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RESUME

Les profils de viabilité sur surface, de virus remveloppés : Murine Minute Virus
(MVM), Coxsackievirus B4 (CVB4), Virus Simien 40\80), et de virus enveloppés :
virus de grippe A (H1N1), et virus Herpés Simplex type 1 (HSV-1), ainsi que la

résistance a la chaleur et aux ultraviolets C (Ud&kes virus ont été étudiés.

Pour déterminer la viabilité de MVM, CVB4, HIN1H8V-1 sur surface, 50 pL de
suspension virale ont été déposés sur des couseateldoites de Pétri et séchés sous un
flux d’air avant d’étre récupéres et titrés sur tgsées cellulaires appropriées. Les virus
enveloppés ont persisté moins de 5 jours alorsG\iB4 et MVM sont restés infectieux
pendant plusieurs semaines. Cependant, les cyepEsés de séchage et de remise en
suspension ont eu un effet plus virucide sur CvVBé gur HIN1 et HSV-1. Aucun effet
des répétitions de ces cycles n'a été observéestitré infectieux du MVM. Quant au
séchage, les concentrations initiales d’aloumineéam bovin, de sérum de veau fcetal et
de chlorure de sodium, ont un impact sur la sudgéeCVB4. Dans un milieu riche en
protéines, CVB4 a été plus facilement inactivé lgaséchage, alors qu’en présence de
chlorure de sodium, le pouvoir virucide du séchagé réduit. Ces résultats montrent que
la résistance des virus vis-a-vis du séchage, mpast due a une hétérogenéité de
populations virales, mais peut étre influencée [@arcomposition du milieu et la

concentration des composants.

Nous avons évalué la résistance thermique de MVMB4; HIN1 et HSV-1
contenus dans des gouttelettes. Quatre microlieesuspension virale ont été déposés sur

une surface chauffée et exposés a des températurgsises entre 70 et 130°c pendant 0 a



90min, selon le virus, avant d’étre titrés. Claieah MVM a été plus résistant que HIN1,
lui-méme plus résistant que HSV-1 et CVB4. Poumptamiere fois, I'inactivation de
particules virales contenues dans des goutteleipgsées a des températures supérieures
a 100°C a été étudiée. Il apparait que le chauffege provoquer un effet plus rapidement

virucide que décrit précédemment.

La résistance aux UVc (254nm) de MVM, CVB4, HINISW1 et SV40 contenus
dans des gouttelettes a été évaluée. Les virus @ dduble brins (HSV-1 et SV40)
restaient infectieux aprés une exposition a 60nfftVce, tandis que les virus a ARN
(HIN1 et CVB4) et un virus a ADN simple brin (MVMNt été totalement inactivés par
une exposition inférieure ou égale a 35mJ/cm? d’UMe plus, I'effet des UVc combinés a
la chaleur sur la viabilité de MVM a été détermihé.titre infectieux de MVM, contenu
dans une gouttelette a été totalement inactivésapmé exposition a 27mJ/cm? d’'UVc. Le
chauffage (20s a 100°C) a provoqué une réductiodénée du titre viral de MVM (-1.8
l0og10TCIDsg), alors que le chauffage, suivi par une exposifiditvmJ/cm? d’UVc, entraine

une inactivation compléte.

En conclusion, nos études montrent que les virusgyg persister pendant des jours,
voire des semaines, sur une surface hydrophobprdfg de résistance des virus vis-a-vis
du séchage, n'est pas dU a une hétérogénéité deapops virales, comme I'ont montré
les résultats obtenus avec CVB4. De plus, danskume ou la composition du milieu joue
un role dans la viabilité des virus exposés auagehla persistance des virus devrait étre
étudiée dans des milieux naturels plutét que dassndilieux définis. L'impact de temps
d’exposition courts a la chaleur sur les virus eons dans de petits volumes de suspension
a été déterminé. La résistance thermique de H1Nduja 100°C, supérieure a celle

d’HSV-1, un autre virus enveloppé, et a celle deB&@Vun virus non-enveloppé, a été



observée. Une inactivation virale efficace peu¢ &ptenue en combinant une exposition

aux UVc et a la chaleur comme le montrent les tésubbtenus avec MVM.
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INTRODUCTION

1) Les virus

a) Classification

Les maladies sont connues depuis plusieurs milésamais ce n’est qu’a partir du
milieu du XVle siecle, avec Girolamo FRACASTORO T7841553), que commencent les
premieres hypotheses sur des agents infectiewngagieux invisibles a I'ceil nu. A partir de

ce moment, plusieurs dates ont marqué I'histoirendkcouverte des viruBdure 1).

De nos jours, on distingue le virus du virion, coenha suggéré Bandae en 1983. Le

virion est la forme de transition du virus pouplapagation de ce dernier.

Les virions peuvent étre différenciés selon :

leurs hétes, ce qui était la premiére méthode agsiflcation utilisée.
la nature de leur acide nucléique (ADN ou ARN}@b mode d'expression. A noter que
les virus ont un génome compris entre 200 (virdslige du virus de la panachure jaune
du riz) et plusieurs centaines de milliers de muiniies. Par exemple, le bactériophage G
(Bacillus Megateriunphage G) posséde un génome de 670 kpb (Donaelli, €1975).

¥ leur capside qui répond a une symétrie soit hé@lalei soit icosaédrique. Certains virus
d’archées se distinguent par leur forme tres diffee (ovoides ou en filaments)
(Prangishvili et al., 2006).
la présence ou non d’'une enveloppe.
leur taille qui se situe entre 10 et 400 nanometresplus petit virus connu est le virus

Delta, qui parasite lui-méme celui de I'Hépatitg&sh, 2013). Il ne comporte qu'un

-3-



seul géne. L'un des plus gros virus connu est taiklius, avec un diamétre qui
atteint 750 nanometres (Mutsafi et al., 2013). lesgrand virus connu, le virus Ebola,
est une particule filamenteuse pouvant atteinde longueur de 14um (Geisbert and

Jahrling, 1995).



En 1898 Beijernick nomme
i . , . déclare « la formevivante du
a cause 'fje mgladlide @ microscope électronique virus est la forme intracellulaire
.mosa|q.ue. 'u ta ac_ par Ernst Ruska et Max Knoll ) .
« virus », signifiant poison lors de son cycle d’infection »
en latin En 1935, Stanley
propose que les virus
sont des protéines auto-
catalytiques qui

En 1931 invention du En 1983, Claudiu Bandea

En 1884 : Invention
du filtre de
Chamberland pour

XVle siecle : premiéres
hypotheses sur des agents
infectieux et contagieux invisibles Slimination d néce§sitent une cellule
a I'ceil nu par Girolamo Fracastoro € |m|r-\at|on es vivante pour la
microbes

l multiplication.

XVI | XVII | XVII XIX XX XXI

1670.: M'ICFOSCODG qpthue . En 1957 Lwoff définit les virus comme
fabriqué par Antonie van En 1§92: Ivar:ovskl.relate la de petits parasites intracellulaires
Leguwenhoe!< ! qqnt le s presence d'un m'°’°‘?e obligatoires car dépourvusd’enzyme
grossissement eta.lt jusqu’a responsa_t?le de la maladie de pour leur biosynthése, ne pouvant
500?( (observa.tlon des la mosaique du tat.>ac non croftre ou se diviser parfission, et
microorganismes) retenu par le ,f'ltfe, composés de protéines ainsi que d’un
Chamberiand et invisble seul type d’acide nucléique (ADN ou

ARN) responsable de I'infection.

En 1917, Hérelle En 2003 Villarreal définit le virus comme : «
décrit les un parasite génétique qui utilise les systémes
bactériophages cellulaires pour sa propre réplication »

Figure 1 : Chronologie de la découverte des virus



b) Les virus modeles

Dans le but d’étudier I'inactivation virale, plusis modéles de virus ont été utilisés au
cours de la thése. Plusieurs critéres ont étéeprisompte pour le choix des virus : facilité de
culture, titre élevé, virus possédé par le labamatet/ou virus responsable d’infections
nosocomiales. Nous avons ainsi sélectionné les @nveloppés, I'Herpés Simplex Virus de
type 1, le virus de la grippe H1N1, et les virusnAenveloppés, Virus Simien 40,

Coxsackievirus B4, Murine Minute Virus.



c) Les virus enveloppés
i) L'Herpes Simplex Virus de type 1

Le HSV-1 Figure 2) est un virus a ADN double brins de la famille ttegpesviridae
(Huraux JM et al., 2003). HSV-1 est responsablafddtions buccales, ophtalmiques et

encéphaliques (Whitley and Roizman, 2001).

L'HSV-1

Famille :Herpesviridae
Sous-famille Alphaherpevirinae
Genre :Simplex Virus
Taille : 120 a 200 nm
Génome :

ADN bicaténaire, linéaire

152kb, 84 génes
Nucléocapside :

Icosaédrique (162 capsomeéres)

Enveloppe dérivée de la membrane
nucléaire interne Figure 2 : Image d’HSV-1 piégé dans la

Reéplication dans le noyau glace.Barre = 50 nm. (Rochat et al., 2011

L'HSV-1 est cultivé dans plusieurs lignées celltdai humaines ou animales
(Fibroblastes, Vero, RK13, Hep-2, Hela ...), (HuralM et al., 2003). Il est responsable
d'un ECP caractéristique en grappe de raisin (eslluondes et réfringentes) qui apparait

apres 2-3 jours (Huraux JM et al., 2003).



i) Le virus de la grippe : HIN1

Les virus de la grippe (Influenzaviruses) sont dess enveloppés a ARN simple brin
segmenté de polarité négative qui appartienneatfanille des Orthomyxoviridae (Fauquet
et al., 2005). Cette famille comprend cingq genfasis d’entre eux formant le groupe des
virus de la grippe : Influenzavirus A (grippe Apfluenzavirus B (grippe B) et Influenzavirus

C (grippe C) ; et deux autres : Thogotovirus evirss.

La classification en sous-types des virus grippaenrs’applique qu’aux virus de type A.
Elle est basée sur les propriétés antigéniquesieles principales glycoprotéines de surface
des virus : I'Hémagglutinine (HA ou H) et la Neuraidase (NA ou N). Il existe : 16 sous-
types HA, 9 sous-types NA, ce qui fait théoriquetriett (16x9) sous-types possibles. Seuls
les virus HIN1 Figure 3), H2N2 et H3N2 causent la grippe saisonniere €pbndémies du

XXeme et XXléme siécle.

Le HIN1
Famille :Orthomyxoviridae
Genre: Influenzavirus A
Taille : 80 &4 120 nm
Génome :

ARN simple brin segmenté de
polarité négative

152kb, 84 génes

Nucléocapside :

Icosaédrique (162 capsomeéres

plasmatique électronique Barre = 100 nm (Goldsmith
Réplication dans le noy etd., 2011

Le virus HIN1 est cultivé sur des MDCK. Il crée@P visible en 2 a 4 jours.



d) Les virus non-enveloppés

i) Le Coxsakievirus B4

Le Coxsackievirus B4figure 4) est un virus a ARN simple brin a polarité postoe la
famille desPicornaviridae et du genreEnterovirus (Huraux JM et al., 2003). Le réle du
Coxsackievirus B4 dans le diabéte de type 1 ewrfant suspecté (Hober and Sauter, 2010).
Le CVB4 est transmis selon un mode fécal-oral, ntaisoie respiratoire est également

évoquée (Fields et al., 2007) (Oberste, 2008).

Le Coxsackievirus B4

Famille :Picornaviridae

Genre :Enterovirus

Taille : 28 4 30 nm

Génome :
ARN monocaténaire linéaire, positif
7,5kb

Capside :

Icosaédrique (60 protoomeres)

Virus non-enveloppé

Réplication dans le cytoplasme Figure 4 : CVB4 vu en microscopie
électronique (centers for diseas
control and prevention)

D

Le CVB4 est cultivé sur de nombreuses lignées hoesa{Hep-2, HelLa, RD ...) ou

animales (Vero, BGM), (Huraux JM et al., 2003). CE est visible en 3-5 jours.



i) Le Virus Simien 40

Le Virus Simien 40 (SV40)Higure 5)est un polyomavirus isolé chez un macaque
rhésus (Cole, 1996), (Butel and Lednicky, 1999)utéB 1994). Il était présent mais
introuvable dans des cultures de cellules de reisidge utilisées pour préparer les vaccins
poliovirus inactives ou atténués, ainsi que d'aitvaccins viraux (Sweet and Hilleman,
1960). Par conséquent, entre 1955 et 1963, deomsilde personnes ont été exposées au
SV40 quand des vaccins contaminés par le SV40deueté administrés (Fraumeni et al.,
1963), (Lewis, 1973), (Shah and Nathanson, 19%®isSler, 1990). Les sources majeures de
'exposition & SV40 étaient les vaccins a poliogirMalgré les moyens d’inactivations

utilisés pour la production de vaccins, le SV4Qtmeunserver son pouvoir infectieux.

Carte d'identité du virus simien 40

Famille :Polyomaviridae

Genre :Polyomavirus

Taille : 28 4 30 nm

Génome :
ADN monocaténaire linéaire
7,5kb

Capside :

| adri rotomer : : ]
cosaedrique (60 protomeres) Figure 5: particules de SV4( accrochées a

Virus non-enveloppé la membrane cytoplasmique 10 min apfés
inoculation a wune culture de BSCil

Réplication dans le cytoplasme
(x73500)(Brown and Lewis, 199:

Le SV40 se cultive dans des lignées cellulairaseissle reins de singe vert africain tel
gue BSC-1 et CV1. Dans ces cellules, 'effet cytbjgpe prend 3-4 jours et produit environ

300 virions infectieux par cellule infectée (Pip2809).

-10 -



iif) Le Murine Minute Virus

Le Murine Minute Virus (MVM) Figure 6) appartient a la famille deRarvoviridae
(Willwand et al., 1997). Le MVM est un virus mura@@ommunément utilisé en laboratoire a
cause de sa nature hautement infectieuse et $igéfdei culture (Baker, 1998). Ce virus peut
étre transmis via les féces et les urines maisi aisdes fomites et les sécrétions nasales
(Baker, 1998). Typiquement, il n'y a pas de sighimigque d’infection a I'dge adulte,
cependant, des infections expérimentales ont caesénultiples dommages pendant le

développement faetal ou rapidement apres la naisg8adker, 1998)

Le murine minute virus
Famille :Parvoviridae
Genre Protoparvovirus
Taille : 18-28nm
Génome :

ADN simple brin
5 kb
Capside :

Icosaédrique (60 protoomeres)

Virus non enveloppé

Reéplication dans le noyau Figure 6 : MVM vu en microscopie
électronique (Livingston et al., 2002)

Le MVM se cultive sur des cellules A9 et donne @PEen 15-20 jours.

-11 -



Les effets cytopathiques de HSV-1, HIN1, CVB4, S\&401VM sur, respectivement

les cellules Vero, MDCK, HEP-2, BSC1 et A9, sohistrés dans légure 7.

Figure 7 : Photographies de cultures de Vero (A), MDCK (Bgp-2 (C), BSC1
(D) et A9 (E) et des ECP sur ces cellules, respettént provoqués par HSV-1
(A"), HIN1 (B’), CVB4 (C), SV40 (D’) et MVM (E’). Grossissement X160.

-12 -



2) La persistance virale

Le Rhinovirus 2, un petit entérovirus (30nm), nawealoppé, persiste de 2 heures a 7

jours selon les articles (Reed, 1975), (Sattarl.etl887). Poliovirus de type 2, un autre

entérovirus, résiste entre 1 jour et 8 semainesnsigs articles (Mahl and Sadler, 1975),

(Abad et al., 2001). Du coté des virus enveloppggoronavirus, un virus de 80-90 nm,

persiste 3 heures (Sizun et al., 2000), (Gagneat.e2002) et le virus de la Vaccine, dont

I'enveloppe est néoformée (Smith et al., 2002) uesgrand virus (360 x 270 x 250 nm) qui

persiste de 3 a plus de 20 semaines, selon leauttafiMahnel, 1987), (Mahl and Sadler,

1975).

De nombreux parametres peuvent influencer la pargis des virus dans leur

environnement :

&

la température : assez logiquement, il a été mapteéplus la température augmente plus
la résistance a la dessiccation des virus dimiisti et al., 1991)

le type de support : selon que le support est poceunon, la résistance des virus est
différente. Par exemple, le virus de I'Hépatite st @lus sensible sur les matériaux

poreux, comme le papier, que sur les matériauxpooaux, comme la porcelaine (Abad

et al., 1994). Au contraire, le Poliovirus 1 &dénovirus type 40 sont plus résistants sur
les matériaux poreux (Abad et al., 1994). Certamgésaux comme I'argent, le cuivre et le

fer inactivent les virus (Lara et al., 2010), (Cleral., 2013), (Kim et al., 2011)

’humidité relative : la relation entre I'humiditélative et la viabilité virale a été reportée

par Sobsey et Meschke (Sobsey and Meschke, 2003)éRéral, les virus enveloppés

qui contiennent une membrane lipidique surviveneuri a faible humidité relative

(<50%), tandis que les virus non-enveloppés sarg plables lorsque I'humidité relative
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3

3

3

est plus élevée (>70%) (Sobsey and Meschke, 2@¥)endant, il y a de nombreuses
exceptions qui demeurent inexpliguédableau 1). Le virus du Sarcome de Rous
(famille : Retroviridag et de la Rhinotrachéite Infectieuse Bovine (fbemi:
Herpesviridag, deux virus enveloppés, sont plus stables lordtpuenidité relative est
élevée, et, la persistance du Poxvirus du Pigeamilfe : Poxviridad, lui aussi
enveloppé, n'est pas influencé par le taux d’hut@idélative (Songer, 1967)(Webb et al.,
1963). Il y a aussi des exceptions parmi les vinos enveloppés, par exemple, le
Calicivirus Félin et le virus de I'Exantheme Vésinx type E (famille Caliciviridae)
sont tous les deux stables a faible humiditéivedDonaldson and Ferris, 1976)

la vitesse du flux dair: il a été montré qu’unnfld’air au-dessus du liquide permet un
brassage des virus augmentant ainsi leur expositibinterface air liquide. (Ward and
Ashley, 1979)

la composition en sels : lors du séchage, la cdrat@n en sels augmente ce qui peut
étre toxique pour les virus. Cet effet peut étraidué quand la solution cristallise. Ainsi
dans un liquide l'effet toxique des sels se situstg avant le point de cristallisation.
L’effet toxique des sels a été observé sur plusigirus comme le virus de la grippe A
(Yang et al., 2012). Un effet protecteur des sétss de la réhydratation, a été observé
sur des virus non-enveloppés, comme les entéro\raiss ce cas, les sels ralentissent le
processus de réhydratation évitant ainsi un brutahngement d’environnement
(Benbough, 1971).

la taille de I'inoculum : plus la taille de I'inoltum augmente, plus le rapport surface sur

volume diminue, ce qui réduit I'effet de I'interfaair liquide.
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Caliciviridae Calicivirus N ] ) Survie plus élevée <30% d'HR et plus milieu MEM (Donaldson and
Félin faible entre 40-80% d'HR Ferris, 1976)

Inactivation sur gouttelettes; stable entre
- - 40-50% d'HR et plus rapidement inactivé milieu de culture
a de plus forte HR

S@agsnavirid oy
Coromavirus

(Chan et al.,

Coronaviridae 2011)

Survie la plus élevée a env. 20% HR, la
++ - ++  plus faible a 50% HR et moyenne >70% Solution salée (NaCl, KCI, LiCl) (Benbough, 1971)

++ ++ ++ Survie élevée entre env. 20-95% d'HR Blésst sans protéine (Benbough, 1971)




Virus de la
Herpesviridae Rhinotrachéite
Bovine

Survie plus faible & 10% et 35% qu'a 90%
d'HR

1
1
+

milieu de culture (Songer, 1967)

La survie diminue avec l'augmentation Allantoid dilue au 1:8 ou 1:10 dans
+ - - g du tampon caseéine Mcllvaine (Harper, 1961)

d'HR (PH7.2)

Survie la plus élevée <40% HR, la plus
+ - + faible entre 40-60% HR et moyenne
>60%HR

MEM; MEM plus 0,1% BSA; (Schaffer et al.,
allantoid 1976)

pas de survie a 20% et 50%, élevée a
- - ++
80% d'HR eau (Harper, 1963)
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pas de survie a 20% et 50%, élevée a

- - ++ H , 1963
80% d'HR tampon phosphate (Harper )
pas de survie a 20% et 50%, élevée ..
- - ++ 9 H 1
80% d'HR 0,1% cysteine (Harper, 1963)
pas de survie a 20% et 50%, élevée a
- - + % N H , 1963
80% d'HR 0,5% NaSO, (Harper )
+ + + survie moyenne a toutes les HR 0,65% KCI (Harper, 1963)
Survie moyenne <40%, la plus faible
+ - ++ entre 45-60% et la plus élevée >60% milieu de culture clarifié (Benbough, 1971)
d'HR
Survie moyenne <60%, la plus faible ¢ . L ..
+ + ek _ . I I Benbough, 1971
environ 70% et la plus élevée >80% d' milieu dessalé et sans protéine (Benboug )
: . Tampon de Mcllaine (acide
- Virus de la Survie similaire entre 20-84% d'HR estun .. P L ine (aci (Harper, 1961)
Poxviridae . + + + Qs : , citrique/ disodium de phosphate)
Vaccine peu plus faible a environ 80% d'HR i (Harper, 1963)
plus 1% de sérum de cheval
POX\./”US du ++ ++ ++ Survie élevée a toutes les HR Eau (Webbetal,
Pigeon 1963)
Virus, du La survie diminue entre 10-30%,
. Retrovirid . . , (Webb et al.,
Retroviridae e arcome de + - ++  minimum a 30% d'HR et augmente entre Eau 1963)
Rous 30-100% d'HR
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(Webb et al.,

++ ++ ++ Survie élevée a toutes les HR 6% i-inositol 1963)
La survie diminue avec l'augmentation de . (Webb et al.,
++ - - I'HR 0,005M de tampon de citrate 1963)
. Virus de la Survie la plus élevée entre 20-60% d'HF .
Togaviridae " . ++ - S Dessalé Benbough, 1971
g Forét de Semlik et plus faible a env. 85% d'HR ( : )

Survie la plus élevée entre 20-40% dHR _ .. .
++ ] - : 9 Benbough, 1971
et plus faible entre 50-85% d'HR Milieu dessalé plus 5% NaCl (Benboug )

*Cette colonne indique le « niveau » de survie emkidité Relative faible (<50%), moyenne (entre 58@%) et forte (>70). « ++ » signifie une survie

élevée (en général >10% de survie). « + » indiqueaurvie environ 10 fois plus faible que « +«».» indique une survie plus faible que les dautxes
cas.

Tableau 1 : relation entre I'numidité relative (HR) et la survie de plusieurs virus
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3) L’inactivation virale

3

3

3

3

3

3

3

3

3

a) Moyens chimiques

L’inactivation virale par méthodes chimiques regrewle nombreux agents :

les alcools qui ont une meilleure efficacité s l@rus enveloppés que les virus nus
(McDonnell, 2007). L'explication la plus plausiblée l'action des alcools est la
dénaturation des protéines. L'alcool détruit leacttires des surfaces lipidiques des virus
enveloppés (McDonnell 2007).

les ions chlorures que 'on retrouve dans I'eagadel. L'action des ions chlorures n’est
pas encore élucidée, mais I'oxydation des acideséems et des nucléotides est supposée
(Gerba and Rusin, 2001).

les formaldéhydes et glutaraldéhydes sont tresaeffis contre les virus. lls agissent sur
les protéines et les acides nucléiques par un géod@lkylation (Block, 2001)

le peroxyde d’hydrogéne inactive les virus en piealit des radicaux libres qui
modifient les lipides, les acides nucléigues eplegéines des virus (Sattar et al., 1998)
I'iode agirait sur la dénaturation des protéinedest acides nucléiques.
l'ortho-phthalaldéhyde a un mode d’action sim#ailau glutaraldéhyde et au
formaldéhyde (Simons et al., 2000), (Cabrera-Mettiet al., 2002).

I'acide péracétique, dont I'action est peu conrs@enblerait agir comme les autres agents
oxydants qui dénaturent les protéines (Block, 2001)

les ammoniums quaternaires, de par leurs propriétésoactives, vont cibler les lipides
des virus, ce qui en fait un élément préférentiediet efficace contre les virus
enveloppés (Block, 2001).

les métaux, comme l'argent, le cuivre et le fer maintré une activité virucide (Chen et
al., 2013)(Kim et al., 2011)(Lara et al., 2010).
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3

'ozone, un gaz, crée des radicaux libres.

3

le gaz d’'oxyde éthyléne est utilisé & une tempéeatomprise entre 37 et 63°C, a une
humidité relative de 40 a 80% et a une durée d'sitpo de 1 a 6 heures. Il agit sur les

protéines et les acides nucléiques par un procédié/kation (Block, 2001).

b) Moyens physiques

Les procédés d’inactivation virale par méthodesspiues ont une similarité d’action.

lls apportent de I'énergie qui inactive le virugsdnéthodes sont :

¥ le plasma de peroxyde d’hydrogene, qui crée ddasaax libre, modifie les lipides, les
acides nucléiques et les protéines des virus (Kyl.e 1995)(Roberts and Antonoplos,

1998).

3

les micro-ondes produisent une friction des moksul’eau par un changement de
champ électrique. Cette friction permet de géndeeta chaleur qui inactive les virus
(Sanborn et al., 1982), bien que certain auteursepe qu'’il y a un effet Iétal non

thermique (Najdovski et al., 1991), (Rosaspind.etl§94), (Welt et al., 1994).

3

les bains a ultrason permettent d’inactiver lesissipar un phénomene de cavitation qui

créé des turbulences a I'échelle microscopique agrant une destruction virale.

(Wichelhaus et al., 2006).

La chaleur et les UVc sont deux autres moyens gbgsi d’inactivation présentés ci-

apres.
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i) La chaleur

La notion de chaleur, au sens scientifique du teresé définie comme un transfert
thermique qui ne doit pas étre confondu avec lgpéaiure. C’est un transfert d’énergie

désordonnée a I'échelle microscopique qui se ttgduides chocs aléatoires entre particules.

Trois modes de transfert existent (Chéron, 1999) :

¥ la conduction thermique : un phénoméne de diffugioopage I'énergie de proche en
proche sans transfert de matiere sous l'effetgtadient de température.

% la convection : les différences de températuress dan liquide ou un gaz créent des
différences de masse volumique qui induisent unvement naturel des particules en
fonction de la gravité.

% le rayonnement : tout corps ayant une températupérgeure au zéro absolu émet un

rayonnement électromagnétique appelé «rayonneimemhique>.

Ces trois modes de transfert sont utilisés paéwiffts procédés pour la lutte contre les
micro-organismes. Parmi eux, on distingue la ssation par chaleur humide, par chaleur

seche et par infrarouge.

De toutes les méthodes disponibles pour la stdtiiis, la chaleur humide sous la forme
de vapeur saturante sous pression est la plusnarge utilisée et la plus fiable. La
stérilisation par vapeur saturante est non toxagigeu couteuse (Adler et al., 1998). Elle est
effectuée dans un autoclave ou quatre facteursdgbetminants : la température, la vapeur, la

pression et le temps. Les deux cycles classiquestéifisation par autoclaves sont 121°C,
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pendant 30 minutes, et 132°C, pendant 4 minuteshb&ur humide détruit les virus par une

coagulation irréversible et une dénaturation desepres.

La stérilisation par chaleur séche est utiliséer pesimatériaux qui ne peuvent subir de
stérilisation par chaleur humide. La stérilisatipar chaleur séche est une méthode non
toxique relativement peu couteuse. Les inconvésiald cette technique sont le temps
nécessaire a la stérilisation et l'incompatibilités hautes températures associées avec les
matériaux thermosensibles. Les cycles communslidation sont 60 minutes a 170°C, 120
minutes a 160°C et 150 minutes a 150°C. Le modetidia principale de ce processus est

I'oxydation irréversible des protéines.

La stérilisation par infrarouge est une méthodes ptdcemment développée. Les
infrarouges permettent de chauffer uniguement l&ensh a stériliser. lls ont 'avantage de
permettre une rapide élévation de la températuee asie consommation énergétique réduite.

Le mode d’action étant identique a celui de laehaséche.

On remarque facilement que les cycles recommandeés lp chaleur séche sont plus
longs et a des températures plus élevées que pahaleur humide. Cela est expliqué dans le
cas des virus par le fait qu'un virus séché ess pésistant qu'un virus en milieu liquide
(Sauerbrei and Wutzler, 2009). Un exemple parlantl’sactivation du Parvovirus Bovin
lyophilisé avec une humidité résiduelle <1% ou égal8%. Dans le premier cas, 7h30 sont
nécessaires pour avoir 4 log de réduction du tiiral alors que, dans le second cas, 15

minutes sont nécessaires (Brauniger et al., 2000).

La réduction du titre viral d0 a la températurd, @assiquement représentée a l'aide
d’'un modele exponentiel de premier ordre dévelgpgeStumbo et al. (Stumbo, 1973). Ce
modele considére que l'inactivation virale est duéa destruction de composants viraux

essentiels. L’égquation retenue étant la suivante :
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InN =InNO — kt
ou N est le nombre de virus, NO est le nombreahiie virus et k est le coefficient
d’inactivation en . Cette équation a été réarrangée en :
logl =logS(t) = _L
NO D
ou D est le facteur de réduction décimale (égak3@3/k) exprimé en s ou min. Il
correspond au temps nécessaire pour avoir une trédute 90% de la population virale

initiale (figure 8)

100

0.014

0.001+

% de virus infectieux

0.0001
0 1D 2D 3D 4D 5D 6D

Temps

Figure 8: lllustration de I'évolution du pourcentage deus infectieux suivant un

modéle exponentiel de premier ordre.

Pour la stérilisation par la température, un teegsespondant a 12 fois le facteur de
réduction décimale est recommandé (Van Boekel, R@Réchelle logarithmique, ce modeéle

est linéaire.

Cependant méme si le modele exponentiel de premnie est largement utilisé, de
nombreuses courbes d’inactivation ne semblent p&s @ ce modele. En effet, certaines

courbes d'inactivation présentent des épaulemeuntsles formes concaves (Cerf, 1977).
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L’explication la plus probable étant que dans laulation d’'un méme virus, plusieurs sous-
populations existent avec leurs propres modelemdtivation donnant ainsi des courbes non

linéaires en échelle logarithmique.

Pour modéliser ces courbes le modele de Weibutéaéveloppé dont I'équation de

survie est la suivante :

1 /t\F
log$(t) = =353 (E)

ou a etp sont deux constantes déterminées expérimentale@antemarque que I'on

obtient de nouveau le modele de premier ordre qfamhd

Le tableau 2 regroupe les données de la littéradtirmet en évidence une grande
disparité de résistance entre les virus, ceuxagpartiennent a la famille d&arvoviridae
étant les plus résistants (Boschetti et al., 20erpi et al., 2009), (Harris et al., 1987),
(Blumel et al., 2008), (Sauerbrei and Wutzler, 2008ur un méme virus, des résistances
différentes sont rapportées. Par exemple, Sea eab et al., 2012) observent une réduction
d’un facteur 10 du norovirus murin a 60°C en 2,86 alors que Bozkurt et al. obtiennent

une réduction d’un facteur 10 en 0,57 min (Bozletirdl., 2013).

Plusieurs facteurs peuvent faire varier 'efficade 'inactivation thermique comme la
composition du milieu et pour la chaleur sechealextd’humidité (Blumel et al., 2008),

(Brauniger et al., 2000), (McDevitt et al., 2010).
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Température D Réduction
(°C) (min)

Famille Virus Chaleur Temps Notes Références

(log)

(Sauerbrei and Wutzler,

seche 75 2h 1,9 2009)

(Sauerbrei and Wutzler,

séche 85 1h 1,2 2009)

(Sauerbrei and Wutzler,

seche 95 1h 3,7 2009)

Adénovirus type 7 humide 70 10 min >4,1 (Eterpi et al., 2009)

Birnaviridae Virus delaNecrose @ ide 60 288 (Nygaard et al., 2012)
Pancréatique Infectieuse




humide 80 2,7 (Nygaard et al., 2012)

N

Capsicum Chlorosis (Duizer et al., 2004)

. humide 71,3 Imin 3
Virus

Calicivirus Félin-F11 humide 72 0,11 (Bozkurt et al., 2013)

Norovirus Murin humide 60 2,86 (Seo et al., 2012)

humide 65 0,30 (Bozkurt et al., 2013)

humide 72 0,15 (Bozkurt et al., 2013)

Coronaviridae Coronavirus Félin humide 71,3 1min 3 (Duizer et al., 2004)
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(Roberts and Antonoplos,
1998)

seche 80 24h 2,3

(Dichtelmdaller et al.,

séche 100 30 min >6,6 1996)

(Sauerbrei and Wutzler,

seche 75 2h 1 2009)

(Sauerbrei and Wutzler,

séche 85 2h 1,7 2009)

(Sauerbrei and Wutzler,

seche 95 2h >4 2009)

humide 55 3h 4 (Mpandi et al., 2007)
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Leviviridae Phage MS2 humide 60 7,14 (Seo et al., 2012)

humide 85 0,48 (Seo et al., 2012)

25% humidité (McDevitt et al., 2010)

séche 60 30min 15 .
dans l'air

50% humidité (McDevitt et al., 2010)

seche 60 15min 4,1 .
dans l'air

75% humidité (McDeuvitt et al., 2010)

séche 60 15min >5,2 e
dans l'air
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25% humidité (McDevitt et al., 2010)
dans l'air

séche 65 30min 2,2

50% humidité (McDeuvitt et al., 2010)

séche 65 15min >5,1 .
dans l'air

humide 70 1min 0,55 (Jeong et al., 2010)

)

Virus de la grippe A
HIN3

humide 70 5min >6.2 (Jeong et al., 2010)

Virus de la grippe A
H1IN5

humide 80 2.5min >6.14 (Jeong et al., 2010)
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Virus de la grippe A (Chmielewski et al.,

humide 59 0,4

H5N2 2011)

(Dichtelmdller et al.,

Papillomaviridae  Papillomavirus Bovin seche 100 30 min 1,4 1996)

Virus de la Maladie de . (Chmielewski et al.,
Newcastle humide 61 0.19 2011)

de 0 a 60 (Harris et al., 1987)

min

Parvoviridae Murine Minute Virus humide 60 15,4 de0a4

humide 70 10min 0,6 (Eterpi et al., 2009)

humide 80 10min 4 (Eterpi et al., 2009)
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humide 90 10min >4.4 (Eterpi et al., 2009)

de0al10 (Harris et al., 1987)

min

humide 100 1,62 de0a6,2

séche 90 1min 0,4 (Eterpi et al., 2009)

(Roberts and Antonoplos,
1998)

seche 80 72h >4,7

0,3-0,35% (Blimel et al., 2008)

séche 80 48h >S5 Jhumidite

0,3-0,35% (Blimel et al., 2008)
d'humidité

séche 100 10min 2,5
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0,3-0,35% (Blimel et al., 2008)

séche 100 30min 32 ghumidité

0,85-1,19% (Blimel et al., 2008)

seche 100 20min 3,8 dhumidité

de0a?27
min

(Brauniger et al., 2000)

Parvovirus Bovin humide 60 de0a7 eau

(Sauerbrei and Wutzler,

seche 75 1h 0 2009)

(Sauerbrei and Wutzler,
2009)

séche 85 1h 0,1
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(Sauerbrei and Wutzler,
2009)

séche 95 1h 0,8

de 0 & gyophilisat avec  (Brauniger et al., 2000)

seche 100 de 0 a 8h 1% d'humidité

de 0. als de 045 lyophilisat avec  (Brauniger et al., 2000)

séche 100 min 8% d'humidité

humide 80 10min 59 (Eterpi et al., 2009)

humide 90 1 min 6 (Eterpi et al., 2009)

(Roberts and Antonoplos,

séche 80 8h 0,4 1998)
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. (Roberts and Antonoplos,
séche 80 72h 2 1998)

0,3-0,35% (Blimel et al., 2008)

séche 80 48h 3.9 d'humidité

séche 90 1min 0,4 (Eterpi et al., 2009)

0,3-0,35% (Blimel et al., 2008)
d'humidité

séche 100 20min 2,2

0,85-1,19% (Blimel et al., 2008)

seche 100 10min 1,3 dhumidité
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0,85-1,19% (Bliimel et al., 2008)
d'humidité

séche 100 30min 2,2

(Dichtelmdller et al.,

seche 100 30 min >5.3 1996)

0,10- (Kamolsiripichaiporn et

humide 70 0.18 al., 2007)

(Sauerbrei and Wutzler,

seche 75 2h >4.3 2009)

(Sauerbrei and Wutzler,
2009)

séche 85 1h >4.8
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humide 90 1 min >4,6 (Eterpi et al., 2009)

séche 90 1min >4,6 (Eterpi et al., 2009)

(Sauerbrei and Wutzler,

seche 75 2h 2,3 2009)

(Sauerbrei and Wutzler,

séche 85 2h 3,4 2009)

(Sauerbrei and Wutzler,

seche 95 2h >51 2009)

-36 -



Poxviridae Virus de la Vaccine humide 70 10 min >4,6 (Eterpi et al., 2009)

séche 80 10min >4,6 (Eterpi et al., 2009)

(Sauerbrei and Wutzler,

seche 75 1h 0,3 2009)

(Sauerbrei and Wutzler,
2009)

seche 85 1h 1,6

(Sauerbrei and Wutzler,

seche 95 1h 2,1 2009)

(Dichtelmdaller et al.,
1996)

Reoviridae Réovirus séche 100 30 min >6
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Rhabdoviridae Virus de la Stomatfite 100 30 min ~5.8 (Dichtelmiiller et al.,
Vésiculaire 1996)

Tableau 2 : Données dans la littérature de I'inactiation virale par chaleur seche ou humide.
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i) Les ultraviolets

Les ultraviolets sont des rayonnements électrontagres dont les longueurs d’ondes
(entre 100nm et 400 nm) sont inférieures a cellesl@maine visible (entre 390nm et 790

nm). Les ultraviolets sont séparés en trois groepe®nction de leurs longueurs d’onde :

3

les UV-A, compris entre 400 et 115 nm, correspohdda lumiére noire. lls traversent la

couche d’ozone de la stratosphere.

3

les UV-B, compris entre 315 et 280 nm, sont respbles de la synthése de la vitamine

D. lls sont en grande partie absorbés par la coddzene.

3

les UV-C, compris entre 280 et 100 nm, sont totelemabsorbés par I'ozone de la

stratosphere et ont une activité germicide recennu

Les UVc ont une action virucide due au spectresdgition des acides nucléigues qui
composent le matériel génétique des virus. En ,efést acides nucléiques absorbent les
longueurs d’onde comprises entre 210 et 310 nm amenaximum a 260 nnfigure 9). A
noter que les lampes a mercure basse pressionegén@rpic de radiation a 253,7nm, proche

du maximum d’absorbance des acides nucléiques.
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Figure 9 : Spectres d’absorbance relatifs des basds 'ADN et de 'ADN

(BEN MESSAOUD, 2009)

L’énergie apportée par les UVc est absorbée awanide la base azotée des nucléotides
permettant la création de liaisons covalentes eméex nucléotides adjacents. Les photo-

produits formés concernent 3 types de liaisond: (@ppelé le dimére de thymine est le plus

fréquent) figure 10), T-C et C-C. Ces trois liaisons déforment la ctiee du génome viral

par l'introduction de pliure rendant la réplicatdifficile voire impossible.
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Figure 10: Produit possible de deux pyrimidines adjacentes dan
’ADN en réaction aux UV (Bolton Bolton James R. « Light Compendium
— Ultraviolet Principles and Applications », Int&merican Photochemical

Society Newsletter, Vol. 22(2), 1999.).

L’ARN possede de l'uracile au lieu de la thyminer ®© dimére d’uracile est plus
difficilement formé que le dimere de pyrimidinesii @st le plus fréquent. Ainsi, 'ADN est

plus sensible aux UVc que 'ARN (A. Ben Messaou820

L'efficacité de l'inactivation virale par les rayotJVc est fonction de la dose absorbée
par les virus. Cette dose est définie par le ptodeil'intensité UV, mesurée au niveau du

virus, et du temps d'exposition aux rayonnemenlig, est exprimée en mJd/cm2. Des
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expeériences ont montré qu’'a doses recues égadffet ldes UV sur les micro-organismes est

indépendant de l'intensité utilisée (Hunt, 1992).

Les profils d’inactivation des virus par les UVons exprimés a partir des modeles de
cinétique de réduction des micro-organismes. Cedétas sont exprimés en fonction de la
concentration d’'un désinfectant C qui est remplguagd’intensité du rayonnement |, dans le

cas des UVec.

Modele de Chick-Watson: en 1908, Chick a observé une analogie entrenktique de
réduction des micro-organismes par un désinfecttinine réaction chimique. Elle a utilisé
une loi similaire a celle d'une réaction chimiquepdemier ordre pour modéliser la cinétique
de désinfection, soit :

dN N
dt
ou N est le nombre de virus infectieux, t est hafe et k est la constante cinétique de

réduction

Watson a proposé un modeéle qui précise la constamééique de réduction en prenant

compte de la concentration du désinfectant :

v _ k'.C*.N
dt_ . .

ou C est la concentration du désinfectant, n &stohstante de dilution, et k' est la

constante cinétique de réduction, indépendanta dericentration C.

Ce modele est ensuite adapté a la cinétique diraicin par les UVc ou la
concentration du désinfectant a été remplacée’ipgerisité des UVc. Par conséquent, la

cinétique de premier ordre, de la réduction dassvrar les UVc, est :
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dN
dt

ou N est le nombre de virus infectieux, | esttémsité UVc en mW/cm? etk est la
constante cinétique de réduction cm#mW.s. L’ireéign de I'équation donne le nombre de
virus infectieux en fonction du temps par I'express

N(t) — NO.e_kuv'I't

ou N est le nombre de virus infectieux a I'instafen s), N est le nombre initial de

virus infectieux, | est I'intensité UV en mW/cmaig}y, la constante cinétique de réduction en

cmz2/mW/s,

Modele de ScheiblgScheible et al., 1985) : le modeéle de premiereeht en général
valable pour des réductions virales de l'ordre dmd (Harris et al., 1987). Au-dela, les
courbes présentent un ralentissement de lina@ivgbar un phénomeéene de queue. Pour

expliquer ce phénomene, Scheible propose de dig®pulation virale en deux catégories :

¥ les virus isolés, de concentratiop Nqui sont sensibles aux UVc
¥ les virus associés a des éléments de protectionic(das solides, agrégats ...), de

concentration i qui les protégent des rayonnements UVc.

Le nombre initial de virus infectieuxgMst égal a la somme des virus isolés,elldes
virus associés, Np. Scheiljgopose cette équation pour modéliser la cinétapieéduction

virale :

Nv(t) = No'.e *wwIt 4 Np
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Cette équation considere que les virus protégéseNpeuvent pas étre inactivé par le
rayonnement UVc. Avec ce modele, I'évolution du hoende virus infectieux commence par

suivre une décroissance exponentielle avant detnaést de se stabiliser a la valeur Np.

Le tableau 3 regroupe les données de la littératmeernant les doses d’'UV nécessaire
pour inactiver des virus a ADNA(@enoviridae, Herpesviridae..) et des virus a ARN

(Reoviridag Picornaviridae ...)
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Adenoviridae Adénovirus 1 ADN 138 (Nwachuku et al., 2005)

Adénovirus 4 116 (Gerrity et al., 2008)

Adénovirus 6 154 (Nwachuku et al., 2005)

Adénovirus 40 124-222,2 (Meng and Gerba, 1996)

)

Herpesviridae Herpes Simplex Virus 2 13 (Wolff and Schneweis, 1973)
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(Lytle et al., 1972)
(Ross et al., 1971)

Poxviridae Virus de la Vaccine 6,1

(Duan et al., 2003)

SARS Coronavirus o1 (Kariwa et al., 2004)

Calicivirus Canin 30 (De Roda Husman et al., 2004)

)

Picornaviridae Coxsackievirus B3 32.5 (Gerba et al., 2002)

(Hijnen et al., 2006)

Coxsackievirus B5 33,6-36 (Gerba et al., 2002)

Echovirus II 28 (Gerba et al., 2002)
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Virus de la Fiévre
Aphteuse

96 (Nuanualsuwan et al., 2008)

)
4)

(Battigelli et al., 2011)(Chang et al., 1985)
(Gerba et al., 2002)(Harris et al., 1987)
(Lazarova and Savoys, 2004)

(Lytle and Sagripanti, 2005)

(Meng and Gerba, 1996)
(Tree et al., 2005)(Hughes et al., 1979)

Poliovirus 12,9-40

Virus de la Stomatite (Kariwa et al., 2004)
Vésiculaire (Danner and Mayr, 1979)

)
4)
4)

(Battigelli et al., 2011)(Chang et al., 1985)
(Meng et al., 1987)(Smirnov et al., 1991)

Rotavirus 19,6-92
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(Sommer et al., 1989)
(Hijnen et al., 2006)

Rotavirus SA-11 26-39,2

(Wang et al., 2004)

Togaviridae Virus Sindbis 40 (Zavadové and Libikova, 1975)

Orthomyxoviridae Virus de la grippe 6,25 (Ben Messaoud, 2009)

Tableau 3 : dose d’'UV nécessaire pour inactiver desrus.
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Les adénovirus ont une forte résistance aux UVadse nécessaire pour une réduction
de 4 log va jusqu’a 240 mJ/cm2. Les autres viprgésentés dans le tableau 3, ont une
résistance moindre, comprise entre 5 et 91 mJiexagpté pour les Rotavirus dont I'énergie

nécessaire est de 200 mJ/cm2.

La résistance des adénovirus, virus a ADN, aux B%ftcinattendue, vu que 'ADN est
plus sensible a ces rayonnements que ’ARN. Cétlistance des adénovirus aux UVc est due
a leur capacité a mettre a profit les mécanismhslaiees de réparations des altérations des

acides nucléigues (Eischeid et al., 2009).

L’interaction entre UVc et séchage

Il a été montré pour le virus de la Vaccine, lausiEbola et le virus de Lassa, que le
séchage confere une plus grande résistance deswsra-vis des UV (Sagripanti and Lytle,
2011). La couche superficielle, contenant des viséshés, ferait office de bouclier,

protégeant ainsi les virus situés plus en profondeu

L’'interaction entre UVc et chaleur

Les bases des acides nucléiques s'apparient wgtefdrdes structures dont la capacité
d’absorption des UVc est réduite. Lorsque l'appaeiet des bases est rompu par le chauffage, les
bases sont davantage exposées aux UVc qu’ellesbasale 20 & 40 % en plus par rapport a I'état
apparié (Michelson, 1958) (Mergny, 2003). C'espll&nomene d’hyperchromicité qui peut jouer un

role dans I'effet de la combinaison UVc et chaleur.
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4) Objectifs de I'étude

La connaissance de la persistance et des moyendddetion du pouvoir infectieux
viral, est un enjeu essentiel pour la lutte comdrepropagation des infections. Les virus
pouvant étre transmis par l'intermédiaire de gautiai se déposent sur une surface, notre

objectif a été I'étude de la résistance de virogstenus dans de petits volumes.

Cinq virus appartenant a des familles différentesédé sélectionnés : HIN1 et HSV-1,
deux virus enveloppés appartenant, respectiveradatfamille deOrthomyxoviridaeet des
Herpesviridae ainsi que CVB4, MVM et SV40, trois virus non-eheppés appartenant,

respectivement, a la famille degornaviridae desParvovirida et des Polyomaviridae

La problématique de la résistance des virus, HHEV-1, CVB4 et MVM, au séchage
a été abordée. L'hypothese de I'existence dangapelation virale de particules sensibles et

résistantes au séchage a été étudiée.

Le pouvoir infectieux des virus sur support esluieficé par la nature des matériaux et
’humidité relative (notamment), en revanche l'impae la composition du milieu dans la
résistance au séchage, est moins bien connu étanélysé dans nos travaux. L'effet de la
concentration initiale du chlorure de sodium (Na@l) Sérum de Veau Fcetal (SVF) et de
'Albumine Sérique Bovine (BSA), dans la résistamte CVB4 vis-a-vis du séchage a été

évalué.

L’inactivation du pouvoir infectieux des virus pedss sur des surfaces, est un moyen
de lutte contre la propagation des infections. &ldtut a été d’étudier I'effet virucide de la
chaleur et des UVc. Un systeme original a été coetumis en ceuvre pour étudier

l'inactivation thermique de MVM, CVB4, H1N1 et HSV-La résistance aux UVc de CVB4,
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MVM, HSV-1, HIN1 et SV40 a été déterminée. De plieffet virucide de la combinaison

chaleur et UVc a été exploré.
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MATERIELS ET METHODES

Virus et lignées cellulaires

CVB4 E2 est une souche fournie par Jo-Won Yoong¢ehtre de recherche Julia Mc
FARLANE Diabetes (Calgary, Alta., Canada), (Kangakf 1994). Les virus sont propagés
dans des flasques sur des lignées cellulaires ppges : HSV-1 (ATCC VR-260) sur des
cellules Vero (ATCC CCL-81), CVB4 sur des celluleep-2 (ATCC CCL-23), MVM
(ATCC VR-1346) sur des cellules A9 (EACC N° 8501615V40 (IATCC VR-305) sur des
cellules BSC-1 (ECACC N° 850114p2t HIN1 A/PR/8/34 (ATCC VR-1469) sur des

cellules MDCK (NBL2) (ATCC CCL-34).

Les cellules Vero, A9, BSC-1 et Hep-2 sont cultsré@ans du Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM ; Invitrogen, France) suppléngeavec 10% de SVF et 1% de L-
glutamine, a 37°C dans une atmosphére a 5% 0£3 cellules MDCK sont cultivées dans du
Eagle’s Essential Medium (MEM ; Invitrogen, Fransapplémenté avec 0,8% de tricine, 5%
de SVF et 1% de L-glutamine. Quand une conflueedelaire est observée, les cellules sont
rincées avec du PBS puis trypsinées a 37°C.Legleglsont ensuite diluées est mises dans de
nouvelles flasques ou en plagues 96 puits. Pouplegues, 50uL de cellules A9, Vero,
MDCK, Hep-2 et BSC-1, respectivement a une coneéiotr de 1 x 19 2,5 x 16, 1 x 16,

1,5 x 1G et 1 x 16 cellules/mL sont déposés dans les puits. Desrirdtions concernant les

lignées cellulaires sont regroupées dans le talfleau
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Cellules BSC-1 Hep-2 MDCK Vero A9

Organisme Cercopithecus Homo sapiens Canis Cercopithecus Mus musculus
aethiops familiaris aethiops
Tissu Rein contaminant des Rein Rein Hybridome de
cellules HelLa lymphocyte B
(issues d’un
adénocarcinome
du col de
I'utérus)
Morphologie épithéliale épithéliale épithéliale épithéliale  lymphoblastique
Culture adhérente adhérente adhérente adhérente semiatghére
Permissivité  SV40, adénovirus 3, CVB3-4-5, plus d'une MVM
virale poliovirus 1, poliovirus 1, Réovirus 2, quarantaine
VSV VSV Adénovirus  notamment

associé 4-5, poliovirus 1-
virus de la 2-3, HSV-1,
vaccine, VSV SV40 ...
poliovirus 2

Tableau 4: caractéristique des lignées cellulaires BSC€p-&, MDCK, Vero et A9.

Les cellules Vero, BSC-1 et Hep-2 infectées sottiivées dans du MEM supplémenté,
les cellules A9 infectées sont cultivees dans duEMMsupplémenté, a 37°C dans une
atmosphere a 5% GOMEM et DMEM ont été supplémentés avec 2% de S\ ,d’acides
aminés non essentiels et 1% de L-glutamine. LdglesIMDCK infectées sont cultivées dans
du MEM a 35°C dans une atmosphére a 5%.C@and un effet cytopathique d’au moins
75% apparait, les cellules sont grattées et ldicplas virales sont libérées par trois cycles de
congélation/décongélation. Apres centrifugation 80Qg pendant 10 min a 4°C, les

surnageants sont récupérés, aliquotés et conserdesC.

En plus du stock de CVB4, obtenu a partir des cestude cellules Hep-2 infectées,
comme expliqué précédemment, une purification dB£Y été réalisée selon un protocole
du laboratoire modifié (Chehadeh et al., 2005)eBrment, le surnageant clarifié de cellules

Hep-2 infectées par CVB4 a été mis en présencee@ friis centrifugé a 8 000g pendant 20
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min a 4°C. Le culot obtenu a été ensuite resuspemndutra-centrifugé sur un gradient de
chlorure de césium. Enfin, la suspension de CVB#alessalée et resuspendue dans du PBS.

Les aliquots ont été stockés a -80°C.

Titration virale

Les liquides a titrer ont été distribués en 6 gl dans des micro-puits et dilués de 10
en 10 de 1% a 10° dans du MEM supplémenté avec 2% de PBS, 1% d'scidenés non
essentiels et 1% de L-glutamine pour HSV-1, SV4Q¥B4 ; du DMEM supplémenté avec
2% de PBS, 1% d'acides aminés non essentiels etld%-glutamine pour MVM ; et du
MEM pour H1N1. Ensuite les plagues ont été inculp@gslant 5 jours pour HIN1 et CVB4,
7 jours pour HSV-1, 2 semaines pour SV40 et 3 seesapour MVM, a 37°C dans une
atmosphére a 5% GOApres cela, les plaques ont été examinées dgrautilun microscope
inversé afin d’évaluer I'ampleur de I'effet cytopajue induit par les virus sur les cultures
cellulaires. Le titre viral a été estimé par dibmtilimite et calculé grace a la méthode de
Spearman-Karber et exprimé en9fCDIso/XpL (Hamilton et al., 1977), X représentant la

valeur du volume de suspension virale prélevée @asslution stock.

RT-gPCR

La quantité d’ARN a polarité positive de CVB4 E2é& évaluée par RT-PCR
guantitative en deux étapes, comme précédemmerit (ldwevenin et al., 2013). Brievement,
les ARN totaux ont été extraits avec le RNeasy kitinfQiagen, Valencia, Calif.) et
resuspendus. La quantité d’ARN viral a été détegnpar RT-PCR quantitative a l'aide des

kits : Affinityscript QPCR cDNA et Brilliant 1| QP& (Agilent Technologie Stratagene). Une
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rétrotranscription du brin ARN de polarité positide CVB4 a été effectuée en utilisant une
amorce antisens (séquencé-A3T GTC ACC ATA AGC AGC CA) a 42°C pendant 15 min.
L'étape de PCR a été réalisée selon le programimargu 10 min a 95°C, puis 40 cycles de
1 min a 60°C et 30s a 95°C (Mx3000p (Stratagengs Bmorces suivantes, utilisées pour
détecter ’ARN de CVBA4, sont localisées au niveaula région 5’ non codante, qui est
fortement conservée. L'amorce sens étaC6C TGA ATG GGG CTA ATC et I'amorce
antisens était’5ATT GTC ACC ATA AGC AGC CA. La séquence de la serrdconnaissant
le fragment amplifié était'8/IC-AAC CGA CTA CTT TGG GTG TCC GTG TTT-TAMRA
(Applied Biosystems). L’absence d’ADN contaminaand les échantillons a été vérifiée par
RT-PCR sans retro-transcriptase. Les amorces sbride ont été concues avec le logiciel
PrimerExpress, et les données ont été analyséedea@equence Detector version 1.6.3 (tous
les deux provenant de Perkin-Elmer, Boston, Makg3.résultats ont été exprimés avec les
cycles threshold (Ct) qui sont inversement propariels a la quantité d’ADN amplifié a

partir de 'ARN viral.

Inactivation par séchage

50uL (10uL pour le séchage itératif) d’'inoculumabisont déposés sur le milieu de
chaque boite de Pétri (35 mm de diametre (Falcehpéchés sous le flux d’air d’'un PSM de
classe Il & température ambiante. Du milieu deaxgér (1mL) est ajouté pour récupérer

I'inoculum de virus séché. Les titres infectieuxsensuite déterminés.

Appareillage et inactivation virale par la chaleur
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L'appareillage est composé d’'une plaque électrighauffant un bain de glycérol dans
un bécher. La température du bain est verifiéaipghermomeétre électronique (AVAX, UK).
Un cbne d’aluminium est plongé dans le glycérauffé. Aprés quelques secondes, 4uL de
suspension virale sont déposés a lintérieur dweadaluminium pendant le temps désiré.
200uL de milieu de titrage froid sont ensuite rapignt ajoutés et récupérés, et ensuite

meélangés avec 800uL de milieu de titrage froid.

Modélisation des courbes d’inactivation virale pada chaleur

Deux modéles ont été utilisés en fonction des @sidbtenues : le modéle cinétique de

premier ordre et le modele de Weibull.

Le modeéle cinétique du premier ordre suppose ulad¢ior linéaire entre la réduction

logarithmique de nombre de survivants et le tenamnda formule suivante :

log(S(t)) =kt

ou S(t) est le rapport entre le titre infectieuxémspexposition de durée t (N(t) en
TCIDsg/4uL) et le titre viral initial (N en TCIDo/4uL), k est le coefficient d’inactivation

exprimé en log TCIDsy/4uL/s ett estla durée du temps de traitemesteondes.

Le modele de Weibull permet de modéliser les caudrésentant un épaulement ou un
effet de queue de la réduction logarithmique de bmentdle survivants en fonction du temps

selon la formule suivante :

1 /t\P
logS(D) = —5=53 <E>
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ou S(t) est le rapport entre le titre infectieuxémspexposition de durée t (N(t) en
TCIDsy/4uL) et le titre viral initial (N en TCID/4uL). a et B sont deux constantes

déterminées expérimentalement et t est la duréerdps de traitement en secondes.

Les coefficientsa et B ont été calculés par la méthode des moindres scawéc le

solveur Excell (Résolution GRG non linéaire)

Inactivation virale par les UVc

L’inactivation par les UVc a été obtenue en utilisaine lampe & mercure basse
pression émettant une raie monochromatique a 248,1VL-4.C 4W — 254nm Tube). La
lampe a été maintenue au-dessus de la suspensabe déposée sur la face intérieure d'un
couvercle d'une boite de Pétri. L'intensité d’UMiteggnant la suspension a été mesurée avec
un détecteur d’'UV (UV light meter Q652693). La dosgue par la suspension virale (en
mJ/cm2) est le produit de I'intensité des UVc mésuien mW/cm?) par la durée du traitement

(ens).

Modélisation des courbes d’inactivation virale pales UVc

Le modeéle exponentiel de premier ordre a été étihour modeéliser la réduction
logarithmique de nombre de survivants en fonctiedaddose recue par la suspension virale
selon la formule suivante :

N, _

log S(t) = log(m
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ou S(t) est le rapport entre le titre infectieuxémspexposition de durée t (N(t) en
TCIDsg/4uL) et le titre viral initial (N en TCIDo/4uL). k est le coefficient d’inactivation

exprimé en log TCIDsy/10uL/s et i est la dose recue par la suspensrafevén mJ/cmz.

Analyses statistiques

L’'analyse statistique des résultats a été réahsEgde du test de Mann-Whitney. Les
courbes ont été comparées par analyse de covajlaN€OVA). Le logiciel utilisé pour les
analyses statistiques était Graphpad Prism verSiof (Graphpad Software, San Diego,

USA).

Les différences ont été considérées statistiquesignificatives quand p < 0,05.
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RESULTATS

1) Persistance du pouvoir infectieux de virus envelo@s et non-

enveloppés déposés sur une surface

Impact du séchage sur le pouvoir infectieux de H1N HSV-1, CVB4 et MVM

Cinquante microlitres de surnageant de culturafidate cellules infectées par CVB4,
MVM, HIN1 ou HSV-1 ont été déposés sur un couvededoite de Pétri et séchés sous le
flux d’air d’un poste de sécurité microbiologique dasse Il, a température ambiante (20°C
+2°C). L'inoculum séché a été récupéré et le tarageété effectué comme décrit dans la

section « matériels et méthodes ».

Les échantillons ont été séchés au bout d’envirtreres, temps au terme duquel le
liquide avait visuellement disparu. La valeur mayendes titres infectieux des inocula
d’'HSV-1, HIN1 et CVB4 séchés au bout de 2 heurétarespectivement, réduite de 2,33
logio; 1,1 logp et 1,5 logp TCIDsy/50uL figure 11). Aucun virus infectieux n'a été détecté
dans les inocula séchés d’HSV-1 et HIN1 récupésggectivement aprés 3 et 5 jours. En
revanche, le titre infectieux des particules dansdulum séché de CVB4 récupéré 2 heures
a 5 jours apres inoculation était inchangé (4,390438 logo TCIDsy/50uL, n=4). Les titres
infectieux de MVM dans les inocula séchés récupérés semaine aprés inoculation sont
inchangés et similaires aux niveaux mesurés dangdettes déposées sur le couvercle (5,87
+/- 0,20 loge TCIDs¢/mL, n=4). Six semaines aprés l'inoculation, il nayait plus de

particule infectieuse dans les inocula séchés dB4ACtdndis qu’une quantité significative de
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particules infectieuses a été retrouvée dans tEsuia séchés de MVM (respectivement 0,5

logio TCIDs¢/50ul (limite de détection) vs 4,00 ledl CIDsy/50ul, p<0.02).

viral titer
(log4g TCIDs A0

] W] I n [n )] et |
1 1 1

—_—
1

O

days
Time

Figure 11: Effet du séchage sur le pouvoir infectieux des visl

50 pl de surnageant de culture contenant HIN1, CVEBV-1 et MVM ont
été déposés sur un couvercle de boite de Pétniainegréplicats puis séchés
sous le flux d’air d’'un poste de sécurité microbgitjue de classe Il a
température ambiante entre 2 heures et 6 semadtaeda suite, I'inoculum
séché a été récupéré avec 1 mL de milieu et itifectieux a été déterminé
et exprimé en log TCIDso/50uL. Les résultats sont la moyenne = SD de
quatre expériences indépendantes. La ligne enilimprésente la limite de
détection du test.

La réduction des titres infectieux des inocula é8ckur le couvercle d'une boite de

pétri, a soulevé plusieurs questions. L'efficadé&la récupération des particules virales dans

ces conditions a été évaluée. Dans ce but, d'ume l@ditre infectieux de CVB4 a été

déterminé et d’'autre part, les ARN totaux ont étraits pour mesurer la quantité d’ARN

viral par RT-PCR en temps réel afin d’estimer lamjité de particules infectieuses.
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Les quantités d’ARN viral dans les inocula séchéadant 2 heures a température
ambiante et dans les inocula non séchés, étarailaises comme le montrent les valeurs des
Ct obtenues par RT-PCR en temps réel (valeurs nmegen24,36 vs 23,86 respectivement,
p=0,56) tandis que les valeurs des titres infektigaient nettement différents (réduction de
2,17 logo, p=0,028) figure 12). Ensemble, ces résultats montrent que les phlesicdrales

séchées sur le couvercle d’'une boite de pétrirdtaficacement récupérees.
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Figure 12 : Quantification de ’'ARN et du titre infectieux de CVBA4.
50uL de surnageant de culture contenant du CVB&wntéposés sur
des couvercles de boites de Pétri en quatre réplikta ont été séchés
en 2h sous le flux d’air du PSM a température antbiat ensuite
récupérés avec 1mL de milieu de culture. Le titreedtieux a été
déterminé et exprimé en lagTCIDsy/50uL@). La quantité d’ARN
viral a été évaluée par RT-PCR et exprimée emCtLes résultats sont
les moyennes + SD de 4 expériences indépendantes.

Pour explorer davantage la résistance des virasmitirolitres de surnageant clarifié

contenant du MVM, CVB4, HIN1 ou HSV-1 ont été séclkeémme décrit ci-dessus, puis
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l'opération a été réitérée. Dix microlitres d’eaistitlée stérile ont été ajoutés a I'inoculum
séché avant d'étre de nouveau exposé au flux d'asgu’a 8 cycles de séchage/resuspension
ont été effectués. Par la suite I'inoculum séchééesipéré avec 1 mL de milieu de culture et

les titres infectieux ont été déterminés.

Pour H1IN1, HSV-1 et CVB4, chaque cycle de séchagmgendré une réduction
graduelle des particules infectieuses, respectimenteenviron -0.4, -1.1 et -1.8 lgg
TCIDsy/10ul par cycle flgure 13). Aucune réduction du titre infectieux de MVM n&é

observée aprés chaque cycle de séchage.

Virus titer (Logy TCIDey/S0pL)
F

Cycles01 2345678 012348678 0123465678 012345678
HTM1 CWvBd HS%"1 Rl Tl

Figure 13: Effet du séchage itératif sur le pouveoi infectieux des virus.

10 pL de surnageant de culture ont été déposéasnsoouvercle de boite de Pétri en quatre
réplicats puis séchés sous le flux d’air d’'un paltesécurité microbiologique de classe Il a
température ambiante. 10uL d'eau distillée ont &tutés aux inocula séchés afin de
commencer un nouveau cycle de séchage. Ensuitecliium séché a été récupéré dans 1 mL
de milieu et le titre infectieux a été déterminé&x@brimé en log TCIDs¢/50uL. Les résultats
sont la moyenne = SD de quatre expériences indé@péesl La limite du test était 0,5 enilog
TCIDs¢/50uL.
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Effet des protéines et des sels sur la résistance sechage du CVB4.

Des suspensions de virus constituées de milieu ulieire comportant différentes
concentrations de SVF, BSA et NaCl diluées dandeda distillée stérile, auxquelles on
rajoute 1% de surnageant clarifié contenant du Cui4été préparées. Cinquante microlitres
de ces suspensions virales sont déposés sur urrctaude boite de pétri et séchés. Deux
heures apres inoculation le nombre de particulectieuses dans les inocula récupérés est

déterminé.

Quand CVB4 est resuspendu dans du milieu contamantaible concentration de SVF
(<0,05%) ou BSA (<0,01mg/mL) les quantités de patéis infectieuses dans les inocula
récupérés, aprés sechage, étaient les plus éleve@8, et 3,08 log TCIDsy/50ul
respectivementfigure 14). En revanche, le nombre de particules infectieasss du milieu
contenant 1,25% de SVF et plus de 0,39 mg/mL de B&# en dessous de la limite de
détection du test <0,5 lgg TCIDsy/50ul. Au-dessus de 1,25% de SVF, le nombre des
particules infectieuses a augmenté régulieremeatl€i0% de SVF le niveau atteint était de

1,17 logo TCIDsy/50ul (p=0,019 vs la limite de détection du test).

Pour toutes les concentrations de NaCl, le nombrepatticules infectieuses était plus
élevé que ceux avec du milieu contenant du SVFeola SA {igure 14). Dans des milieux
contenant de faibles concentrations de NaCl de®@lamg/mL, le niveau des particules
infectieuses récupérées des inocula séchés a at@rdgerement de 2,66 a 3,08 log
TCIDs¢/50u! (p=0,1). En revanche, le pouvoir infectieugsdparticules dans du milieu
contenant entre 0,1 et 2 mg/mL de NaCl a diminu@,d8 a 2,58 log TCIDs¢/50ul (p=0,04).
Au-dessus de 2 mg/mL de NaCl, le niveau des pdeidnfectieuses avait augmenté, et a 300
mg/mL, le niveau atteignait 4,16 lRgTCIDs¢/50ul (p=0,028 vs. le niveau infectieux a 2

mg/mL).
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Figure 14: Effet virucide du séchage sur une suspension viralde CVB4 a différentes
concentrations de SVF, BSA et NaCl.

50 ul de surnageant de culture contenant du CVB4£téndéposés sur un couvercle de boite de Pétri
en quatre réplicats puis séchés sous le flux d’aim PSM, a température ambiante pendant 2 heures.
Par la suite, I'inoculum séché a été récupéré avat. de milieu et le titre infectieux a été détaréni

et exprimé en log TCIDsy/50pL. Les résultats sont la moyenne + SD de quekgeriences
indépendantes. La ligne en pointillé représentienite de détection du test.
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2) Inactivation rapide de virus contenus dans des gotdlettes

appliguées sur une surface chauffée

Des inocula (4pL) de virus ont été déposés danscdess en feuille d’aluminium
immergés dans un bain de glycérol a différentespéatures (70, 80, 90, 100, 110, 120,
130°C). Une seconde a 90 minutes aprées inoculdgernnocula ont été repris dans 200uL de
milieu de titrage froid. Les solutions récupérént &ié ajoutées a 800uL de milieu de titrage

froid avant d’étre titrées.

Lorsque les gouttes contenant des virus envelopt®g;1 et HIN1, sont chauffées, le
profil des résultats obtenus est comparable ; cgpenH1IN1 s’est avéré plus résistant a
l'inactivation par la chaleur que HSV-1. En effaet70°C, le titre de HSV-1 était réduit a 0,63
logio TCIDs¢/4pL en 6s, soit une réduction de 4.0gCIDsy/4pL ; alors que dans les mémes
conditions, le titre de HIN1 était de 2,42,gCIDsy/4uL (P=0,017) soit une réduction de 2
logio TCIDs¢/4pL (figure 15). Une réduction de 4 lggdu titre infectieux de HIN1 et HSV-1

a eté obtenue respectivement en moins de 5s eB@¥a 3s et 2s a 90°C, 2s et 1s a 100°C.
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Figure 15: Virus exposés a la chaleur
4uL de surnageant de culture contenant HIN1 (A)BZ€YB), HSV-1 (C), ou MVM (D, E, F)
sont déposés dans un cbéne, constitué d’'une feli@leminium, plongé dans du glycérol chauffé a
différentes températures. Les inocula sont refsoaiec 200pL de milieu frais. Ce mélange est
récupéré, complété avec du milieu froid pour uruxa final de 800uL et le titre infectieux est
déterminé et exprimé en lggTCIDsy/4uL. Les taux d’inactivation des courbes de suée
H1N1, CVB4, HSV-1 et MVM, exprimés en logl0 TCID8QA/s, sont présentés dans les
tableaux sous les graphes. NA : Non applicablesglee la courbe ne correspond pas au modele
cinétique de premier ordre. La ligne en pointiltdimite la limite de détection du test. Les
résultats sont la moyenne + SD de 4 expérience&peantantes.
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Les taux d'inactivation pour HIN1 vs HSV-1 étaieespectivement de -0,81 vs -1,28
logip a 80°C (P<0,0001), de -1,44 vs -1,90 logl0 a 9@°€0,0001), -2,00 vs -1,77 lag

TCIDsy/4pL/s & 100°C (P<0,0001).

L'action de la chaleur sur les gouttes contenanB&€\Vun virus non enveloppé, a
conduit a une cinétique d’inactivation légeremearparable a celui de HSV-1. Par rapport a
H1N1, CVB4 apparait moins résistant a I'inactivatioar la chaleur. En effet, CVB4 était
fortement inactivé, jusqu’a 4,23 lagTCIDsy/4uL a 70°C en 4s, alors que dans les mémes
conditions, la réduction du titre infectieux de HlNétait que de -1,13 lag TCIDsy/4L
(P=0,028). Les taux d'inactivation de CVB4 vs HINil 80, 90 et 100°C étaient
respectivement de -1,59 vs -0,81 (p<0,0001), -2s158.,44 (p<0,0001) et -4,27 vs -2,0041e9g

TCIDsy/4pL/s (p<0,0001).

L'impact, du chauffage a des températures inféeewu égales a 100°C sur le titre
infectieux de 4L de suspension virale contenavivilest modéré. En effet, une réduction
du titre de -4 log n’était obtenue qu’apres une exposition des geut&0°C pendant 30
minutes, a 90°C pendant 60s et a 100°C durant B30s. réduction du titre infectieux de

MVM supérieure a 4 log a été obtenue a 110, 120 et 130°C en 9s, 3sres@sctivement.

Les courbes d’inactivations de HSV-1 et CVB4 a 7&itwsi que celles du MVM a 80°c
et 100°C présentaient des parties convexes ou wvesicklles ont été analysées a l'aide du

modele de Weibull et les coefficientset ont été calculéddbleau 5.
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Conditions o B

HSV-1 70°C 3,65 4,29
CVB4 70°C 1,85 2,94
MVM 80°C 0,24 0,25
MVM 100°C 0,12 0,39

Tableau 5: coefficientsu et déterminés a I'aide du modele

de Weibull a partir des courbes d’inactivation dH$ a

70°C, CVB4 a 70°C et MVM a 80 et 100°C.

Dans la mesure ou il a été rapporté que des métalsxque l'argent ou le cuivre,
pouvaient inactiver des virus (Chen et al., 20{8)n et al., 2011), (Lara et al., 2010), nous
avons évalué, en prenant le CVB4 comme modelesdebilles d’aluminium pouvaient avoir
un effet inactivant sur les virus. Du milieu detaut, avec ou sans fragments de feuilles
d’aluminium, a été préalablement chauffé a 90°Gdpah30s, avant d’étre refroidi a 4°C. Le
milieu de culture a été ensuite mélangé a une ss&pe virale de CVB4 (8,5 lag
TCIDso/mL) et a été ensuite incubé a température amb@eridant 30 min avant d’étre titre.

Aucune réduction du titre infectieux n'a été obgengquand la suspension virale était traitée

avec du milieu contenant des fragments de feull@siminium figure 16).
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Viral titer (log; o TCID5y/100pL)

Medium Medium Medium
Aluminium

90°C for 30s

Figure 16: Effet de I'aluminium sur CVBA4.

200pL de milieu de culture contenant des fragments
d’aluminium ont été chauffés ou non pendant 30039
Apres refroidissement, 100uL de suspension viral€UB4

ont été ajoutés et incubés a température ambiameapt 30
min. Les titres infectieux ont été déterminés giremés en
logio TCIDsy/100uL. Les résultats sont la moyenne + SD de 4
expériences indépendantes.

La réduction des titres infectieux des différemiecula obtenue quand les gouttes
étaient chauffées sur des feuilles d’aluminium, calevé plusieurs questions. Il s’est
notamment posé la question de l'efficacité de tapération des particules virales dans ces
conditions. Par conséquent, nous avons d’'une paltié le titre viral de CVB4 et d’autre part
guantifie 'ARN viral par RT-PCR en temps réel afitévaluer le nombre de particules
virales. Le résultat de cette évaluation montre lgurombre de particules virales dans les
gouttes chauffées ou non a 110°C durant 15s sompa@bles, comme le révélent les valeurs
des Ct (23,86 vs 27,15 respectivement), tandis tpge titres infectieux étaient

significativement différents (6,21 lagde réduction)f{gure 17). Ces résultats confirment que
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les particules virales chauffées dans des condsudlies d’aluminium étaient efficacement

récupérées.
40 - - 10
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I 1
e <0.05 - 8
J 304 : : S R,
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at 110°C for 15s

Figure 17: Quantification de 'ARN de CVB4 et titre infectieux.

4uL de surnageant de culture contenant du CVB&tnthauffés pendant 15s a
110°C, puis le titre infectieux a été déterminé.résultat est exprimé en lpg
TCIDsy/4uL (m). La quantité d’ARN virale a été évaluée par RTRP€h temps
réel et exprimée en Cti). Les résultats sont la moyenne + SD de 4 expeggen
indépendantes.

La suspension virale de CVB4 utilisée pour les isspeovenait d’'un stock de virus
produit sur la lignée cellulaire Hep-2, comme dédains la section « matériels et méthodes ».
L’impact potentiel des composés cellulaires, ams celui de la concentration en protéines
sur ce procédé d’inactivation par la chaleur oaté@talués. Des expériences ont été réalisées
avec, d'une part, du virus issu du stock initialstispension virale, et, d’autre part, du CvVB4
purifié (dilution finale 1%) ajouté a du PBS, du ¥Bupplémenté avec 2% de SVF et a du

surnageant de lysat de culture de cellules Hepr2imfectées. Lorsque le CVB4 stock, d'une
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part, et le virus purifié contenu dans les difféesrsolutions, d’autre part, ont été chauffés 4s
a 70°C, les titres infectieux étaient comparabtesignificativement plus bas par rapport aux
contrdles (réduction allant de 4,7 a 4,9:pdfigure 18). Ainsi, il apparait que le surnageant
cellulaire et la concentration en protéines n’ifii@nt pas sur le résultat de I'inactivation de

suspensions virales par la chaleur.

5 CVB4 stock | Purified CvB4
|
5 |
1
)y |
_ 341 ! Bl Control
25 i [ Heated
22 97 |
S 2
g 21 |
= 1
I
1+ T : T T I
I
D - |
PBS PBS + Conditioned
2% FBS Media

Figure 18: Inactivation par la chaleur de CVB4 stock et CVB4purifié.

4uL de CVB4 stock ou CVB4 purifié additionné (ditut finale 1%) a du PBS, du PBS
supplémenté avec 2% de SVF, et a du surnageantydainde culture de cellules Hep-2
sont exposéso ou non @) a la chaleur (70°C pendant 4s). Le titre infactieest
ensuite déterminé et exprimé en9gCIDsy/4lL. Les résultats sont la moyenne + SD
de 2 expériences indépendantes.
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3) Résistance des virus aux UVc et effet de la combisan UV-

chaleur sur MVM.

Inactivation par les UVc de MVM, SV40, HIN1, HSV-let CVBA4.

Dix microlitres de surnageant clarifié de cultuceiulaires infectées par CVB4, MVM,
SV40, HIN1 et HSV-1 ont été déposés dans des haitd2étri placées sous la lampe UVc
préchauffée. Aprés le temps nécessaire pour gusugsensions virales recoivent la dose
d’'UVc désirée, les inocula sont récupérés et titadame décrit dans la section « matériels et

méthodes ».

Le préchauffage de la lampe UVc était nécessaitg pbtenir une intensité en UVc,
constante au cours du temfigire 19). L'intensité délivrée par la lampe était staljpecs 80

min de préchauffage.
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Figure 19: Evolution de la température et de I'intensité de ldampe UVc

La lampe UV a été allumée sous le PSM et d'une fmtempérature de la lampe a été
mesurée a l'aide d’'un thermomeétre électronique aitce part, I'intensité d’'UVc a été
mesurée avec le radiomeétre a 7cm de la lampe.
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Quand des gouttes de 10uL, contenant des virugtéréxposées aux UVc, les profils
d’inactivation obtenus étaient similaires et oré @nalysés avec le modéle exponentiel de
premier ordre. Les coefficients d’inactivation ecdés pour HIN1, MVM, CVB4, HSV-1 et
SV40 étaient respectivement 0,250 ; 0,161 ; 0,001037 et 0,001 lagTCIDso /10uL/s

(tableau de la figure 20

La résistance du SV40 aux UVc était la plus impugagpar rapport aux autres virus.
Apres une dose recue de 263 mJ/cmz?, le titre vésitluel était de 1,4 lggTCIDso/10uL,
soit une réduction de 4,0 lagT CIDso/10pL ; tandis que des doses recues de 115 ; 8%t 2
10 mJ/cm? ont été suffisantes pour, respectivenieattiver HSV-1, CVB4, MVM et HIN1,

soit des réductions respectives de 5,12 ; 5,77 e54,25 logy TCIDso/10pL.

Les virus a ADN double brins, HSV-1 et SV40, oré ptus résistants a l'inactivation
UVc que les virus a ARN, CVB4 et HINL1 et le viruARN simple brin, MVM. En effet, une
dose d’'UVc de 35 mJ/cm? a été nécessaire pourreekis titres infectieux de SV40 et HSV-1
de, respectivement, 0,56 et 3,819§CIDso/10pL tandis qu’a cette dose, les titres infectieux

de H1N1, CVB4 et MVM ne sont plus détectés.

Comparé a l'inactivation de HIN1 et MVM, CVB4 egiparu plus résistant aux UVc.
En effet, une réduction du titre infectieux de H1Ni MVM, de 4,25 et 4,04 lgg
TCIDsy/10uL respectivement, a été obtenue avec une @m§mJ/cm? alors qu'avec cette
quantité d'UVc, la réduction du titre infectieux @3/B4 était de 2,16 lag TCIDsy/10uL

(p=0,028).
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Figure 20: Virus exposés aux UVc.
10pL de surnageant viral de HSV-1, SV40 (A), H1IKY,B4, ou MVM (B) sont déposés

dans une boite de Pétri et exposeés a differentesdd’&)VC. Les inocula sont récupérés dans
990uL de milieu de culture et le titre infectieust edéterminé et exprimé en lgg
TCIDsy/10puL. Les taux d’inactivation des courbes de sude SV40, HIN1, CVB4, HSV-1
et MVM, exprimés en log TCIDsy/s, sont présentés dans le tableau sous les grapt®es

résultats sont la moyenne + SD de 4 expérience&pantantes.
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Effet combiné des UVc et de la chaleur vis-a-vis ddVM.

Quatre microlitres issus des 10 puL d’inocula de M\Ayant recu différentes doses
d’'UVc, ont été déposés dans des cbnes en feudleidinium, immergés dans un bain de
glycérol a 100°c ou a température ambiante. Apn&saxposition a la chaleur de 20s, 200uL
de milieu de titrage froid ont été ajoutés puisrisepour récupérer I'inoculum de virus. La

solution récupérée a été ajoutée a 800uL de ndketitrage froid avant d’étre titrée.

Quand les gouttes contenant le MVM ont été chasffaee réduction du titre viral de
1,79 logp TCIDsy/10uL a été observedigure 21). Sans traitement thermique, une dose
d'UVc de 28 mJ/cm? a été nécessaire pour inactvM®M alors qu’avec le traitement
thermique (20s a 100°C), la dose d’UVc nécessaite mactiver le MVM a été réduite a 20

mJ/cmz.

Les deux courbes d'inactivation obtenues, lorsq#MMa été irradié par différentes
doses d’'UVc puis a été chauffé ou non 20s a 10@t@ent similaires. Entre ces deux
courbes, un écart horizontal relativement constaété observé : pour un titre viral de 4,1
logio TCIDsg/4pL, il était de 3 mJ/cm2 et pour un titre vira @l logo TCIDsy/4uL, il était
aussi de 3 mJ/cmz. Cette observation se vérifie gecoefficients d’inactivation k, calculés
a partir du modele exponentiel du premier ordre, éaient similaires : 0,161 et 0,166
0g10TCIDsp /10uL/s (p=0,967) quand MVM était exposé respectignt aux UVc puis a la

chaleur ou aux UVc uniquement.
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Figure 21 : MVM exposé aux UVc puis a 100°C pendarf0 s.

10uL de surnageant viral de MVM ont été déposés dere boite de Pétri et
exposes a différente doses d’'UVc. 4uL du surnagéeadtde MVM irradié ont
été ensuite prélevés et déposés dans un cone #e fBaluminium plongé,
pendant 20 s, dans du glycérol chauffé a 100°C.in@sula sont refroidis avec
200puL de milieu froid. Ce mélange est récupéré,métad avec du milieu froid
pour un volume final de 800puL et le titre infectieest déterminé et exprimé en
logio TCIDsy/4uL. Les résultats sont la moyenne + SD de 4 déapéss
indépendantes.
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DISCUSSION GENERALE

Plusieurs considérations dans ce mémoire sont lestaba persistance de HIN1, HSV-
1, MVM et CVB4 a été étudiée et pour la premiéns,fbeffet des concentrations de NacCl,
SVF et BSA sur la persistance de CVB4 a été déternide plus, I'effet de cycles répétés de
séchage et de remise en suspension de HIN1, HBNAY, et CVB4 a été étudié. Le pouvoir
infectieux de petits volumes de suspensions vir@pgs) de HIN1, HSV-1, MVM et CVBA4,
appliguées, pendant de courtes périodes, sur ufeecsichauffée a été déterminé. Les profils
d’inactivation de H1IN1, HSV-1, MVM, CVB4 et SV40 ipkes UVc ont été observés. Enfin,
la combinaison des effets des UVc et de la chadaute pouvoir infectieux du MVM a été

analysée.

1) Persistance du pouvoir infectieux de virus envelogs et non-

enveloppés déposés sur une surface

L’étude de la persistance a été réalisé sur degeccas de boite de Pétri, stériles et
composeés de polystyrene, un plastique hydropholerefporeux. Ces deux qualités ont été
choisies pour limiter la surface de contact eng® douttes de suspensions virales et le
support. En effet, le polystyréne est un polymécher en cycle benzene qui lui donne son

caractére hydrophobe (Mark, 2007).

L’efficacité de la récupération des virus séchédesicouvercles de boites de Pétri a été

illustrée avec le CVB4 par les expériences comhiteamesure du titre viral et de la quantité
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de particules virales estimée au travers de latgéaaiARN virale mesurée par RT-PCR en
temps réel. La réduction du titre viral de CVB4 evge aprés séchage était de 2,17olog
TCIDsp alors que la différence des Ct observés, par RRjREtait pas significative. Cela
signifie que le CVB4 a bien été récupéré. Un aindéce va dans le sens d’'une récupération
compléete des particules virales. En effet, le titdectieux du MVM est identique avant et

apres séchage ce qui exclut une perte de particindss lors du procédé de récupération.

L’inactivation sous PSMII a été obtenue au boutnd’'wpériode de temps différente
selon les virus. Pour H1IN1, HSV-1 et CVB4, les tasr d’inactivations comprennent deux

phasesf{gure 22).

titre viral

Phasel: Phase?2

0 2h temps

Figure 22: Représentation des deux phases de l'inactivation

virale de H1N1, CVB4 et HSV-1 par le séchage.

La premiere phase dure deux heures et correspand diminution rapide du titre viral

de -2,33;-1,1 et -1,5 lggTCIDso/mL pour respectivement, HSV-1, HIN1 et CVB4. Augun
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réduction du titre viral de MVM n’est observée daes deux heures. Scheuplein et al. ont
suggéré que la premiere phase d’inactivation estct&isée par I'évaporation d’eau libre
présente a l'interface air-liquide (Scheuplein &margan, 1967). L’évaporation a pour effet

d’exposer le virus a cette interface ce qui condon inactivation (Ward and Ashley, 1979).

La seconde phase commence quand l'eau n’est plsiblearnent présente dans
inoculum. A partir de ce moment, le titre virahainue plus lentement pour HSV-1, H1N1 et
CVB4. Dans cette phase, les virus enveloppés seréeélés plus fragiles que les virus non
enveloppés. En effet, HIN1 et HSV-1 ont été ina@stien 5 et 3 jours respectivement alors
que CVB4 a été inactivé en 6 semaines et le MVMaiesfectieux six semaines apres le
séchage. Dans cette phase, I'élimination de I'eapleis lente, ce qui est di a la diffusion et

I'évaporation de I'eau liée (Scheuplein and Mordge967).

Plusieurs différences, entre nos durées de parsestairale et celles obtenues par
d’autres équipes, ont été observées. Ces diffésgpeavent s’expliquer de plusieurs fagons
en fonction des milieux, surfaces, souches viraesempératures mis en ceuvre dans les
expériences. Par exemple, Bean et al. ont inadt¥Bl1 en 3 jours (5 jours dans nos
conditions), déposé sur du plastique, a une terypéraupérieure a celle régnant dans nos
expériences (28,3°c vs 20°C) (Bean et al., 198BadAet al. ont réussi a inactiver Poliovirus
1, (un entérovirus) en moins de 20 jours, en leskt sécher sur du latex, alors que CVB4 a

été inactivé en 6 semaines sur du polystyrene niamgxpériences (Abad et al., 1994).

Pour la premiére fois une répétition des cyclesédage et de remise en suspension de
'inoculum viral dans de I'eau a été réalisée. tiges infectieux de HIN1, HSV-1 et CVB4
ont diminué graduellement a chaque cycle tandiawune diminution n’a été observée pour
le titre viral de MVM. Lors de ces cycles, chaqgaeise en suspension a modifié la position

des particules virales permettant une nouvelle givhibé d’exposition des particules virales a
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l'interface air/liquide. Etonnamment, CVB4, qui piste 5 semaines sous le flux d’air du
PSM, est totalement inactivé en 4 cycles de séchagamise en suspension alors que H1IN1,
qui ne persiste que 5 jours, est encore infectagunés 8 cycles. Cette différence peut étre
expliguée par le fait que lors de la réhydratiogs Wirus non enveloppés peuvent étre
considérablement inactivés (Benbough, 1971). CeppendVVM, un virus non-enveloppé,

n’est pas affecté par ces cycles de séchage ete@mnisuspension.

Ces résultats suggérent que la résistance de HHSY-1 et CVB4, vis-a-vis du
séchage n’est pas due a une hétérogénéité desapopsilvirales mais serait due a la position
initiale des particules virales. Le lent procesglirzactivation de MVM par le séchage, reflété

par nos expériences de persistance, reste a dégrmi

Les résultats de notre étude montrent que les otmati®ns initiales de BSA, SVF et
NaCl jouent un role dans les profils d’'inactivatida CVB4 exposé au séchage. En effet, le
titre infectieux du CVB4 apres séchage était plagé&quand le virus était en suspension dans
'eau pure que dans I'eau contenant de la BSA o&¥E. En effet, nos résultats montrent
guen présence de SVF ou BSA, la résistance de CvB4séchage est diminuée.
Etonnamment, les courbes de survie de CVB4, isiti@nt en suspension dans 0 a 0,29
mg/mL de BSA et 0 a 1,25 % de SVF, sont relativensemnilaires. Or, la concentration de
BSA dans le SVF est de 23,9 mg/mL, ce qui sigmjtie la concentration de BSA a 1,25% de
SVF était de 0,30 mg/mL. Cela suggére que la faidestance de CVB4, en présence de 0 a
1,25% de SVF, pourrait dépendre de la BSA. A I'gqgpoau-dessus de 1,25% de SVF,
impact du séchage sur la survie de CVB4 est tédlla été démontré que des concentrations
élevées de protéines peuvent protéger les virusrecda séchage (Thomas et al., 2008).
Néanmoins dans nos expeériences, la présence dest@urtcentrations de BSA (au-dessus de

0,39 mg/mL) inactive totalement CVB4 lorsqu’il estposé au séchage. Le mécanisme de
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I'effet de protection apporté par les concentratiélevées de SVF, vis-a-vis du séchage reste

a déterminer.

Au-dessus de 10mg/mL, le NaCl protege CVB4 de Issideation. Cela peut étre
expliqué par le fait que lors de I'évaporation tEal, la concentration de NaCl augmente
jusqu’au point de cristallisation. Cette cristaltisn ralentie le processus de réhydratation
pendant la phase de récupération du virus, protéges particules virales d'un choc
osmotique trop important, comme précédemment sag@smbough, 1971). Etonnamment, a
9mg/mL de NaCl, qui correspond a la concentratimmsde sang, la survie du CVB4 vis-a-vis

du séchage est minimum.
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2) Inactivation rapide de virus contenus dans des gotdlettes

appliguées sur une surface chauffée

Notre étude de l'inactivation virale par la chaleer distingue de celles déja publiées.
Pour la premiére fois, le titre infectieux de metitolumes (4uL) de suspensions virales
déposées sur une surface chaude, pendant une péudde (a partir de 1s), a été étudie.
Pour I'étude de l'effet virucide de la températurg, systeme original a été congu et mis en

ceuvre figure 22). Le montage devait répondre a plusieurs congaiqti étaient :

une gamme de températures, comprises entre 78D,
une durée d’exposition a la chaleur, trés coursg (1

un titre viral initial d’au moins 4,5 1agTCIDs.

& & ® B

un usage sur le plan de travail d’'un PSMII.

Le systeme mis en ceuvre comporte une feuille daiwm (papier aluminium
alimentaire) dont la conductivité thermique est amante (237 W/m?/K) (lide, 2007). La
feuille sous forme conique est plongée dans un-imaine de glyceérol. Le glycérol peut étre
chauffé jusqu’a 171°c, température de décompositioglycérol. Apres quelques instants, un
faible volume de suspension virale (4uL) est ajeuiéla surface du cone pendant une durée
allant de 1s a 90 min. La petite goutte de suspangrale entre en contact avec le support
chauffé et parvient ainsi rapidement a la tempéeasouhaitée. Une fois le temps écoulé, du
milieu froid (200uL a 4 °C) est ajouté pour rameleevirus a une température comprise entre

4 et 20°C.
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Figure 22: Photographie du montage utilisé pour

I'étude de l'inactivation thermique des virus

Les métaux comme l'argent, le cuivre et le fer eept une activité virucide (Chen et
al., 2013),(Jeong et al., 2010),((Kim et al., 2011activité virucide de I'aluminium (un
métal) chauffé a donc été testée. L'étude du mitienditionné obtenu aprés chauffage de
fragments d’aluminium, n’a pas montré d’effet videcou de toxicité cellulaire. Cela indique

que le support aluminium n’interfére pas dans eetstde température.

L’efficacité de la récupération des virus chauftins les cones d’aluminium a été
illustrée avec le CVB4 par les expériences comhiteamesure du titre viral et de la quantité
de particules virales estimée au travers de latgéaiARN virale mesurée par RT-PCR en

temps réel.
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Les virus testés ont été cultives dans des milgkffigrents et/ou des cellules différentes.
Il en résulte des différences dans la compositiea suspensions virales qui pourraient,
comme nous lI'avons vu pour le séchage, modifidfi¢acité virucide de la température. Pour
cela, I'impact des composants cellulaires et deudantité de protéines sur linactivation
thermique de CVB4 a été testé. Les expériencesadtiration thermique de la suspension
stock de CVB4 et de CVB4 purifié dilué au 1/380soit dans du PBS, soit du PBS avec 2%
de SVF, soit du milieu conditionné enrichi avecsdunageant de lysat de culture de cellules
Hep-2, ont montré une réduction équivalente desstiviraux (entre -4,7 et -4,9 Igg
TCIDsy/50uL). Cela suggére que, dans nos conditionspaposition du milieu ne joue pas

un réle dans l'efficacité virucide de la températur

Il a été montré que la température et le pH peuasoir un effet synergique sur
l'inactivation du norovirus murin (Seo et al., 201Zomme le pH peut modifier I'effet
virucide de la chaleur, les expériences ont éthséis avec des suspensions virales dont le

pH était similaire (entre 7,5 et 8).

L’inactivation thermique des virus a été obtenuasdan laps de temps tres court dans
nos expériences et les courbes d’inactivation dtagoproximativement lin€aires, c’est
pourquoi elles ont été analysées selon le modekndtique du premier ordre. Cela nous a
permis de comparer les coefficients d’inactivatidky obtenus avec ceux rapportés par
d’autres équipes (Stumbo, 1973). Cependant, le laade cinétique du premier ordre ne
s’adapte ni aux courbes d’inactivations de HSV-C¥B4 a 70°c ni a celles du MVM a 80°c
et 100°C. Ces courbes sont convexes ou concaveguica déja était observé dans de

nombreux cas (Cerf, 1977). Ces courbes ont ét§¢séed a I'aide du modéle de Weibull.

Les coefficients d’'inactivation de HIN1 a 70 et @@ont respectivement -0,30 et -0,75

logio TCIDsg¢/s dans nos expériences, alors que des coeffioitintsctivation plus faibles, -

-84 -



0,0092 et -0,023 lag TCIDs¢/s, respectivement 70 et 80°C, ont été obtenusuparautre
équipe (Jeong et al., 2010). Cette différence paat expliquée par I'efficacité du transfert
thermique. En effet, dans notre systéme, la sugpensrale atteint immédiatement les
températures désirées car seulement 4uL sont élsasiif une surface préchauffée alors que
dans I'étude de Jeong et al, un volume plus granduspension virale (40mL) est chauffé

dans un tube de 50mL de polypropylene qui n’a pap@alablement chauffé.

CVB4, un virus non-enveloppé, a été inactivé avex anétiques proches de celles de
HSV-1, un virus non enveloppé, et HIN1, un autresvienveloppé, était plus résistant a la
chaleur que CVBA4. Une explication possible de lesi#lité a la chaleur de CVB4 est que la
chaleur, a des températures relativement bassegmaque la libération de 'ARN viral de la
capside de CVBA4. Cela a déja été décrit pour déautirus (poliovirus 1, 2 et 3) appartenant a
la famille desPicornaviridaequi ont été chauffés dans une moindre mesure {JR@nbaut

et al., 1994).

Pour la premiere fois, I'inactivation de particulesales contenues dans des gouttelettes
exposees a des températures supérieures a 1008@tadiee. Les coefficients d’inactivation
thermique a ces températures ont été déterminénsent pour HIN1 et MVM car HSV-1 et
CVB4 ont été totalement inactivés en 1s a 100°ccaefficient d’inactivation de H1N1 a
110°C était de -3,54 lggTCIDs¢/s et dans le cas de MVM a 110, 120 et 130°c, aé=urs

étaient respectivement de -0,66 ; -1,54 et -2,§40CIDsy/s.

Une inactivation complete de MVM a été obtenue daos expériences quand les
particules virales ont été exposées a 90°C pendarih, cependant dans une étude
précédente, 10 min a 90°C en chaleur humide sonésséires pour inactiver MVM
(Boschetti et al., 2003). Dans une autre étuder{$iat al., 1974), MVM en suspension dans

un volume de 1ml chauffée a 100°C, est inactivd®min alors que 9s ont suffi dans nos
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conditions. Selon Eterpi et al., aucune réduction pbuvoir infectieux de MVM n’est
observée apres une exposition a une chaleur séad¥Capendant 1 min tandis que dans nos
conditions (1 min a 90°C), MVM est totalement ina&t(Eterpi et al., 2009). Globalement, il
apparait que linactivation thermique de MVM a dtifis rapidement obtenue dans nos
expériences que dans celles des autres études.noarasétude, des petites gouttes ont été
exposées a la chaleur ; par conséquent ces gatetsetat été séchées pendant le traitement
thermique. Or, nous avons vu précédemment questaipre phase de séchage réduit les titres
viraux de HIN1, HSV-1 et CVB4 (jusqu’a 2,33 @ CIDso de réduction pour HSV-1), mais
n'a pas deffet sur MVM. Ceci suggere que le séehagut contribuer a linactivation
thermique de HIN1, HSV-1 et CVB4 mais pas de MVMpéndant le séchage a été obtenu
en deux heures alors que quelques secondes onpauiffque les virus soient inactivés par la

chaleur.
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3) Résistance des virus aux UV et effet de la combirsain UV-

chaleur sur le MVM

Les inactivations de H1N1, HSV-1, SvV40, MVM et CVBzht été obtenues a
différentes doses d’UVc. Pour tous les virus, lexfils d’inactivation sont similaires et le
méme modeéle mathématique a été utilisé : le maalgdenentiel de premier ordre. La raison
de l'effet de queue observé sur toutes les couddesictivation a été expliquée par la
présence de particules solides dans la suspenisade gui font écran de protection autour du
virus (Scheible et al., 1985). Cependant, selonttka auteurs, I'effet de queue serait di a la
présence d’agrégats viraux qui permettent une tiofeanultiple des cellules suivi d’'une
recombinaison qui est la création d'un génome naiguar I'utilisation de portions intactes du
génome viral de plusieurs virus endommagés (Matikk Kohn, 2012). La polymérase passe
d'un génome a lautre pendant le processus deca@iph (Nagy and Simon, 1997). Ce
phénomene a été observé avec le virus de la Vaaaingrus a ADN double brins (Sharp and
Kim, 1966), le Poliovirus, un entérovirus (SavotrKopra and Blomqvist, 2010) et dans
une moindre mesure avec des virus a ARN simpledpalarité négative (Simon-Loriere and

Holmes, 2011) tel que H1N1 (Boni et al., 2010).

Les virus a ADN double brins, HSV-1 et SV40, oré ptus résistants que les virus a
ARN, CVB4 et H1IN1, et que le virus a ADN simplerMVM. Cette résistance s’explique
par l'utilisation des mécanismes cellulaires dear@pon des altérations des acides nucléiques
pour la réparation de I’ADN viral irradié. Cettesaia profit a été observée dans les cellules
Véro pour HSV-1 (Millhouse et al., 2012) et darns BSC-1 pour SV40 (Abrahams and Van

der Eb, 1976).
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L’expérience combinant différentes doses d’UVc spar un traitement thermique de
20s a 100°C permet d’obtenir une inactivation gfiicace. En effet, en ajoutant le traitement
par la chaleur, 17mJ/cm2 d’'UVc sont suffisants poactiver le MVM alors que 27 mJ/cm?2
d’UVc sont nécessaires dans le cas ou aucun traitethermique n’est appliqué. Par ailleurs,
les coefficients d’inactivation K calculés a padir modéle exponentiel de premier ordre sur
les deux courbes obtenues sont similaires ; 0,1611686 log, TCIDs/S pour respectivement
la suspension de MVM irradiée puis chauffée eukpsnsion de MVM uniguement irradiée.
Ces résultats suggerent une indépendance des (@ffete 24). Il a été montré que les UVc
et la chaleur agissent sur deux parties différedtesirus. La chaleur inactive la liaison du
virus a son récepteur cellulaire tandis que les UMuabent la réplication du génome

(Wigginton et al., 2012).
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MVM infectieux

Traitement thermique Traitement UVC
X X N X N X N L X X N N N X X
L X X N X N X N 000 0QCQOCGOO
MVM inactivé a 50% MVM inactivé a 50%
Vv

Traitement thermique et UVc

MVM inactivé a 75%
MVM infectieux

MVM inactivé par la chaleur

MVM inactivé par les UVc

MVM inactivé par la chaleur et les UVc

Figure 24: Schéma explicatif de I'hypothése de I'effet camaltoire de la chaleur et des UVc sur le

MVM.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette étude montre que les virus peuvent persmadant plusieurs jours voire des
semaines sur une surface hydrophobe. Les profitésistance des virus vis-a-vis du séchage
ne sont pas dus a une hétérogéneéité de populaticaies. De plus, la composition et la
concentration des composants du milieu jouent lendéns la résistance des virus exposeés au
séchage. Par conséquent, nous recommandons l'éeida persistance virale dans des

milieux naturels (cliniques ou environnementauxjieu de milieux définis.

Par ailleurs, la résistance thermique des virusetms dans un petit volume de liquide
exposés pendant une tres courte durée a des taorpéraomprises entre 70°C et 130°C a été
étudiée. Pour la premiére fois, I'inactivation dartcules virales contenues dans des
gouttelettes exposées a des températures sup8érizr@0°C a été réalisée. La plus grande
résistance thermique de H1N1, comparé a HSV-1,utre &irus enveloppé, et a CVB4, un
virus non-enveloppé a été observée. De plus, téam@ontré que, dans nos conditions, la

chaleur inactive plus rapidement les virus que ¢utémment décrit.

Enfin, la résistance aux UVc des virus a été étudi@ résistance de HSV-1 et SV40,
deux virus a ADN double brins, a été observée.fetafombiné des UVc et de la chaleur vis-
a-vis de MVM a été testé et a mis en évidence ndépendance des effets. L'étude des deux

moyens d’inactivation agissant en méme temps satéressante a réaliser pour déterminer si
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I’hyperchromicité des acides nucléiques provoquedachaleur favorise I'inactivation virale

due aux UVec.

La chaleur et les UVc sont une alternative efficacéa désinfection chimique. lIs
présentent les avantages des moyens physiquesiepaatiére résiduelle sur les surfaces et
action rapide dans certaines conditions. Il res@eterminer I'impact du séchage sur les

effets virucides de la chaleur et des UVc.
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Annexe 1 : article publié par “Microbes and Environments”

Viruses Contained in Droplets Applied on Warmed Suface Are Rapidly
Inactivated

SWAN FIRQUET, SOPHIE BEAUJARD, PIERRE-EMMANUEL LOBERT, FAMARA SANE, DELPHINE

CALOONE, DANIEL 1zARD and DIDIER HOBER.

Abstract

Heat inactivation of viruses was reported, howevbe thermal resistance of viruses in
droplets has not been studied. The aim of thisystuds to evaluate the pattern of heat
resistance of minute virus of mice (MVM), coxsackias B4 (CVB4), influenza A virus
(H1N1), and herpes simplex virus type 1 (HSV-1)teored in droplets.

Four pL droplets containing viruses (>*P0rClIDso) were applied onto warmed surface
obtained by using a self-made heating device. \énapensions were exposed to temperatures
ranging from 70 to 130°C for 0 to 90 min dependangthe virus, and then the recovered viral
preparations were tittered. Inactivation rates wealeulated from curves that were analysed
according to the first order kinetics model.

Full inactivation was obtained for MVM in 90 min & °C and in 2 s at 130°C, for HIN1 in
14 s at 70°C and in 1s at 110°C, for CVB4 and HSM-%s and 7s respectively at 70°C and
in 1 s at 100°C. Clearly, MVM was more resistardntiH1N1 that was more resistant than

HSV-1 and CVBA4, which was reflected by increasimmagtivation rates.

The impact of short time exposure to heat ontanfetivity of viruses contained in a small
volume of suspension has been determined. For itee time, the inactivation of viral
particles contained in drops exposed to temperatugher than 100°C has been investigated.
It appears that heating can have an unexpectedr fastucidal effect than previously

described.

-112 -



Annexe 2 : Article en révision favorable

Survival of Enveloped and Non-Enveloped Viruses oBurface

SWAN FIRQUET, SOPHIE BEAUJARD, PIERREEEMMANUEL LOBERT, FAMARA SANE, DELPHINE

CALOONE, DANIEL 1zARD and DIDIER HOBER.

Abstract

In the present study we evaluated the viabilitysonface of non-enveloped viruses, minute
virus of mice (MVM), and coxsackievirus B4 (CVBAnd enveloped-viruses, influenza A
virus (H1IN1), and herpes simplex virus type 1 (HEVThe impact of initial concentration of
proteins and sodium chloride onto the persisteric@fectious CVB4 on surface has been
investigated. Fifty pL of viral suspension (>*20CIDs), were applied onto petri dish lids
and dried under air flow of biosafety cabinet. Teeovered viral preparations were titered on
appropriate cell lines. Enveloped viruses persigtetess than 5 days while CVB4 and MVM
persisted for weeks. However, repetitive cycledrging and resuspension had more virucidal
effect on CVB4 than on HIN1 and HSV-1. No effectlodse repetitive cycles on infectious
titer of MVM was recorded. When exposed to dryimgtial concentrations of bovine serum
albumin (from 0 to 90mg/mL), foetal calf serum (fr® to 100%) and sodium chloride (from
0 to 300 mg/mL) had an impact on viability of CvVB4aA.a protein rich medium, CVB4 was
more likely inactivated by drying whereas in presermf sodium chloride the impact of
drying was reduced. In conclusion the resistanceiroes toward drying, as suggested by
iterative drying, is not due to a heterogeneityioél subpopulations, but it can be influenced

by media composition and component concentrat@asd|ustrated in the model of CVB4.
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