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Contexte

Objectifs

» \Virus enteriques responsables de l|la gastroenterite presents dans les eaux

usées (2 millions de deces par an)

» L'analyse des norovirus dans
épidemiologistes pour surveliller la dissemination parmi les populations

les eaux

usees est un outll

utile aux

>

Concevoir des materiaux poreux capables d’adsorber les virus enteriques
Etudier les phénoménes d’adsorption des norovirus et leur analyse par RT-gPCR
(Quantitative Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction)
Mettre au point un échantillonneur passif base sur des materiaux adsorbants a porosite

N-acétyl-D-glucosamine D-glucosamine

contréléel’]
Mateériels et methodes
Chitosane (AOXIN®) 3 solutions initiales
Masse moléculaire en masse : 193 400 g.mol-’ o
Degré d’acétylation (DA) : 9,84 % + Chitosane (CS)
ZP<?”‘V | o >LO m CH,COOH 0,5 mol.L-! — * Chitosane + nanoparticules Fe;0,(50-100 nm) (CS-Fe;0,)
[ OH _ _ _ | OH - -
\:0 k/o y » - \:O k/o - . + Chitosane impression ionique (CuCl,.2H,0) + désorption par Na,EDTA (CS-IMP)
HO 10 \ HO 10 5. \ —
N 0 ) N . SAnc Y .
L ‘ L Billes millimétriques de chitosanel*] T
e e pH > pKa /N OH \
) 3¢ ODa "1-DA ) ¢ Opa "1-DA | "

Principe de I'impression ionique

Chitosane
2+

Cu
+‘-

Chélation

Norovirus Murin
MNV1

Virus modeéle du norovirus Humain

Modele de Norovirus Murin
Thomas Smith/ Danforth Center / Science Photo Library

>

Désorption

Diametre : 28-35 nm

Capside : icosaédrique
Enveloppe : aucune = virus nu
Chargel?! : négative a pH > 4

Cultivé en laboratoire

Solution CS 3,5%
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o 50 mL Huile de colzz;

o 5mLCS 3,5%
o 2 mL Span80®
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Bain de gélification : NaOH 10%
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Microspheres de chitosane par emulsion inverse (eau dans huile)

CENTRIFUGATION

15 min — 3000 tr.min

SEPARATION

Agglomerat de microspheres

MEB-FEG (ZEISS Ultra55)
Echantillons lyophilisés 48 h a P = 1,65 mbar et T = -54,6°C

Résultats ]

Billes millimétriques
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CS-IMP
» Mellleure tenue mecanique
» Surface homogene
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Microspheres
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e size = 30.00 pm

Mag = 5.00 KX Signal A =InLens 222:::? No=1

HighCurrent = On

_EHT=3.00kV _

, " )
re size = 30.00 ym
5.9 mm 1M eyT=300kKV _

Aperture size = 30.00 ym
HighCurrent = On

6.0 mm 1Um  EHT=3.00kV

» Porosité ouverte importante pour CS et CS-Fe;0,
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I —— Mag =15.00 K X Signal A = InLens Arerture
WD =6.0 mm

s o oA
Aperture No =1
Aperture size = 30.00 ym
HighCurrent = On

e size = 30.00 ym
HighCurrent = On

No=1
Aperture size = 30.00 ym
HighCurrent = On

» Pas de porosité ouverte visible

» Tallles hétérogenes

*Determinée par densimeétrie

Billes millimétriques Microspheres
& (mm) Porosité ouverte® & (um)
(%)
CS 2,3-3 85,9 10 -50
CS-Fe;0, 2,3-3 89,9 10-100
CS-IMP 1,2-1,8 87,3 10-30

| Billes millimétriques |

Conclusions et perspectives

40 Zétamétrie s
Litesizer 500 o = _
30 . CS-Fe;0, Point isoélectrique ~ 6,9
s ~t CS-IMP » Matériaux chargés neégativement dans eaux
% 20 pH ~ 6,9 usées (pH ~ 7-8)
v
N 10
[ ApH<7
c y n ’ mgm
g o - on > Materiaux charges positivement
a 4 5 10 » Adsorption des virus MNV1 (chargés
-10 négativement) favorisee
-20
- 11 . o .
Isothermes type |l avec faible 0 Isothermes adsorption/désorption N, — 77 K
hystérésis 1% Echantillons Iyophilisés 48 h a P = 1,65 mbar et T = -54,6°C
) e 2 90
» Matériaux principalement macroporeux & e CS
et faiblement mésoporeux 2 % ——csFe0,
£ 70 e CS-IMP
L ‘o 60
Surface spécifique BET CS-Fe;0, < CS S 5o
» Obstruction de la porosité par = 40
nanoparticules de Fe;O, 2 4
c
1)
Sger CS-IMP trés faible (4,2 m2.g-1) g 20
> Impression ionique rend le matériau 10
0
plus compact Ny o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
» Peut étre effet de la lyophilisation Pression relative P/P,
S
Cinétiques d’adsorption de virus MNV1 sur les Concentration déterminée par analyse des acides
1 hydrogels nucléiques des virus MNV1 par RT-gPCR
05 1 g de billes dans 2 mL NaCl 0,1 mol.L-' pH 6,7 4
’ Concentration en virus exprimée en unité génome par
0,8 X CS y
Co = 9,0.107 ug.mL-1 mL (ug.mL") )
0,7 A CS-Fe3O4
0,6 Suspension virale dans une solution NaCl 0,1 mol.L-!
60 ] . Co=9,0.10"ug.mL' & cs.IMP P
o’ *
0,4
0,3 Equilibre atteint en 60 min
02 +» | > ~ 99% des virus ont disparu du milieu
X . .
0,1 » Billes CS sont les plus efficaces
0 X X % X
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Temps (min)

> Billes de chitosane trés efficaces pour I’adsorption de MNV1 (99%) en milieu sans compétiteur

chimique ou physique

» Proprieté magnetique CS-Fe;0, interessante pour la récupération des microspheres

> Etudier ’adsorption en milieu complexe artificiel et dans les eaux usées

» Comparer l'efficacite d’adsorption des microspheéres et des billes millimeétriques
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