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Figure 1: Répartition des épidémies virales liées aux eaux récréatives en fonction du type d’eau 
(A) et de l’agent étiologique (B) (adapté de Sinclair et al, 2009). 
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I/ Les virus transmis par voie hydrique 

 

 A] L’eau et ses contaminants 

 

Les virus font partie des nombreux composants biologiques retrouvés dans l’eau, 

en particulier les eaux brutes (qui alimentent les stations de production d’eau potable) et 

eaux usées. Malgré la présence de ces virus dans l’eau, ce sont sur des indicateurs 

bactériens, historiquement ; la présence d’ Escherichia coli (E. coli), que reposent les 

critères de qualité de l’eau (OMS, 2017). La présence et la concentration de ces 

indicateurs bactériens permettent d’évaluer ainsi le niveau de contamination éventuelle 

des eaux. Ces critères de qualité sont très stricts, en particulier concernant l’eau de 

consommation. Cependant, les moyens techniques nécessaires à l’obtention d’une eau 

potable ne sont pas toujours accessibles pour toutes les populations dans le monde. En 

2017, 3 personnes sur 10, soit 2,1 milliards de personnes n’avaient pas accès à l’eau 

potable [OMS/Unicef, 2017]. Ces populations consomment une eau non traitée pouvant 

contenir des bactéries, des protozoaires et des virus, généralement d’origine fécale, qui 

peuvent causer une grande diversité de maladies, en particulier des gastroentérites. Les 

systèmes de potabilisation (chloration, UV) se focalisent donc sur l’élimination des 

indicateurs bactériens pour rendre l’eau consommable par les populations. 

 

Par ailleurs, il a été démontré que certaines eaux, pourtant dénuées de ces 

indicateurs et donc répondant aux critères de qualité, se sont plus tard révélées comme 

étant liées à des épidémies virales [Wyer et al, 2012 ; Li et al, 2018]. Les virus semblent 

ainsi fortement impliqués dans les épidémies liées au contact avec des eaux récréatives 

où l’on pratique la nage et des sports aquatiques [Sinclair et al, 2009] (Figure 1A). Les 

lacs et les piscines constituent les principaux lieux de contamination dû à l’absence ou au 

dysfonctionnement de systèmes de traitement des eaux. Les deux principaux virus 

responsables d’épidémies virales sont les norovirus (46%) et les adénovirus (24%) 

(Figure 1B). On observe alors des cas de troubles gastro-intestinaux, des infections 

oculaires, auriculaires ou encore respiratoires. La corrélation entre la présence 

d’indicateurs bactériens et les risques sanitaires n’est donc pas toujours possible à 

valider en présence de virus [Li et al, 2018]. Il semble donc de la plus haute importance 

d’établir une surveillance de la présence et de la concentration des virus dans les eaux 

environnementales dans le but de prévoir et d’empêcher des épidémies virales liées au 

contact avec de l’eau contaminée [Rames et al, 2016 ; Verani et al, 2018].  

 



  

Figure 2: Cycle de contamination et voies de transmission des virus dans le milieu hydrique 
(adapté de Schwarztbrod, 1991).  
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Les virus diffèrent nettement des bactéries utilisées comme indicateurs de 

contamination. Ils sont notamment plus petits que les bactéries et échappent donc à 

certains systèmes de filtration. Ils sont aussi capables de résister plus longtemps dans 

l’environnement et peuvent être détectés sur une très longue période de temps après 

l’évènement de contamination [Jiang, 2006 ; Ogorzaly et al, 2010]. Certains virus 

montrent même une grande capacité de résistance aux traitements UV utilisés dans les 

systèmes de potabilisation de l’eau ; c’est le cas en particulier des adénovirus humains 

[Gerba et al, 2002]. Toutes ces caractéristiques font des virus une menace dans le cadre 

de la production d’eau potable puisqu’ils sont susceptibles de résister aux traitements et 

de se retrouver dans l’eau du réseau de distribution. Mais le problème ne s’arrête pas qu’à 

la consommation d’eau, les aérosols produits par les douches, les fontaines et les piscines 

sont aussi vecteurs de virus et participent à leur propagation. 

 

De par leur forte morbidité et létalité, les virus ont été inscrits dans la CCL-4 de 

2016 (pour Contaminant Candidate List), une liste établie par l’ « Environmental 

Protection Agency (US) » qui regroupe les contaminants que l’on peut retrouver dans 

l’eau de distribution. Cette liste présente les priorités dans la recherche de moyens de 

détection et d’élimination de ces contaminants. Par la suite, ces contaminants seront 

incorporés dans les critères de qualité de l’eau. Les virus entériques tels que les 

norovirus, les entérovirus et les adénovirus représentent en effet un problème de santé 

majeur. Ils sont excrétés en grandes concentrations dans les selles des individus infectés 

(jusqu’à 1011 virus/selles), qu’ils présentent ou non des symptômes. On les retrouve ainsi 

en quantité significative dans les eaux environnementales à travers le déversement des 

eaux usées (traitées ou non) ou par ruissellement (Figure 2). 

 

Si le contrôle de la présence d’E. coli se fait de manière routinière dans les 

infrastructures de traitement des eaux, cela n’est pas le cas pour la présence de virus. Les 

méthodes actuelles de détection des virus dans l’eau passent par des techniques qui 

mobilisent du temps, du matériel et du personnel qualifié. De plus, les méthodes de 

détection moléculaire comme la PCR qui sont généralement utilisées, ne sont pas en 

mesure de différencier les virus infectieux des virus non infectieux. De nouvelles 

méthodes de détection ont ainsi permis de révéler que certains virus pouvaient persister 

de manière prolongée dans l’environnement tout en gardant leur capacité d’infection 

[Ogorzaly et al, 2010]. Fongaro et al (2013) ont, par exemple, étudié la viabilité des 

adénovirus humains dans des sources d’eau potable. Leur étude ayant révélé la présence 

de virus infectieux sur les sites testés, les auteurs appellent à une sensibilisation des 



 

 

  

Tableau 1: Maladies causées par les adénovirus humains selon le sérotype viral et groupes 
de personnes les plus vulnérables à ce type d’infection (adapté de Rames et al, 2016).  
 

Figure 3: Structure schématisée d’un adénovirus (adapté de Rames et al, 2016). 
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autorités sanitaires concernant le problème de santé posé par ces virus dans les 

ressources en eau.  

 

 B] Les adénovirus humains 

 

Parmi les virus entériques, les adénovirus humains (HAdV) ont reçu une attention 

particulière car ils sont responsables d’un grand nombre de maladies (Tableau 1), comme 

des gastroentérites, des kératoconjonctivites et des maladies respiratoires (en 

particulier, des pneumonies). Ils représentent la deuxième cause d’épidémies virales 

dans le monde, la première cause étant les norovirus. Les personnes fragiles sont 

particulièrement à risque comme les enfants, les personnes âgées et les personnes 

immunodéprimées. En effet, ces virus sont à l’origine de nombreux cas de pneumonies (4 

à 10% des cas sont causés par HAdV) et de gastroentérites chez les enfants et 

représentent un danger particulier pour les immunodéprimés [Echavarria, 2008]. Les 

HAdV sont des virus non enveloppés d’environ 100 nm, icosaédriques (Figure 3), à ADN 

double brin et font partie de la famille des Adenoviridae et du genre des Mastadenovirus 

qui regroupe sept espèces d’HAdV. On recense à ce jour plus de 60 sérotypes humains 

[Ghebremedhin, 2014]. D’ailleurs, la sévérité des infections dépend notamment du type 

d’HAdV infectant le patient [Koren, 2016 ; Fu et al, 2019]. Récemment, l’HAdV de type 14 

s’est révélé être particulièrement virulent, touchant même gravement le système 

respiratoire d’adultes en parfaite santé [Kajon et al, 2010].  Il est donc parfois difficile de 

déterminer rapidement et efficacement l’origine des symptômes présentés par les 

patients. A partir de ce constat, il devient alors essentiel de prévenir ces infections en 

contrôlant plus efficacement la présence des HAdV dans l’eau. Le sérotype le plus 

répandu dans les eaux usées et les eaux de surface est l’adénovirus 41 (HAdV-41) et 

touche particulièrement les enfants. 

 

En effet, la propagation des HAdV se fait via le milieu hydrique, notamment par 

l’excrétion des individus infectés même s’ils ne présentent pas de symptôme. Ainsi, à 

travers le rejet d’eaux usées ou encore par ruissellement des eaux de pluie, on retrouve 

ces virus dans les rivières, les piscines mais aussi dans l’eau de boisson [Lee et al, 2003 ; 

Van Heerden et al, 2003 ; Gall et al, 2015]. Les eaux de récréation sont une source 

d’inquiétudes majeure car vecteurs de nombreux virus et responsables d’épidémies 

d’infections à adénovirus [Li et al, 2018]. Les HAdV de types 3, 4 et 7 sont notamment 

connus pour être propagés par le biais de gouttelettes et pénètrent ainsi dans le système 

respiratoire [Sinclair et al, 2009]. Les lieux tels que les piscines ou les lacs forment un 
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terrain propice où les individus peuvent être exposés aux virus. De plus, les HAdV sont 

résistants à certains traitements de potabilisation, c’est le cas notamment avec le 

traitement aux UV ce qui peut s’expliquer par le fait que les adénovirus sont composés 

d’un double brin d’ADN [Gerba et al, 2002]. Il est donc essentiel de mettre au point des 

méthodes de détection plus efficaces dans le cadre de l’amélioration des techniques de 

traitement des eaux [Ryu, 2015].  

 

En raison de toutes ces caractéristiques, les HAdV pourraient potentiellement se 

révéler être de très bons indicateurs de pollution fécale et virale des eaux. En effet, les 

HAdV jouent déjà le rôle d’indicateurs de l’efficacité des traitements UV dans certains 

pays en raison de leur forte résistance à ces traitements [US EPA, 2006]. Sans pour autant 

remplacer entièrement les indicateurs bactériens, la détection et la quantification de la 

concentration d’HAdV permettraient de déterminer la qualité des eaux et d’adapter les 

traitements de potabilisation. Plusieurs études ont étudié l’existence d’un lien entre les 

indicateurs bactériens de pollution fécale et les HAdV [Ogorzaly et al, 2009 ; Wyer et al, 

2012 ; Verani et al, 2018].  Il s’est révélé que les HAdV suivent la même tendance de 

concentration que les indicateurs bactériens et peuvent être détectés en absence 

d’indicateurs bactériens en raison de leur persistance dans l’environnement. Verani et al 

(2018), ont évalué la possibilité d’utiliser les HAdV en tant qu’indice de contamination 

dans le cadre d’un modèle d’Evaluation Quantitative du Risque Microbien., Les auteurs 

n’ont pas obtenu de corrélation statistique entre la présence d’HAdV et la présence 

d’indicateurs bactériens, confirmant ainsi la nécessité de considérer les HAdV comme des 

indicateurs à part entière. Les auteurs ont cependant de nombreuses incertitudes 

concernant ce modèle en particulier à cause de la méthode de détection utilisée qui ne 

permet pas de faire la différence entre les virus infectieux et les virus non infectieux. 

 

 C] Méthodes de détection des virus 

 

De manière générale, les virus sont présents en relativement faibles quantités 

dans l’environnement. Pour éviter d’avoir à traiter des dizaines de litres d’échantillons, il 

est nécessaire de passer par une étape de concentration des échantillons. Cette dernière 

est cruciale dans la détection des virus [Haramoto et al, 2018]. De précédentes études ont 

donc utilisé des techniques basées sur l’adsorption et élution de virus, l’exclusion 

stérique ainsi que l’ultrafiltration pour la concentration de leurs échantillons. La difficulté 

de cette étape dépend du ou des virus ciblés, du type d’échantillon et de la technique 

utilisée, pouvant amener à des résultats très variables. 
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Pour la détection de virus, la technique la plus ancienne, qui reste encore utilisée 

à ce jour, est celle de la culture cellulaire. Cette technique possède cependant de 

nombreux inconvénients : elle demande du temps, du savoir-faire et de l’équipement 

adapté. Cependant cette technique a rapidement été remplacée par des techniques 

moléculaires : la PCR et la qPCR. Ces méthodes permettent un délai de détection 

beaucoup plus court (quelques heures pour la PCR contre plusieurs semaines pour la 

culture cellulaire), ainsi qu’une grande spécificité mais surtout, permettent de détecter 

des virus qui ne sont pas cultivables [Echavarria et al, 1998]. Cependant, la PCR est 

sensible à des substances inhibitrices comme les acides humiques, souvent concentrées 

en même temps que les virus et qui perturbent ainsi les techniques de détection 

[Haramoto et al, 2018]. Une autre technique de détection, permettant dans certains cas 

d’éviter l’étape de concentration, est la digital PCR (dPCR) qui permet de quantifier de 

manière directe les acides nucléiques d’un échantillon. Cette méthode consiste à 

fractionner un échantillon en réalisant en parallèle de multiples PCR sur une microplaque 

et offre une plus grande résistance aux inhibiteurs de PCR [Fraisse et al, 2017]. 

L’inconvénient majeur de toutes ces méthodes moléculaires est qu’elles ne peuvent pas 

différencier les virus infectieux des virus non infectieux. L’Integrated Cell Culture-PCR 

(ICC-PCR) a ainsi été développée, elle permet de détecter des virus infectieux de manière 

plus rapide que par la culture cellulaire classique [Ogorzaly et al, 2013a ; Ryu et al, 2015]. 

Enfin, d’autres techniques, plus récentes, basées sur le pyroséquençage sont par exemple 

utilisées lors d’épidémies, pour retrouver l’origine de la contamination ou encore 

d’identifier le sérotype du virus dans le cadre d’un diagnostic [Sarantis et al, 2004 ; 

Lamson et al, 2017].  

 

Enfin, une autre catégorie de méthode de détection des virus repose sur 

l’utilisation d’anticorps. Ainsi le Surface Plasmon Resonance Imaging (SPRi) permet 

l’observation de la liaison d’un ligand sur un récepteur, comme un anticorps par exemple, 

adsorbé sur une surface. Une étude a ainsi pu détecter des adénovirus de manière 

indirecte avec un dispositif sensible, réutilisable et rapide [Abadian et al, 2015]. D’autres 

techniques à base d’anticorps (ELISA, immunofluorescence, agglutination) permettent 

aussi une détection sensible mais ne sont utilisables que dans le cas où les sérotypes des 

virus sont caractérisés et les anticorps ont été produits. Ainsi, ces méthodes ne 

concernent en général que des échantillons cliniques qui contiennent donc un grand 

nombre de virus. 
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D’ici 2025, la moitié de la population mondiale vivra dans des zones avec un stress 

hydrique important [OMS, 2018]. Dans certaines zones géographiques comme l’Australie 

ou encore l’Inde, il devient critique de déterminer des moyens efficaces de traitement de 

l’eau où cette ressource vient à manquer rapidement. En particulier, la réutilisation des 

eaux usées à des fins d’irrigation est une perspective très étudiée aux vues des tendances 

actuelles en matière de consommation d’eau [Scott et al, 2004]. Dans ces conditions, la 

surveillance des virus infectieux dans l’eau devra se réaliser rapidement et de manière 

fiable [Sano et al, 2016]. A la lumière de la résistance de certains virus contre les 

traitements d’épuration et de potabilisation de l’eau, il paraît urgent de développer des 

techniques permettant de détecter les virus les plus résistants pour s’assurer de 

l’efficacité du traitement pour pouvoir prévenir des catastrophes sanitaires. Les 

nouvelles méthodes de détection de virus dans l’eau se doivent donc d’être efficaces et 

faciles d’utilisation dans le cadre d’évaluation de contamination sur le terrain ou encore 

dans le cadre de diagnostic chez les patients présentant les symptômes d’une infection 

virale. Pour ces raisons, des techniques récentes se sont tournées vers une alternative 

aux anticorps : les aptamères.  

 

II/ Les aptamères et leurs applications 

 

 A] Qu’est-ce qu’un aptamère ? 

 

 Introduits dans les années 1990, les aptamères sont de courtes séquences d’acides 

nucléiques qui sont capables de se lier à de nombreuses cibles : des ions métalliques à 

des cellules entières en passant par des composés chimiques et biologiques divers. Ces 

brins d’ARN ou d’ADN simple brin se lient de manière très spécifique et avec une grande 

affinité à leur cible en raison de leur structure 3D.  D’ailleurs, le terme d’aptamère 

provient des termes ‘’aptus’’ et ‘’meros’’ qui signifient respectivement, ‘adapté’ et ‘partie’. 

Dans la nature, les aptamères font partie intégrante des « riboswitches ». Ces derniers 

sont responsables de la modulation de l’expression de certains gènes chez les bactéries. 

Les domaines aptamères assurent la reconnaissance d’un ligand, provoquant l’activation 

du « switch » et ainsi, permettant l’expression du gène ou au contraire, diminuant 

l’expression du gène. De ce fait, de nombreuses applications utilisant le principe de ces 

domaines aptamères, sont basées sur leur capacité à reconnaître un ligand. 

 

La production des aptamères passe par une étape clé : la « Systematic Evolution of 

Ligands by Exponential Enrichment » (ou SELEX). Cette étape permet la sélection et 
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Figure 4: Représentation schématique de la technique SELEX (Systematic Evolution of Ligands 
by Exponential Enrichment) utilisée pour la sélection d’aptamères. 
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l’amplification d’aptamères pour une cible donnée (Figure 4). Pour ce faire, une banque 

d’oligonucléotides (des ARN ou des ADN simple brin) est mise en contact avec la cible : 

certaines séquences d’acides nucléiques vont reconnaître la cible et interagir avec elle, de 

manière plus ou moins forte. Les oligonucléotides non fixés vont être élués et ceux qui 

ont reconnu la cible vont être amplifiés par PCR puis à nouveau mis en contact avec la 

cible. Ce cycle est ainsi répété jusqu’à l’obtention d’oligonucléotides possédant une 

affinité et une spécificité élevée envers la cible. Les apatmères obtenus sont ensuite 

clonés et séquencés. De nombreuses variations de la méthode SELEX existent (plus d’une 

trentaine). Elles permettent de réduire considérablement le temps nécessaire à 

l’obtention d’aptamères, ou encore de générer des aptamères portant de nouvelles 

fonctions ou autres modifications [Bayat et al, 2018]. Certaines méthodes promettent 

même de réaliser cette étape in silico, prédisant ainsi la structure des aptamères avant 

leur production [Wang et al, 2019].  

 

Les aptamères ont pendant longtemps été éclipsés par les anticorps. Ces deux 

types de molécules sont très proches dans leurs fonctionnements et ce sont les anticorps 

qui, historiquement, ce sont imposés comme la référence pour la reconnaissance 

spécifique de molécules. L’utilisation des aptamères est donc moins répandue que celle 

des anticorps mais les récents progrès dans la production et l’efficacité des aptamères en 

font d’excellents remplaçants des anticorps. Les aptamères ont ainsi un réel potentiel 

dans le milieu biomédical pour la détection de pathogènes, le diagnostic mais aussi dans 

le traitement de nombreuses maladies [Wang et al, 2019]. 

 

 B] Méthodes actuelles utilisant les aptamères 

 

 Même si les anticorps sont largement préférés aux aptamères, ces derniers 

possèdent cependant plusieurs avantages qui leur permettent de dépasser les anticorps 

dans certains domaines [Song et al, 2012]. Tout d’abord, la production d’aptamères ne se 

fait pas par l’intermédiaire d’animaux, contrairement à celle des anticorps. Elle est ainsi 

plus rapide et donne des aptamères dont la qualité est constante. En effet, une fois 

sélectionné, l’aptamère peut être produit en grande quantité et peut être modifié par 

réactions chimiques dans le but de lui apporter de nouvelles fonctionnalités ou 

propriétés. Ces modifications ont pour objectif, par exemple, d’apporter à l’aptamère une 

plus grande stabilité ou encore une plus grande résistance à l’action des nucléases 

[Röthlisberger et al, 2018]. De plus, les aptamères sont capables de reconnaître une plus 

grande variété de cibles, notamment des cibles non reconnues par les anticorps tels que 
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les ions ou de petites molécules. Enfin, une plus faible immunogénicité des aptamères 

leur ouvre les portes d’une utilisation dans le domaine thérapeutique, en particulier dans 

le traitement de cancers, où les aptamères sont couplés à l’utilisation de virus [Jing et al, 

2016]. Les aptamères sont même désormais envisagés pour tester l’efficacité des vaccins 

à la place des anticorps, puisque moins chers à produire et plus facile à stocker [Trausch 

et al, 2017]. Cependant, d’autres études sont nécessaires pour déterminer l’efficacité et 

la sureté des aptamères en thérapeutique. 

 

Outre leur application dans le domaine thérapeutique, les aptamères ont aussi de 

nombreux usages dans le diagnostic. En effet, de nombreuses techniques ont été mises au 

point pour la détection d’infections, de pathogènes, et de toutes sortes de substances 

[Hmila et al, 2017 ; Park, 2018]. Ces méthodes de diagnostic se veulent plus rapides, plus 

simples et plus efficaces que les tests basés sur l’utilisation d’anticorps. Grâce aux 

caractéristiques des aptamères, certains dispositifs de détection peuvent être réutilisés 

et offrent des possibilités nouvelles que les anticorps ne peuvent apporter.  Labib et al, 

(2012) ont ainsi mis au point une technique utilisant un aptamère très sélectif intégré à 

un senseur impédimétrique, permettant de différencier les virus infectieux des virus non-

infectieux. D’autres auteurs ont conçu des méthodes accessibles sur le lieu de soin (sur le 

terrain), pour un diagnostic presque immédiat [Fraser et al, 2018 ; Lavania et al, 2018]. 

En particulier, Fraser et al (2018) ont mis au point un dispositif de détection pour la 

malaria qui ne demande qu’une goutte de sang et la caméra d’un smartphone pour 

l’analyse des résultats.  

 

Différents tests et biosenseurs à base d’aptamères ont récemment vu le jour, ils 

sont classés selon leur méthode de transduction du signal [Majdinasab et al, 2018]. On 

retrouve d’une part les tests optiques et de l’autre les biosenseurs électrochimiques. Les 

tests optiques sont les plus répandus : ils reposent sur la transformation d’un signal 

provenant d’un phénomène chimique ou physique en un signal lumineux. Il existe 5 

classes de tests optiques. Enfin, les biosenseurs électrochimiques détectent les variations 

électriques à la surface d’une électrode. Les aptamères sont fixés à la surface de cette 

électrode et toute interaction avec un ligand aura un effet sur le courant électrique 

parcourant l’électrode. Ces biosenseurs sont très efficaces et se prêtent très bien à 

l’utilisation sur le terrain puisqu’ils nécessitent peu de réactifs [Majdinasab et al, 2018]. 
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 C] Quel avenir pour les aptamères ? 

 

 Comparés aux anticorps, les aptamères sont une technologie relativement récente. 

A ce jour, il existe très peu d’applications commerciales de tests utilisant les aptamères. 

La plupart des industriels s’étant focalisés sur les anticorps, qui ont représenté un 

investissement financier important. De plus, les aptamères produits à l’heure actuelle 

n’ont pas encore atteint leur plein potentiel, ils restent de taille assez limitée comparés 

aux aptamères que l’on retrouve dans la nature [Mukhopadhyay, 2005]. Surtout, les 

chercheurs se sont longtemps concentrés sur la détection de molécules qui ne 

présentaient pas d’intérêt commercial ou clinique [Baird, 2010]. Les aptamères offrent 

cependant un nombre de possibilités conséquent notamment dans la détection de petites 

molécules, qui restent jusque-là inaccessibles aux anticorps. C’est le cas notamment des 

toxines qui doivent être modifiées avant d’être injectées chez l’animal dans le but de 

produire les anticorps ce qui peut laisser douter de l’efficacité réelle des anticorps ainsi 

produits. Enfin, les aptamères sont aussi envisagés non plus comme moyens de détection 

mais comme moyens d’action. En effet, ils pourraient être utilisés pour neutraliser des 

virus pathogènes ou encore pour éliminer des bactéries multi-résistantes aux 

antibiotiques [Bruno, 2015]. 

 

Le développement de techniques de détection dites « point of care » représente 

une opportunité intéressante pour les aptamères dont les caractéristiques permettent 

leur utilisation, là où les anticorps ne sont pas ou peu utilisables. Ces « point of care » sont 

des tests permettant de déterminer les actions à entreprendre dans un contexte sanitaire. 

Ces tests se doivent de fournir des résultats dans les 24h après le début du test. Pour cette 

raison, les tests colorimétriques sont très appréciés pour leurs résultats parfois visibles 

à l’œil nu. La présente étude s’est focalisée sur une technique proche de l’ELISA : 

l’Enzyme-Linked Aptamer Sorbent Assay (ELASA). Cette dernière repose sur l’utilisation 

d’aptamères sur lesquels peuvent venir se fixer une enzyme capable de transformer un 

substrat en produit coloré. Le principe de ce genre de technique est très répandu dans 

des dispositifs de tests immuno-chromatographique (ou Lateral Flow Immunoassay) 

sous forme de bandelettes. 
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III/ Le contexte du stage  

 

 A] LIST  

 

 Mon stage s’est déroulé au LIST (Luxembourg Institute of Science and Technology) 

au sein du département ERIN (Environmental Research and Innovation) où j’ai intégré 

l’équipe de Microbiologie Environnementale et Biotechnologie, dirigée par Henry-Michel 

CAUCHIE. Pendant cette période j’ai été encadré par Leslie OGORZALY. Le LIST a pour 

objectif d’apporter des solutions innovantes à des besoins clés d’entreprises 

luxembourgeoises et européennes en tant qu’organisme de recherche et de technologie 

(RTO). Le LIST fait le lien entre la recherche et la société dans son ensemble et est actif 

dans les domaines des matériaux, de l’environnement et des technologies de 

l’information. Le LIST comporte trois départements :  

 

- ERIN (Environment Research and Innovation) 

- MRT (Materials Research and Technology) 

- ITIS (IT for Innovative Services) 

 

Le LIST est composé de plus de 600 collaborateurs de 40 nationalités différentes. 

Plus de 75% d’entre eux sont des chercheurs et des spécialistes de l’innovation. Le 

département ERIN est quant à lui composé de 180 scientifiques et ingénieurs et a pour 

domaines principaux : les biotechnologies environnementales et industrielles, la gestion 

des ressources en eau, la quantification des impacts des activités de production et 

consommation humaines sur l’environnement et les ressources naturelles.  

 

 B] Les objectifs du stage  

 

L’objectif majeur de ce stage était de valider une nouvelle méthode de détection des 

adénovirus humains. Cette méthode est basée sur un test de type ELISA utilisant des 

aptamères à la place des anticorps. La validation de cette méthode s’est déroulée à travers 

de nombreux tests permettant d’évaluer les caractéristiques des aptamères sélectionnés 

précédemment par l’équipe de recherche. Ces derniers ont donc été testés pour leur 

capacité de liaison, leur affinité, leur sensibilité ainsi que leur spécificité aux adénovirus 

humains. Le but ici était donc non seulement de reproduire les expériences déjà réalisées 

qui ont donné lieu au dépôt d’un brevet mais aussi d’explorer certaines hypothèses 

concernant l’amélioration et l’optimisation de la technique. 
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I/ Culture cellulaire - lignées cellulaires A549 et 293A: 
 

A) Entretien des lignées cellulaires 

 

La culture de lignées cellulaires a été réalisée dans le but de produire des stocks 

d’adénovirus de type 2 à partir de cellules sensibles aux adénovirus. Deux lignées 

cellulaires ont été utilisées lors de cette étude. La première, la lignée HEK 293A (ATCC® 

CRL-1573TM) a été établie à partir de cellules embryonnaires de rein humain, cette lignée 

cellulaire est particulièrement utilisée pour sa capacité à produire des HAdV. La seconde 

est la lignée cellulaire A549 (ATCC® CCL-185TM), qui provient de cellules cancéreuses du 

poumon. Cette lignée convient aussi à la production d’HAdV. Si deux lignées cellulaires 

distinctes ont été utilisées lors de cette étude, le protocole de culture cellulaire est 

identique dans les deux cas, seuls les milieux de culture diffèrent.  Le milieu de croissance 

utilisé pour la lignée cellulaire 293A est composé de : 

- DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium supplémenté avec du Glutamax (2 

mM) et du glucose (4,5 g/L), Life Technologies 

- Sérum de veau fœtal (Invitrogen) pour une concentration finale de 5% 

- Acides aminés non essentiels en concentration finale 1%. 

Le milieu de croissance utilisé pour la lignée cellulaire A549 est composé de :  

- Eagle’s MEM (Sigma)  

- Sérum de veau fœtal inactivé à la chaleur pour une concentration finale de 10% 

- L-glutamine (200 mM) en concentration finale de 1%. 

Les cellules conservées à -80°C sont rapidement décongelées et introduites dans une 

flasque T75cm3 contenant 20 mL de milieu de culture. Les flasques sont incubées à 37°C 

dans une atmosphère humide avec 5% de CO2. Les cellules vont alors subir plusieurs 

« passages » qui consistent à typsiner les cellules pour les décoller du support et pouvoir 

les diluer dans un milieu frais. Cette étape est répétée au moins trois fois avant de passer 

à l’infection des cellules par les virus. Ces passages permettent le maintien de la lignée 

cellulaire. Un passage se déroule comme suit : une fois les cellules à confluence (c’est-à-

dire formant un tapis cellulaire) le milieu contenu dans la flasque est retiré et le tapis 

cellulaire est ensuite lavé à l’aide de 10 mL de PBS. On introduit alors la trypsine (2 mL 

pour les flasques T75 et 5 mL pour les flasques T175), que l’on va laisser agir pendant 5 

minutes à 37°C, celle-ci va dégrader la matrice extracellulaire et permettre le 
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décrochement les cellules entre elles et du support. Du milieu frais est ajouté, inhibant 

ainsi la trypsine grâce aux inhibiteurs de protéases contenus dans le FBS. Les cellules sont 

comptées à l’aide d’un compteur automatique de cellules portatif (ScepterTM 2.0), 

permettant de calculer le volume de cellules fraîchement trypsinées à transférer en 

quantité suffisante dans une nouvelle flasque. Ainsi, 1,5 ×106 et 3,75 ×105 cellules 293A 

et A549, respectivement, sont introduites dans une flasque T75, contenant 20 mL de 

milieu frais. La flasque est à nouveau incubée à 37°C pendant 3 à 4 jours.  

 

B) Infection des cellules et récolte des adénovirus humains de type 2 : 
 

Les tapis cellulaires sont infectés avec environ 1 × 106 NPPUC/mL d’adénovirus 

humain de type 2 (ATCC® VR-846TM). Les flasques sont ensuite incubées à 37°C pendant 

7 à 11 jours. Les premiers effets cytopathogènes du HAdV-2 sont visibles après 4 jours, 

les cellules s’arrondissent et finissent par perdre leur adhérence au milieu. Après 7 jours, 

l’infection est complète, la quasi-totalité des cellules se sont détachées du support. Les 

flasques vont alors subir trois cycle de congélation / décongélation, permettant de libérer 

les virus contenus dans les cellules. Le milieu de culture est récupéré et centrifugé à 1 200 

rpm pendant 10 minutes. Le surnageant est collecté et placé à 4°C. La production d’un 

témoin a également été effectuée, les cellules sont cultivées dans les mêmes conditions 

que décrit précédemment mais n’ont pas été infectées avec le virus. Le surnageant est 

également collecté et constitue le témoin négatif. Ce témoin négatif est donc composé de 

milieu de culture et de débris cellulaires et est dépourvu de virus. 

 

C) Purification des HAdV-2 : 
 

Deux techniques de purification ont été employées dans le but d’éliminer au 

maximum la présence de composés du milieu et de débris cellulaires pouvant interférer 

avec les tests réalisés par la suite.. 

Tout d’abord, la première technique mise en place repose sur l’utilisation d’un 

gradient de chlorure de césium. Pour préparer ce gradient, 30,2 mL de solution d’HAdV 

sont mélangés à 15,42 g de chlorure de césium dans un tube Falcon pour obtenir une 

densité théorique de 1,34. Un second tube est produit pour l’ échantillon témoin. Les 

préparations sont ensuite réparties dans des tubes spécifiques pour pouvoir procéder à 
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l’ultracentrifugation (30 000 rpm pendant 22 h à 4°C avec accélération maximale et 

freinage lent). Deux bandes sont alors visibles : la première en partant du haut contient 

les capsides virales vides, la seconde contient les virus entiers. A l’aide d’une seringue et 

d’une aiguille, la seconde bande est collectée. Ces bandes sont absentes dans le tube 

témoin, mais un prélèvement est réalisé à la même hauteur que la bande prélevée 

précédemment. Les prélèvements sont ensuite dialysés dans du PBS afin de se 

débarrasser de toute trace de chlorure de césium.  

 

En parallèle, un kit de purification a aussi été utilisé (VirabindTM Adenovirus 

Miniprep Kit). Ce kit se compose de colonnes de filtration permettant dans un premier 

temps de fixer le virus au support filtrant grâce aux propriétés de la capside virale des 

adénovirus puis d’éluer le virus dans un second temps via une solution prévue à cet effet.  

 

D) Quantification des HAdV-2 : 
 

L’objectif de cette technique est de déterminer la concentration en virus des stocks 

de virus produits. Pour ce faire, des microplaques de 96 puits sont préparées en inoculant 

200 µL de 3,3 × 104 cellules/mL. Des dilutions des stocks viraux ont ensuite été réalisées 

et appliquées dans les puits. Chaque dilution de virus est répartie sur 40 puits. La 

détermination de la concentration repose sur l’utilisation de la méthode du Nombre le 

Plus Probable (NPP). Après 7 à 15 jours d’incubation, les puits positifs (présentant des 

effets cytopathogénes) sont dénombrés au microscope. La concentration de virus est 

déduite à partir des dilutions dont le nombre de puits positifs est différent de 0 et 40. 

 

II/ Aptamères  
 

A) Production des aptamères 
 

Préalablement à cette étude, plus de 80 aptamères ont été sélectionnés par la 

méthode de SELEX. Cette dernière a été réalisée à l’aide de billes magnétiques sur 

lesquels ont été fixés des anticorps anti-HAdV. Un pool de séquences d’ADN simple brin 

a ensuite été mis en contact avec les billes magnétiques. Des aptamères produits après 9, 

10 et 11 cycles de SELEX ont été séquencés.  



  

Surface 

Aptamère 

Virus 

Biotine 

Streptavidine 

Enzyme 
(HRP) 

Figure 5: Représentation schématique de la technique de l’ELASA (Enzyme Linked 
Aptamer Sorbent Assay).  
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B) Structures et séquences  
 

Une analyse de motifs et de structures secondaires a permis de sélectionner 40 

aptamères pouvant potentiellement efficaces dans la reconnaissance des HAdV-2. 

Chaque aptamère est composé d’une séquence de nucléotides variable, encadrée par 2 

séquences constantes correspondant aux amorces de PCR (une amorce sens et une 

amorce anti-sens)). Dans l’objectif de réaliser un ELASA, une molécule de biotine a été 

ajoutée du coté 5’ ou 3’, suivant la structure secondaire de l’aptamère, de manière à ne 

pas gêner une potentielle zone de reconnaissance des virus sur l’aptamère.  

 

III/ Enzyme Linked Aptamer Sorbent Assay (ELASA): 
 

A) Principe 
 

Cette technique permet de qualifier et de quantifier la reconnaissance d’un ligand 

par son aptamère. C’est une méthode dérivée de l’ELISA qui repose sur l’utilisation d’un 

aptamère à la place d’un anticorps. A partir de cette technique, on peut obtenir de 

nombreux renseignements sur l’aptamère testé. On peut ainsi calculer des constantes de 

dissociation, tester la spécificité de l’aptamère, ou encore sa sensibilité. Le principe de 

l’ELASA reste le même, quel que soit l’objectif en vue. En effet, l’ELASA repose sur 

l’utilisation d’un aptamère biotinylé et d’une protéine (la streptavidine) ayant une forte 

affinité pour la biotine. Cette protéine est associée à une enzyme (la peroxydase de raifort 

ou HRP) produisant un produit coloré. La Figure 5 présente le schéma de la technique. 

 

B) Protocole général 
 

Tout d’abord, la microplaque est recouverte de l’antigène (ici d’adénovirus 

humains de type 2). Pour ce faire, 100 µL de suspension virale, à la concentration choisie, 

sont introduits dans chaque puits. Les dilutions du virus se font avec du tampon de 

« coating » (50 mM carbonate de sodium et 50 mM bicarbonate de sodium, pH 9,4). La 

microplaque est incubée pendant 1 heure à 37°C pour permettre aux virus de se fixer au 

fond des puits. La suspension virale est ensuite retirée et la plaque est lavée 5 fois à l’aide 
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de PBS (Gibco). La plaque est ensuite remplie de 300 µL de solution de BSA (Sigma-

Aldrich) à 3% (dilué dans du PBS) et est laissée toute la nuit à 4°C. Cette étape permet la 

saturation des puits pour empêcher plus tard, la fixation d’autres molécules sur les parois 

des puits qui mènerait à des faux positifs. La plaque est à nouveau lavée 5 fois à l’aide de 

PBS. Ensuite, 100 µL de l’aptamère sont ajoutés, ce dernier va reconnaitre la cible et s’y 

fixer. Les aptamères sont dilués dans du tampon de sélection (3 mM MgCl2, 20 mM NaCl 

dans du PBS + 0,05% Tween 20), nécessaire au maintien du pH et de la force ionique. Les 

aptamères ont, au préalable, été chauffés à 95°C pendant 10 minutes puis incubés à 

température ambiante pendant 30 minutes, leur permettant ainsi de prendre leur 

conformation tridimentionnelle. La plaque est incubée pendant 1 heure à température 

ambiante avec une légère agitation (100 rpm). Les 100 µL sont retirés et la plaque est 

lavée 2 fois à l’aide de PBS + Tween (0,05%) et 2 fois avec une solution de BSA 1%. Cent 

microlitres de streptavidine-HRP (ThermoFisher) sont ajoutés dans chaque puits et la 

plaque est incubée pendant 30 minutes sous légère agitation (100 rpm), à température 

ambiante. La plaque est maintenue dans l’obscurité, la HRP étant sensible à la lumière. 

Les 100 µL sont retirés, la plaque à nouveau lavée avec du PBS puis 100 µL de 

Tétraméthylbenzidine (TMB, ThermoFisher) sont ajoutés. Le TMB est le substrat de la 

HRP. Le produit de la réaction est de couleur bleue. La plaque est à nouveau incubée sous 

légère agitation, dans l’obscurité, pendant 30 minutes. Ensuite, 50 µL d’acide sulfurique 

2 M sont introduits dans chaque puits. L’introduction d’H2SO4 a pour effet de stopper la 

réaction enzymatique et change également la couleur bleue du produit obtenu en couleur 

jaune. La microplaque est ensuite lue grâce à un lecteur de microplaque Spark à une 

longueur d’onde de 450 nm. 

 

C) Conditions des tests effectués 

 

Une série de tests basés sur le principe de l’ELASA a été réalisée dans le cadre de 

cette étude. Ces tests avaient pour but de caractériser la liaison des aptamères aux virus, 

de déterminer la limite de détection de l’ELASA et enfin d’améliorer la sensibilité du test 

notamment par l’utilisation de différents systèmes de purification des virus, ou encore en 

utilisant un aptamère modifié avec une molécule fluorescente (6-FAM) permettant de 

produire un signal différent de l’ELASA présenté précédemment. Les conditions des tests 

sont résumées dans le Tableau 2. 



 

 

 

 

  

Tableau 2: Conditions expérimentales utilisées pour les différents tests ELASA réalisés lors 
de cette étude 
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D) Traitement des données 
 

Sur chaque test ELASA réalisé, des puits ne contenant pas de virus ni d’aptamère 

ont été disposer sur les microplaques. La valeur moyenne de ces puits représente la 

valeur du bruit de fond de la technique. Cette valeur est par la suite soustraite aux valeurs 

obtenues dans les autres puits. De la même manière, la moyenne des valeurs obtenues 

avec le témoin (surnageant de culture cellulaire sans virus) a été soustraite aux valeurs 

obtenues avec le virus. Ceci permet de représenter la valeur réelle du signal observé. Des 

moyennes et des déviations standards ont été calculées et des tests statistiques, sur la 

base d’un test ANOVA à un facteur, ont été réalisés à partir de ces résultats pour chaque 

ELASA.  

Lors de l’étude des constantes de dissociation, les courbes d’affinité ont été tracées 

à partir des résultats à l’aide du logiciel SigmaPlot. Ce logiciel permet de lisser la courbe 

et ainsi, d’obtenir des valeurs de constante d’affinité pour chaque aptamère. L’équation 

de la courbe d’affinité est : 𝑦 =
𝐵𝑚𝑎𝑥 × 𝑥

𝐾𝑑 + 𝑥
  avec Bmax la capacité maximale de liaison, Kd la 

constante de dissociation et x la valeur de l’absorbance. Chaque point sur la courbe 

correspond à la moyenne de 3 réplicats. 

 



 

  



 
 

  

Résultats 
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I/ Caractérisation des aptamères et du témoin négatif 

 

A) Caractérisation des aptamères candidats 

 

Un ELASA direct a été réalisé avec les 40 aptamères sélectionnés. L’objectif de cette 

expérience était d’évaluer la capacité de liaison au virus de chaque aptamère candidat. Cela 

permettrait par la suite de sélectionner ceux produisant le signal le plus fort pour procéder 

à des tests plus approfondis. La Figure 6 présente les résultats, chaque valeur correspond à 

la moyenne de 3 réplicats. Les aptamères ont été testés contre deux cibles : le virus HAdV-2 

et le témoin négatif, purifiés à l’aide de la méthode du chlorure de césium, provenant tous 

deux de la lignée cellulaire HEK-293A (désignés par CC293A). Le contenu exact du témoin 

reste méconnu, cependant, des tests ont été effectués pour s’assurer de la spécificité des 

aptamères pour le virus et non pour un des constituant du milieu de culture.  

 

Il est important de noter qu’un signal est observé avec le témoin. Ce signal est plus 

important que le signal du bruit de fond et correspond à une reconnaissance, spécifique ou 

non, par l’aptamère d’un composé du témoin. De ces 40 aptamères, seuls trois ont montré 

une sensibilité plus importante pour le virus que les autres : ce sont les aptamères 10, 18 et 

20. L’aptamère 10 est celui qui obtient le signal le plus fort avec une DO de 2 avec le virus.  

Même si les aptamères ont tous été sélectionnés lors de l’étape de SELEX contre l’HAdV-2, 

certains semblent montrer une affinité plus importante que d’autres. C’est le cas notamment 

avec l’aptamère 10, qui présente un signal près de 15 fois supérieur à l’aptamère 20. La 

plupart des autres aptamères produisent un signal très faible, surtout une fois comparé au 

témoin. Ces derniers représentent peu d’intérêt dans la poursuite des tests de cette étude. 

Ainsi, seuls les meilleurs candidats lors de cette étape ont été conservés pour les tests 

suivants, c’est-à-dire les aptamères 10, 18 et 20.  

 

B) Caractérisation du témoin négatif 
 

Lors de la caractérisation des aptamères par la méthode de l’ELASA, un signal a pu être 

observé lors du contact du témoin négatif et des différents aptamères. Ainsi, les aptamères 

semblent reconnaitre et se fixer à un composant du témoin, produisant un signal, qui reste 

cependant plus faible que celui obtenu lors du contact avec le virus. De ce fait, lors de cette 
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Figure 7: Impact de la méthode de purification et de la lignée cellulaire utilisée pour la production de 
virus sur la fixation de l’aptamère 10 au virus HAdV-2 et au témoin négatif. Les expériences ont été 
réalisées en triplicats. (A) Résultats obtenus avec le virus ainsi que le témoin négatif, (B) Résultats obtenus 
avec le virus dont la valeur des témoins négatifs respectifs a été soustraite. CC : chlorure de cesium, SpC : spin 
colonne 
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étude, une attention particulière a été placée dans la recherche de la raison de l’obtention de 

ce signal avec le témoin.  

 

Ce signal pourrait provenir de la reconnaissance d’un fragment cellulaire ou encore d’un 

composé du milieu qui n’auraient pas été éliminés lors de la purification du stock d’HAdV. 

C’est sur cette hypothèse qu’en premier lieu, plusieurs techniques de purification du virus 

ont été déployées afin de réduire voire de supprimer la présence du composant reconnu 

dans le témoin. L’ensemble des stocks produits ont donc été testés afin de déterminer si une 

technique purification est plus efficace pour éliminer le signal obtenu avec le témoin.  La 

Figure 7 présente les résultats obtenus. Il est important de noter qu’ici, l’aptamère utilisé en 

tant que molécule signal est l’aptamère 10 modifié avec une molécule fluorescente : 6-FAM. 

L’objectif de cette technique était de déterminer si une méthode de purification permettait 

de réduire le signal du témoin négatif et si la fluorescence permettait une meilleure 

sensibilité de la méthode.  

 

La purification à l’aide des colonnes de centrifugation semble fonctionner correctement. En 

effet, la quantification des stocks obtenus avec les deux techniques de purification donne des 

titres en virus sensiblement proches (données les valeurs) entre ce qui indique un taux de 

perte faible. Cependant, la technique ne permet pas de supprimer le signal du témoin. Au 

contraire, le signal du témoin est beaucoup plus fort avec cette méthode (environ le double 

du signal obtenu par la méthode du chlorure de césium). Néanmoins, cette augmentation du 

signal du témoin est compensée par une même augmentation du signal avec le virus. Ainsi, 

une fois le signal du témoin soustrait au signal du virus, on obtient des résultats très 

similaires entre les deux méthodes de purification (Figure 7B). En effet, pour une même 

lignée cellulaire, les résultats ne sont pas significativement différents entre les deux 

méthodes de purification (nom du test à ajouter, p>0,05).  

 

La technique la plus efficace pour réduire le signal lié au témoin semble être celle de la 

purification à l’aide du chlorure de césium sur la lignée cellulaire A549, c’est dans ces 

conditions que le signal du témoin est le plus faible et le signal du virus est le plus fort. En 

effet, la valeur obtenue en fluorescence avec le virus pour CCA549 représente de manière 

significative (p value supérieure à 0,05) le double de cette obtenue pour CC293A (5461 pour 

CCA549 contre 2569 pour CC293A).  

 



  

Figure 8: Fixation de l’ aptamère 10 aux composants des milieux de culture cellulaire. Les 
expériences ont été réalisées en triplicats.  
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Figure 9: Courbes de dissociation des aptamères 10 (A), 18 (B) et 20(C) avec le virus HAdV-2 
purifié (CsCl). Les expériences ont été réalisées en triplicats. Kd : constante de dissociation. 
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Dans un effort de déterminer quel composant du témoin est reconnu par les aptamères, le 

témoin négatif a été décomposé dans les limites des composants connus présents dans le 

témoin. Ainsi, ont été mis en contact direct avec l’aptamère 10 : DMEM, Eagle’s MEM, et FBS 

(ThermoFisher). Les résultats sont présentés dans la Figure 8. Il est clairement visible sur la 

Figure 8 que le FBS est le responsable du signal obtenu avec le témoin négatif, avec une 

valeur de DO d’environ 0,65 dans le cas du FBS non dilué. 

 

II/ Constantes de dissociation : 
 

Les trois aptamères présentant des résultats intéressants ont été testés pour déterminer 

leur affinité aux HadV-2. Pour ce faire, les aptamères 10, 18 et 20 ont été mis en contact avec 

une concentration fixe de virus dans une microplaque de 96 puits.  

 

Malgré le potentiel intéressant des aptamères 10, 18 et 20, seuls les résultats de l’aptamère 

10 ont permis d’obtenir une courbe d’affinité et des valeurs de constante d’affinité (Kd) 

satisfaisantes. La Figure 9 présente les courbes d’affinité obtenues. Il est clair sur les Figures 

9B et 9C que les aptamères, respectivement 18 et 20, ne se lient pas au virus avec une grande 

affinité. Leurs valeurs de Kd ne peuvent pas être prises en compte dû à une très grande 

variabilité des valeurs. Les résultats obtenus ne permettent pas de tracer une courbe 

d’affinité fiable. L’aptamère 10 quant à lui, semble posséder une grande affinité pour le 

virus : la valeur de Kd obtenue est de 22 nM (+/- 4 nM). Cette valeur de Kd confirme bien la 

capacité de l’aptamère 10 à se fixer au virus.  

 

III/ Sensibilité de détection : 
 

A) ELASA 

 

L’aptamère 10 a été testé de manière plus approfondie pour notamment pouvoir 

déterminer la limite de détection du test ELASA. La Figure 10 présente les résultats obtenus 

lors d’unesérie de dilutions de virus, chaque valeur correspond à la moyenne de 3 réplicats. 

Dans le cadre de cet ELASA, la limite de détection se situe autour de 1,38 × 106 NPPUC/mL 

pour une DO d’environ 0,02. En dessous de 1,38 × 106NPPUC/mL, le signal produit par 

l’aptamère 10 devient trop faible et n’est plus détectable en utilisant cette méthode d’ELASA 



 

  

Figure 10: Sensibilité de la méthode d’ ELASA directe utilisant l’aptamère 10 pour la 
détection de l’HAdV-2. Les expériences ont été réalisées en triplicats. 
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direct. Une DO de 0,02 semble être le minimum de signal pour pouvoir différencier un signal 

positif d’un signal négatif. Cette valeur obtenue lors de ce test, résulte d’un calcul permettant 

de retirer le signal du bruit de fond ainsi que le signal du témoin. La valeur brute de DO du 

signal pour le virus à 1,38x106 NPPUC/mL est de 0,16 ce qui est une valeur supérieure au 

bruit de fond qui est de 0,11 (données non présentées).  

 

Dans l’objectif d’abaisser la limite de détection et d’augmenter la sensibilité de la 

technique, un ELASA sandwich a été réalisé. Pour ce faire, une paire aptamère-anticorps et 

une paire d’aptamères ont été testées. Un anticorps anti-HAdV  dirigé contre l’hexon de la 

capside virale ainsi que l’aptamère 10 ont été utilisés comme molécules capture 

reconnaissant le virus HAdV-2. La molécule de détection est restée l’aptamère 10 dans les 

deux cas. Les résultats obtenus ont montré une grande variabilité (données non présentées). 

Dans l’ensemble, les deux ELASA sandwich présentaient un signal faible et très variables. 

Cette technique n’a donc pas permis d’apporter une plus grande sensibilité au test.  En effet, 

les différents tests réalisés avec l’ELASA sandwich n’ont pas permis d’abaisser la limite de 

détection, et d’une manière globale, n’ont pas permis non plus de reproduire les résultats 

obtenus par ELASA direct. Ces résultats peuvent s’expliquer en partie par l’utilisation de 

microplaques ne possédant pas de système permettant l’orientation des molécules allant se 

déposer au fond des puits, le revêtement des puits se faisant alors de manière aléatoire. 

 

Par ailleurs, une autre condition pour la technique ELASA a été testée. Des mélanges 

d’aptamères ont été effectués à partir des trois aptamères intéressants : les aptamères 10, 

18 et 20. Les conditions du test sont identiques aux conditions du test ELASA sur les 40 

aptamères candidats. Les résultats sont présentés dans la Figure 11. D’une manière générale, 

aucune des combinaisons d’aptamères ne permet d’améliorer le signal obtenu. Par exemple, 

le mélange aptamère 10 et 18 présente un signal deux fois plus petit que le signal obtenu par 

l’aptamère 10 seul (DO=0,50 pour mélange aptamères 10+18 contre DO=1.05 pour 

aptamère 10 seul). 

 

B) Virus infectieux 
 

Par ailleurs, l’aptamère 10 a aussi été évalué pour sa capacité à différencier les virus 

infectieux des virus non infectieux. Les HAdV-2 ont subis deux traitements thermiques : un 

traitement de 10 minutes à 96°C et un autre de 56°C pendant 30 minutes. Ces deux 



 

 

 

  

Figure 12: Impact de différents traitements thermiques (56°C - 30 min,  ou 95°C - 5 min) sur la 
détection de l’HAdV-2 par l’aptamère 10. Les expériences ont été réalisées en triplicats. 
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Figure 13: Fixation de l’aptamère 10 sur différents virus (HAdV-2, HAdV-41, 
CAdV-1, FAdV-1, OAdV-5, Sab-1, ΦX174, Qβ, MS2). Les expériences ont été réalisées 
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traitements inactivent les virus et dans le cas du traitement à 96°C, est capable de rompre 

l’intégrité de la capside virale.  

On peut voir sur la Figure 12 que l’aptamère 10 produit un signal similaire dans les trois cas. 

On obtient ainsi une DO de 1,4 pour le traitement à 56°C, 1,7 pour le traitement à 96°C et 1,5 

en absence de traitement thermique. Ces résultats ne sont pas significativement différents 

(p>0,05). 

 

C) Spécificité 

 

En plus de sa capacité à se lier aux HAdV-2, l’aptamère 10 a aussi été testé pour sa 

capacité à reconnaitre d’autres HAdV mais pas d’autres virus. L’objectif de ce test est de 

vérifier que l’aptamère 10 est spécifique des HAdV. De ce fait, un ELASA direct a été réalisé 

en mettant en contact l’aptamère 10 avec des adénovirus animaux : adénovirus canin de type 

1 (CAV-1), adénovirus aviaire de type 1 (FAV-1) et adénovirus ovin type 5 (OAV-5) ainsi que 

d’autres virus tels que adénovirus humain type 41, poliovirus Sab1 et des bactériophages 

(ΦX174, Qβ, MS2).  

L’ensemble des résultats est présenté dans la Figure 13. Un fort signal peut être observé pour 

les adénovirus animaux (DO entre 1,8 et 2,2). En revanche, un signal beaucoup plus faible est 

obtenu avec l’HAdV-2 non purifié ainsi qu’avec les HAdV-41. Un signal relativement élevé est 

aussi obtenu avec les bactériophages. Le signal obtenu avec le poliovirus est de l’ordre de 

celui obtenu avec le témoin purifié (DO de 0,1 pour le témoin et de 0,2 pour le poliovirus 

contre 1,3 pour HAdV-2 purifié). 
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Le développement de méthodes de détection de pathogènes est actuellement un 

enjeu majeur dans le cadre de l’évaluation des risques sanitaires liés à l’utilisation de 

l’eau. La crise climatique et les techniques de productions alimentaires intensives, 

notamment, appliquent une pression de plus en plus importante sur la consommation et 

sur le contrôle de l’eau. Ainsi, les systèmes de traitement des eaux usées et des eaux de 

boisson se doivent de se doter de méthodes performantes et rapides dans la détection de 

nombreux pathogènes tels que les bactéries et les virus. L’objectif de la présente étude 

était de caractériser une série d’aptamères sélectionnés contre l’adénovirus humain 

sérotype 2 pour leurs capacités de liaison, leurs affinités ainsi que leurs spécificités aux 

adénovirus humains. In fine, les aptamères les plus performants pourront être utilisés 

pour développer un nouveau test de détection applicable aux échantillons 

environnementaux.  

 

Ainsi, 40 aptamères ont été caractérisés pour leur capacité à se lier aux HAdV-2. 

Ces aptamères ont été produits par la méthode SELEX où une banque de séquences 

d’acides nucléiques a été mise en contact avec des d’HAdV-2. En ont résulté, plus de 80 

séquences d’ADN simple brin pouvant potentiellement reconnaitre  des HAdV. Parmi ces 

séquences, 40 aptamères ont été synthétisés et testés. La première étape a été de 

caractériser la liaison avec les HAdV-2 et de comparer les différents aptamères. Les 

résultats ont montré qu’un aptamère en particulier (l’aptamère 10) était nettement plus 

efficace que les autres. Selon les cibles (protéines, virus ou cellules entières) et les 

méthodes de SELEX, plusieurs candidats intéressants peuvent être trouvés, par exemple 

Bruno et al, 2012 ont réussi à produire, pour chacun de trois types d’arbovirus différents, 

une dizaine d’aptamères se liant avec une grande affinité. D’ailleurs, les auteurs ont aussi 

opté pour la technique d’ELASA pour tester l’affinité de leurs aptamères. Si seul 

l’aptamère 10 s’est révélé être efficace, cela peut s’expliquer en partie par la particularité 

de la méthode SELEX. En effet, un grand nombre de séquences se liant à la cible est 

produit à partir de la banque d’ADN de départ. Sur des centaines de séquences, seule une 

partie est clonée puis synthétisée, laissant de nombreuses autres séquences 

potentiellement intéressantes de côté. De ce fait, les 40 aptamères testés ne représentent 

qu’une très faible fraction des séquences obtenues par le SELEX avec comme cible, 

lesHAdV-2. Il est possible d’envisager continuer la sélection des aptamères en procédant 

à de nouveaux cycles de SELEX à partir du pool d’aptamères obtenu précédemment. En 
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augmentant le nombre de cycles, les chances d’obtenir des aptamères plus spécifiques 

augmentent aussi. Par ailleurs, la mise en place d’étapes de contre-SELEX permettrait 

d’éliminer de nombreuses séquences peu spécifiques. Cette étape de contre-SELEX 

consiste, dans le cas de cette étude, à mettre en contact les séquences d’ADN avec d’autres 

virus que les HAdV-2 (comme des adénovirus animaux par exemple) permettant ainsi 

d’écarter toutes les séquences se fixant aux autres virus. Ce genre d’étapes permettrait ici 

d’affiner les séquences obtenues en excluant celles reconnaissant d’autres virus que le 

virus cible. Il serait également très intéressant de faire un contre-SELEX avec le FBS pour 

éliminer le signal du témoin négatif. 

 

 L’un des principaux points critiques de la méthode SELEX provient de la cible 

utilisée pour sélectionner les séquences d’acides nucléiques : la sélection reposant sur la 

reconnaissance et la fixation de ces dernières sur la cible. Cependant, de nombreuses 

autres molécules sont utilisées lors de la technique (lors des différentes élutions et 

rinçages ou encore dans les tampons). Ainsi, il est probable qu’un nombre relativement 

important de séquences soient sélectionnées non pas grâce à leur reconnaissance avec la 

cible mais grâce à l’interaction des séquences avec ces autres molécules. Il serait donc 

intéressant de pratiquer des contre-SELEX, c’est-à-dire de placer les séquences en 

présence de molécules différentes de la cible, telles que le FBS par exemple. De plus, ces 

étapes de Contre-SELEX pourraient constituer un moyen d’augmenter la spécificité des 

séquences en utilisant des molécules proches de la cible : par exemple dans le cas de cette 

étude, des adénovirus animaux. Cela permettrait ainsi d’éliminer les séquences 

reconnaissant ces virus, ne conservant ainsi que celles ayant une grande affinité pour les 

adénovirus humains. Cela pourrait aussi permettre d’éliminer les séquences 

reconnaissant le FBS et ainsi, supprimer le signal obtenu avec le témoin. 

 

Il est aussi possible d’envisager l’application de modifications sur les aptamères 

déjà obtenus ou sur de nouvelles séquences qui seront par la suite traitées par la 

technique du SELEX. Ces modifications peuvent prendre la forme de groupements fixés 

sur les séquences d’acides nucléiques, leur procurant ainsi des fonctionnalités 

semblables aux protéines (interactions hydrophobes améliorées, forte affinité…). Ces 

séquences sont appelées SOMAmer (pour Slow Off-rate Modified Aptamers) et sont 

capables de montrer une très forte affinité pour leur cible. Un très grand nombre de 
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modifications différentes peuvent être appliquées aux aptamères, cependant, il est 

parfois possible que ces séquences modifiées se comportent différemment in vivo ce qui 

peut poser problème lors de l’analyse d’échantillons environnementaux ou en 

thérapeutique [Kalra et al, 2018].  

 

Néanmoins, l’aptamère 10 représente un candidat très prometteur, de par sa 

capacité à se lier aux HAdV-2 avec une forte affinité.  La production d’aptamères à travers 

la méthode SELEX permet d’obtenir des molécules avec une affinité et une sensibilité très 

importante : certains aptamères possèdent une affinité avec leur molécule cible de l’ordre 

du picomolaire. Dans cette étude, l’aptamère 10 présente une affinité aux HAdV-2 autour 

de 22 nM et se place dans l’ordre des valeurs généralement observées dans la littérature 

pour les constantes de dissociation des aptamères [Park, 2018 ; Shiratori et al, 2014].  

 

La présente étude a suivi une approche similaire de celle de Escudero-Abarca et 

al, 2014. Grâce à leur technique de SELEX, les auteurs sont parvenus à produire 4 

aptamères intéressants mais ont par la suite, focalisé leurs tests sur un seul aptamère. Ce 

dernier est capable de se lier à une large diversité de norovirus humains avec une très 

grande affinité (proche de celle des anticorps commerciaux). Les auteurs ont ainsi pu 

tester leur aptamère en le mettant en contact avec des échantillons provenant de patients 

atteints lors d’épidémies de norovirus, confirmant ainsi l’importante de leur aptamère. 

De la même manière, dans la présente étude, l’aptamère 10 a démontré sa forte affinité 

aux HAdV-2 à travers la technique d’ELASA. Cependant, il semble que malgré la capacité 

de liaison de l’aptamère 10, la limite de détection de la technique soit très élevée. En effet, 

la limite de détection obtenue se trouve être de l’ordre de 106 NPPUC/mL pour obtenir 

un signal suffisant. Cependant, la concentration en virus des eaux environnementales est 

beaucoup plus basse que la limite de détection de l’ELASA et se situe entre 103 NPPUC/L 

pour les eaux de récréations et 106 NPPUC/L pour les eaux usées [Fong et al, 2010]. Même 

si les échantillons environnementaux doivent en général passer par une étape de 

concentration des virus, les concentrations environnementales ne permettent pas une 

utilisation de la technique telle qu’elle se trouve actuellement. De plus, avec les 

limitations de la technique, il n’est pas possible de déterminer la spécificité de l’aptamère 

même si l’on peut supposer que l’aptamère 10 est spécifique aux adénovirus humains et 

ne devrait pas être en mesure de reconnaitre les adénovirus de type ovin, aviaire ou 
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canin. En effet, les résultats obtenus souffrent d’un biais important apporté par les 

adénovirus animaux : ces derniers sont dilués dans du milieu de culture (contenant 

parfois jusqu’à 20% de FBS) et ne sont pas en concentration suffisante pour permettre la 

dilution du milieu de culture. De ce fait, un signal important a été observé avec les 

adénovirus animaux, très probablement dû au FBS présent dans le milieu de culture.  

D’une manière générale, l’interaction entre l’aptamère 10 et le virus reste assez 

méconnue. Du fait de l’utilisation d’un virus entier lors de la méthode SELEX, le site de 

fixation de la séquence sur le virus est inconnu. Une meilleure caractérisation du site de 

fixation pourrait permettre de mieux comprendre l’existence des signaux obtenus en 

présence de FBS qui pourraient à termes, être supprimés ou au moins réduits au 

minimum. 

 

Au vu de la faible sensibilité de la technique actuellement utilisé (ELASA), l’analyse 

d’échantillons environnementaux semble difficile en particulier lorsque l’on considère la 

faible concentration de virus dans les eaux environnementales ce qui nécessite une étape 

de concentration, rendant ainsi la technique de l’ELASA moins efficace en augmentant 

temps de réponse du test ainsi que le nombre de manipulations à effectuer sur les 

échantillons. La technique d’ELASA n’étant pas optimisée pour l’étude d’échantillons 

environnementaux, un nouveau et meilleur design d’expérimentation doit être étudié 

afin d’obtenir une technique plus sensible aux HAdV-2. Il existe de nombreux biosenseurs 

différents utilisant les aptamères. Une technique intéressante se base sur la mesure du 

changement d’un courant électrique provoqué par les réactions ayant lieu à la surface 

d’une électrode où sont disposés des aptamères. Ce genre de test électrochimique utilise 

peu de réactifs ou d’instrumentation et représente un candidat intéressant pour la mise 

au point de tests à réaliser sur le terrain [Majdinasab et al, 2018]. En particulier si la 

sensibilité de la technique est supérieure aux techniques colorimétrique.  

 

Cependant, la forte affinité de l’aptamère 10 envers les adénovirus ainsi que 

l’efficacité de la technique actuelle, notamment le temps nécessaire pour obtenir les 

résultats qui est inférieur à 24h, représentent deux caractéristiques intéressantes dans 

un contexte clinique. En effet, la concentration en virus dans les selles des patients 

atteints par des adénovirus est bien supérieure à celles rencontrées dans 

l’environnement. Il est ainsi possible d’atteindre des concentrations de l’ordre de 106 à 
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108 particules/mL [Echavarria, 2008]. Ces concentrations se situent dans les limites de 

détection de la technique qui pourrait servir d’outil de diagnostic très intéressant. De par 

leurs diverses manifestations cliniques, le diagnostic d’une infection viral aux adénovirus 

est parfois difficile à poser. Dans le cas des patients immunodéprimés, ce genre d’outil de 

diagnostic pourrait se révéler vital pour permettre un traitement approprié et appliqué 

le plus tôt possible.  

 

D’une manière générale, les aptamères constituent un élément de plus en plus 

présent dans les systèmes de diagnostic « Point of Care ». Ces systèmes de diagnostic se 

doivent d’être rapides et simples d’utilisation pour permettre une utilisation sur le 

terrain : en général dans des conditions où l’accès à des laboratoires n’est pas disponible. 

C’est le cas notamment des tests immuno-chromatographiques (ou LFA pour Lateral 

Flow Assay) qui se présentent sous la forme de bandes ou de dispositifs à usage unique. 

Leur utilisation nomade en fait d’eux des stratégies de premières intentions pour la 

surveillance et l’étude d’épidémies. De nombreux dispositifs utilisant les aptamères ont 

été mis au point et reposent sur des tests colorimétriques, la fluorescence ou encore des 

nanoparticules pour analyser les échantillons [Dhiman et al, 2017]. Un bon exemple de 

POC basé sur l’utilisation d’aptamères est le dispositif mis au point par Kiilerich-Petersen 

et al (2013), utilisant le changement d’impédance provoqué par la fixation de virus 

influenza A (H1N1) sur les aptamères disposés sur une membrane. Les résultats sont 

obtenus en moins de 15 minutes et la technique peut être adaptée à de nombreux autres 

virus si des aptamères spécifiques à ces derniers sont trouvés.  

 

La production et l’utilisation des aptamères reste un processus relativement 

nouveau, demandant encore de nombreux ajustements et avancées dans le domaine pour 

espérer totalement remplacer les anticorps. Néanmoins, le potentiel des aptamères ne se 

limitent pas à imiter et remplacer les anticorps mais à dépasser les limites actuelles des 

techniques de détection, de thérapeutique et de diagnostic reposant sur ces derniers. Les 

aptamères représentent des candidats de choix pour de nouvelles applications telles que 

pour la production de vaccins, de traitement contre des infections virales ou bactériennes 

ou encore pour l’élimination de toxines [Bruno, 2015]. La présente étude a su dégager un 

candidat intéressant parmi les 40 aptamères testés, cependant la technique d’ELASA 

testée n’est pas optimale pour tirer le maximum du potentiel de l’aptamère 10. D’autres 
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tests et expérimentations sont nécessaires pour définir une technique sensible, efficace 

et rapide. Au vu des résultats obtenus dans cette étude, l’intérêt et le potentiel des 

aptamères ne fait aucun doute. 

 

Pour conclure, les aptamères représentent des éléments uniques de détection 

grâce à leur grande diversité de cibles, leur stabilité mais aussi leur forte affinité. Avec 

une demande croissante en biosenseurs dans de nombreux domaines (santé, surveillance 

environnementale, sécurité), les aptamères se révèlent être une alternative viable aux 

tests immunologiques actuellement utilisés. Toutefois, les aptamères font face à la forte 

concurrence des anticorps, implantés depuis plus longtemps dans les laboratoires et ainsi 

considérés comme standard pour de nombreux tests. Néanmoins, la possibilité 

d’apporter des modifications aux aptamères pour les rendre plus efficaces, leur moyen 

de production ainsi que les applications nouvelles se basant sur les aptamères sont autant 

d’arguments qui permettront aux aptamères de petit à petit remplacer et à terme 

dépasser les capacités des anticorps. La difficulté pour le moment étant de sélectionner 

et caractériser des aptamères à forte affinité pour leur cible et ensuite de développer des 

appareils et tests de détection fiables et commercialisables reposant sur l’utilisation de 

ces aptamères. 
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Résumé: 

 

De nombreuses données épidémiologiques montrent une implication importante des 

virus dans les causes de maladies liées au contact ou à la consommation d’eau. Les 

adénovirus humains de par leur résistance ainsi que leur prévalence dans 

l’environnement en font un problème majeur de santé publique ainsi que de potentiels 

indicateurs de qualité de l’eau. Plusieurs méthodes de détection des virus existent à ce 

jour, mais leurs limites sont nombreuses. Le récent développement des aptamères 

devrait permettre de mettre au point de nouvelles techniques de détection des virus. 

L’objectif de la présente étude était de caractériser une série d’aptamères sélectionnés 

contre l’adénovirus humain sérotype 2 pour leurs capacités de liaison, leurs affinités ainsi 

que leurs spécificités aux adénovirus humains. Pour ce faire, une technique proche de 

l’ELISA a été utilisée mais en remplaçant les anticorps par des aptamères. 

 

Mots-clés: Adénovirus, aptamères, détection, environnement  

 

 

 

Abstract: 

 

Many epidemiological data indicate a significant involvement of viruses in the causes of 

waterborne illnesses (contact or consumption). Human adenoviruses, due to their 

persistence and prevalence in the environment make them a major public health concern 

and potential water quality indicators. Several viral detection methods exist to date, but 

their limitations are numerous. The recent advancements in the aptamer technology 

should make it possible to develop new techniques for virus detection. The objective of 

this study was to characterise a series of aptamers selected against human adenovirus 

serotype 2 for their binding capacities, affinities as well as specificities towards human 

adenoviruses. To do this, a technique similar to ELISA was used, but replacing antibodies 

with aptamers. 

 

Key words: Adenoviruses, aptamers, detection, environment  
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