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SOMMAIRE

Les infections nosocomiales sont une cause majeure de complications dans les établissements
de sant¢ et représentent une grande partie des complications possibles chez les patients. Les
norovirus ont été identifiés comme une source non négligeable d’infections nosocomiales.
Cependant, il n’existe pas de traitement efficace pour ce type d’infection. Ainsi, la meilleure
fagon de combattre ces infections est la prévention de la transmission, souvent par le biais de

désinfectants.

Les méthodes actuelles d’analyse de désinfectants ne tirent pas avantage des avancées
effectuées en biologie moléculaire. La plupart des analyses de désinfectants se basent sur
une méthode permettant de calculer le titre viral par I’observation des effets cytopathiques
sur une population de cellules hotes nommée 50% Tissue Culture Infectious Dose (TCIDso).
Cependant, cette technique s’avere fastidieuse et des techniques plus récentes et sensibles de
mesure du titre viral ont été¢ développées. La méthode d’ICC (Integrated Cell Culture) qRT-
PCR est une méthode moléculaire par laquelle le matériel génétique viral est extrait d’une
population de cellule hote, pour ensuite étre amplifié par qPCR en utilisant des amorces

capables d’amplifier I’ARNm viral.

Ce projet de maitrise avait pour but de développer une méthode efficace d’analyse de
désinfectants contre le norovirus en utilisant la méthode ICC qRT-PCR. Par la méthode
TCIDso, nous avons évalué I’efficacité d’une série de désinfectants dans le but de les
comparer a la méthode moléculaire. Par conséquent, un protocole a été développé pour
permettre 1’amplification du matériel génétique du calicivirus félin, virus substitut du
norovirus. Cependant, les désinfectants utilisés semblent avoir un effet sur la qualité de
I’extraction de I’ARN viral, ce qui est un probléme pour le développement de la méthode
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ICC gRT-PCR. Des ¢études utilisant différents désinfectants pourraient permettre de vérifier

la validité de la méthode pour I’analyse de 1’efficacité des virucides.

Mots clés : Norovirus, calicivirus félin, CRFK, ICC-qRT-PCR
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION GENERALE

1.1 Mise en contexte

Les infections nosocomiales sont définies comme étant des infections contractées dans un
établissement de soins de santé. Celles-ci constituent une cause majeure de complications
des soins de santé avec, comme impacts, une augmentation de la mortalité et de la morbidité,
une prolongation de I’hospitalisation et une majoration importante des cotts de santé (Dancer
SJ. 2014). Les infections nosocomiales virales sont un probléme préoccupant dans les
hopitaux puisqu’elles touchent des populations particulierement vulnérables telles que les
nouveaux nés prématurés, les personnes ayant des maladies chroniques ou dégénératives, les
patients immunosupprimés ainsi que les personnes agées (Dancer SJ. 2014). Dans les
établissements de santé québécois, on évalue qu’entre 80 000 et 90 000 personnes sont
atteintes d’une infection nosocomiale, ce qui correspond a 10% des admissions (ministere de
la Santé et des Services sociaux. 2010). Dans ce contexte, il est alors urgent de mettre en
place des mesures appropriées permettant de limiter la propagation des infections en milieu

hospitalier.

Parmi les microorganismes causant des infections nosocomiales, les norovirus ont été
identifiés comme des virus importants. Ces virus sont membres de la famille des Caliciviridae
qui est sous-divisée en 5 genres: Norovirus, Sapovirus, Vesivirus, Lagovirus et Nebovirus
(Green et al. 2000). Les norovirus sont des virus @ ARN a polarité positive (ARN+) qui
causent des gastro-entérites séveres chez les humains et des cas sporadiques d’épidémies
(Iturriza-Gomara et Lopman, 2014). Aux Etats-Unis, 96% des épidémies de gastro-entérites

sont associées au norovirus (Iturriza-Gémara et Lopman, 2014). Bien que I’infection soit de
1



courte durée chez les individus en santé, certaines populations sont vulnérables au norovirus
(personnes agées ou immunosupprimées) et se retrouvent avec des complications
importantes. Le probléme de santé publique des gastro-entérites dii au norovirus est exacerbé
par le fait que 1’on retrouve de fortes charges virales dans les selles et les vomissures des
personnes infectées, que le nombre de particules virales requis pour causer une infection est

faible et que le virus est stable dans I’environnement.

1.2 Norovirus

1.2.1 Structure

Chez le virus de Norwalk, virus typique de cette famille, la capside du virus mesure entre 38
et 40 nanometres de diameétre et possede une symétrie icosaédrique ou le nombre de
triangulations (T) est égal a 3 (figure 1). Ce nombre représente la complexité de 1’icosaedre.
Un nombre de triangulations de 3 signifie que la capside est formée de 60 sous-unités,
chacune d’elles étant formée de 3 protéines VP1, pour un total de 180 protéines VP1 par

capside.



A/B/C subunits

(b)

P2 domain

P1 domain

S domain “T%

; "
N-terminal * P
domain

VP1 dimer MNorovirus VLP (T=3)
Current Opinion in Virokogy

Figure 1 : Structure et symétrie de la capside des norovirus

Adapté de Norovirus assembly and stability, Pogan et al, 2018.

Le génome des Norovirus varie entre 7.3 et 7.5 kb. L’extrémité 5° de I’ARN génomique est
liée de facon covalente a une protéine appelée VPy, tandis que I’extrémité 3’ est polyadénylée
(Gutiérrez-Escolano et al, 2000; Karst S. M et al, 2003). Le génome est organisé en trois
cadres de lectures ouverts. Chez tous les Norovirus, I’ORF1 est traduite en une large
polyprotéine, qui est éventuellement clivée par des protéases virales en au moins six protéines
matures (Sosnovtsev S. V et al, 2006). Les cadres de lecture ouverts ORF2 et ORF3 sont
traduits a partir d’ARN sous-génomique et encodent VP1 et VP2, les protéines majeures et
mineures de la capside. L’ARN sous-génomique est identique aux derniers 2.4 kb du génome
et est attaché de manicre covalente a VPg (Herbert T. P. et al. 1997). L’organisation

génomique chez Human Norovirus (HuNV) est représentée dans la Figure 2.



(a) Human norovirus ORF1 ORF2 ORF3

VPg D p48  |NTPase [p22|VPg| Pro Pol il VP2 | —— AAAA(n)

N-term 2C-L 3A-L
D il VP2 —— AAAA(n)

Figure 2 : Organisation génomique du norovirus humain

Adapté de Thorne et Goodfellow, 2014

L’interaction des norovirus avec la surface cellulaire implique des structures carbohydratées,
mais le processus exact n’a pas encore ¢té ¢lucidé pour la plupart des Norovirus. Une étude
récente a étudié le role des Histo Blood Group Antigens (HBGAs) avec HuNV ainsi que la
fagon dont cette interaction permettait 1’entrée du virus chez la cellule hote (Donaldson E. F.

et al. 2008).

1.2.2  Cycle de réplication

Lorsque le génome viral est relaché dans le cytoplasme d’une cellule hote, sa premicre tache
est d’agir en tant que brin matrice pour la premicre ronde de traduction de I’ARN viral. Pour
ce faire, des facteurs d’initiation de traduction doivent reconnaitre I’ARN viral pour ensuite

le traduire en protéines virales.

La protéine VPg est fortement impliquée dans la traduction du génome des norovirus. En
effet, il a ét¢ démontré chez HuNV que VP, interagit avec différentes composantes du
complexe de facteurs d’initiation de la traduction elF4F (Chaudhry Y. et al. 2006;

Goodfellow L. ef al. 2005). Certaines études sur Murine Norovirus (MNV) ont confirmé que
4



I’ARN génomique nécessitait le facteur d’initiation EIF4A ainsi que I’ARN hélicase elF4F,
des composantes avec lesquelles VP, interagit (Chaudhry ez al. 2006). Bien que I’interaction
ne soit pas compleétement comprise, les résultats semblent montrer I’importance de VP, dans
son interaction avec le complexe d’initiation de la traduction, bien que certaines composantes
ne semblent pas étre nécessaires a la traduction de I’ARN viral; par exemple, la présence de
elF4F n’est pas requise pour la traduction de I’ARN de MNV dans un lysat de réticulocytes
chez le lapin (Chaudhry et al. 2006).

Les extrémités des génomes des calicivirus contiennent des structures d’ARN qui
interagissent avec des facteurs cellulaires chez 1’hote. Ces interactions permettent la
promotion de la réplication et de la traduction virale (Simmonds et al. 2008). Les extrémités
57 et 3’ du génome du virus de Norwalk interagissent avec les protéines cellulaires PTB et
PABP , des protéines étant identifiés comme pouvant se lier a certaines structures d’ARN
présentes dans le génome de MNV (Gutiérrez-Escolano et al. 2000b, Vashist et al., 2012).
La liaison de ces structures, aidées par d’autres facteurs encore inconnus, pourrait servir a
bonifier la traduction de protéines virales, possiblement par la stabilisation des interactions
entre différents ARN a longue distance qui permettent la circularisation du génome du
norovirus, un processus qui stimule la traduction d’ARNm viral par la cellule hote (Wells et

al., 1998).

La traduction de VP1 et VP2 provient principalement d’ARN sous-génomique. Cela est
probablement di au fait qu’il faut 180 copies de VPI pour former une seule capside
icosaédrique, puisque I’ARN sous-génomique est présent en plus grandes concentrations
dans les cellules infectées comparativement a I’ARN génomique (Prasad et al., 1994).
Lorsque les ribosomes ont terminé la traduction de ORF2 (VP1), ils demeurent associés a
I’ARN pour recommencer avec I’ORF3 (VP2). Ceci est rendu plus facile par le

chevauchement d’un codon « stop » chez ORF2 et d’un codon « start » chez ORF3.


https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.059634-0#r17
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.059634-0#r17
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.059634-0#r43
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.059634-0#r106
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.059634-0#r109
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.059634-0#r109
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La traduction de la polyprotéine provenant de ORFI1 est suivie par un clivage post-
traductionnel par la protéase virale NS6 (Belliot et al., 2005). Cela méne a la libération des
protéines virales NS, qui seront requises pour la formation du complexe de réplication. La
structure et la fonction de la protéase de HuNV ont été étudiées extensivement, et le site actif
(selon les études les plus récentes) se situerait a la jonction de trois acides aminés, soit H
(histidine) 30, E (acide glutamique) 54 et C (cystéine) 139 (Someya et al., 2002; Zeitler et
al., 2006). Certaines études sur la protéase NS6 chez MNV ont démontré qu’elles sont plutot
similaires et que la triade catalytique se ressemble, changeant seulement 1’acide glutamique
pour un acide aspartique en position 54, supposant ainsi qu’elles possédent une fonction

similaire (Leen et al., 2012).

La réplication chez les norovirus se déroule dans le cytoplasme, en association avec des
complexes membranaires dérivés de la cellule hote (Belov & van Kuppeveld,
2012; Wobus et al., 2004). Des recherches sur MNV ont démontré que I’infection induit la
formation de vésicules membranaires chez les cellules infectées. La prolifération de la
polymérase a ARN NS7 ainsi que de I’ARN double brin (un intermédiaire de réplication) se
déroule dans la région périnucléaire. Les protéines NS, ainsi que ’ARN double brin et NS7,
se dirigent ensuite vers 1’endroit pour former le complexe de réplication (Hyde & Mackenzie,

2010; Thorne et al., 2012).

Le mécanisme par lequel les norovirus recrutent des membranes cellulaires pour établir le
complexe de réplication demeure incompris. Pour le MNV, NS1/2 et NS4 sont généralement
responsables de ce role (Hyde & Mackenzie, 2010). De plus, NS4 peut induire le
désassemblage de 1’appareil de Golgi et inhibe la sécrétion de protéines, ce qui montre sa
capacité a influencer les membranes cellulaires (Sharp et al., 2012). Chez HuNV,
I’équivalent de NS4 est nommé p22. Cette derniere peut aussi inhiber la sécrétion de
protéines. De plus, p22 contient un signal d’exportation pour le réticulum endoplasmique

qui permet son absorption dans des vésicules COPII (COPII est un type de vésicule qui


https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.059634-0#r6
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/vir.0.059634-0#r89
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transporte de protéines du réticulum endoplasmique rugueux vers 1’appareil de Golgi), ce qui
interrompt le trafic normal vers le Golgi, menant ainsi a son désassemblage (Sharp et al.,
2010). Les études sur HuNV se sont concentrées sur la disruption du processus de sécrétion
de protéines, mais il n’est pas clair si les réarrangements membranaires sont une conséquence
ou une contribution au recrutement de membranes cellulaires pour la formation du complexe

de réplication.

La réplication du génome chez les norovirus requiert un intermédiaire anti-sens et le
processus est pris en charge par des RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) virales
(nommées NS7 chez MNV et d’autres norovirus) (Hogbom et al., 2009). Suite a la premiere
ronde de traduction du génome parent, ’ARNm matrice synthétisé est utilisé pour former
une forme réplicative a double brin (RF pour « replicative form »). A partir de cet instant, la
synthése de I’ARN génomique et sous-génomique peut se dérouler. Durant le processus, la
RdRp NS7 débute la synthése d’ARN en attachant VP, au nucléotide initiateur via un lien
phosphodiester, un processus appelé « VPg nucleotidylation » (Subba-Reddy et al., 2011).
La liaison se forme entre la guanine en 5’ a I’extrémité du génome et un résidu tyrosine chez
VPyg, une liaison essentielle pour I’infectivité du virus (lorsque VPg est enlevé par quelconque

méthode, ’infectivité du norovirus chute de fagon significative) (Chaudhry et al., 2006).

Deux modeles ont été proposés pour expliquer le mécanisme de syntheése d’ARN sous-
génomique chez les norovirus (figure 3). Chez le premier, une terminaison prématurée lors
de la synthése du brin d’ARN génomique anti-sens permettrait au brin ainsi synthétis¢ de
servir de matrice pour la synthése d’ARN sous-génomique a polarité positive. Chez le
second, une structure d’ARN secondaire en amont de I’ORF2 dans I’ARN génomique anti-
sens agirait comme promoteur pour la synthése d’ARN sous-génomique a polarité positive.
Dans les deux cas, une fois que la synthése d’ARN génomique/sous génomique a polarité
positive est débutée, plusieurs rondes de traduction des nouveaux ARN se produisent, suivies

par d’autres rondes de synthéses d’ARN. Les modeles sont illustrés dans la figure 3.
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Figure 3 : Mécanismes de la synthése d’ARN sous-génomique chez les norovirus.

Adapté de Thorne et Goodfellow, 2014

1.2.3 Interactions avec la cellule hote

Pendant leur réplication, les norovirus dérangent parfois certaines voies de signalisation
cellulaire (possiblement pour créer un environnement plus propice a la réplication). Chez
HuNV, des études ont montré que le virus peut altérer les voies de synthése du cholestérol et
des carbohydrates (Chang, 2009). Il a été démontré que la diminution de la synthese de
cholestérol avait un effet positif sur la réplication virale. D’autres voies de signalisation
peuvent également étre dérangées (Kuyumcu-Martinez et al., 2004). Chez le calicivirus félin

(FCV), 'infection cause un mouvement de la protéine PTB du noyau vers le cytoplasme, ce
8
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qui régulerait de facon négative la traduction chez FCV. Ce mouvement se déroulerait juste

avant I’exportation du matériel nucléaire de FCV (Willcocks ef al., 2004).

1.2.4 Assemblée et sortie de la cellule hote

Le procéd¢é d’encapsidation chez les norovirus est encore largement inconnu. VPI est
capable d’auto assemblage en Virus-like Particles (VLPs), des particules qui sont
morphologiquement identiques aux virions (Bertolotti-Ciarlet ef al., 2002). Bien que VP2
ne soit pas nécessaire a ce procédé, elle est essentielle dans la production de virions
infectieux (Bertolotti-Ciarlet et al., 2002; Sosnovtsev et al., 2005). 1l a donc été proposé que
VP2 soit impliqué dans le processus d’encapsidation via une interaction avec I’ARN viral.
Les études d’interaction entre VP1 et VP2 ont placé VP2 a I’intérieur de la capside,

soulignant ainsi son rdle dans 1’encapsidation (Vongpunsawad et al., 2013).

Trés peu d’études fournissent des indications sur les mécanismes de sortie des virions lorsque
le cycle réplicatif touche a sa fin. L’idée la plus populaire est I’induction de I’apoptose chez
la cellule hote, hypothese renforcée par I’accumulation de cellules apoptotiques dans les

biopsies de patients infectés (Alonso ef al., 1998; Bok et al., 2009; Sosnovtsev et al., 2003).

1.2.5 Pathologies

Comme mentionné précédemment, les norovirus sont des agents pathogenes importants,
étant responsable pour un grand nombre de cas de gastro-entérites. La période d’incubation
se situe normalement entre 24 et 48 heures, et les symptomes se font sentir pendant 12-72
heures, dépendamment des cas. Cependant, chez les patients agés/immunosupprimés, la
période symptomatique peut étre plus longue (Estes et al. 2007). Les patients peuvent

excréter des particules virales jusqu’a trois semaines apres la résolution des symptomes.
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Les travaux effectués sur les norovirus ont révélé que ces derniers infectent les cellules du
systtme immunitaire (systéme immunitaire inné et adaptatif) ainsi que les
entérocytes (Wobus et al., 2004; Jones et al., 2014). Le modele courant d’infection veut que
les virions utilisent les cellules M (Microfold cells, des cellules du tissu lymphoide associé
au tube digestif) pour violer I’épithélium intestinal. En effet, ceux-ci utiliseraient la capacité
des cellules M a transporter du matériel présent dans I’appareil digestif vers les agrégats

immunitaires sous-jacents (Karst and Wobus, 2015).

Plusieurs changements histologiques ont ¢t¢ remarqués chez des patients atteints;
¢largissement des villosités intestinales, raccourcissement des microvillosités, grossissement
des mitochondries, cedéme intercellulaire, plus grande vacuolisation cytoplasmique et
hyperplasie des cryptes du colon (Dolin et al., 1975; Blacklow et al.,1972; Schreiber et al.,
1973). L’infection peut aussi causer une inflammation de la lamina propria (Blacklow et al.,
1972). Une étude a également montré une augmentation du nombre de cellules cytotoxiques
T dans le duodénum des patients, quelques jours apres le début des symptomes (Troeger et
al.,2009). 11 a aussi été démontré que les norovirus causent I’apoptose des entérocytes chez

I’humain (Troeger et al., 2009).

Les infections causées par les norovirus sont généralement courtes, mais certaines conditions
peuvent allonger I’infection. Bien que les symptomes s’estompent apres quelques jours, il
est possible pour les personnes atteintes de répandre des particules virales pendant plusieurs
semaines. Chez des patients immunosupprimés, les symptomes peuvent durer plusieurs
semaines, voir méme plusieurs mois. Les raisons pour cette infection prolongée ne sont
présentement pas bien comprises. L’une des raisons proposées est la difficulté pour le
systéeme immunitaire a completement éradiquer les virus infectieux. Des études chez des
souris n’ayant aucune cellule B ou T ont montré des niveaux tres €élevés de MNV-1, méme
apres plusieurs mois d’infection (Chachu ef al., 2008). 1l a ét¢ démontré que le génome du

FCV peut acquérir des mutations a des endroits généralement considérés comme étant
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importants pour la reconnaissance par le systéme immunitaire (Radford et al., 1998).
Malheureusement, les mécanismes par lesquels les norovirus maintiennent 1’infection chez

les patients demeurent largement inconnus.

1.2.6 Immunité

I1 est difficile d’interpréter I’'immunité aux norovirus. En effet, 'immunité ne semble pas
étre permanente, et la susceptibilité varie beaucoup entre les patients. En effets, certains
patients ne développent pas d’immunité (mé€me aprés plusieurs infections) tandis que
d’autres demeurent résistants. Ces résultats pourraient laisser croire que certains individus ne
réussissent pas a générer une réponse immunitaire spécifique au norovirus. Cependant, des
données provenant de patients qui ont été exposés au virus montrent que les individus infectés
développent des anticorps spécifiques, mais que leur présence ne garantit pas une protection
(Johnson ef al., 1990; Lindesmith et al., 2003; Baron et al., 1984). Des immunoglobulines
G (IgG) spécifiques au virus ont été retrouvées dans le sérum des patients plusieurs mois
aprés Iinfection, tandis que la réponse des IgA et des IgM semblait plus courte. Etant donné
qu’il n’existe pas de systemes de culture cellulaire pour les norovirus humains, il est

impossible de tester 1’effet neutralisant des anticorps générés.

Une étude collectant les cellules mononucléaires du sang périphérique (de 1’anglais
« Peripheral Blood Mononuclear Cells » (PBMC)) de patients avant et apres infection a tenté
d’évaluer la réponse des cellules T lors de ’infection. Apres récolte des cellules, celles-ci
ont ét¢ incubées avec des VLPs de norovirus humains, suivis d’une mesure des cytokines
produites par les PBMCs (Lindesmith et al., 2005). Les auteurs de 1’¢tude ont noté une
augmentation de la sécrétion des cytokines IFNy, IL-2 et IL-5. Cependant, des
augmentations similaires ont été observées chez les PBMCs de patients avant I’incubation
avec des VLPs, ce qui peut remettre en question les controles utilisés. Ce résultat met en

évidence les difficultés présentées par 1'étude de la réponse immunitaire face a une infection
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par le norovirus. L’impossibilit¢ de déterminer 1’exposition préalable des patients rend

I’interprétation des résultats complexe.

1.2.6.1 Vaccination

Les efforts pour designer des vaccins pour les norovirus humains se concentrent sur
I’expression des protéines de capsides par différents vecteurs. Le résultat attendu est
I’assemblée des protéines de capsides en VLPs immunogénes (Green ef al., 2007). Ce type
de vaccin suscite une réponse au niveau des IgG dans le sérum ainsi que des IgA dans la
muqueuse intestinale, mais la durée et 1’efficacité de ces réponses n’ont pas €té quantifiées.

De plus, plusieurs autres facteurs doivent étre considérés lors de 1’¢laboration d’un vaccin.

Des vaccins similaires, utilisés sur des félins, ne protégent pas les animaux contre I’infection
et la persistance (Radford et al., 2006). La présence d’une immunité qui ne peut neutraliser
le virus peut mener a I’émergence de souches virulentes, les animaux vaccinés n'étant pas
protégés contre de telles souches lors d'une étude sur le sujet. Ainsi, les vaccins doivent étre
capables de cibler les infections cliniques ainsi que les infections prolongées. De plus, la
grande variabilité génétique des norovirus représente un obstacle significatif pour
I’¢élaboration d’un vaccin efficace. Le besoin d’inclure plusieurs souches dans le vaccin est
un autre facteur a considérer. Finalement, I’infection par les norovirus ne développe pas
chez tous les patients une immunité persistante, ce qui complique le développement du
vaccin. Etant donné qu’il existe plusieurs barriéres a la vaccination, des alternatives sont

nécessaires pour combattre les norovirus.
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1.2.7 Prévention

Le virus peut se transmettre de facon directe de personne a personne, généralement par
aérosols. Il peut également étre transmis de fagon indirecte par des aliments ou de I’eau
contaminée. Il est difficile de contrdler la propagation directe, mais la transmission indirecte
peut étre mitigée par un lavage rigoureux des mains ainsi qu’avec 1’utilisation de
désinfectants. La désinfection est particulierement importante puisque le norovirus peut

demeurer sur une surface jusqu’a 7 jours (D.Souza ef al., 2006).

1.3 Désinfection

Par définition, un désinfectant est une substance que 1’on applique sur une surface ferme dans
le but de détruire certains microorganismes. Un désinfectant virucide est un désinfectant
possédant la capacité de réduire de fagon significative une population virale lorsqu’il est
appliqué. Plusieurs réactifs sont efficaces contre les virus, bien que certains mécanismes ne
soient pas encore bien compris. Par exemple, certains alcools ont été utilisés avec succes
contre des virus, mais plusieurs virus non enveloppés se sont montrés résistants. Ainsi, les

alcools ne sont pas considérés comme €tant des virucides efficaces (Klein ef al., 1983).

Le glutaraldéhyde est un puissant agent virucide. Il a ét¢ démontré que celui-ci était efficace
contre des particules de poliovirus, mais que I’ARN du virus pouvait y résister (Bailly et al.,
1991). Ainsi, les connaissances actuelles suggerent que la neutralisation du poliovirus par le
glutaraldéhyde était causée par des changements apportés a la capside. En effet, des
recherches ont montré que ce virucide peut interagir avec les protéines présentes sur la

capside de différents virus (Chambon et al., 1992).
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Les composés a base de chlore comme I’hypochlorite de sodium ou le dioxyde de chlore sont
des désinfectants immensément populaires. Ceux-ci sont utilisés, entre autres, dans la
désinfection de déversements de sang contenant le virus de I’immunodéficience humaine.
Cependant, des études avec des résultats contradictoires sur 1’effet des produits chlorés sur
le poliovirus indiquent que de plus amples recherches sont requises pour bien comprendre

leurs mécanismes d’action (Olivieri ef al., 1975; Floyd et al., 1979).

L’étude des mécanismes d’action des désinfectants efficaces contre les virus permet
reconnaitre trois cibles potentielles pour les virucides: 1’enveloppe lipidique
(lorsqu’applicable), la capside et le génome. De facon générale, les virus enveloppés sont
plus faciles a neutraliser (Klein et al., 1983). Ainsi donc, lors du développement de virucides,
la majorité des tests sont effectués sur des virus ne possédant pas d’enveloppe. La
philosophie derriére ce choix est simple; si un virucide peut neutraliser un virus non
enveloppé, il pourra neutraliser un virus enveloppé. Les capsides sont, pour la plupart,
formées de protéines. Il a donc été suggéré que des biocides comme le glutaraldéhyde,
I’oxyde d’éthylene et certains produits chlorés, qui réagissent avec les groupements amines
ou sulfhydryle, posséderaient une activit¢ virucide. Cependant, il est possible que la
destruction de la capside ne neutralise pas completement le virus, puisque cela peut relacher

des acides nucléiques infectieux dans le milieu.

L’entrée des désinfectants dans différents types de virus ainsi que leurs interactions avec les
composantes virales sont des phénomenes peu étudiés pour I’instant, bien que des travaux
aient été effectués sur des bactériophages (Maillard et al., 1997). Ces travaux ont révélé qu’il
¢tait possible pour certains d’entre eux de développer une résistance a la désinfection par des
produits chlorés (Wu et al., 1990). Des chercheurs ont suggéré que les réovirus possedent la
capacité d’effectuer de la recombinaison génétique. En effets, deux (ou plus) génomes viraux
endommagés peuvent interagir a I’intérieur d’une cellule hote pour former un génome viable

(Maillard, 1998).
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Un autre mécanisme de résistance propos¢ implique la formation d’agrégats viraux. Ceux-
ci peuvent étre formés dans la cellule héte pendant la réplication virale, mais ils peuvent
¢galement étre produits hors de la cellule hdte, en réponse a des changements
environnementaux. Des études suggérent que la formation de ces structures pourrait conférer

une résistance a certains désinfectants (Keswick et al., 1985; Bates et al,m 1977) .

1.3.1 Meéthodes d’analyse des désinfectants

Il existe plus d’une fagon de quantifier les virus suite a I’application d’un désinfectant sur
une surface. Elles peuvent étre séparées en 2 catégories; les méthodes « traditionnelles » et
les méthodes dites moléculaires. Par exemple, chez les méthodes traditionnelles, on retrouve

les essais par plaques, les essais de dose létale médiane ainsi que des essais protéiques.

1.3.1.1 Meéthodes traditionnelles

Les essais en plaques visent a déterminer le nombre d’unités formatrices de plaques (PFU)
dans un échantillon. Pour ce faire, une couche de cellules hotes est cultivée et ensuite incubée
avec plusieurs dilutions du virus a quantifier. Le tout est ensuite recouvert d’un milieu semi-
solide pour éviter que le virus ne se répande sur ’ensemble du Petri. Les cellules infectées
vont lyser et répandre I’infection aux autres cellules, formant ainsi des plaques visibles (avec
ou sans microscope). Les plaques sont ensuite comptées pour ensuite estimer le montant
d’unités formatrices de plaques par millilitres d’un échantillon. Cette méthode peut prendre

jusqu’a deux semaines avant la prise de résultat, dépendamment du virus utilisé.

L’essai de dose létale permet de déterminer la quantité de virus requise pour produire des
effets cytopathiques chez 50% des cellules infectées (ainsi, le terme dose 1étale est inexacte

pour ce type d’essai). Pour ce test, des cellules sont cultivées en plaques et des dilutions du
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virus y sont ajoutées. Apres incubation, les cellules sont observées et la présence/absence
d’effets cytopathiques est notée, puis utilisée pour calculer la dose nécessaire pour obtenir
50% d’effets cytopathiques chez une population cellulaire donnée (TCIDso). L’apparition

des effets cytopathiques peut prendre plusieurs jours.

1.3.1.2 Meéthodes moléculaires

La méthode moléculaire la plus populaire pour mesurer un titre viral utilise la PCR
quantitative. Le but est d’amplifier ’ARN (ou ’ADN) viral jusqu’a ce qu’il soit
détectable/quantifiable par fluorescence. La plupart du temps, la quantification fait appel a
des dilutions de standards aux concentrations connues pour estimer la concentration de
I’échantillon inconnue. Il est & noter que le nombre de copies produites n’est pas
nécessairement représentatif du nombre de virus dans 1’échantillon, car les acides nucléiques
et les protéines ne sont pas produits a un ratio 1 :1. Cette PCR peut étre couplée a la culture
cellulaire pour permettre de générer un grand nombre d’échantillons. Des cellules hotes sont
cultivées, puis incubées avec du virus dont le titre est déja connu. Apres un temps
d’incubation préalablement établi, les cellules sont récoltées et 1’acide nucléique en est
extrait. Apres extraction, le matériel génétique viral peut ensuite étre utilisé en réaction qRT-
PCR pour quantification. La méthode combinant culture cellulaire et PCR quantitative se

nomme [CC qRT-PCR.

L’un des avantages de cette méthode est sa rapidité; les résultats sont accessibles en quelques
heures. D’autres méthodes moléculaires incluent la cytométrie de flux ainsi que les essais
ELISA. En effet, il est possible de procéder a des essais ELISA avec des anticorps
spécifiques contre certains virus pour en détecter la présence dans un échantillon (Zelnik et

al., 2004).
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1.3.2  Analyse des désinfectants

Actuellement, 1’analyse de D’efficacité des nouveaux désinfectants s’effectue selon les
recommandations de la « Canadian General Standards Board » reposant sur une méthode
conventionnelle basée sur I’observation des effets cytopathiques d’un virus donné sur une
culture cellulaire permettant de calculer les TCIDso. Les tests doivent étre effectués sur des
virus non enveloppés (voir section précédente pour une explication). Pour le norovirus, le

substitut accepté par I’organisme est le calicivirus félin.

En effet, il est difficile de mesurer 1’efficacité d’un virucide contre le norovirus puisqu’il
n’existe pas de modele cellulaire permettant de cultiver le virus. Ainsi donc, le calicivirus
félin du genre Vesivirus est utilisé puisqu’il représente un modele adéquat pour I’inactivation
du norovirus par des désinfectants (Health Canada, 2014). En effet, le calicivirus félin partage
la méme organisation génomique, la méme architecture de la capside ainsi que les mémes

propriétés biochimiques.

De fagon générale, I’efficacité d’un désinfectant est mesurée en effectuant plusieurs tests de
TCIDso, I’idée étant de comparer les valeurs obtenues pour des échantillons avec et sans
désinfectant. Apres application du désinfectant, un neutralisant est ajouté au mélange. Un
neutralisant est une solution qui peut stopper les effets d’un produit biocide. Dans le cas d’un
test de désinfectant, le neutralisant doit pouvoir contrebalancer les propriétés virucides du
désinfectant. Cette propriété est importante, car elle permet de stopper I’application du
virucide, un facteur important dans 1’analyse. En effet, pour étre considéré efficace, un
désinfectant doit agir rapidement (aux alentours de 60 secondes); un désinfectant qui requiert
5 minutes pour étre efficace n’est pas attrayant. Ainsi donc, 1’utilisation de neutralisant est

cruciale lors de I’analyse de désinfectants.
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Il existe plusieurs méthodes pour neutraliser des désinfectants, les plus populaires étant la
dilution et la neutralisation chimique. Certains désinfectants sont trés peu affectés par la
concentration a laquelle ils sont utilisés; la dilution n’est donc pas recommandée pour ceux-

ci. La dilution est aussi évitée chez les désinfectants qui peuvent se fixer aux cellules.

Certains critéres d’efficacité doivent €tre respectés lors de la soumission d’un virucide a la

« Canadian General Standards Board ». Les critéres sont :

1- Le logio de réduction doit étre plus grand que 4 lorsque 1’on compare les tests entre le
désinfectant et le contrdle viral (voir tableau 1).

2- Les cellules des puits de controles cellulaires (« Cell Control ») doivent étre viables et
attachées au fond des puits de la plaque de culture.

3- Le milieu doit étre exempt de contamination, et ce, pour tous les puits.

4- Lorsqu’il y a évidence de cytotoxicité, une réduction d’au minimum 3logio doit étre
démontrée sous le niveau de cytotoxicité.

Tableau 1: Logarithmes de réduction et leur signification chez un désinfectant
virucide.

<llogio Non significatif

1-2 logio Indicatif

2-4 logio Modéré

>4 logio Hautement significatif
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Ces lignes directrices visent a garantir 1’efficacité des désinfectants virucides disponibles sur
le marché. Ainsi donc, pour obtenir la mention virucide, un désinfectant doit étre capable de

neutraliser 99,99% de la population virale d’un échantillon donné.

1.4 Hypothese et objectifs

La lutte contre les infections nosocomiales passe souvent par la prévention, ce qui implique
I’utilisation de désinfectants efficaces. Cependant, le processus de validation des
désinfectants par la méthode standard, qui consiste a évaluer 1’efficacité du désinfectant en
observant I’apparition d’effets cytopathiques du virus, est une méthode lente et les résultats
obtenus ne sont pas toujours fiables. La disponibilité d une méthode sensible, rapide et fiable
pourrait permettre de faciliter 1’étude de D’efficacité virucide de désinfectants tout en

permettant de réduire le temps d’obtention des résultats.

Dans ce projet de maitrise, nous proposons de mettre au point de développer une méthode
qui permettra d’analyser ’efficacité virucide des désinfectants de facon plus rapide et plus
précise. Cette méthode, basée sur la technique ICC-qRT-PCR (Integrated cell culture-
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) sera testée sur le calicivirus

félin, virus substitut au norovirus. Pour arriver a ce but, trois objectifs ont été établis :

1- Déterminer le temps de contact ainsi que la concentration optimale de plusieurs
désinfectants en développement par la méthode conventionnelle.

2- Mettre au point la technique de détection par ICC qRT-PCR pour le calivirus félin, le
virus substitut utilisé.

3- Comparer I’efficacité de la méthode moléculaire avec la méthode conventionnelle.
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

2.1 Culture cellulaire

Les cellules CRFK (ATCC CCL-94) ont été cultivées dans des flaques T25, puis T75 lorsque
leur population était suffisamment élevée (environ 80% de confluence). Le milieu de culture
EMEM (Wisent #320-005-CL) a été utilisé, supplémenté de sérum chevalin (Gibco #26-050-
070) et antibiotique-antimycotique (Gibco #15240062). Les cellules étaient examinées
chaque jour et passées lorsque la confluence approchait 80% avec trypsine (Wisent # 325-

043-CL) et PBS (Wisent, #311-012-LL).

2.2 Production virale

Les cellules CRFK ont été cultivées en flasques T75 jusqu’a confluence d’environ 80%.
Ensuite, elles ont été inoculées avec 500uL de virus (10’ TCIDso/mL) (ATCC VR-782)
pendant 48 heures. Suite a ’incubation, elles ont été soumises a un processus de gel-dégel
(2 cycles de 50 minutes), puis placées en tubes 50 mL pour centrifugation (15 minutes, 4°C).

Le surnageant a ensuite été récolté dans des vials pour congélation (-80 °C, 500 pL par vial).
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2.3 Détermination du titre viral

Des cellules CRFK ont été cultivées en plaques de 24 puits (40 000 cellules par puits) jusqu’a
I’obtention d’une confluence d’environ 90%. Ensuite, 200 pL de virus a été dilué dans 1.8
mL de milieu de culture (voir section 2.1). Le virus a ensuite ét¢ dilué en série (facteur de
dilution de 10, de 102 a 107). Le milieu de culture des cellules CRFK a ensuite été retiré,
puis elles ont été inoculées avec 100 pL de dilution virale, a raison de 4 puits par dilution.
Apres avoir ajouté 900 uL de milieu de culture dans chaque puits, les cellules ont été incubées
pendant 7 jours. A la fin de cette période, les puits ont été observés afin de déterminer la
présence/absence d’effets cytopathiques sur la population de cellule de chaque puits. Les
résultats ont été notés puis utilisés pour calculer le titre viral du stock produit. Le titre viral
a ¢été calculé en utilisant la méthode de Reed-Muench pour le calcul de TCIDso. Cette
méthode est utilisée pour calculer la concentration virale requise pour que la moitié des
cellules d’un échantillon montrent des effets cytopathiques. La formule veut que le logio de
la dilution médiane, c’est-a-dire la dilution ou 50% des cellules montrent des effets
cytopathiques, soit égaux a : logio de la dilution montrant plus de 50% d’effets cytopathiques,
auquel on soustrait le produit de la différence des logarithmes par le facteur de dilution utilisé

(Reed et al., 1938).

2.4 Evaluation des désinfectants

Les désinfectants « Complete » et « PNA WW » ont été utilisés pour traiter VR-782 pendant
un temps d’exposition variable (entre 30 et 300 secondes). Pour le désinfectant « Complete »,
les concentrations ont varié¢ entre 6 000 et 10 000 ppm, tandis que la concentration du
désinfectant « PNA WW » est demeurée a 5 000 ppm pour tous les tests. 200 uL de VR-782
ont été déposés dans des Petri de verre de 100 mm, puis sécher a I’air libre. L’inoculum a

ensuite été mis en contact avec 1,8 mL de milieu de désinfectant pour le temps d’exposition
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désiré (entre 30 et 300 secondes). Dans les cas ou le controle ne nécessitait pas de
désinfectant, du milieu de culture a été utilisé. Apres cette étape, les mélanges ont été
neutralisés avec 18 mL d’agent neutralisant (Bouillon neutralisant Dey-Engley, #D3435-
500G, Sigma). Le protocole de détermination du titre viral a ensuite été répété avec ces
échantillons, ¢’est-a-dire que la préparation a été diluée en série, puis déposé sur les cellules
CRFK préalablement cultivées dans des plaques 24 puits, pour une inoculation de 7 jours.
Les différents controles utilisés visent a garantir qu’aucune des composantes (autres que le

virus) ne contribue au développement d’effets cytopathiques visibles chez les cellules.

Les résultats ont été pris aprés 7 jours, en observant les effets cytopathiques causés par le

virus. La présence/absence d’effets cytopathiques a été utilisée pour calculer le TCIDso.

2.5 RT-qPCR

Les cellules CRFK ont été cultivées en plaques 6 puits jusqu’a confluence d’environ 80%,
puis inoculées 6 heures avec 100 pL de VR-782 (107 TCIDso/mL). Elles ont ensuite été
lavées avec du PBS, trypsinisées et centrifugées. Le précipité a été placé dans un tampon de
lyse (500 puL tampon RLT du kit qiagen avec 1% v/v de B-mercaptoéthanol), puis conservé

au congélateur a -80 °C.

L’ARN a été décongelé, puis extrait des cellules en suivant les instructions du kit qiagen
(RNeasy, #74104), puis la concentration des échantillons a été mesurée a l’aide de
I’instrument Nanodrop. 2 pg d’ARN (dilué dans 10 pL. d’eau DEPC) ont ensuite subi un
processus de transcription inverse avec I’enzyme RT M-MLV-RT de Promega (M1701), en
utilisant I’appareil T gradient (Biometra). Le protocole de syntheése de I’ADNc consiste en
une dénaturation initiale a 70 °C, suivi d’une synthese a 42°C pour 60 minutes. Une derniere

étape a 70°C (15 minutes) sert ensuite a inactiver toute transcriptase inverse. La réaction PCR
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a été effectuée avec 1’appareil CFX connect de Bio-Rad (#1855201. Les amorces obtenues

de I’article de Park et al (2010) sont visibles dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Séquences des amorces utilisées lors des essais PCR.

Amorce | Forward Reverse

FCV 5°-GCC AAT CAG CAT GTG GTA GTA ACC-3° 5°-GCA CAT CAT ATG CGG CTC TG-3’
HMBS-1 | 5°-CAA ACA GAC AGT GTG GTG GCA G-3’ 5°-AGA ATC TTG TCC CCT GTG GTG G-3’
RPS7 5°-GTC CCA GAA GCC GCA CTT TGA C-3’ 5°-CTC TTG CCC ACA ATC TCG CTC G-3°

Les réactions qPCR contenaient les réactifs suivants : 100 ng d’ADN matrice, 5 uL de
tampon « Advanced qPCR MasterMix » de Wisent (800-431-UL), 0,4 pL (10 uM) d’amorce

« Forward » et « Reverse ». Le tout était complété a 10 uL avec de I’eau DEPC.

L’amplification s’est effectuée en 40 cycles constitués d’une dénaturation a 95°C de 3
secondes, suivi de 20 secondes d’appariement (57°C). Une derniere étape a 72°C (20
secondes) a été effectuée pour confirmer I’amplification. La derniere étape du protocole
gPCR consiste en une analyse de la courbe de dénaturation thermique (65°C a 95°C,
incréments de 0,5 °C). Apres chaque cycle, ’appareil a mesuré la fluorescence produite par
la liaison du réactif Supergreen™ a I’ADN double-brin pour jauger I’accumulation de
produits PCR. Ceux-ci ont été¢ analysés avec le CFX Connect real-time PCR Detection

System (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada).
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2.6 Extraction d’ARN au phénol-chloroforme

Les cellules CRFK ont été cultivées en plaques 6 puits (40 000/puits) jusqu’a confluence
d’environ 80%, puis inoculées 6 heures avec 100 uL. de VR-782. Elles ont ensuite été lavées
avec du PBS, puis décollées avec le réactif QIAzol (qiagen # 141291476). Apres ajout de
chloroforme, le mélange a été centrifugé (15 minutes a 4°C), la phase aqueuse a été transférée
dans un nouveau tube, auquel 500 pL d’isopropanol ont été ajoutés. Aprés une autre
centrifugation (10 minutes, 4 °C), le culot a été lavé a 1’aide d’éthanol 75%, puis centrifuger
une troisieéme fois (5 minutes, 4°C). Le culot a ensuite été séché a I’air libre, puis suspendu
dans 30 pL d’eau DEPC. L’ARN a ensuite ét¢ mis sur gel d’agarose (1% agarose), migré a
100V. L’agent intercalant GelRed (Biotium, Scarborough, ON) a ¢été utilis€¢ pour la

visualisation des résultats.
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CHAPITRE 3
RESULTATS

3.1 Détermination de I’efficacité de désinfectants par TCIDso

La premiere étape du projet consistait a tester un nombre de désinfectants afin de comparer
I’efficacité de la méthode ICC qRT-PCR développée durant le projet (objectif 2). Cette étape
a aussi permis d’élaborer un protocole de TCIDso robuste pouvant étre utilisé lors de

comparaison avec la méthode moléculaire.

Les controles présents visent a éliminer toute forme de biais dans les résultats. Le premier
controle (controle sans désinfectant, Tableau 3) contient du calicivirus félin (souche VR-
782), du milieu de culture et du neutralisant; cela permet d’établir le titre de 1’échantillon
viral. Le contrdle de neutralisant contient VR-782, du désinfectant ainsi que du neutralisant
(bouillon Dey-Engley). Il est a noter que le bouillon Dey-Engley a été choisi comme
neutralisant, car celui-ci a la capacité de neutraliser un vaste spectre de désinfectants tels que
les ammoniums quaternaires, les produits a base de phénol, les produits chlorés, les aldéhydes
et plusieurs autres. Etant donné la nature incertaine des désinfectants utilisés, ce choix
semblait le plus prudent. Pour ce controle, I’échantillon viral est ajouté apres la neutralisation
du désinfectant. Ce contrdle permet de confirmer I’efficacité du neutralisant envers le
désinfectant utilis€. Le contréle de cytotoxicité contient du désinfectant ainsi que du
neutralisant; son but est d’enrayer les possibilités de faux positifs, dans le cas ou le
neutralisant pourrait altérer les cellules d'une fagon que 1'on pourrait confondre avec des
effets cytopathiques. Le controle de population initiale contient VR-782 ainsi que du
neutralisant, mais VR-782 est présent en concentration différente au controle de neutralisant

(500 pL dilués dans 4,5 mL de neutralisant). Ce contrdle vise a s’assurer que le virus n’est
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pas completement perdu au cours des différentes dilutions. La derni¢re colonne du Tableau

3 représente le contréle de culture cellulaire; les cellules sont simplement incubées avec le

milieu de culture, sans modifications.

La mention « ok » signifie que les cellules ne

présentent pas d'anomalies visibles. Les controles ont été effectués pour chacun des essais

réalisés au cours de cette étude.

Tableau 3

déterminée par TCIDso

: Efficacit¢é du PNA WW (5000 ppm) durant 1 minute de contact,

Dilution VR- | Contréle sans | Test Controle de | Controle de | Controle de | Controle
782 désinfectant neutralisatio | cytotoxicité | population de
n initiale culture
(-Log1o) cellulair
e
2 4 (0) 4(0)|2(0) 3(1) [4(0) 0(0) 4 (0) OK
3 4(0) 4(0)|0(0) 0(0) [4(0) 0(0) 4(0 N/A
4 4(0) 4(0)|0(0) 0(0) [4(0) 0(0) 4 (0)
5 4 (0) 4(0)(0(0) 0(0) [4(0) 0(0) 4 (0)
6 3,3(0,6) [4(0)|0(0) 0(0) [4(0) 0(0) 4 (0)
7 3(0) 4(0)|0(0) 0(0) [4(0) 0(0) 4 (0)
TCIDso >7 >7 2 23 >7 <2 >7
Nom bll qg%éﬂs‘%%ee&a t’Zies effets cytopathiqu%s,2 sur un maximum p leéde 4. Les valeurs
moygnnes de 3 essais TCITDsq sont affichées, avec Jeurs écarts-types entre parenthéses.
Réduction en | 4,8 - -
L0g10
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3.1.1 Efficacité du désinfectant PNA WW contre le calicivirus félin

Les protocoles de production virale et de TCIDso ont d’abord été testés sur un désinfectant
nommé PNA WW (Sanimarc, Victoriaville). Des concentrations variant de 500 ppm a 5000
ppm ont été testées. Ces différentes concentrations ont été en contact avec le virus pendant

1 minute.

Les résultats obtenus avec la premicre concentration testée (5 000 ppm) sont présentés dans
le Tableau 3. Pour cette dilution, le logarithme de réduction du titre viral était au-dessus de
4 (4,8 pour 5000 ppm). Il est possible qu’il soit encore plus élevé, puisque les limites du test
ne permettent pas d’estimer précisément le titre viral de I’échantillon. En effet, les résultats
obtenus pour le contréle du virus, du neutralisant et de population initiale indiquent qu’il est
possible que le titre viral évalué par TCIDso soit supérieur a 7, méme si les dilutions

effectuées dans le cadre de I’expérience ne permettent pas de I’évaluer.

De nouveaux essais de TCIDso ont ensuite ét¢ effectués en conservant le méme temps de
contact (60 secondes), mais en variant la concentration de 500 a 3000 ppm. Les résultats
obtenus sont présentés dans le Tableau 4. Ceux-ci montrent que la concentration idéale pour
un temps de contact de 60 secondes est de 750 ppm, puisqu’elle permet d’obtenir un
logarithme de réduction suffisant, soit plus de 4. En effet, 750 ppm est la concentration la
plus faible qui permet néanmoins de se conformer aux normes établies par la « Canadian

General Standards Board ».
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Tableau 4 : Logarithmes de réduction du titre viral obtenus en fonction de la
concentration du désinfectant PNA WW pour un temps de contact de 60

secondes

Concentration | Log de

(ppm) réduction
obtenu
(moyenne)

5000 4.8

3000 4,5

1500 4,3

1000 4,2

750 4,2

666 3,1

500 2,65

3.1.2  Efficacité du désinfectant Complete 6000 contre le calicivirus félin

Par la suite, des essais de TCIDso ont été réalisés avec le désinfectant Complete (SaniMarc,
Victoriaville). Des concentrations se situant entre 6 000 et 9 000 ppm de ce produit ont été
testées pour leur capacité virucide envers le calicivirus félin a I’aide d’essais TCIDso. De
plus, différents temps de contacts, de 30 secondes a 5 minutes, avec le virus ont été testés.
Bien que la composition exacte de ce désinfectant nous soit inconnue, nous savons qu’il est

a base d’hypochlorite de sodium.
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Le Tableau 5 montre les premiers résultats de tests TCIDso obtenus avec le désinfectant
Complete 6000. Cependant, ceux-ci ne pouvaient étre utilisés. En observant le tableau, on
peut voir que certains puits dans le contrdle de cytotoxicité ont démontré des effets
cytopathiques, un résultat surprenant considérant que ces puits ne contiennent pas de virus.

Le controle étant invalide, ces résultats ont été rejetés.

Tableau 5 : Efficacité du Complete (6 000 ppm) durant 1 minute de contact,
déterminée par TCIDso

Dilution VR- | Contrdle sans | Test Contréle de | Contrdle de | Controle de | Contrdle

782 désinfectant neutralisation cytotoxicité | population |de
initiale culture

(-Logio) cellulair

e

2 4 4 3 3 4 3 4 OK

3 4 4 2 3 4 2 4 N/A

4 4 4 1 1 4 1 4

5 4 4 0 0 4 0 4

6 3 1 0 0 3 0 3

7 2 0 0 0 3 0 3

TCIDsy 6,5 5,3 3 3,5 >7 3 >7

TCIDsp moyen | 5,9 3,3 N/A

Réduction en | 2,6 - -

L0g10

Nombre de puits présentant des effets cytopathiques, sur un maximum possible de 4.
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Le Tableau 6 montre les résultats obtenus avec le Complete 6000 aprés 3 minutes
d’exposition au désinfectant. Bien que le logarithme de réduction soit suffisant dans ce cas,
un temps de contact de 3 minutes n’est pas idéal dans un contexte de désinfection. Ainsi

donc, d’autres tests ont été effectués avec le Complete 6000.

Tableau 6 : Efficacité du Complete (6 000 ppm) durant 3 minutes de contact,
déterminée par TCIDso

Dilution VR- | Controle sans | Test Contréle de | Contrdle de | Controle de | Contrdle
782 désinfectant neutralisation | cytotoxicité | population | de
initiale culture

(-Logio) cellulaire

2 4(0) 4(0) 2,4 0(0) | 4(0) 2,2 (0,4) 4(0) OK
0,5

3 4(0) 4(0) 2(0,7)10(0) | 4(0) 0(0) 4(0) N/A

4 4(0) 4(0) 0(0) |0(0)|4(0 0(0) 4(0)

5 4(0) 3(1,2) [0(0) |0(0)]|4(0) 0(0) 4(0)

6 4(0) 2,2(0,4)|0(0) [0(0)|4(0) 0(0) 4(0)

7 2,8(0,4) (20,7 [0(0) |0(0)]|4(0) 0(0) 4(0)

TCIDsg >7 7 3 <2 >7 2 >7

TCIDsg 7 2.5 N/A

moyen

Réduction en | 4,5 - -

Logio

Nombre de puits présentant des effets cytopathiques, sur un maximum possible de 4. Les valeurs moyennes de

5 essais TCIDs sont affichées, avec leurs écarts-types entre parentheses.
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Le test suivant, au cours duquel le virus a été exposé au désinfectant pendant 2 minutes, n’a
pas ¢été concluant (voir Tableau 7). En effet, le logarithme de réduction obtenu (2,1) n’était

pas suffisant pour qualifier le produit comme étant un désinfectant virucide efficace.

Tableau 7: Logarithmes de réduction du titre viral obtenus en fonction du temps de
contact avec le désinfectant Complete 6 000

Temps Log de
d’exposition | réduction
(en obtenu
secondes)

300 5

180 4,6

120 2,1

60 0,8

Les essais se sont donc dirigés vers une concentration plus élevée dans le but de satisfaire les

exigences commerciales du produit, soit une capacité virucide apres 30 secondes de contact.

3.1.3  Efficacité du désinfectant Complete 7000 contre le calicivirus félin

Le Tableau 8 montre les résultats d’un protocole de TCIDso avec le désinfectant Complete
7000 (SaniMarc, Victoriaville) pour 3 minutes d’exposition. Le logarithme de réduction
obtenu était plus grand que 4. Ainsi, d’autres temps de contact ont été testés dans le but

d’optimiser la période d’exposition.
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Méme avec une concentration plus élevée que les 6 000 ppm testées précédemment, 2

minutes d’exposition (Tableau 9) n’étaient pas suffisantes pour obtenir un logarithme de

réduction suffisant. D’autres tests ont néanmoins été effectués avec des temps de contact

encore plus court, car le temps d’attente entre les manipulations et la prise de résultats est de

sept jours. Des essais avec différentes dilutions ont été effectués avant que les résultats pour

2 minutes soient disponibles dans le but d'économiser du temps. Le logarithme de réduction

n’était pas satisfaisant pour un désinfectant commercial, et les tests ont continué avec une

concentration plus grande. En effet, le logarithme de réduction obtenu pour 30 secondes de

contact n’était que de 2,3 ce qui ne respecte pas les normes établies par la « Canadian General

Standards Board » pour un désinfectant virucide.

Tableau 8 : Efficacité du Complete (7000 ppm) durant 3 minutes de contact,

déterminée par TCIDso

Dilution VR- | Contréle sans | Test Controle de | Controle de | Controle de | Contrdle

782 désinfectant neutralisation cytotoxicité | population | de
initiale culture

(-Logio) cellulair

e

2 4 (0) 4(0) |0(0) |00 |40 0(0) 4(0) OK

3 4 (0) 4(0) |0(0) |00 |40 0(0) 4(0) N/A

4 4(0) 40) [0() [0(0) |40 0(0) 4(0)

5 4 (0) 4(0) |0(0) |00 |40 0(0) 4(0)

6 4 (0) 4(0) |0() |0@) |40 0(0) 4(0)

7 4(0) 40) [0() [0(0) |40 0(0) 4(0)

TCIDsg >7 >7 <2 <2 >7 <2 >7

TCIDso moyen | 7 2 N/A

Réduction en |5 - -

Logio

Nombre de puits présentant des effets cytopathiques, sur un maximum possible de 4. Les valeurs moyennes de
4 essais TCIDs sont affichées, avec leurs écarts-types entre parenthéses.
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Tableau 9 : Logarithmes de réduction du titre viral obtenus en fonction du temps de

contact avec le désinfectant Complete 7000.

Temps Log de
d’exposition | réduction
(en obtenu
secondes)

300 5

180 5

120 3,7

60 2,4

30 2,3

3.1.4 Efficacité du désinfectant Complete 8 000 contre le calicivirus félin

Les tests avec le Complete 8000 ont sembl¢ plus prometteurs, étant donné le log de réduction
obtenu avec un temps de contact de 120 secondes (voir Tableau 10). Le test avec 60 secondes
d’exposition a également montré un log de supérieur a 4, indiquant que la concentration plus
¢levée (comparée a 7000 ppm) a un effet sur ’efficacité du désinfectant, car elle permet de
réduire le temps de contact requis pour réduire de facon satisfaisante la population virale
(tableau 11). Cependant, le log de réduction obtenu apres 30 secondes (3,1) ne correspondait
pas au résultat désiré pour un produit virucide. Bien que les logarithmes de réduction soient
supérieurs a ceux produits par la concentration précédente (7 000 ppm), ils demeuraient

insuffisants. Ainsi, des essais ont été faits avec une concentration plus €élevée que 8 000 ppm.
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Tableau 10 : Efficacité du Complete (8 000 ppm) durant 60 secondes de contact,
déterminée par TCIDso
Dilution VR- | Contrdle sans | Test Controle de | Contréle de | Controle de | Controle
782 désinfectant neutralisation cytotoxicité population de
initiale culture
(-Logio) cellulair
e
2 4(0) |40 000)(00) |4(0) 0(0) 4 (0) OK
3 4(0) |40 000)(0(0) |4(0) 0(0) 4 (0) N/A
4 4(0) |40 000)(0(0) |4(0) 0(0) 4 (0)
5 4(0) |40 000)(0(0) |4(0) 0(0) 4 (0)
6 4(0) (2,8(0,4)|0(0)|0(0) |40 0(0) 4 (0)
7 40) (20,7 |0©0)|0() |4 0(0) 4 (0)
TCIDso >7 7 <2 |<2 >7 <2 >7
TCIDso moyen |7 2 N/A
Réduction en |5 - -
Logio

Nombre de puits présentant des effets cytopathiques, sur un maximum possible de 4. Les valeurs moyennes de
5 essais TCIDso sont affichées, avec leurs écarts-types entre parenthéses.

Tableau 11 : Logarithmes de réduction du titre viral obtenus en fonction du temps de

contact avec le désinfectant Complete 8000.

Temps Log de
d’exposition | réduction
(en obtenu
secondes)
120 5
60 5
30 3,1
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3.1.5 Elfficacité du désinfectant Complete 9 000 contre le calicivirus félin

Les résultats obtenus avec le Complete 9000 (SaniMarc, Victoriaville) indiquent que le
produit se conforme aux directives prévues par la « Canadian General Standards Board » ;
cette concentration permet de réduire le titre viral d’un échantillon par un facteur de plus de

10 000, ce qui est suffisant pour un désinfectant (Tableau 12).

Tableau 12 : Logarithmes de réduction du titre viral obtenus en fonction du temps de

contact avec le désinfectant Complete 9000.

Temps Log de
d’exposition (en | réduction
secondes) obtenu

120 5

60 5

30 4,7

3.1.6  Efficacité du désinfectant Complete 10 000 contre le calicivirus félin

Des tests ont été effectués avec le Complete 10 000 (SaniMarc, Victoriaville), dans le but de
possiblement accélérer le processus, au cas ou le Complete 9 000 n’aurait pas généré les
résultats attendus apres 30 secondes. Le logarithme de réduction obtenu pour 10 000 ppm

¢tait acceptable (5), méme apres seulement 30 secondes d’exposition (voir Tableau 13).
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L’¢évaluation de la capacité virucide de plusieurs désinfectants en développement nous a

permis de déterminer d’une part leur valeur de TCIDso respectifs contre le calicivirus félin.

D’autre part, nous avons que le désinfectant Complete a une concentration de 9 000 ppm

serait utilis¢ lors du développement de la méthode moléculaire.

Tableau 13 : Efficacité du Complete (10 000 ppm) durant 30 secondes de contact,
déterminée par TCIDso

Dilution VR- | Contrdle sans | Test Controle de | Controle de | Controle de | Controle

782 désinfectant neutralisation cytotoxicité | population | de
initiale culture

(-Logio) cellulair

e

2 4 (0) 4(0) |0) |0 |40 0 (0) 4 (0) OK

3 4 (0) 4(0) |0) |0) |40 0 (0) 4 (0) N/A

4 4(0) 40) [0(0) [0(0) |4 0(0) 4(0)

5 4(0) 40) [0(0) [0(0) |4 0(0) 4(0)

6 4 (0) 4(0) |0) |0@0) |40 0(0) 4 (0)

7 4 (0) 4(0) |0) |00 |40 0(0) 4 (0)

TCIDsg >7 >7 <2 <2 >7 <2 >7

TCIDso moyen | 7 2 N/A

Réduction en |5 - -

Logio

Nombre de puits présentant des effets cytopathiques, sur un maximum de 4. Les valeurs moyennes de 4 essais

TCIDso sont affichées, avec leurs écarts-types entre parenthéses.
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3.2 Détection/amplification de I’ARN viral par RT-qPCR

Apres avoir déterminé les parametres optimaux pour 1’utilisation du désinfectant Complete,
la prochaine étape était la mise au point de la méthode ICC qRT-PCR. Pour ce faire, une
méthode d’extraction de I’ARN de calicivirus félin devait tout d’abord étre développée. Une

fois cela accompli, I’optimisation de la réaction RT-qPCR pourrait avoir lieu.

3.2.1 Extraction du matériel génétique viral des cellules épithéliales félines

Les cellules CRFK ont été cultivées a confluence suffisante (80-90%), puis été incubées
avec 100 pL de calicivirus félin (titre de 107) dans le but d’extraire I’ARN viral. Aprés
extraction avec le kit de Qiagen, les concentrations d’ARN étaient minimes (aux alentours
de 10 ng/uL). Plusieurs paramétres du protocole ont donc été modifiés afin d’optimiser les

conditions expérimentales.

Afin d’augmenter la quantit¢ de matériel nucléaire disponible, les plaques de 24 puits
utilisées dans les tests de TCIDso ont été changées pour des plaques de 6 puits. Le temps de
contact entre les cellules et le virus avant I’ajout de milieu de culture a été allongé de 20 a 60
minutes afin d’augmenter le temps de contact et d’infection du virus avec les cellules cibles.
De plus, la période d’incubation a été modifiée, passant de 4 a 6 heures. Cette modification
a ¢été effectuée pour laisser plus de temps au virus pour infecter des cellules, et ainsi répliquer
son ARN. Finalement, le kit utilisé pour I’extraction a été changé pour le kit de giagen

(RNeasy), en replacement du kit de I’entreprise BioLynx.

Un exemple de résultat obtenu lors d’une extraction du matériel génétique avec le kit RNeasy
de Qiagen peut étre visualisé au Tableau 14. Les 3 premiers échantillons ont été incubés

avec VR-782, tandis que les 2 derniers échantillons (les controles) ne contiennent que des
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cellules CRFK ainsi que leur milieu de culture (milieu EMEM). Ces optimisations du
protocole d’extraction ont donc permis d’obtenir suffisamment d’ARN viral pour pouvoir

mettre au point la réaction de RT-qPCR.

Tableau 14 : Concentrations et pureté des échantillons d’ARN extraits avec le kit de

Qiagen, mesuré au Nanodrop

Echantillon Concentration (ng/pL) Ratio 260/280
VR-782'1 1849 2,04
VR-782 2 172,1 2,05
VR-782 3 163,7 2,03
Controle 1 140,1 2,00
Controdle 2 165,4 2,05

3.2.2 RT-qPCR

L’étape suivante consistait a amplifier de I’ARN viral par réaction RT-qPCR. Pour ce faire,
des amorces ciblant la protéine VP1 du calicivirus félin ont été¢ utilisées. En effet,
I’amplification de VP1 signifie que le virus est en état actif de production de particules
virales. Les premiers essais PCR ne contenaient pas de désinfectant; I’objectif était d’arriver
a amplifier ’ARN viral. La Figure 4 montre les premiers résultats qPCR obtenus. Il est a
noter que ces résultats ne contiennent pas de génes de référence, étant donné que le seul but

¢tait de réussir a détecter la présence de VR-782 dans 1’échantillon.

38



Amplification

D I e e T BT S CR e T aa—

1500 4+ ................ ................ .......... ) J
E 000 & ................ ................ ....... . ,4"..

800

!
T
o

Cycles

Figure 4 : Amplification de la protéine virale VP1 obtenue au cours des premiers essais
qPCR. Les cellules CRFK ont été incubées avec 100 uL de calicivirus félin (10’
TCIDso) pendant 4 heures, puis I’ARN en a été extrait pour ensuite subir un
processus de qRT-PCR pour détecter la présence de VP1.

Lignes vertes : Amorce FCV. Lignes noires : Controle négatif

Les premieres amplifications n’ont pas donné les résultats escomptés; le controle sans
matrice a montré une amplification anormale. De plus, I’amplification de I’ARN viral n’était
pas satisfaisante. En effet, les mesures de Cq obtenues étaient relativement élevées en plus
de contenir beaucoup de variation dans les triplicatas. Ainsi, certains changements ont été
apportés au protocole. Les courbes de fusions obtenues apres les essais PCR possédaient
plusieurs pics (souvent plus que deux), soulevant la possibilit¢ d’amplification non
spécifique. Ainsi, la température d’hybridation a été augmentée légeérement, de 55 °C a 57°C.
La concentration d’ADNc utilisée a €¢galement été augmentée de 50 ng a 100 ng puisque les
mesures de Cq obtenues étaient relativement €levées, aux alentours de 30 cycles et plus. Cette

modification a été effectuée pour obtenir une valeur de Cq plus basse dans le but d’écarter la
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possibilité d’une amplification non spécifique et/ou une contamination. Aussi, les génes de
références ont été changés. Au départ, les geénes de références utilisées étaient PPIB
(Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B) et SDHA-1 (Succinate dehydrogenase complex,
subunit A), des geénes généralement utilisés lors de travaux sur des cellules immunitaires
humaines (Paradis et al, 2016). Cependant, les CRFK sont des cellules de foie, de
provenance féline. D’autres geénes de références ont donc été choisis pour contrer
I’irrégularité dans I’expression de PPIB et SDHA, soit HMBS et RPS7 (Penning et al. 2007).
Les résultats PCR ont éventuellement montré qu’il était possible d’amplifier le matériel

génétique de VR-782 avec les nouvelles conditions (Figure 5).

Amplification
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Figure 5 : Amplification de la protéine virale VP1 par qPCR. Les cellules CRFK ont été
incubées avec 100uL de calicivirus félin (107 TCIDso) pendant 6 heures, puis
I’ARN en a été extrait pour ensuite subir un processus de qRT-PCR pour détecter

la présence de VP1.

Lignes vertes : Amorces FCV. Lignes Cyans : Amorces HMBS (géne de référence). Lignes

Noires : Amorces RPS7 (géne de référence). Ligne Blue : Contréle négatif (H20).
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Afin de vérifier la pureté des amplicons, les échantillons ont été mis sur gel d’agarose 1%
(Figure 6). Les puits 2, 3 et 4 représentent les résultats obtenus suite a I’amplification avec
différentes amorces, soit FCV, HMBS et RPS7. Les tailles attendues de ces amplicons sont
de 112 bp pour FCV, 92 pour HMBS et 81 pour RPS7. Les bandes les plus intenses aux
alentours de 100 bp indiquent que les produits ont bet et bien été amplifiés. L’¢échantillon
dans le cinquiéme puits ne contenait pas d’ARN viral; I’absence d’amplification et de bande
visible sur gel était donc un résultat attendu. Cependant, des bandes floues a faible poids
moléculaire dans le deuxiéme et troisiéme puits révelent la présence possible de dimeéres

d’amorces.

1 2 3 4 5 6

500pb

200pb

100pb

Figure 6 : Gel d’agarose montrant les produits qPCR obtenus lors de ’amplification de
I’ARN du calicivirus félin.

Gel d’agarose (1%), révélé avec 1’agent intercalant GelRed. A partir de la droite; Lignes 1

et 6 : 100 bp DNA Ladder (NEB). Lignes 2 : Produits PCR, amorce FCV. Ligne 3 : Produits

PCR, amorce HMBS. Ligne 4 : Produits PCR, amorce RPS7. Ligne 5 : Produits PCR,

contrdle sans virus, amorce FCV. Chaque puits contient 20 ng de brin matrice.

41



Dans le but de développer la méthode ICC qRT-PCR, des essais ont été effectués en
incorporant du désinfectant (IOOELL 86 %/Rf]7 82? tit?e de 107 TCIDso) dans les plaques de 6
puits servant a cultiver les cellules. Cependant, 1I’addition de désinfectant aux échantillons a
eu des effets inattendus. En effet, ’amplification par qPCR ne fonctionnait plus et les
concentrations obtenues au NanoDrop apres extraction étaient excessivement faibles, celles-
ci étant de Iordre 10-20 ng/uL. Considérant qu’il soit possible que le désinfectant soit
demeuré dans les colonnes lors du protocole d’extraction pour ensuite étre ¢lué avec I’ARN,
il a été décidé qu'une extraction d’ARN au phénol-chloroforme serait effectuée apres
I’incubation du calicivirus félin dans les cellules CRFK. L’ARN extrait fut porté sur gel

d’agarose 1% pour en déterminer la qualité. (Figure 7).

Figure 7 : Gel d’agarose de ’ARN extrait au phénol-chloroforme apreés incubation chez
cellules CRFK.
Gel d’agarose (1%), révélé avec 1’agent intercalant GelRed. A partir de la droite; Lignes 1
et 6:100 bp DNA Ladder (NEB). Ligne 2 : VR-782, traité avec désinfectant Complete et
neutralisant. Ligne 3 : VR-782 et neutralisant. Ligne 4 : VR-782. Ligne 5 : Cellules traitées
avec désinfectant Complete. Les puits 2 a 5 contiennent 10 uL. de I’ARN extrait.
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Les concentrations/quantités de virus, de neutralisant et de désinfectant utilisées pour la
préparation des extraits sont les mémes que celles utilisées lors des tests de TCIDso. La
concentration de 9 000 ppm a également été retenue, de méme que le temps de contact de 60

secondes.

Les résultats indiquent que les cellules incubées avec du virus puis traitées avec le
désinfectant (ligne 2) et les cellules traitées avec le désinfectant (ligne 5) montrent des signes
de contamination et/ou de médiocre qualité de I’ARN. En effet, la ligne 2 comporte une
longue trainée dans laquelle il est difficile de distinguer les bandes représentant les ARN 16S
et 28S. La ligne 5 ne montre presque rien, un résultat prévisible puisque lors de I’extraction,
aucun culot n’était visible apres centrifugation. Pour écarter la possibilité que le bouillon
Dey-Engley soit responsable de la dégradation de I’ARN, un contrdle avec le calicivirus félin
et du neutralisant (ligne 3) a été effectu¢. Bien qu’il semble y avoir dégradation de I’ARN
dans ce puits, les ARN 168S et 28S y sont visibles, ce qui n’est pas le cas pour les puits
contenant du désinfectant. Un autre contrdle ne comportant que le calicivirus félin incubé
dans les cellules (ligne 4) montre un résultat trés similaire au puits 3. Les résultats ainsi que
les contrdles semblent indiquer que c’est ’ajout de désinfectant qui compromet la qualité de

I’ARN extrait.

Les résultats obtenus montrent que la méthode développée permet d’extraire I’ARN viral du
calicivirus félin apreés incubation chez des cellules CRFK. Celle-ci permet ¢galement la
détection de cet ARN par réaction RT-qPCR. La détection de I’intermédiaire réplicatif de
VPI1 indique aussi que le virus est en mode de production de protéines virales, une
information qu’un protocole de TCIDso ne permet pas d’obtenir. Cependant, I’ajout du
désinfectant Complete aux échantillons semble dégrader I’ARN, mis en évidence par

I’évaluation de la qualité de I’ARN par gel d’agarose.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION GENERALE

L’analyse de désinfectants est une étape critique du processus de mise au point de méthodes
de préventions d’infections virales. Il n’existe a I’heure actuelle aucun traitement pour les
patients souffrant d’une infection par le norovirus, rendant les méthodes de prévention encore
plus importantes. Ainsi, la désinfection demeure la méthode de lutte la plus efficace en
milieu hospitalier. Cependant, la validation de désinfectants par la méthode traditionnelle de
mesure de TCIDso peut s’avérer fastidieuse et lente, ce qui limite I’efficacité du processus.
Des méthodes utilisant des techniques de biologie moléculaire ont été¢ développées afin
d’éviter les désavantages que comporte la méthode traditionnelle. L’une de ces méthodes,
nommée I[CC qRT-PCR, se propose d’utiliser I’incubation d’échantillon viral a I’intérieur de
cellules hotes pour produire de I’ARN/ADN viral qui sera ensuite détectable par RT-qPCR.
L’¢laboration d’un protocole ICC qRT-PCR pour I’analyse de désinfectants virucides envers

le norovirus était le but de ce projet.

Le premier objectif de cette étude était d’optimiser les conditions d’applications de certains
désinfectants en développement. La méthode de détection traditionnelle par observation
d’effets cytopathiques est une méthode encore utilisée aujourd’hui pour certains virus (Kim
et al, 2019). En effet, la méthode d’évaluation de TCIDso est utilisée pour la comparaison
avec d’autres méthodes (Sikawze et al, 2020), ou encore pour tester l’efficacité de
désinfectants contre certains virus (Jaemwimol ef a/, 2019). La capacité du calicivirus félin
a causer des effets cytopathiques visibles chez les cellules hdtes a donc été utilisée pour
mettre au point un protocole permettant de déterminer 1’efficacité des désinfectants. Les
essais de TCIDso avec le désinfectant PNA WW ont montré que ce dernier est conforme aux

normes fixées par la « Canadian General Standards Board », c’est-a-dire qu’il permettait
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d’obtenir une réduction de plus de quatre logjo, soit une réduction de plus de 99,99% du titre
viral initial. En effet, le logarithme de réduction du titre viral obtenu lorsqu’il est appliqué
sur une surface pendant 1 minute a une concentration de 750 ppm est de 4,8 pour le PNA
WW (Figure 4). Les essais se sont ensuite dirigés vers le désinfectant « Complete ». Pour
ce produit, plusieurs concentrations et temps de contact ont €t¢é mis a I’essai. Pour ce
désinfectant, le temps d’exposition idéal pour la commercialisation est de 30 secondes. Les
tests avec le Complete 6000, 7000 et 8000 n’ont pas permis de réduire de fagon hautement
significative la charge virale présente dans les cellules CRFK. Cependant, les essais a 9000
ppm (Tableau 12) montrent que cette concentration du désinfectant Complete se conforme
aux normes fixées par la « Canadian General Standards Board » lorsqu’appliqué pendant 30
secondes. Il est a noter que les contrdles ont tous donné les résultats attendus. Le contrdle
du virus présentait des effets cytopathiques dans chaque puits, indiquant ainsi une infection
des cellules par le virus. Le contrdle de cytotoxicité ne montrait pas d’effets cytopathiques,
un résultat attendu puisqu’il ne contient pas de virus. Ce contrdle nous indique aussi que le
neutralisant utilisé n’a pas d’effets visibles sur nos cellules, évitant ainsi de faux positifs. Le
troisiéme contrdle (controle du neutralisant) montre que le bouillon Dey-Engley n’a pas
d’effets sur I’observation d’effets cytopathiques; ceux-ci sont visibles dans tous les puits. Le
controle de population initiale a également donné le résultat escompté. Finalement, les
cellules dans le contrdle de culture cellulaire ne présentaient pas de caractéristiques visibles

anormales.

Bien que la méthode développée ait permis d’obtenir un nombre suffisant de résultats,
certains parametres du protocole auraient pu étre altérés pour améliorer la précision des
données obtenues lors de ces essais. Le spectre des dilutions utilisées aurait pu étre agrandi.
En effet, étant donné que le facteur de dilution varie entre 10% et 107, il est impossible
d’obtenir un logarithme de réduction plus grand que 5 (7-2). Les limites du test ne permettent
pas d’apprécier I’efficacité de concentrations et/ou temps d’exposition différents. Ces mémes
limites rendent le calcul du titre viral exact impossible puisque chaque échantillon qui montre
des effets cytopathiques dans tous les puits se voit attribuer le méme titre. Cette limitation
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se fait donc sentir lors du calcul du logarithme de réduction; il est possible que des
concentrations efficaces aient été exclues par le fait que le test ne permettait pas d’évaluer le
titre exact d’un échantillon. Cette limitation est cependant présente dans d’autres études, ou
les auteurs se contentent d’un logarithme de réduction de 5, cette valeur étant assez élevée
pour garantir une désinfection efficace (Jaemwimol et al, 2019). Le nombre de puits pour
chaque dilution pourrait aussi étre changé afin d’obtenir une plus grande précision dans les
résultats. L’addition d’un ou plusieurs puits pour chaque dilution permettrait de situer avec
plus de précision la concentration virale requise pour infecter 50% de la population cellulaire.
En effet, certaines études utilisent plus de quatre échantillons par dilution pour calculer les

valeurs de TCIDs (Petit et al, 2017).

Le second objectif était le développement de la méthode ICC qRT-PCR pour la détection du
calicivirus félin. Nous avons démontré qu’il est possible d’amplifier du matériel génétique
extrait de cellules en cultures infectées par un virus. La méthode ICC qRT-PCR a permis de
détecter la présence d’ARN viral dans un échantillon de cellules préalablement infectées par
VR-782. En effet, la cible de I’amorce utilisée, VP1, est une région bien conservée dans le
génome de VR-782. La mise sur gel a également confirmé que le bon fragment a été¢ amplifié
(la taille attendue de I’amplicon est de 112 bp), bien qu’une bande présente vers le bas du gel
révele la possibilité d’amplification non spécifique. La détection du calicivirus félin ainsi
que d’autres virus par qRT-PCR est une méthode bien documentée dans la littérature (Balkin
et al, 2015; Sykes et al, 2001; Ryu et al, 2015; Fong et al, 2005). En effet, des essais pour
différents types de virus ont été¢ développés pour faciliter la détection de virus dans divers

échantillons.

La méthode ICC gRT-PCR posséde un nombre d’avantages sur 1’essai de TCIDso
traditionnel. Le temps d’attente entre I’infection et la prise de résultats est d’environ 10
heures si on prend en compte les différents temps d’attente et manipulations impliquées

(incubation, extraction du matériel génétique, qRT-PCR). De plus, elle permet de contourner
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une des faiblesses de la méthode de TCIDso, c’est-a-dire le biais apporté par 1’observateur.
Il n’est pas toujours simple d’identifier les effets cytopathiques causés par un virus puisque
certains virus ne provoquent pas d’effets cytopathiques visibles, rendant le TCIDso
inutilisable (Fong et al, 2005). La méthode permet aussi de confirmer la présence d’un virus
dans un échantillon inconnu, méme en présence d’autres virus. La détection par qRT-PCR
permet d’isoler une souche virale dans un échantillon pouvant en contenir plusieurs. En effet,
il est impossible de distinguer un type de virus précis a partir d’un échantillon provenant de
I’environnement (comme des plans d’eau), puisqu’il est possible que de multiples virus
produisent des effets cytopathiques chez la population de cellules hotes. Une fois les souches
virales isolées, on peut utiliser la culture en cellules permissives pour en analyser la
concentration dans I’échantillon (Girardi et al/, 2018). Finalement, avec une amorce ciblant
un intermédiaire réplicatif, la méthode ICC qRT-PCR permet de confirmer que le virus cible
est bel et bien en phase réplicative, une propriété qui a déja été exploitée dans d’autres études
(Jiang et al, 2004). Cette information est importante lors de la formulation d’un diagnostic

chez un patient.

Le troisieme et dernier objectif visait a comparer la méthode développée a celle de mesure
du TCIDso. Cependant, I’ajout du désinfectant Complete aux cellules a donné des résultats
inutilisables lors des réactions de RT-qPCR. Les réactions précédentes montraient qu’il était
bel et bien possible d’extraire I’ARN viral et de ’amplifier par PCR, un résultat qui n’a pas
pu étre répliqué aprés I’ajout de désinfectant Complete aux échantillons. Etant donné les
faibles concentrations obtenues au NanoDrop lors de I’extraction avec le kit de Qiagen, des
extractions au phénol/chloroforme ont été effectuées pour essayer de contourner le probléme.
Cependant, lors de I’extraction, les puits contenant des échantillons qui avaient ét¢ exposés
au désinfectant Complete ne formaient pas de culot visible, une anomalie dans ce type
d’extraction. Plusieurs études utilisent des méthodes d’extraction similaires (extraction sur
colonne de silice) a celle utilisée dans ces travaux (Ryu et al, 2018; Bortagaray et al, 2019;
Qiu et al, 2018). Cependant, plusieurs de ces études ne portent pas sur 1’inactivation virale,

une différence importante. Les quelques études portant sur la désinfection utilisent souvent
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d’autres méthodes, comme I’exposition aux rayons ultraviolets (Qiu et al, 2018; Ryu et al,
2018). Le traitement différent pourrait expliquer I’absence de problémes rencontrés a 1’étape

d’extraction.

Plusieurs protocoles RT-qPCR retrouvés dans la littérature n’utilisent pas d’agents
intercalant (comme le SYBR Green), mais optent plutot pour I’hydrolyse de sondes (Tagman
assay). Etant donné que la sonde ne s’hybride qu’a un brin spécifique d’ADN, cette fagon
de faire permet de garantir que le brin cible a bet et bien ét¢ amplifié. Cette méthode de
détection pourrait donc étre préférable dans un contexte d’amplification d’ARN viral

(Alidjinou et al, 2017; Sedji et al, 2018; Schijven et al, 2019).

Lorsque I’ARN extrait a été mis sur gel d’agarose, des trainées étaient présentes, mais ce
type de trainée n’est pas anormal dans ce contexte; les ARN extraits peuvent avoir des tailles
qui varient beaucoup. Notamment, des bandes pouvant étre interprétées comme étant les
ARN 168 et 28S pouvaient étre observées (il est difficile de confirmer avec certitude que les
bandes plus fortes correspondent sans doute possibles aux ARN 16S et 28S, car I’échelle
utilisée n’était pas congue pour la concentration d’agarose utilisée). Cependant, les
échantillons contenant le désinfectant Complete ne montrent pas de bandes qui pourraient
étre associées aux ARN 16S et 28S. Ce résultat pourrait laisser supposer que I’ARN présent
a été dégradé par le désinfectant, ce qui expliquerait les difficultés rencontrées. Bien que cet
essai particulier n’ait pas fonctionné, des travaux similaires ont connu plus de succes lors de
I’utilisation de la méthode ICC qRT-PCR pour la validation de désinfectants, notamment
avec I’adénovirus (Ryu ef al, 2015; Ding et al, 2017). Ainsi, les résultats obtenus ne reflétent
pas ce que l’on peut retrouver dans la littérature. Cependant, ces articles utilisent le
rayonnement ultraviolet dans le but de réduire le titre viral présent dans les échantillons
testés. Il est donc impossible de comparer directement les résultats obtenus puisque la

méthode de désinfection est différente.
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I1 est possible qu’une composante présente dans le désinfectant interagisse soit avec I’ARN
extrait, soit avec des réactifs présents dans les multiples manipulations nécessaires pour
obtenir un résultat par PCR, que ce soit a I’extraction du matériel génétique ou a 1’étape de
transcription inverse. En effet, une étude sur les effets de plusieurs désinfectants sur la
détection du virus de I’influenza aviaire a montré que les désinfectants a base de chlore et de
peroxyde pouvaient endommager I’ARN viral au point ou il n’était plus détectable par PCR
(Suarez et al, 2003). Cela peut étre expliqué par le fait que les désinfectants halogénés sont
des produits oxydants, et que ceux-ci peuvent affecter les protéines, lipides et acides
nucléiques (Dychdala er al, 2001). Ainsi, bien que le désinfectant Complete soit capable
d’inactiver le calicivirus félin, il est possible qu’il en empéche également la détection par

ICC qRT-PCR.
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CHAPITRE 5
CONCLUSION GENERALE

Dans un premier temps, cette étude a permis de confirmer les propriétés virucides de deux
produits, soit le PNA et le « Complete ». Grace au protocole développé, les conditions
d’utilisation de ceux-ci ont pu étre optimisées pour qu’ils soient le plus attrayants possible
pour la commercialisation, tout en respectant les directives établies par la Canadian General
Standards Board. Dans un deuxiéme temps, I’ARN de VR-782 a été¢ amplifié¢ avec succes
par ICC qRT-PCR. En effet, la présence du virus a pu étre confirmée dans une population
de cellules CRFK préalablement incubées pendant six heures. Cependant, 1’évaluation de
I’efficacité du désinfectant Complete par essais PCR n’a pas été possible, 1’addition du
produit ayant un effet sur les résultats obtenus par PCR. 1l serait intéressant de développer
un protocole ICC qRT-PCR pour un virus qui n’en posséde présentement aucun, car la
méthode peut étre utile dans I’avancement des recherches et/ou dans la détection de virus
dans un échantillon. D’autres méthodes moléculaires pourraient étre utilisées pour tenter
d’évaluer le titre viral d’un échantillon, comme la cytométrie en flux ou encore un protocole
ELISA. Bien que les résultats obtenus lors de cette étude ne permettent pas de conclure qu’il
serait possible d’appliquer la méthode ICC qRT-PCR dans un contexte d’analyse de
désinfectants a base d’hypochlorite de sodium, il est possible que d’autres types de
désinfectants (comme des alcools) n’interferent pas avec les données PCR. La méthode
utilisée dans cette étude pourrait aussi €tre utilisée dans la validation de différents moyens
d’inactivation de virus, comme le rayonnement UV ou ’acidification. Ainsi, plus d’études
sur I’applicabilité¢ de la méthode ICC qRT-PCR dans I’analyse de I’efficacité de désinfectants

seraient nécessaires pour en juger 1’utilité.
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