to the current lighting conditions, the Blank,
corresponding to a white non-reactive area of the paper, was measured.
The S signal was finally calculated as § = Fest=Blank 'Data (WPAD picture,
areas measured, and pixel quantification of each area) were saved in the
internal memory of the smartphone. The entire process from the sample

loading to the signal quantification is illustrated in Fig. 1.

3 | RESULTS

3.1 | Raw material selection for NS1 detection by
sandwich-ELISA and application on paper

In order to determine the couple of antibodies that best fitted for the

NS1 protein detection for dengue and Zika, different antibodies were

WILEY- MEDICAL VIROLOGY

successively tested by sandwich-ELISA on microplates either as

capture or detection antibodies, when labeled with AP. Western-blots
previously conducted on the dengue or Zika NS1 proteins showed that
p122 and p82 dengue polyclonal antibodies generated strong cross
reactive signal on Zika NS1 protein (data not shown). Consequently,
these two antibodies can potentially be used for both dengue and Zika
NS1 detection.

As illustrated in Fig. 2A, for dengue, the combination of rabbit
polyclonal antibodies for capture associated with the 8C1B2
monoclonal antibody in detection gave the higher OD (mean of
OD = 1.801) followed by the 6C6A9 (mean of OD = 1,491). The use of
monoclonal antibodies 8C1B2 and 6C6A9 for the NS1 capture
associated with polyclonal antibodies for the detection also worked
well (mean of OD = 1. 413). For Zika virus (see Fig. 2B), the polyclonal
antibody p122 or p82 as capture antibodies in sandwich with the
monoclonal antibody 4A8C12 in detection showed to be the couple of
antibodies that led to higher optical density (mean of OD = 1.640).
Because p122 and p82 polyclonal antibodies were not labeled, it was
not possible to test the combinations using these two antibodies both
in capture and detection.

Thus, the antibody couples selected for the NS1 sandwich ELISA on
paper were p122/8C1B2 for dengue and p122 (or p82)/4A8C12, for Zika.

Finally, these combinations were tested on the uPAD by loading
25 uL of sample (whole blood or plasma) containing different quantities
of NS1 proteins of different serotypes (serotypes 1, 2, and 3, for dengue).
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FIGURE 2 Antibody selection by ELISA. Dengue monoclonal
antibody combinations were evaluated by capture-ELISA on
recombinant NS1 protein spiked on plasma for dengue (A) and for
Zika (B). They were tested either as capture or detection antibody
(“Detection”). Antibodies have been obtained by bioMérieux after
mice immunization with recombinant NS1 protein. Detection
antibodies were labeled by alkaline phosphatase. OD was red after
the addition of PMPP substrate. NO: no capture antibody. NoNS1:
no NS1 spiked in the plasma
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Zika

Neg.

Dengue

FIGURE 3 NS1 dengue or Zika detected on uPAD. Plasma or
whole blood (“Blood”), were either not spiked (“Neg.”) or spiked
with 1 pg of dengue NS1 protein (“Dengue”) or 1 pg of Zika NS1
protein (Zika) before loading on the uPAD. Arrows: test area where
signal is observed

A sample with no NS1 protein was used as negative sample. The typical
results obtained with dengue NS1 protein or Zika NS1 protein in plasma
orinblood samples areillustrated in Fig. 3. Antibodies 8C1B2 for dengue,
or 4A8C12 for Zika, were coated on the test area. The detection was
performed with p122 associated to an AP-labeled rabbit antisera. The
level of the background that appeared on the mock band was variable.
On UPADs loaded with whole blood, the separation of the plasma from
the red blood cells thanks to the glass fiber that constitutes the uPAD
was clearly visible. Using the smartphone application a value of specific

signal (S) was calculated for each test band (green point on uPAD). The

Test—Blank
Mock—Blank *

consideration the background observed on the test. For negative plasma,

value of S corresponded to the formula S = and took into
S valued between 0.95 and 1.2. For positive samples, S was higher than
1.5 and depended on the background intensity red on the Mock band.
The complete process, from the sample loading to the S calculation, took
less than 8 min.

3.2 | Improvement of the signal intensity and
decrease of the background noise

Two tracks were explored to reduce the signal intensity of the
background sometimes observed on the uPAD and to increase the

specific signal.

112

First, the effects of the volume and the composition of the
washing buffer on the background level on the Mock area were
investigated. The highest S value was obtained using 10 pL of PBS1x
(S = 4.03). The addition of a blocking agent in the washing buffer (BSA
0.5% or gelatin 0.5%) did not bring about any improvement. The
addition of a small amount of Tween20 (0.01-0.05%) was not efficient
because it melted the wax barrier of the uPAD. Compared to a uPAD
with no wash, a washing step with 10 uL of PBS1x increased the signal
by more than 1.7 fold.

Second, different blocking buffer compositions, used both on the
Mock control area and after functionalization of the Test area, were
evaluated. The reference buffer was made of PBS1x containing 0.5%
BSA. New blocking agents such as Biolipidure™ 103, 206, 405, and
802 (NOF corporation, Japan) were tested at two different concen-
trations in comparison to the BSA. The highest signal was obtained
with the reference buffer (PBS-BSA 0.5%:; S = 4.22) or with PBS buffer
containing Biolipidure™ 206 at 1% (S = 5.42). The addition of these
blocking agents increased the signal from 1.7 (BSA) to 2.2 (Biolipidure™
206-1%) compared to when no blocking agent was added.

In conclusion, the use of blocking agents such as BSA or
Biolipidure™ 206 and a washing step with 10 uL of PBS1x could
improve the S signal calculated by the smartphone application by
increasing the specific signal level on the test zone and/or by reducing

the background level on the Mock area.

3.3 | Determination of the limit of detection

In order to determine the limit of detection, the mean of the S signal
obtained on uPADs loaded with negative samples (without NS1) was
calculated. Thirty-five uPADs were loaded with 25 L of dengue/Zika
negative plasma. The S signal was estimated for each uPAD and the
mean and the standard deviation were deduced. For the uPAD
functionalized with dengue antibodies, the mean (M) of Swas 1.12 and
the standard deviation (SD) was 0.18. Consequently, a test was
considered positive on plasma when the S value was higher than
M + 2SD = 1.48. For the uPAD functionalized with Zika antibodies, the
mean (M) of S was 1.1 and the standard deviation (SD) was 0.11. The
test was considered positive when S was higher than 1.32. In parallel,
the S signal was estimated for 35 pPAD loaded with dengue/Zika
negative whole blood. For the pPAD functionalized with dengue
antibodies, the mean (M) of S was 1.24 and the standard deviation (SD)
was 0.14. Consequently, a test was considered positive on whole
blood when the S value was higher than M + 2SD = 1.52. For the uPAD
functionalized with Zika antibodies, the mean (M) of Swas 1.16 and the
standard deviation (SD) was 0.15. The test was considered positive
when S was higher than 1.46.

Serial dilutions, from 40 pg/mL to 5 ng/mL, of dengue NS1 protein
(serotype 1, 2, or 3)in healthy, dengue/Zika negative plasma were tested
on the uPAD functionalized with appropriate antibodies. The S signal
was calculated by the smartphone application. If S was found to be
higher than 1.48, the signal was considered as positive. For dengue
serotype 1,2, and 3, the limit of detection was estimated to be 10 ng/mL
(cf Table 1, NS1-1, NS1-2, and NS1-3). In whole blood, the limit of
detection was found to be 20 ng/mL. For Zika NS1, the limit of detection
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in plasma and in whole blood was 10 and 20 ng/mL, respectively. The
final result was always obtained in less than 8 min.

Sometimes, S was found aberrant (cf Table 1, in bold). That
corresponded to imperfections (“wrinkles”) on the MF1 paper that
modified the gray level on the picture and had an impact on the
signal calculation. Some attempts to reduce this effect (pressing of
the paper, addition of plastic film on the top of the uPAD) were
unsuccessful.

As a reference, a commercial dengue Lateral Flow Assay (CTK
Biotech) was tested in parallel using the same dilutions of dengue NS1
protein. For the commercial LFA, the limit of detection in plasma or
whole blood was estimated to be 20 ng/mL and the final result was
obtained in 21-25 min (not shown).

For the Zika NS1 protein, the limit of detection by the uPAD was
estimated to be 10 ng/mL (plasma) or 20 ng/mL (blood). Because no
commercial in vitro diagnostic LFA was currently available for NS1 Zika
detection, no benchmarking was conducted.

In conclusion, the uPAD solution enabled better performances
compared to a commercial lateral flow assay (on dengue) both in terms
of limit of detection and of time-to-result. The device worked on whole
blood an on plasma and was able to detect both Zika and dengue

serotype 1, 2, 3 NS1 proteins.

3.4 | Test of samples from acute dengue patients on
the uPAD

All the data presented in the previous paragraphs were obtained on
plasma or blood spiked with recombinant NS1 proteins. To test the
UPAD with patients samples and compare the results obtained with
a reference method, five plasma samples from acute dengue patients

were tested both on WPAD and on a commercial LFA. Plasma

TABLE 1 Limit of detection of dengue and Zika NS1 on uPAD

NS1 (pg/mL) 40 5 0.15 8.1072

Dengue
NS1-1 Plasma 2.5 2.36 2.02 1.81
NS1-2 Plasma 2.27 2.20 1.96 1.92
NS1-3 Plasma 2.76 2.35 2.18 1.86
+/- Plasma + + + +
NS1-1 Blood 2.83 242 2.05 1.89
NS1-2 Blood 3.15 2.27 1.97 1.84
NS1-3 Blood 2.90 2.69 2.04 1.81
+/- Blood + + + +

Zika
NS1 Plasma 2.63 2.24 1.68 1.61
+/- Plasma + + + +
NS1 Blood 2.88 2.29 1.80 1.79
+/- Blood + + + +

WILEY- MEDICAL VIROLOGY

samples came from primary acute dengue patients (serotype 1

and 3), taken early during the course of the disease (mean = 4.2 days
after the onsets of symptoms). All were previously confirmed to be
NS1 positive using the Platelia NS1 ELISA (Biorad). Four out of five
plasmas were taken from female patients. Patients were 25-64 years
old (mean = 36.8 years).

The results (see Fig. 4A) showed that all the NS1 positive
patients were detected positive by the uPAD. The S values were
higher than 1.48, considered as the positivity threshold. Simulta-
neously, the same plasma specimens were tested with the OneSite
Duo Dengue Rapid test (CTK Biotech), as a reference in vitro
diagnostic kit. As for the uPAD, all the plasma were found positive
(see Fig. 4B). The signal appeared generally more intense than for
the uPAD, except for two samples, P8 (38 year old female taken at
day 4 after onsets of symptom; DENV serotype 1) and P35 (a
27 years old female taken at day 4 after onsets; DENV serotype 3)
that were barely visible. For the uPAD, P8 and P35 corresponded
also to the lowest positive S signal.

In conclusion, it is possible, using the WPAD, to detect the NS1
protein in plasma specimens from acute dengue patients.

3.5 | Multiplex detection of dengue and Zika NS1
proteins on plasma

In order to assess the possibility of detecting the dengue or Zika NS1
protein from the same sample on the same uPAD, a new puPAD was
designed and assessed. This new uPAD is composed of two channels.
The left channel was functionalized for the detection of the Zika NS1
protein. It included, as previously shown (see Fig. 1A) from the bottom
to the top, one positive control area, one Mock area, one Test area

coated with the monoclonal antibody 4A8C12 (green points), and one

4.1072 21072 1.1072 5.1073 0
1.73 1.70 1.57 1.28 1.12
1.71 1.64 1.55 1.34 1.10
1.69 1.61 1.65 1.37 0.93

+ + + - -
1.73 1.74 1.59 1.25 1.12
1.8 1.56 1.48 1.42 1.05
1.73 1.63 1.63 1.50 1.13
+ + - - -
1.57 1.51 1.45 1.3 1.09
+ + + - -
2.02 1.58 1.43 1.37 1.18
+ + - - -

For the uPAD, the limit of detection was estimated by calculating the mean of S plus 2 standard deviations obtained for 35 uWPADs loaded with sample
containing no NS1 protein. Plasma specimens or blood were spiked with serial dilutions of NS1 protein from 40 pg to 5 ng of protein/mL of sample. S: mean of

signal obtained on three assays using the smartphone application (S = Jest=Blank

) for Zika or for serotype 1 (NS1-1), 2 (NS1-2), or 3 (NS1-3) both for plasma

(plasma) or whole blood (blood). Depending of the S values, for each NS1 concentration the final result is considered either as positive (+) or negative (-).
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A
Preg P8 P14 P35 P44 P46
S_ 1.106 1.53 1.81 1.57 171 1.64
+- + + + + +
B
Preg P8 P14 P35 P44 P46

FIGURE 4 Use of uPAD for NS1 detection on plasma specimens from acute dengue patients. Plasma of acute dengue patients (P8-P46) or
dengue negative patient (PNeg) were loaded on the uPAD (A) and on a commercial LFA (CTK Biotech, (B). For the uPAD, depending of the S

value (5 _ Test—Blank

area loaded with the polyclonal antibody p122 (white points). The last
area was functionalized with an AP-labeled goat anti-rabbit I1gG (black
points). The right channel was functionalized for the detection of the
dengue NS1 protein by coating the specific monoclonal antibody
8C1B2 in the test area. Otherwise, the other areas were coated with
the same material as for Zika NS1 detection. As illustrated in Fig. 5,
when plasma spiked with Zika NS1 protein (1 pg/mL) was tested, the
channel corresponding to the Zika NS1 became positive. When
dengue NS1 protein was used, the right channel, corresponding to the
dengue, was positive. If the plasma contained the two proteins, the
two channels were positive. If no protein was spiked in the plasma,
there was no positive signal. The table below the pictures of the uPAD
gives the S values obtained in each channel and indicates if the signal is
positive or not. In NS1-positive samples, S was generally found to be
more than twofold higher than in negative samples. However, for the
test Zika/0, this ratio was 1.6.

In conclusion, it was possible to specifically detect, the Zika and/or

dengue NS1 protein in a multiplexed uPAD.

3.6 | Correlation between the smartphone
application and reference software using
gray level analysis

In order to benchmark the smartphone application developed for the
study, the S values obtained on 124 uPAD by this application were
compared with the values obtained on the same puPAD but by using

= m), the test result is considered either as positive (+) or negative (-)

reference software able to analyze and quantify the gray level of a
picture. The Image J software (http://imagej.nih.gov/ij/) was chosen
for this purpose. The uPAD were loaded with 25 pL of plasma spiked
with different dilutions of dengue NS1 protein. A correlation curve
(not shown) was drawn and compared the results obtained by the two
methods. The curve slope ¢, close to 1 (c=0.936), indicated that
systematic bias was good. As suggested by the R2 coefficient higher
than 0.8 (R2 =0.832), the two methods correlated.

In conclusion, the S values calculated by using the smartphone
application internally developed were compatible with the values

obtained by using a reference method of gray level quantification.

4 | DISCUSSION
Paper-based devices provide an alternative technology for simple,
cost-effective, portable, and recyclable diagnostic tools for many
applications including clinical diagnosis. They are potentially well
adapted to low income countries or when health costs are not covered
by public health agencies. In the present article the proof of principle of
the multiplex detection of flavivirus NS1 proteins in biological sample
using a paper-based cost-effective device was established.

Among flaviviruses, dengue, and Zika viruses are two arboviruses
transmitted by Aedes mosquitoes that co-circulate in the same

geographic areas.?? During the acute phase of the infection in humans,

Zika /0 0/ Dengue Zika / Dengue 0/0
s| 212 1,31 1,16 2,53 2,14 2,55 1,03 0,99
/4 + - - + + + = =
FIGURE 5 Multiplex detection of dengue and Zika NS1 on plasma. The S signal corresponded to S = % (mean of three independent

experiments). 0: no NS1 protein (dengue and/or Zika) in the sample. Depending of the S value, the test result is considered either as positive

(+) or negative (-)
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up to 7 days after the onset, the symptoms between these two viruses
are generally quite similar. However, these diseases may evolve to
complications requiring a differentiated care and that do not concern
the same at-risk populations. Rapid diagnostic tools that enable to
differentiate between these viruses during the acute febrile phase
would be of great help in endemic countries.

The main advantage of pPAD over conventional laboratory-based
tests such as ELISA, in addition to a reduced cost of goods, is that it can
be easily manufactured in every part of the world. In addition, the
results are quickly provided (here in less than 8 min) and can be read by
the naked eye, and without any instrument. However, it is also
possible, thanks to a simple smartphone application that we have
developed, to perform a quantitative evaluation of the results obtained
both on Test and Mock zones and consequently to increase the
sensitivity of reading, even by an unskilled user. These data could
possibly be transmitted by SMS to a centralized laboratory or hospital,
for epidemiological purpose, for instance.

Unlike the traditional LFA that requires assembly of several pads
and membranes made of different materials to ensure the sample
preparation and analysis (sample pad and absorbent pads made of
cellulose, conjugate pad made of glass fiber, and test strip made of
nitrocellulose),2° in the solution presented here only one material is
needed to perform all these steps. A simple wax-patterned piece of
MF1 paper allows the plasma to be separated from the red blood cells
thanks to the glass fiber that is one of the main components of MF1.
Because MF1 is hydrophilic and porous, the migration of the sample to
the specific antibodies is driven by capillarity force, without
mechanical assistance. The microfluidic pump is ensured by the
presence of paper surrounding the wax-printed pattern. The use of a
unique material would enable a simplification and, consequently, a
reduction in the cost of manufacturing.

The UPAD developed here shows a reduced background level
and/or an increased specific signal when a washing step with 10 uL of
PBS and a blocking agent on the test zone are added to the workflow.
Furthermore, the use of the smartphone application brings an
additional value by automatically subtracting the background from
the test signal. However, the background must be reduced further to
minimize the false positives that could result from non-specific binding
of assay reagents.

To optimize the specific signal, different concentrations of specific
antibodies have also been tested. The optimal concentrations
corresponded to those previously described in the literature for other
paper-based devices.?324

The use of specific monoclonal antibodies for each virus instead of
the dengue polyclonal p122 could probably help to reduce the
background.

Compared to a commercial dengue LFA, it was possible, by using
the WPAD, to improve the limit of detection by two. In addition the
time-to-result was reduced approximately threefold.

It was demonstrated that the dengue NS1 can also be detected in
acute dengue patient plasma specimens, demonstrating that the uPAD
has potential clinical applications.

Previous studies have determined the median level of circulating

NS1 in serum for patients infected with DENV. It varied among
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individuals during the course of the disease, but it was generally

around 120 ng/mL of serum, ranging from 10 ng/mL to 50 pg/mL.2>2¢
The limit of detection estimated with the solution developed here, is
compatible with these biological data.

The functions of DENV NS1 have not yet been fully elucidated but
NS1 probably involves in pathogenicity. The diagnosis of DENV acute
infection using NS1 LFA has been shown to be a good first-line test for
dengue fever.?” The NS1 antigen was found circulating from the first
day after the onset of fever up to day 9, once the clinical phase of the
disease is over. The NS1 protein could be detected even when viral
RNA was negative in reverse transcriptase-PCR.2> In a secondary
DENV infection, the immune complexes formed by NS1 and
antibodies increase rapidly via an anamnestic immune response;
thus, the antigen is rarely found at 5-7 days after the onset of
symptoms in secondary DENV-infected patients.®

For Zika NS1, few data are currently available.??° No commercial
in vitro diagnostic kit for NS1 detection is currently marketed. This
makes the uPAD benchmarking difficult.

The WPAD can be used for NS1 dengue/NS1 Zika detection in
multiplex. In tropical or subtropical countries, such as Brazil, a
multiplexed assay might contribute to the management of testing
campaigns at the point-of-care settings by minimizing the manage-
ment of waste and simplifying the workflow in hospitals or
dispensaries where many patients would be tested for the main
arboviruses. Because transmission of many arboviruses, including
flaviviruses, is carried out by the same Aedes mosquitoes, that colonize
the same countries, it could also be interesting to include other viruses
such as chikungunya and yellow fever to this multiplex.3132

The proof of concept being validated, it would be interesting to
test subsequently blood samples from acute patients infected by
dengue and/or Zika viruses in order to determine the clinical
performances of our solution and compare them with the existing in
vitro diagnostic kits.

In the present example, the multiplexed dengue/Zika test could
help health workers in the accurate diagnosis and differentiation of
Zika and dengue fever, two diseases caused by flaviviruses that are
characterized by common symptoms during the acute phase, that co-
localize in endemic countries but that require different management

on distinct risk populations.
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La premiére version du PAD qui a été développée reposait sur une impression a la cire,
directement sur la surface du papier en microfibres de verre, d’un circuit microfluidique. Ce
circuit permettait de diriger le flux de migration de 1’échantillon & analyser vers les zones de
détection du PAD. Cependant, afin d’améliorer la reproductibilité de production des PADs et
la robustesse des résultats obtenus, une nouvelle version a été développée. Au lieu d’une
impression du circuit microfluidique a la cire, le papier est directement découpé au laser a CO»,
selon un format prédéfini par ordinateur. Le PAD ainsi obtenu est ensuite disposé entre deux
morceaux de plastique autocollant, qui ont la particularité de coller entre eux mais de ne pas
coller le papier, et donc de laisser 1’échantillon migrer sur le PAD. Le plastique supérieur a
¢galement été partiellement découpé au laser afin de générer des micro-fenétres, permettant la
fonctionnalisation du papier avec les différentes matiéres premiéres biologiques utilisées dans

notre test.

Ce nouveau PAD a été expérimenté pour la détection de la protéine NS1 de DENV,
mais également pour la détection des IgM spécifiques, indicateurs d une contamination récente.
La premicre expérimentation a porté sur la détection de la protéine NS1 dans des échantillons
de plasma et de sang de patients sains que 1’on a chargé en protéine NSI. Un anticorps
monoclonal anti-NS1 de DENV, développé chez bioMérieux, a été utilis¢ a la fois comme
anticorps de capture mais également comme anticorps de détection, ce dernier étant couplé a la
PAL. Nous avons pu détecter NS1 sur ce nouveau PAD, aussi bien dans du sérum que dans du

sang.

Une valeur de quantification du signal S a été calculée pour chaque test pour effectuer
des calculs de performances. Dans un premier temps, une valeur seuil Sseuit @ été calculée sur
20 échantillons de plasma sains (non dengue), testés en duplicat. Une valeur de S supérieure a

Sseuil sera considérée positive pour 1’analyte d’intérét.

Une limite de détection a ensuite été déterminée avec des concentrations connues de
NS1 chargées dans des échantillons de plasma de patients sains. La limite de détection a été
estimée a 25ng de protéine NS1 par mL de plasma, avec un résultat obtenu en moins de 8
minutes. Ces mémes échantillons ont été analysés sur test rapide commercial de type LFA, qui
a servi de référence. La limite de détection correspond également a 25ng de protéine NS1 par

mL de plasma, mais avec un temps d’obtention du résultat de 25 minutes.

Nous avons montré que le PAD anti-DENV ne détectait pas la protéine NS1 de ZIKV.

De plus, en utilisant des anticorps dirigés contre la protéine NS1 de ZIKV sur des échantillons
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chargés en NS1 de ZIKYV, il a été possible de détecter spécifiquement cette protéine. Le PAD
anti-NS1 de ZIKV ne détectait pas la NS1 de DENV. Il n’a donc pas été constaté de réaction
croisée entre les protéines des deux virus, pourtant phylogénétiquement proches. Enfin, des
plasmas de patients confirmés avec une infection dengue, prélevés en phase virémique et testés
sur le PAD pour la détection de NS1, se sont révélés étre positifs, et toujours en moins de 8

minutes.

Le second parametre développé sur le PAD a été la sérologie des IgM anti-DENV. Pour
cela, de la protéine recombinante EDIII (correspondant au domaine III de la protéine
d’enveloppe du virus) a été utilisée comme outil de capture des IgM d’intérét. Un anticorps
anti-IgM humaines couplé a la PAL a été utilis¢ comme outil de détection. Une valeur seuil de
détection Sseuil @ été déterminée a partir de 16 échantillons de patients sains testés en duplicat,
et fixée a Sseuil = 1,16. Par la suite, neuf échantillons de plasma caractérisés et provenant de
patients positifs en IgM anti-DENV ont été testés sur le PAD ainsi que sur un test rapide
commercial de référence. Pour la détection sur le PAD, six d’entre eux sont apparus clairement
positifs, deux sont apparus faiblement positifs mais avec une valeur S supérieure a la valeur
Sseuil fixée, et un seul est apparu négatif. Les résultats ont été obtenus en moins de 8 minutes.

Les résultats observés sur le test rapide étaient équivalents a ceux du PAD.

Nous avons évalué les réactions croisées en utilisant des plasmas caractérisés et
provenant de patients positifs en IgM dirigées contre d’autres arbovirus, tels que le virus Zika
(ZIKV), le virus West Nile (WNV), le virus de la Fievre Jaune (YFV) et le virus du chikungunya
(CHIKYV). Ces échantillons ont été testés sur un PAD fonctionnalisé pour détecter les IgM
spécifiquement dirigées contre DENV. Aucune réaction croisée n’a été observée pour les

¢chantillons testés. Les résultats détaillés sont présentés dans la publication suivante.
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Abstract

The incidence of flavivirus infections has increased dramatically in recent decades in tropical and sub-tropical areas world-
wide, affecting hundreds of millions of people each year. Dengue viruses are typically transmitted by mosquitoes and can
cause a wide range of symptoms from flu-like fever to organ impairment and death. Although conventional diagnostic tests
can provide early diagnosis of acute dengue infections, access to these tests is often limited in developing countries. Con-
sequently, there is an urgent need to develop affordable, simple, rapid, and robust diagnostic tools that can be used at ‘Point
of Care’ settings. Early diagnosis is crucial to improve patient management and reduce the risk of complications. In the
present study, a novel laser-cut device made of glass-fiber paper was designed and tested for the detection of the dengue Non
Structural 1 (NS1) viral protein and specific IgM in blood and plasma. The device, called PAD, was able to detect around 25
ng/mL of NS1 protein in various sample types in 8 minutes, following a few simple steps. The PAD was also able to detect
specific [gM in human plasmas in less than 10 minutes. The PAD appears to have all the potential to assist health workers
in early diagnosis of dengue fever or other tropical fevers caused by flaviviruses.

Introduction

Since 2008 and the first publication of Whitesides et al. [27],
paper-based assays have become a major topic in the bio-
analytical field and have given rise to abundant literature [9,
12, 24, 36]. Most types of bioassays have already been con-
ducted in paper-like supports: (i) simple rapid tests, such as
glucose [40] or enzyme [46] colorimetric assays, which only
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ard lateral flow assays (LFA) are made of the linear assem-
bly of different materials cut into small pieces and glued
together on a baking layer. The properties of each mate-
rial are different and specific for a task within the assay:
the nitrocellulose as a support for the colorimetric assay,
the glass fiber paper for sample preprocessing, blood fil-
tering and reagent storage, and the thick cellulose paper
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as an absorbent pad [49] (see Supplementary data Al;
[31]). These different materials are often used to create
a so-called paper analytical device, composing 2D or 3D
assemblies, more complex in terms of fluidics and more
effective in terms of sensitivity than linear 1D lateral flow
tests [20] or multiplexing [48].

While buffers or low viscosity samples, like urine, flow
easily by capillarity through cellulose paper, more viscous
fluids, such as human plasma, can lead to much longer assay
times and sometime clogging. Furthermore, sample pretreat-
ment and, more specifically, blood filtering can hardly be
performed on untreated cellulose.

Conversely, one of the qualities of the glass-fiber paper
is to remove red blood cells and quickly deliver limpid
plasma [39]. Capillary flow rate is high (>1 mm/s) and is
not severely impacted by sample viscosity. Furthermore, its
applicability for single-step bioassays has previously been
demonstrated [7, 18]. Here, to simplify the diversity of mate-
rials required as far as possible and thus, the manufacturing
steps of our devices, glass-fiber paper was chosen as the
unique material.

Historically, in order to create hydrophobic barriers for
the distribution of fluids laterally or vertically on the paper,
patterns were printed by the transfer of melted wax or other
hydrophobic components [8, 27]. Laser cutting is an alterna-
tive method to produce paper analytical devices (PAD) [25].
One advantage is that any layer material can be patterned,
regardless of thickness or fragility. While more expensive
than wax printing, the precision and the reproducibility of
patterns obtained with a laser cutter are exceptional. The
resolution is only limited by laser beam size and robotic arm
X-Y displacement precision.

To demonstrate the diagnostic application of the glass-
fiber laser-cut devices, a multi-parameters viral disease
model has been studied.

Arbovirus infections are viral diseases whose vectors are
bloodsucking arthropods such as mosquitoes or ticks [50].
Clinical manifestations of these diseases are often asymp-
tomatic or mildly symptomatic with an acute self-limiting
febrile syndrome within a few days of infection that includes
headaches, retro-orbital pain, and sometimes the appear-
ance of a rash. However, for arboviruses such as dengue
virus (DENV), a significant percentage of patients progress
to more severe forms of the disease, that imply that these
patients must be taken care of in specific care environments.

The virus, represented by 4 distinct serotypes (DENV1 to
4), is classified in the Flavivirus genus and is mainly trans-
mitted in developing countries in the tropical and subtropical
areas.

Early diagnosis of arboviruses infections can be accom-
plished by amplification of the viral genome, by virus iso-
lation, or by looking for specific IgM. The detection of
the viral Non-Structural protein 1 (NS1) in the blood of
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patients represents an alternative path for the early diag-
nosis of flaviviruses [23].

NSI, a secreted viral glycoprotein produced by infected
cells, is synthesized as a monomer and is dimerized rapidly
after post-translational modifications in the endoplasmic
reticulum. Dimers are transported to the cell surface and
associate as hexamers that accumulate in large amounts in
the circulating blood [19, 33].

Specific IgM become detectable 3 to 7 days after the
onset of symptoms, followed by IgG. During a secondary
infection by another serotype of dengue virus, the level
of IgM is low or sometimes undetectable. Interestingly,
the severity of the disease is generally associated with
a secondary infection with a heterologous serotype [16,
41]. Thus, IgM may discriminate primary and second-
ary DENV infection and may be of prognostic value.

There is an important need to develop simple, rapid,
low-cost, and robust diagnostic tools, especially in coun-
tries where dengue is a public health issue. Since proof
of concept is considered as the first important step in the
development of a fully functional prototype, the aim of
the present work was to design a new low-cost, laser-cut,
microfluidic device made of glass-fiber paper and to estab-
lish that it is possible, by using this device, to perform
NS1 protein and specific IgM detection in human samples
from dengue patients.

Materials and methods
Material and specimens

DENV-negative plasma and whole blood specimens from
healthy donors were obtained from the French National
Blood Bank (Etablissement Francais du Sang, Lyon,
France). Patient plasma samples were obtained from Biom-
nis (Lyon, France) or Biomex (Heidelberg, Germany)
through specific contracts with bioMérieux SA. All experi-
ments were performed in compliance with relevant laws and
institutional guidelines and in accordance with the ethical
standards of the Declaration of Helsinki. Informed consent
was obtained for any experimentation.

NS1-directed monoclonal antibodies 13E1B3 (dengue)
and 1H4F5 (Zika) were all generated by bioMérieux SA
(France) after mice immunizations with recombinant NS1
proteins internally produced [42] or purchased (The Native
Antigen Co., UK). Monoclonal antibody can be labeled with
alkaline phosphatase (AP) as needed, following conventional
procedures.

A chimeric recombinant protein that combines serotypes
1 and 3 Envelope protein Domain III (EDIII) was also used
[15].
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Paper device manufacturing

PAD designs are created with Inkscape v.0.92 (inkscape.org/
fr). Manufacturing and assembly steps are performed before
any biological activation.

Three layers, made of two different materials, are required
to make the PAD. The bottom layer and the top layer are
made of adhesive film ARcare7815 (Adhesive Research Inc.;
Limerick, Ireland). This is 2 mil clear polyester film coated
on one side with a medical grade acrylic pressure-sensitive
adhesive. The intermediate layer is a glass-fiber paper-like
substrate (MF1, GE Healthcare, Velizy, France) .

PADs were produced using a 30W CO?2 laser cutting
machine (Speedy 100, Trotec, France). Parameters like
speed displacement and laser power are optimized for each
material (paper or adhesive) and expected result (cutting or
etching). The perimeter of the glass-fiber paper and adhe-
sive, as well as holes in adhesives, are cut through by the
laser (see red lines in the design file, Fig. 1a). A controlled

thickness of glass-fiber paper was removed by laser etching
around each specific reaction area (see black areas in design
file, Fig. 1a). Fig. 1b is an illustration of the final appearance
of the device showing specific reaction areas. The surface of
a PAD is 9cm? and is 0.07 cm thick.

PAD description and biological activation

The adhesive top layer has several holes to dispense the
sample and solutions inside the glass-fiber paper once the
device is assembled (see Fig. 1b) : one square-shaped hole
for sample loading, one smaller hole for enzyme substrate
and two other holes for spotting capture tools in reactive
areas (Test and Control). The Test area was coated with a
capture antibody directed against the dengue NS1 protein
(0.5 puL at 4 mg/mL in PBS1x) or with 0.5 pg of a dengue
recombinant protein EDIII [15]. In the Control area, a mono-
clonal antibody directed against the alkaline phosphatase
(14A10B7, BioMérieux) was coated (0.5 pL at 0.5 mg/mL

20 mm

Sample (and AP-
labelled antibody)

Test Mock

Control

Microfluidic
pump

Fig.1 Laser-cut PAD diagram. a: size and assembly of the different layers that constitute the PAD (from left to right: bottom polyester film &
glass fiber paper, top polyester film containing five holes -in red). b: picture of a ready-to-use PAD with details (color figure online)
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in PBS1x). The Mock area, inserted between the Test and
the Control holes, was coated with 0.5 uL of PBS1x pH7.5
containing 0.5%BSA. An AP-labeled monoclonal antibody
diluted in a buffer containing detergent and sucrose (VIKIA®
buffer, BioMérieux) was loaded in the square-shaped sample
hole (3 pL at 0.05 mg/mL). PAD functionalized with anti-
bodies and proteins were finally dried 3 min at 60°C. The
PAD could be stored for several days at room-temperature
or at 4°C before use.

When added, the sample migrated through the glass-fiber
and reached the zigzag-shaped reaction areas. In order to
both constrain fluids in reaction areas and to increase the
time of contact between proteins and antibodies, each reac-
tion area is surrounded by two zones that are etched with
laser to remove most of the paper thickness, (see black areas
on Fig. 1a). Downstream of the reactive zones, a large paper
area plays the role of a microfluidic pump and draws liquids
by capillary flow.

NS1 protein detection on the PAD

After coating of the Test area with antibody directed against
the NS1 protein, the PAD was loaded with 30 pL of biologi-
cal sample (plasma or whole blood), sometimes with differ-
ent amounts of commercial NS1 protein added (Biorad for
dengue NS1 or The Native Antigen Company for Zika NS1).
These NS1 recombinant proteins, expressed in human cells,
were fully glycosylated and contained a C-terminal 6xHis-
tag. Once the sample was totally absorbed by the PAD,
30 pL of the precipitating, coloring substrate (5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-phosphate solution, BCIP, Promega W1,
USA) was added. Finally, the PAD was incubated for a few
minutes until BCIP absorption and the appearance of the
signal — blue if the sample was positive. A picture was then
taken using a smartphone, 8 minutes after the sample load-
ing. The value of the specific signal, called “S”, was quanti-
fied from this picture using the ImagelJ software (imagej.nih.
gov) which performs a grey level analysis and quantification.

S corresponded to the ratio between the value of the grey
level on the Mock area and the value of the grey level on the
Test area. Alternatively, a commercial in-vitro diagnostic
kit was used (OneSite Duo Dengue Rapid test, CTK Biotech
CA, USA) following the manufacturer instructions.

Specific IgM detection on the PAD

After coating of the Test area by EDIII protein, the PAD was
loaded with 30 pL of biological sample (plasma) as previ-
ously detailed. After BCIP addition, the PAD was incubated
for a few minutes until appearance of the signal. A picture
was then taken after 10 minutes and the ratio S was calcu-
lated from the picture using the ImageJ software (image;j.
nih.gov). Alternatively, a commercial in-vitro diagnostic
Lateral Flow Assay (LFA) was used (OneSite Dengue 1gG/
IgM Combo Rapid test, CTK Biotech) following the manu-
facturer’s instructions.

Results

NS1 detection on plasma and whole blood using
the PAD

NS1 detection was performed by loading 30 pL of sample
(whole blood or plasma) spiked with 50 ng of NS1 protein.
Two serotypes (serotypes 1 and 3 NS1) were evaluated. The
monoclonal antibody 13E1B3, was coated on the Test area.
The detection was performed using the AP-labelled 13E1B3
antibody. A previous study has proven that the monoclo-
nal antibody 13E1B3 is useful for the efficient detection
of DENV 1 and DENV 3 NS1 [42]. Samples without NS1
protein were used as negative samples. The typical results
obtained in plasma or in blood samples are illustrated in
Fig. 2.

When the whole blood was loaded, the separation of the
plasma from the red blood cells, thanks to the glass fiber

Fig.2 Representative pictures
of the results obtained with
the functionalized PAD. The

Without NS1

With NS1

results were obtained with
30uL of plasma spiked with

50 ng of DENV1 NS1 (=With
NS1) or not spiked (=Without
NS1). The experiment was also
conducted using 30uL of whole

ewse|d

blood (=blood) spiked/not
spiked with 50 ng of DENV1
NS1. The Test, the Mock and
the Control areas are indicated

poojg

A PR T
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that constitutes the PAD, was clearly visible (see Fig. 2).
Using the ImageJ software, a value for the specific sig-
nal (S) was calculated for each experiment. The value of
S corresponded to the formula (grey level calculated for
Mock area)/(grey level calculated for Test area). Thus, S
takes into consideration the background observed on the
Mock area. For negative plasma or blood, S had values
between 0.95 and 1.08. For positive samples, a dark blue
signal appeared on the Test area and S could reach values
up to 1.95. The presence of a blue coloration on the Con-
trol zone indicated that the test was successfully validated.
The complete process, from the sample loading to the final
picture, took 8 minutes.

Consequently, the PAD can be used to detect NS1 pro-
tein in plasma or in blood within minutes.

Determination of the NS1 limit of detection
on plasma

In order to determine the limit of detection (LOD) of the
PAD functionalized with dengue antibodies, the mean of
the S ratio obtained on PADs loaded with negative samples
(without NS1) was first calculated. Twenty PADs were
loaded with 30 pL of twenty dengue negative plasma spec-
imens. The S ratio was estimated for each PAD, and the
mean and the standard deviation were deduced. For these
20 PADs, the mean (M) of S was 1.02 and the standard
deviation (SD) was 0.05. Consequently, a test was consid-
ered positive on plasma when the S value was higher than
M+2SD = 1.12.

Serial dilutions, from 800 ng/mL to 3.1 ng/mL, of the
dengue NS1 protein (serotype 1 or 3) in healthy, dengue
negative plasma were then tested in triplicate on PADs
functionalized with NS1 antibodies. The S ratio was cal-
culated using ImageJ software. For both dengue serotypes
1 and 3, the limit of detection was estimated to be around
25 ng/mL (cf. Table 1, DENV1 and DENV3). The final
result was always obtained in less than 8 minutes. Because
they are poorly recognized by the 13E1B3 monoclonal
antibody [42], DENV2 and DENV4 NS1 proteins were
not assayed.

As a reference, a commercial dengue Lateral Flow
Assay (CTK Biotech) was tested in parallel using the same
dilutions of dengue NS1 protein. For the commercial LFA,
the limit of detection in plasma was estimated to be around
25 ng/mL and the final result was obtained in 25 minutes
(see Supplementary data A2).

In conclusion, the LOD of the PAD was close to the
LOD of a commercial LFA (on dengue) but the time-to-
result was reduced approximately threefold. The device
was able to detect the NS1 proteins for dengue serotypes
1 and 3.

Table 1 Limit of detection of dengue NS1 proteins in human plasma

[NS1] ng/mL NS1-DENV1 NS1-DENV3
800 1.59 1.93
400 1.47 1.53
200 1.35 1.49
100 1.25 1.36
50 1.16 1.28
25 1.13 1.12
12.5 1.1 1.09
6.2 1.07 1.04
31 1.07 1.02
0 1.04 1.03

[NS1] : concentration of NS1 spiked. DENV1/DENV3: dengue virus
serotype 1/serotype 3

In bold : estimated limit of detection. Values correspond to the S ratio
(grey level on the Mock area/grey level on the Test area)

Zika NS1 protein was not detected by the dengue
PAD

Dengue and Zika (ZIKV) viruses are both flaviviruses with
close phylogenetical relationships [32, 44]. To evaluate
potential cross-reactions of the 13E1B3 antibody with Zika
NS1 protein, PADs were tested with 30 pL of plasma spiked
with 50 ng of dengue NS1 protein serotype 1 (DENV1, Bio-
rad) and/or 50 ng of Zika NS1 protein (The Native Anti-
gen Co., UK). The PADs were functionalized either with
monoclonal antibody 13E1B3 (directed against the dengue
NS1 protein) or with monoclonal antibody 1H4F5 (directed
against the Zika NS1 protein). Zika NS1 was detected by
using an AP-labelled 1H4F5 antibody. As illustrated in
Table 2, when the PAD was functionalized with the mono-
clonal antibody 13E1B3, the signal was only positive for
samples spiked with dengue NS1 protein (S=1.42 or 1.48),
but negative for sample spiked with Zika NS1 protein
(S=1.05). Conversely, when the PAD was functionalized
with the monoclonal antibody 1H4F5, only samples spiked
with Zika NS1 were positive (S=1.37 or 1.33).

Consequently, the results on plasma showed that the
cross-detection of the Zika NS1 protein was limited on the
dengue PAD.

NS1 detection in plasma specimens from acute
dengue patients

All the data presented in the previous paragraphs were
obtained with plasmas or bloods spiked with recombinant
NSI1 proteins. To test dengue patient samples and to compare
the results obtained with a reference method, five plasma
samples from acute dengue patients were tested in paral-
lel on PAD and on a commercial LFA (samples #1 to 5;
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Table 2 Detection of dengue and Zika NS1 proteins on PAD
NS1spiked TypeofPAD S NS1 positive ?

Dengue 1.42 yes ~
DENV & ZIKV
Zika 1.37 yes ~
Dengue 1.48 yes N
DENV
Zika 1.07 no I'"
Dengue  1.05 no [ |
ZIKV =
Zika 1.33 yes ~
Dengue 0.96 no ~
No NS1 c
Zika  1.06 no )

Samples spiked with DENV1 and/or ZIKV NS1 protein. Type of
PAD : PAD are functionalized for dengue and/or Zika NS1 detection.
S corresponds to the ratio between the grey level on the Mock area
and on the Test area. Pictures represents results obtained on test areas

see Fig. 3a). The plasma samples came from primary acute
dengue patients taken early during the course of the disease
(mean = 4.2 days after the onsets of symptoms). All were
confirmed to be NS1 positive using the Platelia NS1 ELISA
(Biorad). Four out of five plasmas were taken from female
patients. The patients were 25-64 years old (mean = 36.8
years). As a control, a dengue-negative plasma was also
tested (sample Neg., see Fig. 3a)

The five dengue plasmas were weakly positive on PAD
indicated by the presence of a faint blue signal on the Test
area (see Fig. 3a). The S values were higher than 1.12 (posi-
tivity threshold). Simultaneously, the same plasma speci-
mens were tested with the OneSite Duo Dengue Rapid test
(CTK Biotech), as a reference in-vitro diagnostic kit. With
the LFA, all the plasmas were found to be positive. The
signal sometimes appeared more intense than for the PAD
(samples #1 & 5). For samples #2 (38-year-old female taken
at day 4 after onset of symptoms; DENV1), #3 (49-year-old
female patient; DENV3) and #4 (a 27-year-old female taken
at day 4 after onset; DENV3), signals were barely visible.
Samples #2 and 4 also corresponded to the lowest positive S
ratio obtained with the PAD (S,=1.16 and S,=1.20).

In conclusion, it is possible, using the PAD, to detect
the NS1 protein in plasma specimens from acute dengue
patients.

Specific IgM detection in plasma specimens
from dengue patients
For the detection of the specific IgM, a chimeric EDIII

recombinant protein (bioMerieux) was coated on the Test
zone of the PAD. Detection was achieved thanks to an
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AP-labeled donkey monoclonal antibody directed against
human IgMs (Jackson Immunoresearch, UK).

To determine the threshold at which the test can be
considered as positive for dengue IgM, the mean of the
S ratios obtained on PADs loaded with dengue-negative
samples was first calculated. Sixteen PADs functionalized
with chimeric EDIII were loaded with 30 pL of sixteen
dengue negative plasma specimens. S was estimated for
each PAD and the mean and the standard deviation were
calculated. The mean (M) of S was 1.08 and the standard
deviation (SD) was 0.04. Consequently, a test was consid-
ered positive on plasma when the S value was higher than
M+2SD = 1.16.

For the detection of specific IgM, nine dengue plasmas
were used (samples #11 to 19; see Fig. 3b). These plasmas
were all IgM positive and came from Hispanic or Polyne-
sian patients (four males and five females). The mean age
was 22 years old (range 16-47). According to the specimen
supplier, IgM titer was estimated to be between 2.067 and
6.01 (mean 4.52). IgG titer was between 0.35 and 4.74
(mean 1.90). As a control, a dengue-negative plasma was
also tested (sample Neg., see Fig. 3b).

Among the 9 dengue plasmas tested, 6 were clearly
positive on PAD by the presence of a dark blue signal on
the Test area (plasma specimens #11, 12, 14, 16-18). For
these plasmas, S was found to be between 1.22 (#17) and
1.45 (#18). For specimen #15 and #19, the signal observed
on the Test zone was weak but was considered as posi-
tive because S was higher than 1.16 (S;s= 1.19 and S4=
1.2). Sample #13, which has the lowest IgM titer (2.067),
was found negative (S=1.1). All the results were obtained
within 10 min.

In order to compare these results with the results
obtained with a reference method, the same plasma speci-
mens were used in a commercial in-vitro diagnosis LFA
(CTK Biotech). Twenty-five minutes after sample load-
ing, results showed that the most intense IgM band was
observed for samples #11, 12 and 14. For samples #13
and 14, a clear band for the IgG was also visible. The IgM
band was less intense for samples #13 and 15-19, but the
test was positive for these samples. With the exception of
sample #13, these results were comparable with the results
obtained on PAD.

To test if IgG removal has an impact on the signal
observed, 1 pg of anti-human IgG (Jackson Immunore-
search, UK) or G protein (Thermoscientifics, France) was
spotted upstream ofnthe Test zone, on the hole used for the
loading of the enzymatic substrate. No signal difference
was observed between PAD with or without anti-IgG or G
protein (not shown).

In conclusion, it is possible, using the PAD, to detect
specific IgM in plasma specimens from dengue patients.
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Fig.3 PAD assayed for the
detection of NS1 proteins

and specific IgM in plasma of
dengue patients and compari-
son with commercial LFAs. a.
The PADs were functionalized
with appropriate antibodies for
the detection of dengue NS1
protein. Five plasma from acute
dengue patients (#1 a 5) were
tested on the PAD and on a
commercial lateral flow assay
(LFA). Neg.: plasma containing
no NS1. On LFA, C corre-
sponds to the control line and

T corresponds to the test line.
b. The PADs were functional-
ized with EDIII antigen for the
detection of dengue specific
IgM. Nine plasma specimens
from dengue patients (#11 a 19) #4
were tested on the PAD and on

a commercial lateral flow assay
(LFA). Neg.: test assessed with
dengue-negative plasma. On
the LFA, C corresponds to the
control, M and G correspond to
the IgM or IgG tests. The figure
shows the reactive zone of the
PAD

IgM detection on plasma specimens from patients
infected by other arboviruses

In order to evaluate the potential cross reactions of IgM
with the dengue EDIII protein, several plasma specimens
from patients infected by a variety of arboviruses other
than dengue virus were tested. Five patients were infected
by a flavivirus: three patients were infected by the Zika
virus (ZIKV), one by the Yellow Fever virus (YFV) and
the last one by the West-Nile Virus (WNV). Two addi-
tional patients were infected by the chikungunya virus
(CHIKYV). CHIKYV, an alphavirus, is transmitted by the
Aedes mosquitoes, similar to dengue virus. The virus

LFA

#11

#12

#13

iy A R TR

#14

#15

#16

#17

#18

#19

co-circulates in the same geographical areas than dengue
virus and cases of co-transmission are well documented
[35, 34]. According to providers, all patients were con-
trolled IgM-positive. All the samples were assessed twice.

Results, presented in Fig. 4, showed that all the PADs
were negative for these samples. The mean S ratio was
1.057 with a maximum reached for the sample ZIKV2
(S=1.14) . All the tests were validated because of the blue
signal on the Control zone of the PAD. The dengue sam-
ple #12 (see Fig. 3b) was used as a dengue IgM positive
sample.

In conclusion, no significant cross reaction between IgM
and dengue EDIII recombinant protein was detected on a
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Pos.

CHIKV 1

CHIKV 2

Fig.4 PAD assayed for the detection of IgM in plasma of patients
infected by different arboviruses. The PADs were functionalized with
EDIII antigen. Neg.: dengue-negative plasma. Pos.: dengue-positive
plasma. ZIVK 1-3: patients infected by the zika virus. CHIKV 1-2:
patients infected by the chikungunya virus. YF: patient infected by
the Yellow-fever virus. WNV: patient infected by the West-Nile virus.
The figure shows the reactive zone of the PAD

selection of samples corresponding to infections with dif-
ferent arboviruses.

Discussion

In the present paper, a novel laser-cut device made of glass-
fiber paper was designed and tested for the detection of the
dengue Non Structural NS1 viral protein and the specific
IgM in blood and plasma.

In two simple steps (sample and then BCIP addition), it
was possible to detect the dengue serotypes 1 and 3 (and
possibly Zika) NS1 proteins both in plasma and in blood
samples. It was also possible to detect specific IgM on
plasma. In both cases, the limit of detection was close to
those obtained on a commercial LFA. LFA was chosen as
a reference assay because its operating principle, based on
fluid flow, is similar to that of the PAD.

To reduce manufacturing costs and complexity, the com-
position of the PAD was greatly simplified by the choice
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of glass-fiber paper as a unique and alternative material to
cellulose or nitrocellulose. Glass-fiber paper is one of the
components of LFAs that is used for the separation of red
blood cells from the plasma [49].

An innovative design, including all functions necessary to
an immunoassay (sample reservoir, blood separation, dried
antibody-enzyme conjugate storage, test and control zones,
and capillary pump) was developed.

The porous and hydrophilic glass-fiber paper has to
ensure the motion of sample and other reagents by passive
capillarity, i.e., without an external pumping device. The
pattern of the PAD had to be precisely designed to provide
reproducible and adequate liquid speed and a defined assay
sequence.

In the literature, several methods are already described to
achieve reliable patterns on paper [1, 12]. The most widely
spread is wax printing patterning [8]. It consists of printing
wax at the surface of paper, then heating it above the fusion
temperature of wax to let it fuse inside the pores within the
whole paper thickness, creating a hydrophobic circuit direct-
ing fluid movement.

It was previously demonstrated that wax printing on
glass-fiber paper was possible using a modification of the
original protocol. This method allowed virus protein detec-
tion in various biological samples [7]. Although it was pos-
sible to achieve, in less than 8 minutes, a limit of detec-
tion lower than the LOD obtained with a commercial LFA,
the robustness of the wax-printed PAD needs to greatly
improved. Moreover, the manufacturing process was hardly
compatible with the production of a high number of similar
PADs having the same required quality.

Consequently, a new PAD was designed and developed
with the same material but using laser cutting. No wax print-
ing and no wax transfer by heating were necessary, there-
fore preserving the integrity of the glass-fiber and its fluidic
properties. The test robustness was thus greatly improved.
As previously mentioned, capillary flow speed in glass-fiber
paper is particularly high, which is interesting for reducing
the time-to results, but can also have a negative impact on
analytical sensitivity. Fortunately, laser cutting also offers
the possibility of modulating fluidics inside the paper chan-
nel [4]. Indeed, a controllable portion of paper thickness
can be etched through adjusting settings of laser power and
displacement speed, typically high speed and low power.

With the same versatility, the laser cutting process is
quicker —one step— and more reliable than wax fusion
inside paper fibers, especially when thin channels are
required.

The adhesives on both sides of the glass-fiber paper are
included to ensure tightness during the assay, to strengthen
the glass-fiber sheet, to make it easy to handle, and to facili-
tate reagent coating and fluid management, by adapting the
hole position and size inside the top adhesive.
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To be compatible with the finger prick test, the sample
load and the blood separation zone are designed to receive
around 25-30 uL of whole blood. MF1 glass-fiber paper is
specifically sold to filter whole blood but has proven suc-
cessful with plasma. Other samples such as serum, urine,
and saliva can potentially be assayed. The sample load area
is also used as a storage area for the enzyme conjugate,
which is dried in an appropriate buffer to maintain biological
activity and to be dissolved quickly when sample is added.
These properties are essentially brought together through
use of a high sugar concentration in the buffer. The zigzag-
shaped zone has specially been designed to create three visu-
ally distinct areas (Test, Mock and Control) and control the
speed of fluids within the paper.

Due to smaller budgets, via public financing, the money
available to spend on medical diagnostic devices in emerg-
ing or developing countries is limited, when compared to
that of developed countries. Thus, a very low-cost price
strategy is crucial in these countries and thus the cost of a
diagnostic device must be kept as cheap as possible. The use
of a single material that fulfils all the necessary functions
and the simplification of the PAD manufacturing process
allow us to better control the cost price. In other words, by
reducing the cost of goods and the manufacturing cost, it is
possible to significantly reduce the market price of such a
device [13].

In addition, as the PAD is approximately 17 times less
voluminous than a traditional LFA, storage and waste
management is facilitated and the associated costs are also
reduced.

Stability tests are used to assess shelf life. To get an idea
of their stability, PADs were functionalized and stored for
several weeks at different temperatures before being tested
with samples spiked by NS1. The results of this preliminary
study showed that the PAD can be stored for at least seven
weeks at 37°C without significantly affecting the value of the
S ratio. In tropical and subtropical countries, where arbovi-
ruses are generally transmitted, it is essential to have kits that
can be stored in extreme climatic conditions. Exploratory
results also showed that several weeks of storage at 22°C or
37°C has a small impact on time-to-result, probably because
of physical-chemical modifications to the glass fibers in con-
tact with the acrylic adhesive. However, compared to com-
mercial LFAs, the PAD remains around threefold faster.

A shorter time-to-result allows doctors to diagnose more
patients and helps to deliver appropriate and prompt treat-
ment and improve clinical outcomes. This is an advantage in
the context of epidemics or when pathogens causing similar
symptoms co-circulate in the same country (e.g. arbovi-
ruses) [13].

Previous studies have determined the median level of cir-
culating NS1 in the serum of patients infected with DENV.
The NS1 concentration varied among individuals during the
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course of the disease, but it was generally around 120 ng/
mL in serum, ranging from 10 ng/mL to 50 ug/ml [2, 38].
The limit of detection estimated with the solution developed
here, around 25 ng/ml, is compatible with these biological
concentrations of the protein in the body fluids.

The diagnosis of DENV acute infection using NS1 LFA
has been shown to be a good first-line test for dengue fever
[17]. The NS1 antigen was found circulating from the first
day after the onset of fever up to day 9, once the clinical
phase of the disease is over [2]. In a secondary DENV infec-
tion, the antigen is rarely found at 5-7 days after the onset
of symptoms in patients [45]. For Zika NS1, little data is
currently available [43, 47].

The presence of dengue specific IgMs that appear early
in the disease (4-5 days after the onset of symptoms) is
indicative of infection. Assaying for their detection is rec-
ommended from the 5th day post-onset. They persist on
average for 2 to 3 months. IgG appears at the same time
(secondary dengue) or shortly after IgM (primary dengue),
but persists throughout life. Therefore, in the presence of
IgG alone (without IgM), the diagnosis of dengue fever can
only be established in the case of an increase in the antibody
titer (IgG) of successive samples. For secondary dengue, the
IgM response may exist but remains discreet, brief or even
undetectable.

During DENYV infection, the antibody response has been
shown to target mainly the E/prM structural proteins and the
NS1 protein [10]. These proteins are involved in both pri-
mary and secondary immune responses. Immune responses
against the NS2, NS3, NS4 and NS5 proteins are also
observed but with a reduced intensity and frequency. Conse-
quently, E (Envelope), prM (Precursor Membrane), and NS1
proteins are most useful in a serological test. After evaluat-
ing the E protein domain III (EDIII) or NS1 protein or both,
EDIII alone was finally selected for IgM detection on PAD.
EDIII is one of the three structural domains of the E pro-
tein. It has been proposed to be a putative receptor-binding
domain. EDIII-reactive antibodies are found in convalescent
sera from patients infected with dengue [11]. According to
different studies, recombinant EDIII could allow differen-
tiation of Japanese encephalitis, dengue and chikungunya
viruses [6, 29, 37]. It is suggested that EDIII could be use-
ful for the differentiation of the flaviviruses [30], but their
specificity to Zika antibodies remains to be proved. These
data are consistent with the negative results obtained on the
PAD with samples from patients infected with arboviruses
other than dengue virus (ZIKV, WNV, YFV and CHIKYV).

Simultaneous detection of dengue NS1 and specific IgM
could be considered by using a laser-cut PAD where the sam-
ple will be loaded on a unique loading zone divided down-
stream into two distinct channels (one for NS1, the other for
IgM). The “multiplex” PAD could also be used for simultane-
ous dengue and Zika diagnostics. In tropical or subtropical

@ Springer


10020387
Texte tapé à la machine
128


G.Theillet et al.

countries, such as Brazil where dengue and Zika represent sig-
nificant health issues, a multiplexed assay might contribute to
the management of testing campaigns at the point-of-care set-
tings by minimizing the management of waste and simplifying
the workflow in hospitals or dispensaries where many patients
could be tested for the main arboviruses. Because transmission
of many arboviruses, including flaviviruses, is carried out by
the same Aedes mosquitoes that colonize the same countries,
it could also be interesting to include other viruses such as
chikungunya and yellow fever to this multiplex [3, 26].

Thereafter, it would be interesting to develop an improved
version of the PAD capable of detecting all serotypes. Samples
from a wide range of patients with acute dengue fever, includ-
ing primary and secondary infections of all four serotypes,
should then be tested. This study would determine the clinical
performance of the PAD and compare it to existing in-vitro
diagnostic kits.

The test readout corresponds to a color change in the Test
zone that is usually seen by the naked eye. The calculation
of the S ratio allowed us to objectify the PAD results. As
previously shown for the wax-printed PAD, the S ratio can
be calculated automatically from a picture of the test using
a smartphone application. It was demonstrated that S values
calculated by this application correlated with the S values
obtained by the reference method of grey level quantification
(i.e. using ImagelJ software) [7]. To simplify the results render-
ing, a similar dedicated application could be developed for the
laser-cut PAD.

In conclusion, the test developed here, as a proof of con-
cept, has the potential to fulfill the ASSURED criteria defined
by the World Health Organization. It could help health work-
ers in the early diagnosis of dengue fever, or other tropical
infectious diseases, which are characterized by undifferenti-
ated fever during the acute phase that may require specific
management.
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Le PAD laser a permis de détecter de fagon sensible et spécifique les antigénes des virus
de la dengue et Zika, ainsi que les anticorps dirigés contre ces virus. Dans la précédente étude,
ce PAD a également été évalué pour la détection des IgM spécifiques du virus de la dengue
(DENYV). Des expérimentations similaires ont par la suite été réalisées pour la détection du virus

du chikungunya (CHIKYV), qui représente le parametre principal de cette these.

Dans un premier temps, des expérimentations ont portées sur la détection de la protéine
de capside du CHIKV. Des anticorps spécifiquement dirigés contre cette protéine ont été
développés par bioMérieux. Des analyses en Biacore® et en ELISA ont permis de mettre en
¢vidence des couples d’anticorps permettant de détecter efficacement cette protéine, aprés son
ajout dans des échantillons de sérum et de sang. Dans les mémes conditions, il a été possible de
la détecter sur le PAD avec une limite de détection de 130,33ng de protéine par mL de sérum,
et 520,83ng de protéine par mL de sang. Cependant, il n’a pas été possible de la détecter dans
des échantillons biologiques de patients naturellement contaminés par le virus, malgré
différentes tentatives pour augmenter la sensibilité¢ de détection du PAD et améliorer la limite

de détection.

La suite de 1’étude s’est concentrée sur la détection des anticorps spécifiques du CHIKV.
La méthode immunologique standardisée de détection de ces anticorps est le MAC-ELISA (type
M Immunoglobulin — Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), dans lequel est utilisé un lysat
viral de CHIKV produit en laboratoire et inactivé chimiquement, ainsi qu’un anticorps anti-
protéine d’enveloppe (E2) couplé a la PAL. Cette méthode est sensible, mais la production de
lysat viral nécessite un laboratoire de sécurité de niveau 3. Le procédé est long et requiert du
personnel qualifié. C’est pourquoi la recherche d’antigeénes alternatifs au lysat viral représente

une piste intéressante pour le développement d’'un MAC-ELISA de nouvelle génération.

Ainsi, ’utilisation de Virus-Like Particles (VLPs) et de PseudoParticles (PPs) a été
étudiée. Ces particules sont des structures multi-protéiques qui imitent l'organisation et la
conformation du virus natif, mais qui ne possédent pas le génome viral et sont donc non
infectieuses. De ce fait, il n’est pas nécessaire de les produire en laboratoire de haute sécurité.
Leur production en culture cellulaire est simple et des quantités importantes peuvent étre
obtenues. Ces «virus synthétiques » sont principalement utilisés comme base pour le
développement de virus de nouvelle génération, mais trés peu décrits dans le cadre du

diagnostic in vitro. Une fois produites, ces particules peuvent étre récoltées avec le milieu de
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culture cellulaire pour étre utilisées telles quelles, ou bien ultracentrifugées apres un dépot sur

un coussin de saccharose pour étre purifiées avant utilisation (p-VLPs ou p-PPs).

Les VLPs et PPs ont été testées en MAC-ELISA en microplaque 96 puits, sur des
¢chantillons de sérums de patients ayant été contaminés par le CHIKV. Les résultats ont montré
un signal 2 a 3 fois plus élevé avec les PP non purifiées qu’avec le lysat viral ou n’importe quel
autre antigene alternatif. De plus, une analyse en Western-Blot a montré que cette différence de
signal n’¢était pas due a une différence de concentration en protéine virale d’enveloppe entre les

VLPs et les PPs utilisées.

Le format de détection MAC-ELISA utilisant des PPs non purifiées (u-PPs) a ensuite
été testé sur le PAD. Une valeur seuil de détection Sseuit @ ét€ définie sur 44 échantillons de
patients sains, et a été fixée a Sseuit = 1,039. Les premiers résultats obtenus ont été décevants. Il
a été décidé de concentrer les u-PPs en les lyophilisant avant de les resuspendre en eau purifiée
pour les concentrer 20 fois (u-PP-lyo) et les utiliser sur le PAD. Les premiers résultats obtenus
ont montré des réactions positives. Cependant, en raison de problémes de sensibilit¢ et de
répétabilité des résultats, le format de détection a été simplifié. Les u-PP-lyo ont été déposées
directement sur le papier pour étre utilisées comme antigénes de capture, et la révélation a été
faite avec un anticorps anti-IgM humaines couplé a la PAL. Avec ce format, nous avons observé
une sensibilité de détection des IgM anti-CHIKV de 70,6% et une spécificité de 97,7% sur un

total de 34 échantillons de sérums de patients positifs pour ces anticorps.

Nous avons ensuite évalué les réactions croisées de ce format de détection sur le PAD
en utilisant des sérums de patients positifs en IgM dirigées contre d’autres arbovirus, tels que
le virus de la dengue (DENV), le virus Zika (ZIKV), le virus Ross River (RRV) et le virus
O’Nyong-Nyong (ONNV). Il est apparu quelques réactions croisées pour DENV et ZIKV, ainsi
que pour RRV. Les mémes ¢échantillons ont été testés sur le test rapide commercial et une seule
réaction croisée a été observée pour un échantillon positif en IgM anti-ZIKV. Le format MAC-

ELISA, utilisé en parallele comme test de référence, ne présente aucune réaction croisée.

Les résultats détaillés de ces expérimentations sont présentés ci-apres.
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ABSTRACT diagnostic tests can provide early diagnosis

The incidence of arbovirus infections has of CHIKV infections, access to these tests

increased dramatically in recent decades is often limited in developing countries.

affecting hundreds of millions of people Consequently, there is an urgent need to

cach year. The Togaviridae family develop performing, affordable, simple,

includes the chikungunya virus (CHIKY), rapid, and robust diagnostic tools that can

which is typically transmitted by Aedes be used at point-of-care settings. Early

. . diagnosis is crucial to improve patient
mosquitoes and causes a wide range of gn p p

symptoms from flu-like fever to severe management and to reduce the risk of

arthralgia. Although conventional complications.
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A glass-fiber laser-cut microfluidic device
(PAD) was designed and evaluated, as a
proof of concept, for the analysis of 30 pL
of patient serum. Raw materials used for
the functionalization of the PAD were first
screened by MAC-ELISA for CHIKV IgM
capture and then evaluated by the PAD on

various human samples.

Compared to viral lysate traditionally used
for chikungunya (CHIK) serology, CHIKV
Pseudo-Particles (PPs) have proven to be
powerful antigens for specific IgM capture.
The PAD was able to detect CHIKV IgM
in human sera in less than ten minutes.
Results obtained in patient sera showed a
sensitivity of 70.6% and a specificity of
around 98%. The PAD showed few cross-

reactions with other tropical viral diseases.

The PAD could help health workers in the

early diagnosis of tropical diseases such as

chikungunya, which require specific
management protocols in at risk
populations.

BACKGROUND

Chikungunya (CHIK) is an infectious

disease caused by the chikungunya virus
(CHIKYV), an arbovirus (arthropod-borne
infected Aedes

virus) transmitted by

mosquitos '. CHIKV belongs to the

Togaviridae family (Alphavirus genus),
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which also includes Ross River, Mayaro,
Semliki

viruses >°. CHIKV was first isolated in

Forest and O’Nyong-Nyong
Tanzania in 1952 *° and became endemic
in large areas of Africa, the Middle East,
India and Southeast Asia %’. Between 2005
and 2007, CHIKV caused a massive
epidemic on Reunion Island 8. Since 2013,
the rapid spread of the virus has been
reported in the Caribbean and Central and
South America. CHIK is an acute highly
illness

symptomatic characterized by

strong fever, headache, intense asthenia,
rash, myalgia and severe arthralgia °.
Severe arthralgia that mainly affects hands,
wrists, elbows, ankles and knees, can

evolve to chronicity. To date, there is no

specific and efficient treatment.

Arboviruses are mainly prevalent in

developing countries of tropical and
subtropical areas, and represent a serious
public health concern for these countries '°.
Diagnostic assays, such as polymerase
(RT-PCR),

Reduction Neutralization Test (PRNT) or

chain  reaction Plaque

enzyme-linked  immunosorbent  assay
(ELISA) can provide sensitive results and
help to optimize patient care !>, However,
these assays are time-consuming, rarely
affordable and require infrastructure and
qualified  operators, making  them
accessible to relatively few low-income

countries '°.



The development of rapid and affordable
diagnostics tests can be an interesting
alternative to the wuse of traditional

diagnostic tests.

Lateral Flow Assays (LFA) for arboviruses
diagnostic have already been developed
and are to date distributed by companies,
both for viral proteins and the serological
detection of type M Immunoglobulins
(IgM) and/or type G Immunoglobulins
(IgG) '>1"18 However, although their use
is suitable for low-income countries '°,
some issues mainly concerning reliability,
performance, and

quality regulatory

approval, have been revealed in the
utilization of these tests 2°?*. Moreover,
even with a controlled market price, they
remain expensive and therefore relatively
inaccessible to a great majority of the

population living in the poorest countries.

Paper-based analytical devices (PAD)

provide an alternative technology to
traditional diagnostic devices. They are
simple, low-cost and suitable not only for
infectious disease diagnosis, but also for
food quality control and environmental
monitoring 2%, PAD are good candidates
to fulfill the ASSURED criteria 2’ as
defined in 2003 by the World Health
Organization (WHO). These criteria
specify the ideal characteristics of a test

that can be used at all levels of the health
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system, and are defined as 1) Affordable, ii)
Sensitive, iii) Specific, iv) User-friendly, v)
Rapid and robust, vi) Equipment-free, vii)

Delivered to those who need them 272,

PAD manufacturing has been intensively
explored and described in the literature.
Techniques involving laser cutting, wax
printing or photolithography are often cited
3034 PAD were originally developed for
the separation of plasma from whole blood
- notably by using glass-fiber paper *°, for

36,37 or

the detection of heavy metal ions
biomolecules such as uric acid and glucose
in various biological samples *-°. PAD
been used for bacterial

have also

diagnostics (e.g. Mycobacterium
tuberculosis), *°. More recently, PAD have
been developed for arboviruses diagnostic,
including Zika and dengue ***'#?. Until
now, few data are available concerning the

CHIK diagnostic.

The presence of CHIKV specific IgM that
appear early in the disease is indicative of
a recent infection. Assaying for their
detection is recommended from the 5th day
post-onset.

Initially, the IgM capture

Enzyme-Linked Immunosorbent

(MAC-ELISA) developed by the Centers

Assay

for Disease Control and Prevention (CDC,
Atlanta, United States) for the serological
diagnosis of chikungunya used either a

chemically inactivated viral lysate (CHIK



VL) #, or a CHIKV envelope recombinant

protein #4,

In the present paper, a laser-cut glass-fiber
PAD using chikungunya Pseudo-Particles
(PPs) and Virus-like-Particles (VLPs) as
alternative antigens to viral lysate, was
evaluated as a proof of concept for CHIKV
IgM serology in human samples. PPs and
VLPs are multiprotein structures that
mimic the organization and conformation
of the authentic native virus but lack the
viral and therefore

genome arc

noninfectious .

METHODS

Materials and specimens. The anti-E2

monoclonal antibody (3E10A5) was
internally produced. 3E10AS was directed
against a conformational epitope of E2. As
needed, it can be labeled with alkaline
phosphatase (AP) following conventional
procedures. The chikungunya viral lysate
(CHIK VL) was produced and purified by
the Centre national de Reference des
arbovirus (CNR Arbovirus, Institut de
Recherche Biomédicale des Armées/IRBA,
Marseille, standard

France)  using

procedures *°.
CHIK negative sera and whole blood

specimens were obtained from healthy

donors from the French National Blood
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Bank (Etablissement Frangais du Sang,
Lyon, France). Patient serum specimens
were obtained from Biomnis, ABO (Lyon,
France) and IRBA (Marseille, France)
through specific contracts with bioMérieux
SA. Informed consent was obtained for any
experimentation. All experiments were
performed in compliance with relevant
laws and institutional guidelines and in
accordance with the ethical standards of

the Declaration of Helsinki.

VLPs and PPs production and
purification. The method for obtaining
VLPs or PPs were adapted from previous
studies ***, Briefly, for the PPs, 293T
eukaryotic cells (ICAAC, Washington,
USA) were co-transfected with plasmids
encoding the Gag-Pol (core) proteins of
Green

the

virus, the

(GFP) or

Murine leukemia

Fluorescent  Protein
chikungunya viral envelope glycoproteins,
by CaCl2 (Clontech
transfection kit, Clontech, Fremont, Ca,

USA)

the method

following the manufacturer’s
instructions. After transfection, the cells
were incubated overnight at 37°C. The
transfection was checked the next day by
controlling the presence of GFP in the cells
using a flow cytometer (FACS Calibur,
NJ,

USA). For VLPs, the same protocol was

Becton-Dickinson, Franklin Lakes,

applied except that only one plasmid,

containing the genes encoding the different


https://www.google.com/search?client=firefox-b-ab&q=Franklin+Lakes+New+Jersey&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MCozKDZV4gAxK7ILK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQCB3KhCQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjsm6DrloXbAhWGxxQKHW6aCXYQmxMIyAEoATAT

structural proteins of the CHIKV, was used.

After an additional 24 h of incubation, the
cell the
unpurified VLPs or PPs (u-VLPs or u-PPs)

culture medium containing

was harvested and filtered using a 0.45 uM

filtration unit (Merck-Millipore,

Burlington, Mass, USA).

The filtered cell culture medium was either

frozen at -80°C or purified by

ultracentrifugation. In this case, the
medium was loaded on a 2 mL sucrose
cushion (20% W/V in PBSIx) and was
ultracentrifuged at 107 000 g, 2 hours at 4
°C (SW 41T rotor, Beckmann Optima LE
80K ultracentrifuge, ID,

USA). The pellet containing the particles

Indianapolis,

was resuspended in PBSIX and then
frozen and stored at -30 °C. About 60 pL
of purified VLPs (p-VLPs) or purified PPs
(p-PPs) were recovered from a 10 cm Petri
dish containing 7 mL of OPTIMEM
medium (Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA),.

Western-Blot. Antigens were analyzed in
non-reducing conditions. Briefly, 2.5 pL of
antigen were mixed with 2.5 pL of 4X
NuPAGE® LDS Buffer
(ThermoFisher Scientific, Waltham, Mass,

Sample

USA). Then, 5 puL of deionized water were
added (qg.s. 10 pL). Samples were heated at
70 °C for 10 minutes and transferred to a
NuPAGE® 4-12% Tris-Bis 200M™ gel
(Invitrogen).  The

sample  migration
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occurred in a 1X MES migration buffer
(ThermoFisher Scientific) over 52 minutes
at 200 volts, 400 mA and 100 W. The
transfer of migrated proteins on a PVDF

(Merck  Millipore)
thanks

membrane was

performed to an Invitrolon™
apparatus following the manufacturer’s
(ThermoFisher

Proteins were revealed with the 3E10A5

instructions Scientific).
primary antibody and an AP-labeled anti-
mouse secondary antibody (bioMérieux
SA) using the Snap-iD® 2.0 Protein
Detection System (Merck Millipore), and
the addition of NBT/BCIP Substrates
(nitro-blue tetrazolium and 5-bromo-4-
chloro-3'-indolyphosphate, ThermoFisher
Scientific). Protein bands on the blots were
analyzed using a GS-800 scanner (BioRad,
Hercules, Ca, USA). The ImagelJ software
(https://imagej.nih.gov/ij/) was used to
quantify the gray intensity level of each
band. The height of each band was also
evaluated using the Image] software by
measuring the distance between the upper

and the lower zone of the bands.

MAC-ELISA. IgM antibody capture
ELISA proceeded according to
standardized methodology 43,4951

Polystyrene 96-well plates were coated
overnight at 4 °C with 5 pg.mL™' of goat
anti-human IgM (Jackson
ImmunoResearch, Baltimore Pike, PS,

USA) in PBS1x. Plates were washed with


https://www.google.com/search?client=firefox-b-ab&q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjJnZ_FgMHbAhVIuBQKHS0lDfkQmxMIgAIoATAS
https://www.google.com/search?client=firefox-b-ab&q=Waltham+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjJnZ_FgMHbAhVIuBQKHS0lDfkQmxMIgAIoATAS

PBS1x containing 0.05% Tween-20 and
blocked with a solution of PBSIx -0.5%
BSA for 1 hour at 37 °C. Fifty microliters
of patient serum 1:200 diluted were added
and incubated for 1 hour at 37 °C. CHIKV
antigens diluted in PBS1x -0.05% BSA —
0.05% Tween20® were then added and
incubated for 2 hours at 37 °C. The optimal
antigen concentration was experimentally
determined for each antigen: p-VLPs or p-
PPs were diluted 1:20, u-VLPs or u-PPs
were used undiluted, the E2 recombinant
protein (Aalto Bioreagent, Dublin, Ireland)
was used at 2 pgmL! the viral lysate
inactivated by beta-propiolactone was
diluted at 1:400. Finally, 0.5 ug.mL"! of
AP conjugated
antibody (3E10AS, bioMérieux SA) was

anti-E2  monoclonal
added into each well and incubated for 1
hour at 37 °C. After intensive washing, the
reaction was developed at room
temperature 15 min after adding of a PNPP
solution (P-NitroPhenyl Phosphate,
ThermoFisher Scientific) and was stopped
by adding 2N sodium hydroxide. The
optical density (OD) was measured at 450
nm in a plate reader (Eon Biotek, Biotek

Instruments, Winooski, Vt, USA).

Paper devices manufacturing. Laser-cut

PAD manufacturing was accurately

described in a previous publication %
Briefly, two ARcare7815 auto-adhesive

plastic layers (Adhesive Research Inc.,
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Limerick, Ireland) and a glass-fiber paper
(MF1, GE Healthcare, Velizy, France)
were cut using a 30W laser cutting
machine (Speedy 100, Trotec, France)
following a pattern designed with Inkscape
v.0.92. The glass-fiber paper is then
sandwiched between the two adhesive

sheets, forming the final PAD.

PAD biological activation. The Test area
was coated with a capture antibody
directed against the human IgM (0.5 pL at
4 mg.mL"!, Jackson ImmunoResearch) in
PBS1x. The Control area was spotted with
an anti-alkaline phosphatase monoclonal
antibody (14A10B7, BioMérieux SA) (0.5
uL at 0.5 mg.mL"! in PBS1x). The Mock
area was coated with 0.5 uL of PBSlx
containing 0.5% BSA (PBS-BSA). One
anti-E2  AP-labeled
monoclonal (AP-3E10A5,

bioMérieux SA), diluted to 0.05 mg.mL"!

microliter of an

antibody

in a buffer containing detergent and
sucrose (VIKIA® buffer, BioMérieux SA),
was mixed with 1 pL of lyophilized
unpurified PPs (u-PPs-lyo) for 5 minutes at
room temperature, and the mix was loaded

in the square-shaped sample hole (2 pL).

Alternatively, the Test area was directly
coated with 0,5 pL of u-PPs-lyo. In that
case, an AP-labeled anti-human IgM

monoclonal antibody diluted in VIKIA®


https://www.google.com/search?hl=fr&q=Winooski+Vermont&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3SDJLz0kxUuIEsQ0NssxLtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAOFXb9JFAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgre3CmYXbAhWK6xQKHQrcC0UQmxMIlgEoATAP

buffer was loaded in the square-shaped

sample hole (3 uL at 0.1 mg.mL™).

The functionalized PADs were dried for 1
minute 30 seconds at 60 °C. Then, 0.5 uL
of PBS-BSA were added to the Test area,
to minimize background noise. Finally, the
PADs were dried for 1 minute 30 seconds
at 60 °C again. Once functionalized, the
PADs could be stored for several days at

room temperature or at 4 °C before use.

RESULTS

Anti-CHIKV IgM detection on MAC-
ELISA. 1t previously
demonstrated that CHIK VL was the

has been
antigen of choice for
detection by MAC-ELISA *®. Logically,
CHIK VL seemed to be the ideal antigen
for the PAD. However, producing CHIK

sensitive IgM

VL and using it for serology requires a
Level 3 laboratory and can be problematic
in terms of safety. The CHIK VL is
traditionally inactivated by treatment with
Beta-

a  chemical reagent

(e.g.
Propiolactone) that potentially has an
impact on the viral protein structure. In
order to find a safer and more convenient
alternative solution to CHIK VL for
CHIKV IgM serology, we compared a
variety of other

CHIKV-PPs, CHIKV-VLPs and CHIKV

antigens, including

E2 recombinant protein.
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These antigens were first evaluated by
MAC-ELISA. As the  VLPs/PPs
purifications steps (i.e. centrifugation; see
Materials & Methods) were time-
consuming and could result in a significant
loss of material, VLPs and PPs were tested
either purified by ultracentrifugation (p-
PPs and p-VLPs, around 0.1 pg.pL?! in
PBS1x), or unpurified (u-PPs and u-VLPs).
In this case the cell culture supernatant that
contained the VLPs/PPs was directly used.
The E2 recombinant protein was used at 2
ug.mL!. Experiments were conducted on
twenty CHIKV IgM positive patient sera
tested in duplicate. Twenty samples from
healthy patients (without CHIKV IgM)

were used as negative control.

As illustrated in Figure la, the highest
signal was observed for a MAC-ELISA
using the non-purified PPs, u-PPs (OD=
2.86 +/- 0.140). The signal was
approximatively 2.4 times higher than for
CHIK VL (OD=1.259 +/- 0.066), which is
considered as the reference assay. The u-
VLPs, presented a signal 1.4 times lower
than the signal observed for the CHIK VL,
and 3.2 times lower than for the u-PPs.
Conditions using p-PPs or p-VLPs and E2
protein shared approximatively the same
signal level (OD between 0.461 and 0.602),
i.e. approximatively 2.4 times lower than

the signal of the reference assay, and 5.5

times lower than the u-PPs condition.



Antibody 3E10AS5, used in the MAC-
ELISA as a detection antibody, is directed
against a conformational epitope of the
protein E2. To ensure that the signal
observed in MAC-ELISA with u-PPs was
not due to a difference in E2 protein
concentration, the concentration for each
antigen was estimated after a Western-Blot
using the 3E10AS5 antibody and a
densitometry analysis. Figure 1b shows the
values calculated from the Western-blot
picture. The value of each bar of the graph
corresponds to the formula [band gray
value intensity] x [band surface]. The
highest signal was observed for the VL
(gray intensity relative value, V=254),
which presented a value 1.4 times higher
than for the recombinant protein E2
(V=176.4).

calculated for u-PPs (V=34.2) was 7.4

In comparison, the signal
times lower and 5.2 times lower than in the
CHIK VL and the E2 recombinant protein,
respectively. The same magnitude order
was observed for p-VLPs. The p-PPs
showed a signal 2.8 times higher than all

others PPs/VLPs antigens tested.

The results showed that, among the variety
of antigens tested by MAC-ELISA, the
CHIKV-u-PPs have the highest signal
intensity and can be used as alternative

antigen to VL.
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Anti-CHIKV IgM detection on PAD
using different antigens. In order to
confirm the results obtained with MAC-
ELISA, the different CHIKV antigens
were first evaluated on PAD (Figure 2a),
functionalized as for CHIKV MAC-ELISA
plates (i.e. with IgM-directed antibody as a
capture tool) (Figure 2b) °!. A specific
detection signal (S) was calculated for each
experiment using the ImagelJ software. The
value of S corresponded to the formula
[gray level calculated for Mock area]/[gray
level calculated for Test area] 4. Thus, S
takes into consideration the background
observed on the Mock area. For negative
sera, S had values between 0.95 and 1.032.
For positive samples, a dark blue signal
appeared on the Test area (Figure 2¢) and
S could reach values up to 1.95. The
presence of a blue color in the Control
the

The

zone indicated that test was

successfully validated. complete
process, from the sample loading to the
final picture, took around 8 minutes. Each
antigen was tested in duplicate on three
CHIKYV IgM positive sera and one healthy

CHIKYV IgM negative serum.

Despite the encouraging results obtained
on MAC-ELISA, the first results obtained
on the PAD with u-PPs and u-VLPs were
negative. To assess whether the signal
could be improved by increasing the

concentration of the u-PPs or u-VLPs, 2mL



of culture media containing the u-PPs or u-
VLPs were lyophilized at 13 pbar at -80 °C
(Usifroid® lyophilisator, Société Nouvelle
Usifroid,  Elancourt,  France).  The
lyophilisate was finally resuspended in 100
pL of ultra-pure water in order to obtain a
20-fold concentrated antigen. For the IgM
serology, the lyophilized/concentrated
antigens (u-PPs-lyo or u-VLPs-lyo) were

loaded on the Test zone of the PAD.

The PAD functionalized with u-PPs-lyo
gave a positive result for the detection of
the anti-CHIKV IgM (S=1.302). All the
other antigens such as VLPs, E2
recombinant protein, diluted or not diluted,
showed negative results on PAD (S values
between 1.013 and 1.037). For CHIK VL,
the PAD was negative when used diluted at
1:400 as in MAC-ELISA (S = 1.000), but
was positive when the VL was used
undiluted (S = 1.117). In comparison, S
value for u-VLPs-lyo remained negative (S
= 1.037), around 1.25 times lower than S

value for u-PPs-lyo (S = 1.302).

Thus, for the CHIKV IgM serology on the
PAD, u-PPs-lyo will preferably be used as

a capture antigen.

CHIKV IgM PAD performances. In
order to estimate the sensitivity of the PAD,
a positivity threshold was first calculated.
The Limit Of Detection (LOD) determines
the threshold above which the test result
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can be considered positive. Twenty-four
PADs were loaded with 30 pL of serum
samples from healthy patients (without
CHIKYV IgM). For these PADs, the mean
(M) of S was 1.027 and the standard
deviation (SD) was 0.02. Consequently, for
CHIKV IgM detection on sera, a PAD was
considered positive when the S value was

higher than M+2SD = 1.067.

PADs were evaluated by loading 30 uL of
14 CHIKV IgM sera. 12 sera from patients
without CHIKV IgM were also tested.
Only 5 CHIKYV sera of 14 (36.7%) were
found positive on the PAD (Smax = 1.096
and Smin = 1.077; see Supplementary data
1).

Alternatively, the antigen (u-PPs-lyo) was
directly spotted on the Test zone of the
PAD, as capture tool (Figure 3a). The test
was performed by loading 30 pL of sample
on the PAD. The detection was performed
using an anti-human IgM AP-labeled

monoclonal antibody.

For this new PAD format, a new positivity
threshold was calculated as described
above. Forty-four PADs were loaded with
30 puL of serum samples from healthy
patients (without CHIKV IgM). ). For
these PADs, the mean (M) of S was 1.002
and the standard deviation (SD) was 0.018.
Thus, for CHIKV IgM detection on sera,

the PAD was considered positive when the



S value was higher than M+2SD = 1.039.

On the 44 negative sera tested, only one

appeared positive, with an S value of 1.047.

Thirty-four sera samples (21 females/13
males; mean age: 37 years-old) were tested
on PAD for CHIKV IgM serology. All
samples have previously been tested by a
CHIKV MAC-ELISA and were confirmed
to be CHIKV IgM positive by the

providers.

The results illustrated by Figure 3b showed
that among the 34 samples tested on PAD,
24 were found positive with an S mean of
1.110 and with an SD of 0.059 (Smin =
1.042 and Smax = 1.527). The PADs found
negative presented an S mean of 1.008,
with an SD of 0.008 (Smin = 0.992 and Smax
= 1.029). Taken together, these data

allowed to estimate that the PAD
sensitivity was 70.6%. The specificity of
the PAD was also calculated and was

97.7% (see Table I).

IgM detection on plasma specimens

from patients infected by other
arboviruses. The PAD was evaluated for
patient sera that were IgM positive for
other arboviruses such as dengue virus
(DENV) and Zika virus (ZIKV) (see Table
II). These sera were confirmed to be
CHIKV IgM negative by sera providers.
These viruses have been chosen because of

their recurrent co-circulation with CHIKV
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in tropical countries > and the capacity of
the flavivirus genus to induce antibody
cross-reactivity >>. We also evaluated the
sample from a patient infected with
O’Nyong’Nyong (ONNV) viruses, an
alphavirus known to cross-react with
CHIKYV 3455 Thus, a total of 26 specimens,
consisting of recently infected DENV
(n=11), ZIKV (N=14) and ONNV (n=1)
patient samples, were evaluated in parallel
by the CHIKV MAC-ELISA (i.e. the
reference method), the CTK Biotech anti-
CHIKV IgM LFA and the PAD. In
addition, 18 healthy samples were tested as

negative controls.

All the DENV IgM positive sera were
found negative for CHIKV IgM with
MAC-ELISA. When tested using the CTK
Biotech rapid test, these samples were also
found to be negative. Interestingly, by
using the PAD, two sera were found lightly
positive for CHIKV IgM (S; = 1.093; S =
1.056).

As for the dengue samples, all the ZIKV
IgM-positive sera were found negative by
the CHIKV MAC-ELISA. However, one
serum was observed to be positive on the
CTK Biotech rapid test. On the PAD, three
sera were found positive (S = 1.180; Sz =

1.144; S5 = 1.103).



Concerning the ONNV IgM-positive
serum, it was found negative with CHIKV

MAC-ELISA.

The negative samples were always found

to be negative.

DISCUSSION

The development of immunological rapid
Point-Of-Care (POC) and home-based
diagnostic tests, such as the lateral-flow
assays, has greatly contributed to generate
appropriate analytical results more rapidly,
to accelerate patient management . To
this regard, it seems crucial to collect the
biological sample within a short period of
time, close to the patient location, with the
aim to administrate or adjust quickly the

most adequate treatment to the patient >,

In previous publications, a new type of
POC test, the paper-based analytical device,
called PAD, was successfully developed
for dengue virus NS1 proteins and specific
IgM detection in various human biological
the limit of

samples. In both cases,

detection was close to that obtained with a

commercial rapid test >33,

In the present paper, the PAD was tested as
a prototype for the detection of specific
CHIKYV IgM in sera. The reference method
for specific CHIKV IgM detection is
MAC-ELISA. In MAC-ELISA, CHIK VL
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is generally used as antigen that binds
specific IgM to detect. However, obtaining
viral lysate is time consuming and requires
that experiments be conducted in a
Biosafety Level-3 laboratory . Before any
use, the virus must be inactivated using

B-
Propiolactone (BPL) . It is generally

chemical treatment such as

recognized that BPL inactivates viruses
through cross-linking of viral surface
BPL treatment
of

proteins. Consequently,

could alter the overall structure

Envelope viral proteins, which may
modulate the affinity of antibodies for
these proteins and thus decrease the

sensibility of the test %61,

To overcome these drawbacks, alternative
antigens to the viral lysate were produced
and tested for specific CHIKV IgM
detection **. Among these antigens, VLPs
and PPs, two types of synthetic viruses,
were chosen because of their innocuous
nature due to the absence of viral genome.
They can be produced in a simple
Biosafety Level-2 laboratory. Moreover,
they do not require chemical inactivation,
as with viral lysate, reducing the risk of
alterations of antigenic epitopes. Synthetic
viruses are well characterized and have
already been considered a powerful

template to develop next-generation

vaccines *792%* However, there are a few



references in the literature to the use of

these antigens as diagnostic tools >

Interestingly, using MAC-ELISA, a very
strong detection signal for specific CHIKV
IgM was observed for u-PPs in comparison
with all other antigens, including CHIK
VL. The difference of signal was
apparently not due to the relative quantity
of E2 protein present in each antigen. The
differences could be explained by the
intrinsic nature of the antigens used. For
example, E2 recombinant protein was
not in

produced in sf9 insect cells,

mammalian cells. Between these two
expression systems, the nature and linkage
of monosaccharides to N-glycosylation
sites are different and can lead to changes

three-dimensional

67 To this

in the folding and
structure of the E2 protein
regard, two potential N-glycosylation sites
have been identified on the E2 protein
sequence
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/c
dd/cddsrv.cgi?uid=279311). To the
contrary, VLPs and PPs were produced in
293T eukaryotic cells, closer to the natural
production cycle of the virus, and allowed
to more effectively mimic the native

CHIKV.

It has previously been shown that the PAD
sensitivity is generally lower than for the

ELISA 3. Here, it has been necessary to
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concentrate  the culture supernatant
containing the PPs by a lyophilization step
to obtain a specific signal on IgM-positive
samples. Interestingly, a positive result for
the detection of CHIKV IgM was also
obtained with the CHIK VL. Preliminary
experiments conducted on the wax-printed
version of the PAD ** showed negative
results with CHIK VL for CHIKV IgM
serology. The antigen u-PPs-lyo showed
positive results with all the PAD versions
(wax-printed and laser-cut versions). In
addition, the S value obtained for CHIK
VL was lower than the S value for u-PPs-
lyo. Finally, as previously discussed,
obtaining the u-PPs-lyo is easier and safer
than the CHIK VL. Consequently, u-PPs-
lyo could be used as capture antigen on the

PAD instead of the CHIK VL.

In a previous study, Prat et al. evaluated
two CHIKV IgM rapid tests >*: SD Bioline
CHIKV IgM (Standard Diagnostics Inc.,
and OnSite
Chikungunya IgM Combo Rapid Test
(CTK Biotech Inc., San Diego, CA, USA).

Yongin-si, South Korea),

The SD Bioline showed poor sensitivity
(30%) and specificity (73%) for CHIK
patients. Authors calculated that 39% and
57% of the results were false negatives and
false positives, respectively. Concerning
the CTK biotech kit, results showed 20%
sensitivity and 93% specificity for CHIKV,
with 36% of false negatives and 33% of



false positives. These results lead the
authors to state the ineffectiveness of these
kits. A similar study conducted by Kosasih
et al. showed similar sensitivity results, but
a higher specificity for CTK Biotech test,
evaluated at 100% °%. However, for the SD
Bioline kit, the sensitivity reached 68.2%
by increasing the time-to-result to 20
minutes instead of 10 minutes. Arya SC et
al. evaluated the performances of the CTK
Biotech kit as well ®, and calculated a
sensitivity and a specificity of 71% and
100%, respectively. For the authors, these
commercial kits are essential in health care
centers for developing countries, to be used
in routine early diagnosis and to initiate

control measures for CHIK.

The sensitivity for the solution presented
here (70.6%) was comparable to these
performances, with an time-to-results of 10
minutes. The clinical performances were
calculated from a small cohort of patients
(N=78) and need confirmation on a larger
cohort. Equivalent sensitivity was observed
by Arya et al. for the same SD Bioline kit
. By increasing the reading time to 20
minutes, as suggested by the manufacturer,
the sensitivity of the SD Bioline test
dropped to 68.2% 8. However, this value
remains lower than that obtained with the

PAD.
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Rianthavorn et al. claimed than the

sensitivity of these tests is correlated to the

duration of symptoms

. Consequently,
rapid tests should not be used as a
screening diagnostic tool during the first
week of the disease, when IgM are present
at low titers in infected patients. That could

explain their poor performances.

In comparison, commercial ELISA
designed for CHIKV IgM serology, have
better performances than the LFA or the
PAD. Johnson et al. evaluated commercial
kits from Abcam, Eurolmmun and InBios,
and found for each kit a sensitivity of
100%, and a specificity of 97% (Abcam,
100% (InBios) 'S

Eurolmmun) and

Despite  their  improved  detection
performance, these commercial ELISAs do
not exactly match the ASSURED criteria
defined by WHO: they require qualified
staff, incubators and readers, are expensive
and time-consuming. This could be an
obstacle to their use in the poorest

countries.

The PAD can overcome these obstacles by
offering a faster Time To Result (TTR) of
8 to 10 minutes, and much cheaper
diagnostic solution than ELISA tests, and
with clinical performances comparable to
those of most commercialized rapid tests.
Compared to a “traditional” LFA, the cost
of goods of the PAD was found to be



between 5 and 10-fold lower. In addition,
the PAD has a reduced size (9 cm? surface
and 0.07 cm thick) and is composed of
fewer materials, which is advantageous for

storage and waste management 34,

Some DENV and ZIKV IgM samples were
found to be positive on the PAD for the
detection of CHIKV IgM. In the literature
there are no report describing cross-
reactions between these viruses regarding
IgM serology. This could be due in part to
the folding similarities observed between
the alphaviruses and flaviviruses envelope
proteins. An atomic resolution crystal
structure of an alphavirus E1 protein
showed a folding pattern related to the E
protein  of  flaviviruses, suggesting
homology of at least some genes between
flaviviruses and alphaviruses ’!. In addition,
flaviviruses were previously classified in
the Togaviridae family, suggesting some
similarities to the current members of this
family. However, owing to viral co-
circulation, improvements are required to
lower the level of cross-reactivity observed
with the PAD. It would be interesting to
flaviviruses antibodies

put specific

upstream of the PAD Test area.

Cross-reactions between CHIKV, and
ONNV have already been described 7?. The
two viruses belong to the same Semliki

Forest Virus Complex >>7. Interestingly,
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the PAD showed no cross-reaction with the
ONNYV sample. It will be necessary to test
a larger panel of alphavirus patients other
than CHIK patients, such as O’Nyong
Nyon, Ross River or viral encephalitis
patients. However, this type of patients is

quite rare and difficult to find.

The clinical performances indicate that it
would it be beneficial to improve the
sensitivity of the PAD and reduce cross-
reactions. Many ways were explored in
order to enhance sensitivity detection of
specific CHIKV IgM on PAD. Beside the
nature of the antigens and their positions
on the PAD, chemical pretreatments of the
PAD were also studied. Thus, chitosan
coating and glutaraldehyde cross-linking
were used to modify the surface of the
PAD to covalently immobilize antibodies
on it. Moreover, these compounds
simultaneously enhance the wet-strength of
the PAD and the stability of immobilized
antibodies, because chitosan 1is readily
compatible with paper and imparts to the
paper improved mechanical strength 757
However, no significant difference in
sensitivity was observed in comparison to

the PADs that were not functionalized with

chitosan and glutaraldehyde.

Another way to enhance sensitivity

performance was the addition of anti-

Human IgG antibody or G protein on the



PAD, upstream of the Test area. These
proteins should capture IgG from the
sample tested, in order to decrease IgG
binding on the Test area, and enhance the
specific IgM detection signal.
Unfortunately, in our hands, no significant

improvement was observed.

Alternatively, the sensitivity could also be

enhanced by testing various blocking

(NOF
America Corp., USA), known to reduce

agents such as Biolipidures®
nonspecific adsorption and also enhance

specific signal .

The cut-off values of a serodiagnostic test
were calculated to minimize the total cost

81 To determine the

of misdiagnoses
appropriate cut-off value above which a
PAD will be regarded positive, many
variability factors must be weighed: the
nature and quality of the tested sample
(serum or blood), the signal quantification
procedure (use of a specific software,
impact of natural or artificial light, user
experience, test repeatability). All these
factors have to be considered to determine
the best threshold value. For serology on
the PAD,
threshold at M+2SD,

82 With this threshold, we

it was decided to set the
as described in
literature
obtained a good specificity but average
(97.7% 70.6%,
respectively). By setting the threshold at

sensitivity and
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M+1.58D, the sensitivity does not change,
but the specificity falls to 81.8%. At
M+1SD, the sensitivity increases to 73.5%,

but specificity decreases to 77.3%.

When using the gray-level analysis
software (Image J), the manual selection of
the different PAD areas may impact the S
value calculation which may slightly differ
from one reading to another. Automating
the S wvalue -calculation can be an
alternative way of improving PAD
sensitivity. Many previous studies have
demonstrated the benefits of a smartphone
for reading and obtaining a quantitative
and objective result for an accurate
diagnostic 3-8, For the first version of the
PAD %, an Android®-based application
was developed on a smartphone for
reproducible and quantitative results from
the raw signals. This application calculated,
from a simple picture of the PAD, the S
value and compared it to the cut-off value,
to determine if the test was positive or
negative. By limiting the variations in
measurement that can be observed by the
the S values

manual method,

reproducibility was improved. A new
version of this smartphone application will
further be developed for use with the
improved version of the PAD presented in
this publication, in order to enhance both
the reproducibility and the sensitivity of
detection.

Recently, Quesada-Gonzilez



and Merkog¢i  predicted that the
development of smartphone biosensing
will probably decentralize existing care
systems and laboratories, in the near future
8 They also foresee the rapid spread of
POC diagnostic tests and other monitoring
devices to be used as close to the patient as
possible. The use of a smartphone as a tool
for diagnostic tests is compatible with the
ASSURED criteria, since the arrival of
new  phone manufacturers make
smartphones accessible to the greatest

number of people *°.

CONCLUSIONS

In the present publication, a new solution
using PPs on laser-cut PAD was evaluated
as proof of concept for the CHIKV IgM
detection. The use of CHIK synthetic
viruses, such as PPs, present an alternative
way developing new serological diagnostic
tests of CHIK, and could be applied to the
diagnosis of other viral diseases. By
conjugating CHIKV and DENV
diagnostics, PAD could be a very useful
tool for multiplexed arboviruses diagnosis
in endemic regions of the world, in order to
improve patient care at a very low price.
However, it will be necessary to carry out a
study on a larger cohort of samples to

consolidate the performance obtained on

the PAD. Moreover, the development of a
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smartphone-based PAD reader, combined
with a dedicated application, would

provide faster and more accurate
diagnostic results, while objectivizing the
result obtained, helping the reading by the

operator and/or the patient.
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Figure 1. CHIKYV IgM MAC-ELISA. a. CHIKV IgM MAC-ELISA using different CHIKV
antigens. Viral lysate corresponds to the reference antigen. Black bars: test; gray bars:
negative control using healthy patient serum (no CHIKV IgM). Each condition has been
conducted at least twenty-fold in duplicate; b. Relative quantity of CHIKV E2 protein
estimated for each antigen by Western-Blots and densitometry analysis. u-PPs / u-VLPs:

unpurified PPs/VLPs; p-PPs / p-VLPs: purified PPs/VLPs.

Figure 2. CHIKYV IgM detection on PAD. a. Picture of a ready-to-use PAD; b. Schematic
depiction of the MAC-ELISA detection format (source: Jaime E. Castellanos et al., 2018); c.
Examples of results obtained for IgM serology on PAD (for CHIKV IgM positive sera and
negative sera). S (specific detection signal) corresponded to the formula [gray level calculated

for Mock area] / [gray level calculated for Test area].

Figure 3. CHIKV IgM PAD performances. a. Schematic depiction of the format using
unpurified and lyophilized CHIKV Pseudo-Particules (u-PPs-lyo) as capture antigen, directly
coated on the PAD; b. Detection of CHIKV IgM on PAD using u-PPs-lyo as capture antigen
for 34 patient sera. Each test was conducted in duplicate or in triplicate. A PAD is considered

positive when S is equal to or higher than 1.039 (positivity threshold).
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Table 1: PAD performances for CHIKV IgM detection.

Reference test (MAC-ELISA)
Test to evaluate (PAD) Positive Negative Total
Positive 24 1 25
Negative 10 43 53
Total 34 44 78
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Table 2 : Cross reaction with other arboviruses.

PAD LFA (anti-CHIKYV IgM) MAC-ELISA
DENV 2/11 (18%) 0/11 (0%) 0/11 (0%)
ZIKV 3/14 (21.4%) 1/14 (7.1%) 0/14 (0%)
ONNV 0/1 (0%) 0/1 (0%) 0/1 (0%)
Negative sera 0/18 (0%) 0/18 (0%) 0/18 (0%)

Healthy negative sera, DENV, ZIKV, ONNV IgM positive sera were tested using the PAD
functionalized for CHIKV IgM serology, a commercial lateral flow assay for the CHIKV IgM serology
(CTK Biotech) and the CHIKV MAC-ELISA. The ratio and the percentage represent the number and

the proportion of positive for each test. Each test has been conducted in triplicates.
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S1. CHIKYV IgM detection on PAD with MAC-ELISA format. a. Illustration of the MAC-
ELISA detection format (source: Jaime E. Castellanos et al., 2018); b. detection of CHIKV IgM
on PAD using unpurified and lyophilized CHIKV PseudoParticules (u-PP-lyo) in MAC-ELISA
format, for 14 patient sera. Each test was conducted in duplicate. A PAD is considered positive

when S is equal or higher than 1.067 (positivity threshold).
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Présentation de l'article 4

L’intérét des PPs de CHIKV comme outils de capture d’IgM anti-CHIKYV sur le PAD a
été¢ démontré dans la précédente étude (cf. Article 3). De fagon intéressante, la sensibilité¢ de
détection des anticorps d’intérét était moindre avec les VLPs de CHIKV. Les PPs non-purifiées
(u-PPs) présentaient de meilleurs résultats de détection des IgM anti-CHIKV que les VLPs non-
purifiées (u-VLPs) et le lysat viral (VL). Les expérimentations avaient également montré que
cette différence de signal n’était pas due a une différence de concentration en protéine virale
E2 entre les deux types de bioparticules, et semblait liée a des différences de propriétés

intrinséques de ces particules.

Afin d’essayer de comprendre cette différence de signal de détection observé entre les

PPs et les VLPs, différentes analyses ont été réalisées sur ces bioparticules.

Afin d’évaluer I'impact de I’étape de culture cellulaire (utilisée pour produire les
particules) sur la valeur des signaux observés, des MAC-ELISA en microplaques, utilisant des
bioparticules purifiées par ultracentrifugation puis resuspendues dans du milieu de culture
(DMEMCc), ont été réalisées. Les résultats obtenus ont montré que les PPs purifiées (p-PPs)
resuspendues dans du DMEMc ne donnaient pas un signal de détection aussi €élevé que celui
obtenu avec les u-PPs. Au contraire, le signal observé était trés proche de celui des p-PPs diluées
en PBS1X. Cela démontrerait que le milieu DMEMc a peu d’incidence sur la valeur du signal
de détection des IgM anti-CHIKV. Cependant, I’étape d’ultracentrifugation, nécessaire a

I’obtention des p-PP, peut avoir un impact sur 1’intégrité physique des particules.

Des analyses des p-PPs et p-VLPs en HF5-MALS ont ensuite été réalisées. Cette
technologie utilise des mesures d’absorbances et de dépendance angulaire a la lumiére pour
caractériser finement des bioparticules, afin de déterminer leur taille, leur pureté, la
polydispersion, leur morphologie, leur quantité et leur concentration. Les résultats obtenus ont
montré une grande variabilité des bioparticules en termes de tailles, entre 80nm et 220nm de
diametre pour les VLPs et 140nm a 180nm de diamétre pour les PPs. Le pic correspondant aux
bioparticules analysées est bien isolé, indiquant une assez bonne pureté de 1’échantillon analysé.
Cependant, il a été observé en amont de ces particules des pics correspondant a des
contaminants. Ces contaminants ont été caractérisés comme étant principalement des protéines
du milieu de culture (albumine sérique), ou de résidus de protéines virales issues des
bioparticules ou relarguées par les cellules lors de la production du virus. La présence de ces
contaminants permet de dire que 1’étape d’ultracentrifugation ne permet pas une purification

parfaite des bioparticules.
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Présentation de l'article 4

En parall¢le, afin d’avoir une observation directe de nos bioparticules de CHIKV, une
analyse en microscopie ¢lectronique a transmission (MET) a été réalisée sur les p-VLPs et les
p-PPs. Ces observations ont permis de mettre en évidence la présence de bioparticules
sphériques, confirmant ainsi les résultats précédemment obtenus avec le HF5-MALS. Le
diametre de ces bioparticules a été évalué entre 30nm et 150nm pour les VLPs, et 50nm a 200nm
pour les PPs. De plus, en plus des particules isolées, il a été observé des particules couplées 2 a
2 voire par 3. L’analyse des p-PPs a été rendue plus difficiles par la présence d’un plus grand
nombre de contaminants dans la préparation, notamment des filaments d’actine issus des

cellules en culture.

Des analyses ont enfin été effectuées afin de mesurer 1’avidité des IgM anti-CHIKV
pour chacune de bioparticules étudié¢es. Pour cela, des MAC-ELISA ont été réalisés en plaques
96 puits avec des bioparticules, et des concentrations croissantes d’urée ont été appliquées sur
les formats de détection. Il a été observé un décrochage des IgM d’intérét pour les VLPs pour
des concentrations d’urée plus faibles que pour les PPs, indiquant trés probablement des
interactions plus fortes au sein du complexe [gM-PPs. Cette observation pourrait expliquer le
signal plus important obtenu initialement en MAC-ELISA, comparé au format utilisant les
VLPs. Nous avons voulu confirmer ces résultats par interférométrie. Cependant, malgré de
nombreux essais, il a été impossible de détecter correctement 1’attachement des IgM sur les

particules.

La technologie HF5-MALS est une bonne méthode de caractérisation des VLP et des
PPs. Les différents résultats recueillis semblent indiquer que le signal plus important obtenu
avec les PPs en MAC-ELISA serait lié¢ aux propriétés intrinseques des particules, notamment a
la présentation des protéines d’enveloppe virale a leur surface. Des expériences plus
approfondies seraient nécessaires afin d’explorer plus en détail 1’affinité des VLPs et des PPs
pour les anticorps spécifiques du CHIKYV, et confirmer les résultats préliminaires décrits dans

cet article.
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ABSTRACT CHIKV IgM. Although sensitive, this

Background. The incidence of arbovirus method requires inactivated CHIKV viral

infections, especially chikungunya virus lysate  (VL), which entails numerous

(CHIKV) infection has increased technical constraints. The wuse of viral

bioparticles such as Virus-Like Particles

(VLPs) and Pseudotyped-Particles (PPs)

dramatically in recent decades, affecting

hundreds of millions of people each year.

Effective diagnostic methods must be could represent an interesting alternative to

available to optimize patient management. viral lysate because of their innocuity and

their production facility in comparison to

VL.

IgM-capture Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (MAC-ELISA) is

routinely used for the detection of specific
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Methods. VLPs and PPs were compared to
VL by MAC-ELISA
specific CHIKV IgM

to estimate their
performance for
detection. Physico-chemical
characterizations were performed by field-
flow fractionation to separate and analyze
the bioparticles, check their size and purity,
and estimate their concentration. The
structure of the bioparticles was confirmed
by electron microscopy. Affinity of the
specific IgM for the different particles was

established using an avidity MAC-ELISA.

Results. Used non-purified, PPs give a
detection signal higher than for VL, which
can help to improve the detection sensitivity
of MAC-ELISA. HF5-MALS technology
has been found to be a good method for
characterization of these bioparticles.
Characterizations suggested that the signal
difference observed in MAC-ELISA was
probably due to the intrinsic antigenic
properties of particles. More specifically, the
CHIKYV envelope protein presentation at the
surface of the non-purified PPs seemed to be

optimized compared to other antigens.

Conclusion. The use of CHIKV bioparticles

such as VLPs and PPs represents an
interesting alternative to the use of VL,
which is traditionally employed in the MAC-
ELISA format. Compared to viral lysate and

VLPs, unpurified PPs have proven to be
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more powerful antigens for specific IgM

capture.

INTRODUCTION

The chikungunya virus (CHIKV) is an

arbovirus (arthropod-borne virus)
transmitted by infected Aedes mosquitoes
[13]. Arboviruses are mainly prevalent in
tropical and subtropical areas, and represent
a serious public health concern for
developing countries [5]. CHIKV belongs to
the Togaviridae family (Alphavirus genus),
which also contains Ross River, Mayaro,
Semliki Forest and O’Nyong-Nyong viruses
[37]. CHIKV was first isolated in Tanzania
in 1952 [22, 38] and became endemic in
large areas of Africa, the Middle East, India
and Southeast Asia [15, 39]. Between 2005
and 2007, CHIKV caused a massive
epidemic on the island of La Réunion [4].
Since 2013, the rapid spread of the virus has
been reported in the Caribbean and Central
and South America. CHIK is an acute,
highly symptomatic illness characterized by
strong fever, headache, intense asthenia,
rash, myalgia and severe arthralgia [43].
Severe arthralgia that mainly affects hands,
wrists, elbows, ankles and knees can evolve
to chronicity. To date, there is no specific

and efficient treatment.



In vitro diagnostic tests, either based on
polymerase chain reaction (RT-PCR) or
enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) can provide sensitive results and

help to optimize patient care [26, 27].

For specific type M immunoglobulin (IgM)

serological diagnostic, an IgM-capture

Enzyme-Linked = Immunosorbent

(MAC-ELISA) is traditionally performed

Assay

using viral lysate as antigen [23]. Viral
lysate leads to good sensitivity of detection,
and is used in reference laboratories [23].
However, obtaining viral lysate is time-
consuming and requires that production be
conducted in a Biosafety Level 3 laboratory
by qualified persons [24]. Moreover, before
lysis, the virus must be inactivated using
chemical treatment such as B-propiolactone
(BPL) before use [31]. BPL could alter the
overall structure of viral envelope proteins,
which could modulate

the affinity of

antibodies for these proteins and thus
decrease the sensitivity of the test [11].
Consequently, finding alternative antigens
for CHIKV serological diagnosis may be
important. Among these alternative antigens,
recombinant proteins are noninfectious and
can be produced in quantity. However,
hitherto, their performance has meant that
they are rarely used instead of viral lysate [7,

34].
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Virus-Like (VLPs)

(PPs)

Particles and

Pseudotyped-Particles represent
potential alternative antigens for CHIKV
serological diagnosis. VLPs and PPs are
noninfectious multiprotein structures and
represent an important class of biomolecular
particles composed of self-assembling viral
proteins [29, 46]. These particles have been
used in many applications such as for
bioluminescent imaging in a mouse model
for the evaluation of vaccines and antiviral
therapies against CHIKV [48], and for the
development of new generation vaccines.
Indeed, VLPs evoke effective immune
responses without triggering the side effects
associated with the native virus [28, 40].
Some vaccines based on VLPs or PPs have
been developed [9, 19, 46], for example for
the Hepatitis B virus [44], the HS5SNI
influenza virus [35], strains of the human
papilloma virus [18] and the chikungunya
virus [6, 25, 41, 42]. The use of PPs or VLPs
in diagnostic, and more specifically for I[gM
or IgG serology, has not been the subject of

much investigation [21].

In the present paper, PPs and VLPs were
compared to VL. by MAC-ELISA. In order
to better understand the differences of
performance observed in CHIKV MAC-
ELISA for these two types of particles,
and

comparative physico-chemical



immunological  characterizations  were
performed.
MATERIALS AND METHODS

Materials and specimens. The anti-E2
(3E10A5)
internally produced by bioMérieux SA
3E10AS was

monoclonal  antibody was

(Lyon, France). directed
against a conformational epitope of E2. As
needed, it can be labeled with alkaline
phosphatase (AP) following conventional
procedures. CHIKV VLPs and PPs were
produced in the Laboratoire d'infectiologie
virale et de pathologie comparée, UMR754,
of the Institut National de la Recherche
Agronomique (INRA, Université Claude
Bernard, Lyon, France). The CHIK viral
lysate (VL) was produced and purified by
the Centre national de reference des
(CNR Arbovirus, de

Recherche Biomédicale des Armées/IRBA,

arbovirus Institut

Marseille, France) using standard
procedures. CHIKV capsid recombinant
protein  was ordered from Immune

Technology (New York, NY, USA), and
CHIKYV envelope proteins (E1 and E2) were
ordered from Aalto Bio Reagents (Dublin,
Ireland).

CHIKV-negative sera and whole blood

specimens were obtained from healthy
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donors from the French National Blood
Bank (Etablissement Francais du Sang,
Lyon, France). Patient serum specimens
were obtained from Biomnis, ABO (Lyon,
France) and IRBA (Marseille, France)
through specific contracts with bioMérieux
SA. Informed consent was obtained for any
experimentation. All experiments were
performed in compliance with relevant laws
and institutional guidelines and in
accordance with the ethical standards of the

Declaration of Helsinki.

VLPs and PPs production and

purification. The method was inspired by
previous studies (Noranate, Takeda et al.
2014, Metz and Pijlman 2016). In brief, for
the PPs, 293T eukaryotic cells (ICAAC,
Washington, USA) were transfected using
plasmids encoding the Gag-Pol (core)
proteins of murine leukemia virus, the Green
Fluorescent Protein (GFP), and the
chikungunya viral envelope glycoproteins by
the CaCl, method (Clontech transfection kit,
Clontech, Fremont, CA, USA) following the
After

manufacturer’s instructions.

transfection, the cells were incubated
overnight at 37°C. The transfection was
checked the next day by monitoring the
presence of GFP in the cells using a flow
(FACS  Calibur,

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). For

cytometer Becton-



VLPSs, the same protocol was applied
except that only one plasmid, containing the
genes encoding the different structural
proteins of the CHIKYV, was used. After an
additional 24 h of incubation, the cell culture
medium containing the unpurified VLPs or
PPs (u-VLPs or u-PPs) was harvested and
filtered using a 0.45 pM filtration unit

(Merck-Millipore, Burlington, MA, USA).

The filtered cell culture medium was either

frozen at -30°C or purified by
ultracentrifugation. In the latter case, the
medium was loaded on a 2 mL sucrose
cushion (20% W/V in PBSI1x)
ultracentrifuged at 107 000 g for 2 hours at
4°C (SW 41T rotor, Beckmann Optima LE

80K ultracentrifuge, Indianapolis, ID, USA).

and was

The pellet containing the particles was
resuspended in PBS1x and then frozen and

stored at -30°C.

For a 10 cm Petri dish (containing 7 mL of
DMEM medium supplemented with 10% of
fetal bovine serum — DMEMc —, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), about 60 pL of
purified VLPs (p-VLPs) or purified PPs (p-

PPs) were recovered.

MAC-ELISA. The IgM antibody capture
ELISA proceeded according to standardized
methodology (Martin, Muth et al. 2000,
Peyrefitte, Pastorino et al. 2005, Khan,
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Dhanwani et al. 2014). In brief, polystyrene
96-well plates were coated overnight at 4°C
with 5 pgmL’ of goat anti-human IgM
(Jackson ImmunoResearch, Baltimore Pike,
PS, USA) in PBSI1x. Plates were washed
with PBS1x containing 0.05% Tween-20
and blocked with a solution of PBS1x -0.5%
BSA for 1 hour at 37°C. Fifty microliters of
patient serum at 1:200 dilution were added
and incubated for 1 hour at 37°C. CHIKV
antigens diluted in PBS1x were then added
and incubated for 2 hours at 37°C. The
optimal ~ antigen  concentration  was
experimentally determined for each antigen:
u-VLPs or u-PPs were used undiluted and
the viral lysate inactivated by BPL was used
at 1:400 dilution. Finally, 0.5 pg.mL'1 of
APconjugated anti-E2 monoclonal antibody
(BE10AS, bioMérieux SA) was added into
each well and incubated for 1 hour at 37°C.
After intensive washing, the reaction was
carried out at room temperature 15 min after
addition of a PNPP solution (P-NitroPhenyl
Phosphate, ThermoFisher Scientific,
Hillsboro, OR, USA) and was stopped by
adding 2N sodium hydroxide. The optical
density (OD) was measured at 450 nm in a
plate (Eon Biotek, Biotek

Instruments, Winooski, VT, USA).

reader



Hollow-fiber flow field-flow fractionation
(HFS) with multiple-angle light scattering
(MALS). Studies were based on previous
experiments, using HF5 and MALS
detection [30, 47, 49]. HFS-MALS-UV-dRI
analysis was conducted using the Eclipse
Dualtec separation system device (Wyatt
Technology Europe, Dernbach, Germany),
coupled with a ThermoFisher/Dionex
Ultimate 3000 RS pump, a DAD-3000
Ultraviolet (UV)/visible photodiode array
detector (ThermoFisher Scientific), a Heleos
8+ MALS (Wyatt

Dawn detector

Technology Corporation, Santa Barbara,
CA, USA) and an Optilab T-rEX differential
Refractive Index (dRI) detector (Wyatt
Technology Corporation). The separation
device consisted of a hollow-fiber 400 um
radius with a 10 kDa cut-off PES membrane
and a 90 pL channel volume. All operations
were conducted using phosphate saline

buffer (7 mM PO4, 150 mM NaCl, pH 7.2).

For each analysis run, 1 minute of elution
and 1 minute of focus were carried out on
the system at the beginning of the
experiment. Then, the HF5 system was
maintained in “Focus + Inject” mode for the
next 6 minutes, with buffer injected into the
channel from both the inlet and outlet points
at 0.45 mL.min"'. Undiluted VLP and PP

samples were injected into the channel
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during this time. Then, the system was
switched to “Elution + Cross-flow mode”,
with flow through the channel set to 0.5
mL.min" for 10 min. Finally, during the
“Elution — Cross-flow” step, the elution was
maintained but the cross-flow was decreased
to 0.03 mL.min"' for 5 min and maintained

at 0.03 mL.min"!' for 20 min.

Eluant was passed through a sequence of UV
absorbance, MALS and dRI detectors for
concentration and size analysis. UV was
monitored at 280

ThermoFisher/Dionex DAD-3000 detector.

nm with a
For the purposes of this study, the UV
extinction coefficient (¢) for all proteins was
assumed to be 1.1 mL.mg‘l.cm'1 (theoretical
value calculated from amino acid sequence
of CHIKV envelope and capsid proteins)
and the differential refractive index (dn/dc)
for all proteins was assumed to be constant
at 0.185 mL.g‘1 for all refractive index
[16]. The
geometric radius of eluted particles was

MALS detector.

signals root mean square

determined using a

Anisotropic light scattering signals for

particles used a “sphere” regression in
ASTRA 7

software, assuming that all

encountered particles were VLPs or PPs and
were perfectly spherical. This “sphere”
regression enabled the density number

calculations to have quantitative results. In



the case of non-spherical regression, the size
was expressed in rms (root mean square)

radius.

Electron microscopy. Purified VLPs and

PPs were analyzed using electron
microscopy and 2D image processing [2].
Samples were diluted to 0.05 mg.mL™, and a
4 uL drop was applied to a glow-discharged
formvar-carbon-coated grid (Copper 300,
Polysciences Inc. Warrington, PA, USA).
After 45 seconds of incubation, the grid was
stained (2% uranyl acetate) with Nano-W®
(Nanoprobes Inc., Yaphank, NY, USA) and
transferred into an FEI Tecnai Spirit G2
microscope  (Thermo  Fisher,
Hillsboro, OR, USA) operated at 120 kV.
270 images were recorded with an EAGLE

2kX2k CCD camera (Raptor Photonics,

electron

Larne, Northern Ireland) with a range of 1.5

- 2.2 um under focus.

Avidity ELISA. For avidity ELISA, the
steps until the addition of the antigens are
identical to the MAC-ELISA protocol [23].
Then, 50 uL of solutions of various molarity
(from 0.5M to 3M) of urea (Sigma, Saint-
Louis, MI, USA) were added and incubated
for 15 minutes at room temperature. After
intensive washing, 0.5 pg.mL’1 of AP-
conjugated anti-E2 monoclonal antibody
(BE10AS, bioMérieux SA) was added into

each well and incubated for 1 hour at 37°C.
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After washing, the reaction was carried out
at room temperature for 15 min after
addition of a PNPP solution (P-NitroPhenyl
Phosphate, ThermoFisher Scientific) and
was stopped by adding 2N sodium
hydroxide. The optical density (OD) was
measured at 450 nm in a plate reader (Eon
Biotek, Biotek Instruments, Winooski, VT,

USA).

RESULTS

CHIKYV IgM detection by MAC-ELISA.
In order to find an alternative antigen to VL,
which is usually used in CHIKV MAC-
ELISA, a variety of other antigens, including

CHIKV PPs and CHIKV VLPs, were
assessed.
The VLPs/PPs purification steps (i.e.

centrifugation; see Materials and Methods)
were time-consuming and resulted in a
significant loss of material. It has previously
been demonstrated that unpurified PPs gave
an enhanced signal compared to other
alternative antigens, including the purified
PPs (cf. publication n°3). When VLPs and
PPs were tested unpurified (u-PPs and u-
VLPs), the cell culture supernatant
containing the VLPs/PPs was directly used.
Samples from healthy patients (without

CHIKYV IgM) were used as negative control.



As illustrated in Figure 1, for experiments
conducted on twenty CHIKV-IgM-positive
patient sera tested in duplicate, a strong
signal was observed for a MAC-ELISA
using u-PPs (OD= 2.298 +/- 0.525). The
signal was approximately 2.6 times higher
than for viral lysate (OD= 0.900 +/- 0.369),
which was considered as the reference assay.
The non-purified VLPs, u-VLPs, presented a
signal 1.34 times lower than the signal
observed for the VL, and 3.4 times lower

than for the u-PPs.

The results confirmed that, among the
variety of antigens tested by MAC-ELISA,
the CHIKV u-PPs gave the highest signal
intensity for specific CHIK IgM detection,
and can be used as an alternative antigen to
VL in MAC-ELISA. VLPs can also be used
but the signal intensity was close to that

obtained for VL.

Impact of cell culture medium associated
with PPs on MAC-ELISA. In order to
confirm that the signal associated with
unpurified PPs was only due to the presence
of PPs and not to viral proteins released in
the cell culture supernatant, and to study the
impact of the DMEMc medium on the
signal, MAC-ELISAs were performed on
purified PPs resuspended in PBS1x, and then
diluted either (i) in PBS1x, (ii) in fresh, non-

ultracentrifuged DMEMc medium, or (iii) in
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the cell culture supernatant (DMEMc) after
ultracentrifugation (Figure 2a). Particles
were diluted 1:116. Each condition

CHIKV-IgM-

was

studied on two specific
positive human sera in duplicate, and on two

healthy (CHIKV-negative) patient sera.

The results (Figure 2b) indicated that

purified PPs, diluted in either
ultracentrifuged DMEMc or fresh non-
ultracentrifuged DMEMc, had a signal close
to that of the Gold Standard using VL (OD=
1.384 +/- 0.026, OD= 1.323 +/- 0.063 and
OD= 1.259 +/- 0.033, respectively). The
signals corresponding to the conditions
where p-PPs were diluted in DMEMc
medium were approximately 1.18 times
higher than the signal obtained with p-PPs
diluted in PBS1x (OD= 1.145 +/- 0.177).
Moreover, samples tested with p-PPs diluted
in PBS1x remained 2 times lower than u-PPs
(OD= 1.145 +/- 0.199 and OD= 2.298 +/-

0.525, respectively).

These results confirmed that the strong
signal obtained with u-PPs was not linked to
the cell culture medium or the presence of
residual proteins, but was mainly associated
with the presence of PPs. Moreover, PP
purification by ultracentrifugation seemed to

impact on the MAC-ELISA signal.



HFS5-MALS-UV-DRI characterization of
CHIKV VLPs and PPs. In order to
compare the size, the morphology, and the
purity of VLPs and PPs, HF5-MALS-UV-

dRI technology was deployed.

The first analyses were conducted on
unpurified VLPs/PPs. However, the results
obtained had a high level of background
noise due to the presence of proteins from
DMEMc debris and were

HF5-

and cell

uninterpretable. In  consequence,
MALS analyses were performed on purified

CHIKYV particles.

The most probable hypothesis was that the
VLPs and PPs were spheres, so we used a
spherical regression model applied to p-
VLPs and p-PPs in order to reduce the
background noise generated by components
of the culture medium (DMEMc). The
signals obtained for VLPs (Figure 3a) and
PPs (Figure 3b) were of good quality (fit R?
= 0.9904 for the VLPs data and fit R? =
0.9998 for the PPs data) with small
calculation errors in the numerical value
results. VLPs and PPs were detected from
about 22 minutes to approximately 45
minutes after injection. Contaminants were
detected between 8 and 16 minutes after the
beginning of the experiment, both for VLPs
and PPs conditions. The hypothesis was that

these contaminants were proteins from cell
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debris or culture medium that were not
completely removed during the
ultracentrifugation step.

The VLPs/PPs concentration was

determined by a UVj,sonm reading. The size
of the bioparticles was determined by the

light scattering (MALS monitor).

Considering

25

all  bioparticles
and 45

analyzed

between minutes, the
concentration for the VLPs was estimated at
0.75 png for 20 pL injected. They were
polydispersed (or coupled 2 by 2 and more),
with a large range size. The particles had a
geometric radius between 40 nm and 120 nm
(see dotted curves in Figure 3a and Figure
3c) with an average radius of 73.3 nm (+/-
0.1%), corresponding to particle sizes of 80-

240 nm in diameter.

Purified PPs were also analyzed and were
shown to have similar characteristics to
VLPs. They were polydispersed, with a
geometric radius between 50 nm and 120 nm
(see black dotted curves in Figure 3b and
Figure 3c), with an average radius of 75.1
nm (4+/- 0.7%), corresponding to particle
sizes between 100 and 240 nm in diameter.
The concentration was estimated at 3.45 ug

of PPs in the 20 pL analyzed.

Light scattering showed that both VLPs and

PPs were detected at the same time after



sample injection (Figure 3c). However, the
curve representing the VLPs (gray curve)
was more spread out over time than the PPs
curve, indicating a greater polydispersion of
VLPs than PPs, confirmed by the largest size
scale being observed for VLPs (gray dotted

curve).

In order to check the extent to which the
preparations were contaminated with free
viral proteins or proteins from the culture
medium and compare the profiles obtained
on these proteins with those obtained on
VLPs and PPs, recombinant proteins
(proteins E1, E2 and C, see Figure 4) were
also analyzed in parallel by UVagoum
absorbance. Each protein was concentrated
at 1 u g.mL'1 and 20 pL of each protein were
analyzed. Pure Calf Serum Albumin (CSA)
was also tested. Each protein was
investigated in the same conditions as the

CHIKYV particles.

The analysis of the CSA showed a single
peak, observed at approximately 11 minutes
after injection. The same peak was observed
in both VLPs and PPs profiles (Figure 3 and
Figure 4), indicating that the CSA protein
was not totally removed from the particle
by
parallel, the recombinant proteins of CHIKV

preparations ultracentrifugation. In

were quite distinct, and appeared between 8

and 14 minutes, upstream of the particle
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peaks (Figure 4). Several peaks were
observed for the E1 and E2 protein profiles,
which could represent multimeric forms of
these proteins. The capsid protein that
appeared 10-12 minutes after injection could
also be a potential contaminant of the VLPs
preparations. All the results presented here
were obtained repeatedly (more than 2

times).

Finally, a conformational plot (see Figure 5)
indicated that two morphologically different
each of

populations existed for

type
bioparticle. The morphology of particles can
be evaluated using the value of the slope of
each regression curve. When the slope value
is around 0.33, particles are considered
spherical. When the slope is around 0.5-0.6,
particles are a random coil, and when the
slope value is approximately 1.0 or more,
particles form rods [33]. The molecular
weight range calculated for spherical PPs
(2.107 to 6.10" g.mol™) was more restricted
than for VLPs (107 to 6.10 g.mol']), for a
similar size range. Thus, the PPs were

generally denser than the VLPs.

In conclusion, purified VLPs or PPs
preparations consisted essentially of whole
particles, spheres and also rods (PPs) and
random coils (VLPs), with few contaminant

viral proteins. Residual CSA, originating



from fetal calf serum used in cell culture

medium, was possibly present.

Electron microscopy. In order to confirm
observations made on HF5-MALS and
perform direct observation of the particles,
purified CHIKV VLPs and PPs

by

were
transmission electron

These

observed
microscopy (TEM). experiments
could help to confirm the previous results
regarding the purity of the production, the
morphology, the size heterogeneity, and the
polydispersion of the particles (whether

alone or clustered).

With regard to VLPs, TEM pictures showed
a large heterogeneity in terms of the size and
morphology of the particles (see Figure 6).
Indeed, spherical or partially spherical
particles of varying diameters (30-150 nm)
were observed, confirming a large size
Moreover, were

heterogeneity. particles

often coupled by 2 or 3, sometimes forming

rod-shaped, non-spherical particles (see
Figure 6, black arrow). No major
contaminants such as actin or protein

filaments were found, indicating a high

purity of the preparations.

With regard to PPs, spherical particles larger
than VLPs were observed, with a diameter
between 50 and 200 nm, showing greater

heterogeneity in terms of size. PPs seemed
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rarely to be coupled and remained more
often as single particles. However, due to

poor purification (presence of actin

filaments) the pictures were more difficult to

interpret than the VLPs pictures. (see
Supplementary data 1, white arrows).
Avidity ELISA. The strong signal

difference observed between MAC-ELISAs
conducted with PPs or VLPs could be due to
a difference in the presentation of the viral
proteins at the surface of the viral particles,
and therefore to their accessibility with
regard to the E2 antibody or the specific
human IgM.

In order to compare the strength of
interactions between CHIKV specific IgM
and VLPs or PPs, an avidity ELISA was
performed (Figure 7), inspired by previous
studies [14, 45]. After a capture step of the
specific antibodies, a progressive increase of
urea molarity was used to progressively
remove low avidity antibodies from antigen-
antibody complexes [1]. Indeed, urea is a
chaotropic agent traditionally used for
removing low avidity antibodies. For each
molarity of urea, an Avidity Index (AI) was
calculated using the following formula : Al
= (OD with dissociating agent / OD without
dissociating agent) * 100 (%). The avidity

ELISA was assessed on 6 different CHIKV



sera (with high titers of specific IgM), in

triplicate.

For PPs, from 0.5M to 1.5M of urea, the OD
signal intensity remained relatively stable
(between 94.2% and 96.5% Al) but
decreased to 87.3% at 2M of urea and 73.9%
at 2.5M of urea. The equation of the
regression curve was y=-11.601x+106.64.
For VLPs, the OD signal intensity remained
relatively stable from 0.5M to 1M of urea,
(between 100.503% and 101.614% AI) but
1.5M of urea,
The

decreased to 91.7% at
reaching 73.2% at 2.5M of urea.
linearization function of the various points

of the curve was y=-14.43x+112.1.

For VLPs, the correlation coefficient of the

regression line connecting each urea

molarity point was R?=0.9416. In
comparison, the same correlation coefficient
for PPs was R2=0.7863. For VLPs, and for
PPs to a lesser extent, the regression
equations were correctly adapted to describe

the points distribution.

The slope of the VLPs curve (-14.43) was
higher than for the PPs curve (-11.601),
resulting in an earlier dropout of VLPs for
IgM of interest than of PPs for the same
antibodies. CHIKV IgM potentially had
higher affinity for PPs than for VLPs.
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DISCUSSION

The last few years have seen the emergence
or re-emergence of tropical diseases carried
by arthropods, such as the chikungunya
(CHIK), transmitted by mosquitoes. The
diagnosis of these diseases is crucial for
optimal patient care, and different assays
were developed for this purpose. For the
detection of specific CHIKV IgM in patient
sera, one of the current immunoassays is the
MAC-ELISA. This format, although
sensitive, used VL as IgM capture antigen
and required L3 laboratory and equipment
for the production of this antigen and its
inactivation by chemical treatments before
use. In order to overcome these issues,
different alternative antigens to the VL were
developed and tested in MAC-ELISA.
Synthetic bioparticles, such as Virus-Like
Particles (VLPs) and Pseudotyped-Particles
(PPs) seemed to be good candidates as
alternative antigens, because of their
innocuity (no inactivation needed) and their
production facility in comparison with the
VL. In the present paper, CHIKV VLPs and
PPs were tested as antigens for the detection
of specific CHIKV IgM in patient sera.
Comparative physico-chemical and
immunological characterizations were also

performed.



Because of their ease of production and use
(no purification step needed), unpurified
bioparticles (u-VLPs and u-PPs) were used
in the MAC-ELISA format, and the first
observation was that the signal detected
using u-VLPs was not significantly different
to that obtained with VL. Consequently, u-
VLPs can be used as an alternative antigen
to VL in MAC-ELISA. Interestingly, u-PPs
presented a significantly stronger signal
detection, approximately 2 to 3 times higher
than the other antigens (u-VLPs and VL).
PPs seemed to be a better candidate for
CHIK MAC-ELISA than VL. The signal
observed in MAC-ELISA with u-PPs was
not due to a difference in viral E2 protein
concentration, as previously demonstrated
by a Western Blot using the anti-E2
monoclonal antibody 3E10AS used in MAC-
ELISA (cf. publication n°3).

Then, to better understand the signal

difference = observed  between  these
bioparticles, further characterizations were

performed.

The MAC-ELISA used unpurified VLPs and
PPs as antigens, despite the fact that these
particles are generally used purified after an
ultracentrifugation step [12, 20, 21, 32].
However, results obtained with purified
particles showed results comparable to VL

in CHIK MAC-ELISA. Interestingly,
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unpurified PPs generated a significantly
stronger signal than VL or purified particles.
It was suggested that one of the components
of the DMEMc medium in which the
particles were present would promote the
binding of specific CHIKV IgM, and thus
increase the detection signal in comparison
to other antigens. However, compared to p-
VLPs, no signal increase was observed for
u-VLPs, invalidating this assumption.
Alternatively, the production of PPs could
lead to the release of viral components in
culture supernatant that could enhance the
signal. However, when purified PPs (p-PPs)
were diluted either in fresh DMEMc

medium or in clarified cell culture
supernatant, and tested in MAC-ELISA, the
signal was very close to that obtained with
the MAC-ELISA using p-PPs, indicating
that components of the cell culture medium,
including released viral components, were
not involved, or only involved to a small
extent, in the signal increase. It cannot be
excluded that the direct consequences of the
purification step by ultracentrifugation are
structural modifications of the particles that
would impact

(Minder, Schibli et al.

on antigen presentation.
2011). These
modifications could have an impact on
conformation, and

particle infectivity,

antigenicity [10], indicating that the signal



difference observed would be due to the
intrinsic properties of particles. However,
no signal difference was observed between
u-VLPs and p-VLPs when tested by MAC-
ELISA. Drake, Keswani et al. showed that
proteins of serum contained in culture
medium could have an impact on VLPs
formation and infectivity activity, and that
particles produced in culture media without
serum (e.g. Opti-MEM®, Invitrogen) were
significantly more efficient than those
produced in culture media with serum [10].
CHIKV VLPs and PPs have also been
produced in Opti-Mem®, but no improved
performance was observed compared to

particles produced in DMEMc.

In order to characterize more precisely these

bioparticles, additional analyses were
performed on purified VLPs and PPs.
Bioparticle recovery in the cell culture
medium involved the presence of cell debris,
in addition to the components of the cell
that the

culture medium. This meant

bioparticle physical analyses required
separation of VLPs or PPs from the other
components (cell debris etc). A reliable
advanced analytical tool was therefore
needed to control the process and to assure
the quality of the final product. The gentle
separation mechanism of HFS, by which the

structure and conformation of analytes is
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preserved, make it a very valuable technique
for the precise characterization of VLPs and

PPs [49].

HF5 detects spherical particles with a large
size range (between 80 nm and 240 nm in
diameter for VLPs and 100 nm to 240 nm in
diameter for PPs), with polydispersion,
between 22 and 45 minutes after injection.
The use of a spherical modeling with Astra 7
fits with >0.99 of R?, indicating that the
spherical hypothesis used was relevant.
VLPs were more concentrated than PPs for
the same analyzed volume, and fewer
contaminants were detected, suggesting a
more efficient ultracentrifugation process for
VLPs. Contaminant proteins were detected
upstream of the spherical particles, between
8 and 14 minutes after the injection into the
HF5. Calf serum albumin (CSA) could
represent the majority of these contaminants
because it was over-represented in DMEMc,
the medium used for VLPs production. The
weak UVigonm signal did not impact on the
accuracy of the radius calculations because
the light scattering signals from MALS were
still of good quality. However, a peak of

particles was observed between 44 and 46

minutes for the PPs analysis.

The presence of CHIKYV viral proteins could
be due to a release of free viral proteins

during the bioparticle production, in addition



to the serum albumin from the cell culture
medium. For CHIKV proteins analyzed by
HFS5, the presence of a series of peaks was
interpreted as multimeric forms of the
proteins (homo- or heterodimers). For
instance, during virus replication in target
cells, the E1 and E2 envelope glycoproteins
are assembled to form E1-E2 heterodimers,
which will be transported to the cell
membrane to form the envelope of the new
virus [17]. This auto-assembling process
could explain the peaks observed between 8
and 14 min of retention time on HF5-MALS
fractograms (see Figure 3 and Figure 4).
Moreover, no angular dependence was
observed for these molecules, suggesting
that it was not particles. Indeed, angular
dependence starts to be observed at 30 nm
for the Heleos Dawn 8+ MALS system
(manufacturer’s specifications). The analytes
detected upstream of the bioparticle peak did
not have angular dependence, indicating that
bioparticles such as VLPs or PPs were not
present, but proteins or large protein
aggregates were. The largest bioparticles
were fully eluted at 45 min when the

crossflow was turned off.

To confirm the results obtained with HFS5,

transmission electron microscopy

experiments were performed. Observations

carried out on purified bioparticles
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confirmed the presence of spherical VLPs
and PPs, with a large range of size and
heterogeneity. While the PPs were almost all
single and well rounded, the VLPs often
appeared paired 2 by 2 or 3 by 3, and were
not always

spherical, indicating

morphological alterations. Contradictory
observations were made with the HF5-
MALS analysis of the bioparticles. It was
deduced that there were spherical
bioparticles but also elongated structures
present in our

preparation. Elongated

structures could actually correspond to
spherical particles coupled 2 by 2 or even 3
by 3, as observed on MET. However, the
slope value representing elongated structures
made of PPs (1.06) is higher than the slope
value for VLPs elongated structures (0.55).
This would mean that there are more PPs
elongated structures than VLPs elongated
structures.  However,  previous MET
observations showed that PPs were more
often present as single particles, indicating
that some elongated structures deduced from
conformational plots could be protein
contaminants such as actin filaments. HFS5 is
considered to be a more robust method than
MET for the fine characterization of these

bioparticles [49].

Several  hypotheses  concerning  the

morphological deformation of these particles



have been issued. Pease, Lipin et al. made
the assumption that structural deformation of
bioparticles could be due to the absence of
viral genome. Moreover, the deformations
may also be the consequence of the fixing
and staining methods used for electron
microscopy [30]. Furthermore, it has already
been reported that the incorporation of
foreign proteins into bioparticles, from cell
culture or culture medium, causes
deformations within VLPs structures, as
observed for mouse polyomavirus VLPs
production [3]. Additionally, the purification
steps (ultracentrifugation) could lead to
morphological damage of particles. TEM
observations for PPs were more difficult to
read and understand because of the
significant presence of contaminants from
cell culture such as actin filaments. Fewer
were observed for VLPs,

HF5-MALS

contaminants

which correlated with
observations, indicating that the purification
step was more effective for VLPs than for

PPs.

Studies concerning bioparticle
characterization are rare [36]. It has been
field-flow

able to

shown that fractionation

technology is quantitatively
determine bioparticle size distributions with
greater rapidity and statistical significance

than TEM, providing useful technologies for
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product development and process analytics

[8, 30].

All previous observations confirmed the
presence of bioparticles in antigen solutions
tested in MAC-ELISA, but could not
reasonably explain the signal differences
observed in MAC-ELISA between VLPs
and PPs. Indeed, there are few
morphological differences between the two
types of particles. This would indicate that
the signal difference would be due to the
intrinsic antigenic properties of the particles.
The self-assembly mode of bioparticle
biosynthesis in cells could also explain the
differences MAC-ELISA

between VLPs and PPs. VLPs are a self-

observed in

assembly of viral proteins that tend to be as
close as possible to the native virus, whereas
PPs are structures composed of a backbone
of murine leukemia virus (MULYV) or human
immunodeficiency virus (HIV), pseudotyped
with CHIKYV envelope proteins. It cannot be
excluded that envelope proteins are
presented differently depending on the type
of bioparticle and that this has an impact on
the detection of CHIKV IgM. To verify this
hypothesis,

specific CHIKV IgM for both VLPs and PPs

analyses of the affinity of

were evaluated using increasing

concentrations of urea. Specific CHIKV IgM

seemed to dissociate more easily from VLPs



than PPs because a lower urea concentration
was able to dissociate the complex. This was
confirmed by the slope of the VLPs curve
which was higher than that for PPs,
indicating a faster dissociation of the VLPs-
antibody immunological complex. These
results could partially explain the signal
difference  observed in  MAC-ELISA
between VLPs and PPs as antigens. To date,
there is no study available concerning the
comparative affinity of VLPs and PPs for

specific antibodies in patient samples.

To consolidate the results obtained with the
avidity ELISA, an affinity study of CHIKV
bioparticles for their specific antibodies was
carried out by Bio-layer Interferometry on
an OCTET® rapid system (Pall FortéBio,
Melon Park, CA, USA). Unfortunately, it
was not possible to demonstrate clearly a
difference in antibody specificity for
bioparticles, partly due to difficulties in

finding an effective detection format.

CONCLUSION

The use of CHIKV bioparticles such as
VLPs and PPs represents an interesting
alternative to the use of VL, which is
traditionally employed in MAC-ELISA. This
is primarily due to their innocuity and their

ease of production. Used non-purified, PPs
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give a detection signal higher than for VL,
which can help to improve the detection
sensitivity of MAC-ELISA. The HF5-MALS
technology used in this study is a good
method for characterizing these bioparticles.
The results obtained seem to indicate that the
remarkable signal obtained with PPs has to
be linked with the viral antigen presentation
at the surface of the particles. However,
more in-depth experiments are necessary to
explore the affinity properties of VLPs and
PPs for specific antibodies and confirm the

preliminary results described in the present
paper.
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LEGENDS

Figure 1. CHIKYV IgM detection by MAC-ELISA using different CHIKV antigens. Black
bars : test ; gray bars : negative control using healthy patient serum (no CHIKV IgM). Each
condition has been conducted twenty folds in duplicate. u-PPs / u-VLPs : unpurified PPs/VLPs;
VL : viral lysate.

Figure 2. MAC-ELISA with purified PPs resuspended in cell culture DMEMc medium or in
fresh DMEMLCc. a) flowchart of the experiment. b) CHIKV IgM MAC-ELISA using purified PPs
resuspended in different buffer. u-PPs: unpurified PPs; p-PPs: purified PPs; VL: viral lysate.

Figure 3. Fractograms of CHIKYV particles read on HF5-UV3p,m-MALS. a) purified VLPs ;
b) purified PPs. The fractograms show the particles separation by HF5-MALS through time,
obtained with the UV photodiode array detector. The black dots curve represent the size
distribution of the particles in each sample, obtained with the Multi-Angle Light Scattering
(MALS) detector. c¢) Fractograms of CHIKV particles read on HFS-MALS. The fractograms
show the particles separation by HF5-MALS through time, obtained with the Light Scattering
(LS) monitor. The black dots curves represent the size distribution of the particles in each sample,
obtained with the Multi-Angle Light Scattering (MALS) detector. Dark curves and dots : PPs.
Grey curve and dots : VLPs

Figure 4. Compilation of HFS5-UVjysp,,m graphs of CSA, VLPs/PPs and chikungunya
antigens. CSA: Calf serum albumin; CHIKV p-VLPs: chikungunya virus purified Virus-Like
Particles; CHIKV p-PPs: chikungunya virus purified Pseudo-Particles; rec E1: CHIKV Envelop 1

recombinant protein; E2: CHIKV Envelop 2 recombinant protein.

Figure 5. Conformational plots of purified VLPs (a) and purified PPs (b) obtained by
absorbance analysis (UVagonm), representing the logl0 of rms radius of the bioparticles as a
function of the logl0O of their molar mass (MM). Morphology of the particles can be deduced

with the value of the slope of each regression curve.

Figure 6. CHIKYV purified VLPs observed by Transmission Electron Microscopy. Black

arrows : coupled CHIKV VLPs. a) low magnification picture; b to j) high magnification pictures.

Figure 7. Avidity ELISA on CHIKV p-PPs and p-VLPs. Experiment has been made in
triplicate on 6 different patients samples. Black squares: p-PPs ; X : p-VLPs.
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Supplementary data 1. CHIKV purified PPs observed by Transmission Electron Microscopy. Black
arrows : spherical CHIKV PPs. White arrows : contaminants (actin filaments). a) low magnification
picture; b to g) high magnification pictures.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de notre étude était de développer une solution de diagnostic bas cott pour le
diagnostic d’arbovirus, plus particulierement le virus du chikungunya et de la dengue. L’axe de
recherche s’est focalisé sur le respect des criteres ASSURED établis par I’OMS pour le
développement de solutions de diagnostic a destination des pays en développement, ou les
arbovirus représentent a ce jour un véritable probléme de santé publique. Le papier et ses
dérivés, de par leurs nombreuses propriétés (simplicité¢ d’utilisation, robustesse, recyclage...),
est a la base des PAD (Paper-based Analytical Device) qui ont été développés tout au long de

cette thése.

Pour le diagnostic de ces virus, deux paramétres clefs ont été étudiés: la détection des
protéines virales présentes dans I’organisme lors de la phase virémique de la maladie (protéine
de capside pour le chikungunya, protéine NS1 pour la dengue), et la détection des anticorps
spécifiques du virus, et plus particuliérement des IgM, indicateurs d’une infection récente. Les
premicres expérimentations ont porté sur le diagnostic du virus de la dengue, car des matieres
premiéres (anticorps monoclonaux, sérums polyclonaux, protéines recombinantes, peptides)
avaient été développées en interne et étaient disponibles dés le début de la thése. Les avancées
obtenues sur le modéle dengue ont ensuite servi au développement de la solution PAD pour le

diagnostic du chikungunya, sujet principal de cette these.

Des anticorps dirigés contre la protéine NS1 des virus de la dengue ou du Zika ont été
évalués en ELISA pour la détection de la protéine d’intérét. Pour chaque virus, un couple
d’anticorps (capture et détection), présentant le meilleur signal de détection de la protéine NS1,
a été sélectionné puis évalué sur le PAD. La premicre version du PAD consistait en un circuit
microfluidique hydrophobe, imprimé a la cire sur un support papier en microfibres de verre,
transféré a I’aide d’une presse a chaud. Cette méthode bas colit a permis une détection sensible
de la protéine NS1 des virus de la dengue et Zika, avec des performances équivalentes a celles
obtenues sur les tests rapides commerciaux. De maniere remarquable, le résultat sur PAD est

interprétable en moins de 10 minutes contre 25 minutes pour les tests commerciaux évalués.

La deuxieme étape a consisté a améliorer a la fois la reproductibilité¢ du processus de
fabrication des PADs et la robustesse des résultats obtenus. Pour ce faire, une nouvelle version
a été développée. Celle-ci est obtenue par découpe laser automatisée du papier selon un schéma
prédéfini, optimisé sur ordinateur. Ce nouveau PAD a été¢ évaluée pour la détection de la
protéine NS1 du virus de la dengue ainsi que pour les IgM spécifiques du virus. La limite de

détection de NS1 avec ce PAD a été estimée a 25ng de protéine NS1 par mL de plasma, avec

201



Conclusion et perspectives

un résultat obtenu en moins de 8 minutes. Le PAD « laser » a ¢galement été évalué en sérologie
IgM dengue. Pour cela, le domaine III de la protéine d’enveloppe virale (protéine recombinante
EDIII) a été utilisée comme antigéne de capture des anticorps d’intéréts, et un anticorps anti-
IgM humaines couplé a la PAL a été utilisé comme outil de détection. Il a ét€¢ démontré qu’il
¢tait possible de détecter spécifiquement ces anticorps sur le PAD, toujours en moins de 10

minutes.

Par la suite, a partir de la version laser du PAD développé pour la dengue, une version
du PAD dédiée au virus chikungunya a été congue. Des anticorps anti-CHIKV ont été
développés en interne, caractérisés puis €évalués en MAC-ELISA, en microplaques. Afin de
s’affranchir des contraintes inhérentes a I’utilisation du lysat viral traditionnellement utilisé
dans le MAC-ELISA, des antigénes alternatifs tels que des protéines recombinantes du virus,
ou des virus synthétiques comme les Virus-Like Particles (VLPs) ou Pseudotyped-Particles
(PPs) ont été évaluées. Il s’est avéré que les PPs non-purifiées présentaient un signal de
détection 2 a 3 fois plus important que I’ensemble des autres antigenes testés, faisant de cet
antigéne une alternative trés avantageuse (facilité de production, innocuité, sensibilité) au lysat

viral.

Le format MAC-ELISA a ensuite été transposé sur le PAD, en utilisant des PP non-
purifiés comme outils de détection des IgM d’intérét. Ce format a permis d’obtenir une
sensibilité de détection de pres de 71% et une spécificité de 97%. Cependant, quelques réactions

croisé€es ont été constatées, notamment avec des IgM dirigées contre le virus Ross River.

Quelques caractéristiques propres aux PPs font de ces bioparticules des antigénes de
choix dans la détection des IgM. Afin d’essayer de déterminer ces facteurs-clefs, des analyses
physico-chimiques et des tests immunologiques ont été effectués en parallele sur des PPs et des
VLPs. Quelques différences de tailles et de morphologies ont été constatées, mais n’ont pas
permis d’expliquer les différences de signal observées en MAC-ELISA entre ces particules.
Des observations effectuées en microscopie électronique a transmission ont permis de visualiser
ces bioparticules. Les données de tests d’avidité vont dans le sens d’une meilleure affinité des

IgM de chikungunya pour les PPs, ce qui pourrait expliquer en partie leurs performances.

Pour consolider cette hypothéese, I’affinité des IgM anti-CHIKV pour les VLPs et les
PPs a été évaluée par interférométrie (BioLayer OCTET® et Blitz®). Malheureusement, les

difficultés rencontrées tout au long de I’expérimentation (format de détection employé, peu de
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matieres premieres disponible, difficultés de 1’optimisation...) n’ont pas permis d’aboutir a des

résultats exploitables.

En parallé¢le a la détection des IgM spécifiques, le PAD a également été évalué pour la
détection des protéines virales du virus du chikungunya. Aprés quelques essais de détection des
protéines d’enveloppe E1, E2 et de la protéine de capside en ELISA sur microplaque, il s’est
avéré que cette dernieére donnait de meilleurs résultats. Le couple d’anticorps sélectionné en
microplaque a été testé sur le PAD est a permis de détecter la protéine d’intérét (échantillons
surchargés en protéine recombinante) a une concentration de 130ng de protéine par mL de
sérum. Cependant, le niveau de sensibilité requis n’était pas au rendez-vous et la protéine n’a

pas pu étre détectée chez des patients virémiques.

Une 3¢me version du PAD, en cours de développement a pour objectif de permettre une
détection multiplexée de plusieurs parametres sur un méme PAD découpé au laser, a partir d’un
méme échantillon. Le multiplexage avait déja été expérimenté avec succes sur la 1¢re version
du PAD pour la détection des protéines NS1 des virus de la dengue et de Zika. Les premiers
tests ont monté qu’il était possible de détecter a la fois la protéine NS1 de dengue et les IgM
spécifiques. Il est envisageable de détecter sur un méme PAD plusieurs pathologies, dengue et

chikungunya par exemple.

Il est donc intéressant de considérer 1’évolution du PAD au cours de nos travaux, de sa
forme initiale trés simple mais dont le processus de fabrication était laborieux et conduisait a
des résultats peu reproductibles, a des designs successifs toujours plus complexes mais avec
une maitrise sans cesse grandissante du processus de fabrication et donc de la robustesse des

résultats (cf. figure ci-apres).
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VERSION 1.0 (IMPRESSION A LA CIRE) VERSION 2.0 (DECOUPE LASER)

A) B)

Zone test \
Contréle - e Dépbt de Zone test Controle Contrdle
. (] w I"échantillon négatif positif
Contrdle + il
Détect’ion des IgM s’pécifiques du CHIKV sur le PAD. <10 minutes
A) Echantillon négatif; B) Echantillon positif.
V - Antigéne Test Contrdle -  Controle + Test Contrdle - Controle +

Sérologie IgM Détection des antigénes viraux

Evolution des différentes versions du PAD au cours du temps. Version 1 : impression a la
cire d’un circuit microfluidique hydrophobe sur le support papier ; version 2 : découpe laser du
support papier pour former le circuit microfluidique ; version 3 : détection multiplexée de deux

paramétres a partir d’un méme échantillon sur un méme PAD.

En collaboration avec 1I’Ecole Centrale de Lyon, une application smartphone sous
Android® a été développée pour I’aide a la lecture et a I’interprétation des résultats obtenus sur
la premiére version du PAD. A partir d’une simple photo du test, I’application permettait de
quantifier le signal obtenu en nuances de gris sur la zone de test et le controle négatif. Le rapport
des 2 valeurs était calculé automatiquement et le résultat était rendu sous forme d’un ratio. Il a
été estimé que les valeurs obtenues avec cette application étaient corrélées avec celles obtenues
avec une méthode de référence. Cette application permet donc une lecture simplifiée du résultat
obtenu, aidant le praticien effectuant le test a la prise de décision. Par la suite, le développement

de cette application sur la version « laser » du PAD serait a envisager.

La solution PAD présentée dans cette thése représente une technologie novatrice pour
le développement de tests de diagnostic répondant aux criteres ASSURED énoncés par ’OMS
(ctf. Tableau ci-aprés). En effet, le cott de fabrication d’un PAD prét a I’emploi a été évalué a
9,45 centimes d’€, soit environ deux fois moins qu’un test LFA. Cependant, le colit du papier

en microfibres de verre (MF1), qui est le composant principal du PAD et représente a lui seul
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environ un tiers du cout global, n’a pas été négocié aupres du fournisseur. Ceci laisse présager

que le cout de fabrication du PAD doit étre trés inférieur a celui d’un LFA classique.

Tableau de concordances des spécificités du PAD aux critéres ASSURED énoncés par ’OMS.

Caractéristiques Spécifications techniques

Abordable Cout final de fabrication : 9,45 centimes d’€ par test, dont 2,88

centimes pour le papier, prix non-négocié

Sensible DENV : 25ng de protéine NS1 par mL de plasma, pas de
Spécifique réactions croisées

CHIKYV : 70,6% de sensibilité, spécificité de 97,7%

Utilisable facilement | Dépot d’une goutte de sang capillaire, aide a la lecture avec une

application Android®
Rapide et robuste TTR = de 6 a 10 minutes
Robustesse ?
Sans/Equipement Lecture a I’ceil nu ou avec smartphone
Disponible

) = Utilisable au chevet du patient
facilement

En ce qui concerne les performances du PAD pour le CHIK et la DENV, la sensibilité
de détection obtenue est équivalente a celle des test LFA commerciaux. Pour DENV, il sera
nécessaire de réaliser une étude sur un panel d’échantillons plus large afin d’avoir des
performances plus précises. Pour le CHIKV, les résultats ont été obtenus sur un panel
d’échantillons plus important, permettant d’estimer les performances avec plus d’acuité. Celles-

ci sont proches des performances obtenues par la plupart des tests LFA présents sur le marché.

L’utilisation du PAD est simple, aisée, trés proche de celle d’un test LFA classique de
par le dépot de I’échantillon et généralement d’un diluant, mais également dans la lecture du
résultat (réaction colorée indiquant un résultat positif). Cependant, sa robustesse mériterait
d’étre évaluée a I’avenir sur un plus large panel d’échantillons. L’utilisation du PAD ne
nécessite pas d’équipement dédié, la lecture du résultat peut se faire a 1’ceil nu. Cependant,

comme évoqué plus haut, il est possible d’utiliser un smartphone couplé a une application
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dédiée afin d’objectiver les résultats obtenus. Cette application permet 1’obtention de données

chiffrées afin de réaliser des analyses statistiques et d’améliorer ainsi la sensibilité du test.

Autres avantages du PAD : la gestion aisée des déchets car le papier est facilement
dégradable, ainsi que le faible encombrement du PAD, dix-sept fois moins volumineux qu’un

LFA classique.

Point important : il sera nécessaire de faire des tests de stabilité afin d’estimer le temps
de stockage d’un PAD fonctionnalisé, dans des conditions de température et d’hygrométrie

variées.

Selon les pays concernés, le PAD pourrait facilement étre disponible en dispensaire,

aupres des praticiens ou en pharmacie, sous forme d’autotest.

En conclusion, ces travaux ont permis de mettre en évidence que le papier pouvait étre
un support intéressant pour le développement de tests de diagnostic bas colt. La technologie
permet une détection spécifique des virus étudiés avec un niveau de sensibilité honorable, et
avec un temps d’obtention des résultats en moins de 10 minutes, tout en correspondant aux
autres criteéres ASSURED définis par I’OMS. Ce test, couplé a une lecture par smartphone,
permet d’améliorer la lecture et le rendu des résultats, aidant ainsi a la prise de décision. La
spécificité du test permet de diagnostiquer de facon discriminante les virus a détecter (a savoir
DENV et CHIKV), sur une version multiplex par exemple, améliorant ainsi la prise en charge

du patient.
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Résumé

L'incidence des infections a arbovirus (arthropod born virus) a augmenté de facon spectaculaire au cours des derniéres
décennies dans les régions tropicales et subtropicales du globe, touchant des centaines de millions de personnes chaque année.
Les virus de la dengue et du chikungunya sont transmis par les moustiques du genre Aedes et peuvent causer un large panel de
symptomes, allant parfois jusqu’au décés. Bien que les tests de diagnostic conventionnels fournissent un diagnostic précoce
des infections aigués a arbovirus, 1'accés a ces tests est souvent limité dans les pays en développement. Un diagnostic précoce
et rapide est crucial pour améliorer la prise en charge du patient et réduire le risque de complications. Il y a donc un besoin
urgent de développer des outils peu chers, simples d’utilisation, rapides, robustes, et utilisables auprés du patient. Les tests de
diagnostic sur support papier (PAD) ont ces caractéristiques.

Dans un premier temps, un PAD imprimé a la cire a été développé et évalué pour la détection de la protéine Non Structurale 1
(NS1) de la dengue, dans du sang et du plasma. Le PAD a été en mesure de détecter spécifiquement 10 ng.mL"! de protéines
dans divers types d'échantillons, en 6 a 8 minutes. Par la suite, une version améliorée du PAD obtenue par découpe laser a été
congue et testée pour la détection de la protéine NS1 de la dengue et des IgM spécifiques du virus, dans le sang et le plasma.
Ces deux parametres ont pu étre détectés en 8 minutes. Les travaux de mise au point du PAD effectués sur la dengue ont ensuite
été appliqués a la détection des IgM du virus du chikungunya dans des sérums humains, en utilisant des Particules virales
Pseudotypées (PPs). Ces antigénes synthétiques se sont avérés étre des outils puissants pour la capture des IgM spécifiques.
Les résultats obtenus ont montré une sensibilité de 70,6% et une spécificité d'environ 98% avec un temps d’obtention des
résultats de moins de 10 minutes. Le PAD a montré peu de réactions croisées avec d'autres arboviroses. Les PPs ont enfin été
caractérisées par différentes méthodes physico-chimiques dans le but de déterminer les éléments clef de leurs performances.
Le PAD pourrait étre utilisé pour le diagnostic précoce de la dengue et du chikungunya, qui nécessitent des protocoles de

gestion spécifiques pour les populations a risque.

Abstract

The incidence of arboviruses infections has increased dramatically in recent decades in tropical and sub-tropical areas
worldwide, affecting hundreds of millions of people each year. Dengue and chikungunya viruses are typically transmitted by
mosquitoes and can cause a wide range of symptoms, and sometimes death. Although conventional diagnostic tests can provide
diagnosis of acute infections, access to these tests is often limited in developing countries. Early and prompt diagnosis is crucial
to improve patient management and reduce the risk of complications. Consequently, there is an urgent need to develop
affordable, simple, rapid, and robust tools that can be used at ‘Point of Care’ settings. Paper-based Analytical Devices (PAD)
have these attributes.

Firstly, we developed and evaluated a PAD for the detection of the dengue Non Structural 1 (NS1) viral protein in blood and
plasma samples. Experiments have been carried out to increase specificity, while maintaining the required sensitivity. The PAD
was able to detect specifically 10 ng.mL! of NS1 protein in various sample types and in 6-8 minutes. Secondly, an improved
version of the PAD obtained by laser cutting was designed and tested for the detection of dengue NS1 protein and virus-specific
IgM in blood and plasma. Each parameter could be detected in 8 minutes. PAD development performed on dengue fever was
then applied to the detection of chikungunya virus IgM in human sera, using viral Pseudo-Particles (PPs). These synthetic
antigens have proven to be powerful tools for specific IgM detection. The results obtained showed a sensitivity of 70.6% and
a specificity of approximately 98% with a time to results of less than 10 minutes. The PAD showed few cross reactions with
other arbovirusess. The PPS were finally characterized with different physico-chemical methods in order to determine the key
factors of their performances.

The PAD could help health workers in the early diagnosis of tropical diseases such as dengue and chikungunya that require

specific management protocols on risk populations.
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