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Les virus sont des particules biologiques situées à la frontière du monde vivant: ils sont 

placés à la limite entre le vivant et l’inerte. En effet, en dehors de leurs cellules hôtes, ces 

microorganismes ne possèdent pas de métabolisme propre, ils n’expriment pas de réponse active 

aux différents stress environnementaux. Dans l’impossibilité de se répliquer, c’est dans les 

caractéristiques de surface que se trouve la clé de la compréhension de leur comportement dans 

un environnement donné. 

Les virus entériques pathogènes (Norovirus, virus de l’Hépatite A par exemple...) et les 

bactériophages fécaux non pathogènes (bactériophages ARN F-spécifiques, coliphages 

somatiques, phages de Bacteroides fragilis) infectent les bactéries du tractus digestif et peuvent 

être présents dans l’environnement hydrique après une pollution fécale. Suite à leur excrétion 

dans les eaux usées, les propriétés de surface de ces virus définissent leur capacité à passer la 

barrière des traitements (des eaux usées ou de potabilisation), à être disséminer dans 

l’environnement hydrique (eaux de mer, eaux de rivière) voire à s’adsorber sur des aliments 

(fruits de mer, végétaux). C’est ainsi que ces virus peuvent recoloniser l’homme par voie orale. 

La caractérisation fine des propriétés de surface des virus se heurte à plusieurs écueils 

liés à la nature même des virus, aux méthodologies disponibles voire aux concepts mis en place 

pour les étudier. Ainsi, même en restreignant nos virus d’intérêt à ceux présents dans les matières 

fécales et malgré l’apparente simplicité structurale de ces virus (capside protéique + génome), la 

variabilité est extrêmement importante en termes d’organisation de la capside, de sa composition 

en acides aminés, de la nature de l’acide nucléique, de sa taille et de sa séquence mais aussi de 

l’organisation du génome par rapport à la capside.  

Les virus ont été découverts il y a de cela une centaine d’années, mais la culture in vitro 

de virus pathogènes et la visualisation en microscopie électronique n’ont été effectuées qu’à 

partir de 1948. Encore à l’heure actuelle certains virus pourtant très importants d’un point de vue 

épidémiologique ne sont pas cultivables (Norovirus). Il devient alors difficile de disposer de 

stocks viraux suffisamment importants pour l’étude des propriétés de surface. Ainsi, une 

stratégie largement utilisée est la construction de Virus Like Particles (VLPs, virus sans génome) 

permettant  d’étudier le comportement de ces virus dans des environnements donnés en faisant 

l’hypothèse que les VLPs présentent les mêmes propriétés de surfaces que les virus 

correspondants. Les propriéts de surface les plus importantes sont représentées par la charge du 

virus et sa balance hydrophile/hydrophobe. Les méthodes disponibles pour les définir sont 

récentes et parfois d’interprétation difficile. De nombreux points isoélectriques (pI) sont 
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disponibles pour les virus (Overby et al., 1966; Penrod et al., 1995; Redman et al. 1997; Langlet 

et al. 2008a) mais cette mesure qualitative n’est pas apte à prévoir les phénomènes 

d’adhésion/agrégation (Michen et Graule, 2010). La mesure de la mobilité électrophorétique sans 

marquage, qui est une technique plus récente, se base alors sur la théorie DLVO à travers des 

mesures de potentiel zêta s’appliquant aux particules dites « dures ». Certains auteurs décrivent 

le fait que les mobilités électrophorétiques ne peuvent en aucun cas être liées à un potentiel zêta 

ou une charge de surface car cela reviendrait à assimiler les virus à des particules non 

perméables alors qu’il s’agirait en réalité de particules molles, perméables et fortement 

hétérogènes (Langlet et al., 2008a; Duval et Gaboriaud, 2010). Dans le détail, le pI des particules 

molles est l’association (force ionique-dépendant) des propriétés électrostatiques et du degré de 

perméabilité des différentes couches constituant la particule entière. Pour le bactériophage MS2 

(phage ARN F-spécifique) par exemple, la valeur mesurée de pI (~ 3,5 - 3,9) est plus faible que 

si l’on considère uniquement la capside (pI  > 8) (Penrod et al., 1996; Schaldach et al., 2006; 

Langlet et al., 2008a). La raison physique de cette déviation résulte de la pénétration importante 

du flux électrocinétique (au niveau de la couche contenant l’ARN). Ainsi, pour parvenir à une 

interprétation quantitative de la réponse électrocinétique des virus, une évaluation rigoureuse des 

équations électrohydrodynamiques de base doit être effectuée, en tenant compte des variations de 

densité de la matière molle, de la composition chimique et du degré de pénétration de flux à 

partir du centre du virus jusqu’à la couche périphérique extérieure (Langlet et al., 2008a). Plus 

qu’une surface, on parle d’interphase virale et de propriétés interfaciales.  

Ce concept de particules molles, concernant les virus, a été démontré de manière 

théorique par Langlet et al., (2008a) et nécessite une approche expérimentale pour confirmer et 

améliorer les connaissances concernant les propriétés interfaciales des virus. Néanmoins le fait 

de considérer les virus comme des particules molles est encore assez contesté (Nguyen et al., 

2011). 

Ainsi, l’appréhension de l’impact des propriétés interfaciales sur les mécanismes 

d’adhésion virale sur différents supports ou encore sur le processus d’agrégation virale pourrait 

être améliorée. De même la comparaison à travers ce concept, des propriétés interfaciales de 

virus à structures différentes pourrait être évaluée. 
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L’objectif de ce travail est de caractériser les propriétés de surface virales selon le 

concept de particules molles multicouches et de faire le lien avec les capacités d’adhésion et 

d’agrégation des virus.  

Dans un premier temps, nous effectuerons pour la première fois une comparaison des 

mobilités électrophorétiques et de la stabilité particulaire (agrégation) de particules virales 

complètes (le phage MS2) et de particules virales sans génome (VLPs) tentant ainsi de mettre en 

évidence une possible influence du génome sur les propriétés interfaciales du bactériophage 

MS2. 

Il semble probable que les méthodes de purification des particules virales (gradient de 

densité, précipitation, dialyse…) peuvent interférer avec les propriétés de surface. De ce fait, 

dans un second temps, l’influence de la méthode de purification sur l’agrégation et 

l’électrocinétique en prenant pour exemple le phage MS2 va être évaluée. 

Dans un troisième temps, nous comparerons les caractéristiques interfaciales de différents 

virus d’une même famille (Leviviridae, MS2, Qβ et GA) en terme de charge électrostatique 

(selon le concept de particules molles) et en terme de balance hydrophile/hydrophobe (mesure de 

la capacité d’adhésion sur des supports hydrophobes). Ces propriétés interfaciales seront ensuite 

mises en relation avec les capacités d’adhésion sur des supports à caractéristiques différentes 

(hydrophobicité, rugosité). 

Enfin, nous tenterons d’étendre ce concept de particules molles multicouches. Pour ce 

faire, la mobilité électrophorétique et l’agrégation de virus à structures très différentes seront 

étudiées. Nous utiliserons plusieurs modèles viraux, certains à deux couches (capside + génome) 

et un autre modèle à trois couches (capside + enveloppe interne + génome). Les deux modèles à 

deux couches sont: le bactériophage MS2 possédant une capside de 20 à 30 nm de diamètre avec 

des pores à sa surface et un ARN de 3560 nucléotides; le bactériophage Phi X 174 constitué 

d’une capside dépourvue de pores de 25 nm de diamètre et d’un ADN simple brin circulaire de 

5386 nucléotides. Le modèle à trois couches est le bactériophage PRD1 constitué d’une capside 

protéique de 65 nm de diamètre à l’intérieur de laquelle se trouve une membrane protéo-

lipidique et enfin un ADN double brin de 14 925 paires de bases. 

Ce mémoire s’articule ainsi en différentes parties. Une première partie consacrée à 

l’étude bibliographique des différents modèles utilisés comme substituts de virus entériques 

pathogènes pour l’homme et aussi à l’état actuel des connaissances sur les propriétés dites de 
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‘surface’ des virus. Ensuite, les parties intermédiaires traiteront des différents résultats obtenus 

concernant les objectifs ci-dessus, décrits sous forme d’articles scientifiques en anglais. Chaque 

publication sera précédée d’un résumé en français. Enfin l’ensemble des résultats sera discuté 

dans une dernière partie. 
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I. LES VIRUS ET LE MILIEU HYDRIQUE 

 

Selon certains, les bactériophages seraient les organismes les plus abondants dans 

l’environnement hydrique et jouent un rôle important dans l’équilibre des écosystèmes (Paul et 

Kellogg, 2000). Certains d’entre eux proviendraient d’une pollution d’origine fécale 

(bactrériophages fécaux) mais ne sont présents que de manière transitoire dans l’environnement 

hydrique. Ces derniers « vivent » aux dépens des bactéries du tractus intestinal des hommes et 

des animaux (bactériophages ARN F-spécifiques, coliphages somatiques, phages de Bacteroides 

fragilis). De la même manière, des virus pathogènes pour l’homme ou pour l’animal peuvent se 

retrouver dans le milieu hydrique suites à des excrétions de selles d’individus infectés. Il s’agit 

des virus entériques pathogènes, ces derniers constituent un réel problème de santé publique. 

Qu’ils s’agissent des bactériophages ou des virus entériques pathogènes, ceux-ci 

transitent dans le milieu hydrique selon le cycle de contamination virale classiquement admis 

(Figure 1). Par conséquent, l'eau pourrait être une source d'épidémie hydrique soit directement 

via l'eau potable (Maunula et al., 2005; Sinclair et al., 2009), soit indirectement via des eaux 

d’irrigations ou par contamination des aires de croissance de fruits de mer (Koopmans et Duizer, 

2004; Westrell, 2010). La consommation d'aliments contaminés reste un important facteur de 

risque pour les épidémies virales (Barrabeig et al., 2010) par exemple des épidémies liées aux 

framboises congelées sont très courantes (Maunula et al., 2009). De ce fait, la préoccupation est 

importante quant à l'exposition des humains aux eaux ou aliments contaminés par les virus 

entériques (Koopmans et Duizer, 2004). Une parfaite connaissance du comportement des virus 

au niveau des différents maillons de ce cycle est indispensable pour entraver la transmission des 

virus entériques via le milieu hydrique. Les virus sont incapables de se multiplier à l’intérieur du 

cycle (Jofre, 2009) mais c’est au niveau des différents maillons que les propriétés interfaciales 

vont jouer un rôle primordial dans la dissémination virale. En effet, c’est dans leur capacité de se 

répandre et leur résistance aux traitements que se situe la clé de la recolonisation d’un hôte par 

ces virus.  
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Figure 1. Cycle de contamination virale du milieu hydrique (Schwartzbrod, 1991). 

 

I.1. Les virus entériques pathogènes 

Les virus peuvent être classés en fonction de leur famille, de la présence ou non 

d'enveloppe, de la nature de l'acide nucléique, du genre et de l’espèce (Tableau 1). Tous les 

principaux virus entériques pathogènes pour l’homme retrouvés dans l’eau sont des virus non 

enveloppés et la plupart ont un diamètre variant de 20 à 30 nm et un génome à ARN simple brin 

excepté les Adenoviridae et les Reoviridae qui ont des diamètres plus élevés. 
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Tableau 1. Principaux virus entériques pathogènes pour l'homme retrouvés dans le milieu hydrique (Selon Koopmans et Duizer, 2004 et le Comité 
International de Taxonomie Virale, ICTV 2011). 
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Les données sur les maladies virales d'origine hydrique et alimentaire sont 

fragmentées et regroupées selon les pays (WHO/FAO, 2008). Cependant, une évidence 

épidémiologique indique que les Norovirus sont la cause majeure des épidémies de gastro-

entérites (Kroneman et al., 2007).  Les fruits de mer, particulièrement les huitres sont le plus 

souvent considérés comme les véhicules les plus fréquents d'épidémies de Norovirus (EFSA, 

2011). Dans une moindre mesure, les rotavirus sont aussi impliqués dans les maladies 

d'origine alimentaire et constituent une importante cause de mortalité chez les jeunes enfants 

dans les pays en voie de développement (WHO/FAO, 2008; EFSA, 2011). Dans ces pays, on 

note également une forte prévalence des virus de l’hépatite A (Gust et al., 1992; Buisson et 

Nicand, 2005) et de l’hépatite E (Nicand et al., 2008), souvent parce que le traitement des 

eaux usées est mal maitrisé. Suite à l’amélioration des conditions sanitaires dans les pays 

développés, l’incidence de l’hépatite A a diminué. Cependant, les virus de l’hépatite A (VHA) 

et de l’hépatite E (VHE) restent les causes mondiales majeures d’hépatites virales aiguës 

(Mackiewicz et al., 2006; Purcell et al., 2008).   

Il est difficile d’enrailler ces problèmes épidémiologiques de part l’absence de cultures 

de ces virus pathogènes mais aussi parce que leur résistance aux différents traitements est 

difficile à estimer d’où la nécessité d’utiliser des modèles de structures approximativement 

similaires tels que des virus animaux murins (MNV: Murine Norovirus) et félins (FCV: 

Feline Calicivirus) (Baert et al., 2009; Fraisse et al., 2011; Deboosere et al., 2012) mais 

également des bactériophages (Collins et al., 2006 ; Shirasaki et al., 2009 ; Black et al., 

2010). 

Une alternative pour pouvoir étudier les propriétés de surface des virus entériques 

pathogènes est d’élaborer des particules synthétiques incomplètes, les Virus Like Particles 

(VLPs). Habituellement, les VLPs sont produites après l'expression des gènes de structure 

d'une protéine de capside du virus. Suite à leur expression, ces protéines de capside ont la 

capacité de s'auto-assembler pour former des particules hypothétiquement vides. Les 

premières VLPs de Norovirus ont été produites pour le virus de Norwalk en 1992, et cette 

initiative conduit à l'utilisation de ces particules comme des systèmes modèles (Jiang et al., 

1992) pour la compréhension et la prédiction du comportement des virus dans les procédés de 

filtration (Redman et al., 1997; Shirasaki et al., 2009), ou en termes de persistance dans les 

coquillages (Loisy et al., 2004). Les VLPs de Norovirus sont morphologiquement et 

antigéniquement analogues aux virus dont ils sont dérivés, à l'exception de la présence du 

génome viral. Ces particules ne sont par conséquent pas pathogènes et ont démontré des 
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caractéristiques de stabilité similaires quant à leur intégrité à l'égard de conditions de pH et de 

température (Ausar et al., 2006). Ces particules seraient d’ailleurs à la base d’un futur vaccin 

contre les Norovirus. 

I.2.  Les bactériophages fécaux 

Certains bactériophages infectent spécifiquement les bactéries du tractus intestinal, ce 

sont les bactériophages fécaux. Ces phages à l'aide de leurs hôtes, les bactéries du tractus 

digestif, vont se multiplier et ensuite être excrétés en très grande quantité dans les matières 

fécales. Compte tenu de la diversité bactériologique du tractus intestinal appelée microbiote, il 

est probable qu’un grand nombre de bactériophages fécaux soient inconnus. Certains ont été 

identifiés car ils avaient un intérêt pratique d’indicateur de pollution fécale. Les 

bactériophages susceptibles d’être excrétés dans les selles et d’être retrouvés dans le milieu 

hydrique sont très nombreux et appartiennent à 6 familles, ils sont regroupés classiquement en 

3 catégories: les coliphages somatiques (Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae et 

Microviridae), les phages de Bacteroides fragilis (Siphoviridae) et les phages F-spécifiques 

(Leviviridae et Inoviridae) (Tartera et Jofre, 1987; Tartera et al., 1988; Borrego et al., 1990) 

(Figure 2). 

 

 

Figure 2. Représentation schématique des principaux groupes de bactériophages (Ackermann, 2007). 
Légende : dsDNA = ADN double brin ; ssDNA = ADN simple brin ; ssRNA = ARN simple brin ; 
dsRNA = ARN double brin. 



16 
 

Le développement de la microscopie électronique à transmission a permis d’illustrer la 

diversité morphologique des virus. Les bactériophages regroupent majoritairement des virus 

nus à ADN double brin (> 96%; Ackerman, 2007), mais il existe également des phages à 

ADNsb, ARNsb et plus rarement à ARNdb. La similarité, de structure et de comportement 

dans l’environnement, la plus proche avec les virus entériques pathogènes pour l'homme est 

au niveau de la famille des Leviviridae (capside polyédrique et génome à ARN simple brin) 

(Ackermann, 2009). Il existe également une ressemblance structurale avec les phages des 

familles Microvidae (capside polyédrique, génome à ADNsb). Néanmoins, la symétrie des 

phages fécaux et celle des virus entériques pathogènes sont très proches à savoir une symétrie 

icosaédrique. 

Dans la pratique, il est techniquement impossible de vérifier l’absence de tous les 

microorganismes pathogènes susceptibles d’engendrer des infections d’origine hydrique. 

Devant cette impossibilité et compte tenu de leur origine fécale prédominante, on fait appel à 

des indicateurs de contamination fécale. Actuellement, la capacité des indicateurs bactériens à 

déterminer la qualité de l’eau subit une polémique car, l’absence de bactéries fécales 

indicatrices ne signifie pas pour autant une absence des virus pathogènes. En effet, dans les 

eaux, la corrélation entre ces deux types de microorganismes n’est pas toujours établie (Jiang 

et al., 2001; Horman et al., 2004; Harwood et al., 2005) et la résistance des virus face aux 

processus de désinfection et aux stress environnementaux serait plus élevée que celles des 

bactéries (Wait et sobsey, 2001; Fujioka et Yoneyama, 2002). 

 

II. STRUCTURES DES PARTICULES VIRALES A SYMETRIE ICOSAEDRIQUE 

 

Dans cette partie, nous nous focaliserons sur des bactériophages dont la structure peut 

s’approcher de celle des virus pathogènes (phages ARN F-spécifiques, Phi X 174, PRD1) et 

sur les VLPs pouvant servir de modèles pour décrire le comportement de certains virus 

pathogènes (Norovirus). 

 

II.1. Les bactériophages ARN F-spécifiques 

Les phages ARN F-spécifiques sont constitués d’une capside icosaédrique et d’un 

génome à ARN monocaténaire. Ces bactériophages appartiennent à la famille des Leviviridae 

qui se compose de deux genres: les Levivirus et les Allolevivirus (Tableau 2). Selon une 
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analyse phylogénétique, le genre Levivirus serait plus proche de l'ancêtre commun. Suite à des 

mutations, le genre Allolevivirus serait apparu et aurait engendré le clivage en deux groupes 

(Bollback et Huelsenbeck, 2001). Au sein de cette famille, les phages sont également répartis 

en quatre génogroupes (I, II, III et IV). Les génogroupes I (phage MS2) et II (phage GA) 

appartiennent au genre Levivirus avec pour différence majeure une délétion d’environ 60 

nucléotides au niveau de la région 3’ non traduite pour le génogroupe II. Les génogroupes III 

(phage Qβ) et IV (phage SP) appartiennent au genre Allolevivirus avec pour différence 

principale une délétion d’environ 90 nucléotides dans le gène de la protéine de maturation 

chez les phages du génogroupe III (Schaper et Jofre, 2000; Bollback et Huelsenbeck, 2001; 

Vinje et al., 2004). 

Tableau 2. Classification des Leviviridae (Selon le Comité International de Taxonomie Virale, ICTV 
2011). 
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II.1.1. La capside 

C’est une véritable coque de nature protéique mesurant entre 20 et 30 nm, qui entoure 

et protège l’acide nucléique viral. Cette capside contient 180 copies de la protéine de capside 

(14 kDa) arrangées sous forme d'icosaèdre. La forme icosaédrique cependant ne s’applique 

pas à la forme du virus présentant la plupart du temps des protubérances mais plutôt à la 

symétrie de la capside virale. Un icosaèdre comporte 20 faces avec 12 sommets et 30 arrêtes. 

Il existe trois ordres de rotation au sein d’une telle structure géométrique (Figure 3): 

- l’ordre 2 avec 15 axes qui passent par les milieux de 2 arêtes opposées, 

- l’ordre 3 avec 10 axes qui passent les centres de 2 faces opposées, 

- l’ordre 5 avec 6 axes qui passent par 2 sommets opposées. 

 

Figure 3. Symétrie d’un icosaèdre comprenant des axes de rotation d’ordre 2, 3 et 5 (Adapté de 
www.mathcurve.com). 

 

 Aucun axe de symétrie ne passe par les protéines de capside car ces dernières ne sont 

elles même pas symétriques. La structure nécessite donc plusieurs protéines au niveau de 

chaque face triangulaire. Par exemple, pour une face à symétrie d'ordre 3, on peut déduire que 

chaque face peut être divisée en trois « unités asymétriques », chacune contenant une « sous-

unité asymétrique » (la protéine), et reliées entre elles par un axe d’ordre 3. Le nombre de 

protéines constituant une unité est appelée nombre de triangulation T. On parle d’assemblage 

quasi-équivalent lorsque des protéines identiques constituent la capside ou alors d’assemblage 

pseudo-équivalent si la capside est constituée de protéines différentes. La capside des 

Leviridae et des Alloleviridae possède une symétrie cubique, T=3 dans laquelle chacune des 

60 unités assymétriques est composée de trois protéines (Caspar et klug, 1962; Johnson et 

Speir, 1997; Toropova et al., 2008).  

http://www.mathcurve.com/
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Les différentes sous-unités protéiques de cette capside peuvent se regrouper en unités 

morphologiques, les capsomères. La structure de la couche protéique de différents phages à 

ARN simple brin a été résolue par cristallographie à rayons X démontrant 60 dimères A/B 

quasi symétriques et 30 dimères C/C' symétriques (Valegard et al., 1994; Toropova et al., 

2008) (Figure 4). En effet, dans cette coque protéique, la protéine de capside se trouve sous 

trois conformations différentes A, B et C. La principale différence entre les confomères est 

l’orientation de la boucle FG. La conformation coudée de la boucle FG dans le confomère B 

permet au dimère A/B de s’adapter autour des axes icosaédriques d’ordre 5 tandis que 

l’étendue des boucles FG dans les confomères A et C leur permet de s’entremêler autour des 

axes icosaédriques d’ordre 3 (Toropova et al., 2008). 

 

 

Figure 4. Capside du bactériophage MS2. Représentation des structures des dimères de la protéine de 
capside sous les deux conformations (a) A/B et (b) C/C. les dimères sont visualisés de l’extérieur en 
regardant vers le centre de la particule, les différents confomères sont colorés en bleue (A), vert (B) et 
rouge (C). (c) Assemblage de 60 copies du dimère A/B et 30 copies du dimère C/C (T=3) (Toropova et 
al., 2008). 
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 Chaque virion contient une copie de la protéine de maturation au niveau de sa capside 

(O'Callaghan et al., 1973; Curtiss et Kruger, 1974) qui est requise pour la maturation du 

virion et pour l'attachement au niveau du pili. Les Allolevivirus contiennent une douzaine de 

copies de la proteine « readthrough » au niveau de leur capside (Fauquet et al., 2005). 

L’assemblage de la capside est spontané et plutôt rapide rendant difficile la caractérisation des 

intermédiaires de réplication (Rossmann et al., 1989; Zlotnick et al., 2000). 

Les structures de capsides des phages MS2 et GA (les deux étant du genre Levivirus) 

sont à 62% identiques alors que les phages MS2 et Qβ (Allolevivirus) sont identiques à 20% 

(Tars et al., 1997). Les éléments de structure secondaires dans les monomères sont 

généralement identiques. Les interactions chaine latérale et chaine principale sont 

partiellement conservées entre MS2 et GA mais différentes avec Qβ ce qui engendre donc la 

faible similarité de séquence avec ce dernier. En effet, les structures en boucles sont 

« désordonnées » pour le phage Qβ. Entre MS2 et Qβ, les différences dans les interactions 

inter-dimères ont également donné lieu à un léger changement dans la structure quaternaire. 

Cela est dû à la légère augmentation du rayon de Qβ, où les dimères sont déplacés vers 

l'extérieur d'environ 5Å. Les interactions le long des axes de plis sont assez différentes entre 

les phages (Figure 5). En ce qui concerne les boucles FG, l'axe du phage GA n’est pas d’ordre 

5 dû au fait que les boucles dans les sous-unités A et C ont pratiquement la même 

conformation. En effet, les contacts sont identiques, à la différence de MS2, où les sous-unités 

A et C ont des contacts différents. La plus grande différence dans cette région est pour le 

phage Qβ, pour lequel les sous-unités autour des axes de pli sont liées ensemble de manière 

covalente. Ceci rend la particule du phage Qβ extrêmement stable.  
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Figure 5. Les interactions le long des axes d’ordre 3 et d’ordre 5 qui relient les boucles (Tars et al., 
1997). 

 

La protéine de capside de tous les phages est liée à une structure tige-boucle spécifique 

de l’ARN viral. Le fragment d’ARN est lié de manière asymétrique à travers les dimères de 

protéines. Cette liaison ARN-capside est représentée de manière schématique en Figure 6 

avec pour exemple le phage MS2. Il existe également des pores au niveau de cette capside 

protéique de diamètre variant entre 7 et 16 Å. Ceux-ci sont plus larges chez Qβ que chez MS2 

et GA (Golmohammadi et al., 1993).  
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Figure 6. Structures interne et externe du bactériophage MS2. (Référence PDB using VIPERdB, the 
Virus Particles Explorer 2ms2). 

 

La liaison ARN-capside a au moins deux fonctions: elle est responsable de la 

spécificité de l’encapsidation de l’ARN mais sert aussi de site d’initiation pour l’assemblage 

in vivo. Il existe d’autres interactions protéines-ARN observées chez le phage MS2 qui ne 

sont pas conservées chez les autres phages (Tars et al., 1997). Une illustration schématique 

des résidus conservés et variables dans le site de liaison de l’ARN entre les phages MS2, Qβ 

et GA est montrée en Figure 7. Il s’avère que les résidus qui diffèrent entre les phages 

occupent à peu près les mêmes positions. 

 

Figure 7. Diagramme des acides aminés conservés et variables au niveau du site de liaison de l’ARN 
de MS2, Qβ et GA (Tars et al., 1997). 
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Plusieurs expériences montrent que la protéine de maturation du phage MS2 serait en 

interaction avec l'ARN (Shiba et Suzuki, 1981). Cette association serait importante pour 

l'empaquetage de l'ARN dans les virions au niveau du cytoplasme bactérien. Il a été prouvé 

que des virus dépourvus de la maturase ont un ARN mal empaqueté qui dépasse de la capside 

et est dégradé par les nucléases (Heisenberg, 1966). La densité d'ARN accolé à l'intérieur de 

la capside n'est pas constante pour tous ces phages. 

 

II.1.2. Organisation du génome viral  

Le génome des phages ARN F-spécifiques est constitué d'un ARN simple brin non 

segmenté de polarité positive. Pour les Levivirus, la taille du génome varie de 3466 

nucléotides pour le phage GA à 3577 nucléotides pour le phage fr. Chez les Allolevivirus, il 

varie de 4217 nucléotides pour Qβ à 4276 nucléotides pour le phage SP. Cet ARN présente 

quatre gènes dont trois sont communs aux Leviviridae et un seul dont va dépendre 

l’appartenance au genre du phage (Figure 8).  On distingue ainsi : 

- le gène de la protéine de capside représentée en 180 copies, qui est l'unité constitutive 

de la capside phagique, 

- le gène de la protéine de maturation représentée en une copie au niveau de la capside 

virale et nécessaire à la reconnaissance du site de fixation au niveau du pili sexuel de 

la bactérie hôte, 

- le gène de la réplicase, ARN polymérase ARN dépendante, nécessaire à la 

multiplication du génome viral au sein de la cellule hôte. 

- Pour les Levivirus, le dernier gène code une protéine de lyse et pour les Allolevivirus, 

il code une protéine « readthough » qui assure la lyse par interaction avec la protéine 

de maturation (Klovins et al., 2002).  

 



24 
 

 

Figure 8. Organisation génétique de l’ARN des bactériophages MS2 et Qβ. (Priano et al., 1995; 
Bollback et Huelsenbeck, 2001; Fauquet et al., 2005). M : gène de la protéine de maturation, C : gène 
de la protéine de capside, R : gène de la réplicase, L : gène de la protéine de lyse, RT : gène de la 
protéine « readthough ». Les gènes communs sont représentés au-dessus du génome et le gène 
différent en-dessous. Les séquences sont issues de la base de données Genbank avec les numéros 
d’accès suivant : MS2 (NC_001417); Qβ (AY099114). 

 

II.1.3. Réplication 

Les bactériophages ARN F-spécifiques reconnaissent le pili sexuel des bactéries E. 

coli avant d'effectuer leur multiplication. La première étape de la réplication est l'adsorption 

ou fixation du phage sur ce pili. Cette adsorption entraine le clivage de la protéine de 

maturation et la libération de l’ARN viral vers l’intérieur de la bactérie. Les différentes 

protéines codées par l'ARN sont exprimées dont la réplicase. Généralement, les réplicases des 

Levivirus répliquent faiblement les Allolevivirus et vice versa. Cette réplicase va s'assembler 

avec d'autres protéines de E. coli (protéine ribosomale S1 et les facteurs d'élongation de la 

traduction EF-Tu et EF-Ts) pour former l'ARN polymérase active. Une quatrième protéine 

appelée facteur d'hôte non associée au complexe de la polymérase est nécessaire pour 

synthétiser le brin négatif d’ARN. Les membres des deux genres utilisent différents facteurs 

d'hôte. Pour la synthèse du brin positif d’ARN, en plus de la réplicase, les facteurs EF-Tu et 

EF-Ts sont requis. Plus tard dans l’infection, les dimères de protéine de capside agissent 

comme des répresseurs traductionnels du gène de la réplicase par attachement à une boucle 

d’ARN, l’opérateur qui contient le site de départ de ce gène. Ce complexe protéine-ARN est 

considéré comme le site nucléaire de l’encapsidation de l’ARN. Les virions néoformés 

s’assemblent dans le cytoplasme autour de l’ARN viral. Les sites d’assemblage de la protéine 
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de maturation et de la protéine readthough ne sont pas clairement connus mais il est admis 

que celles-ci s’assemblent lors d’une étape plus précoce. Ces virions sont ensuite libérés par 

lyse de la bactérie-hôte. Le nombre de phages libérés par une bactérie infectée peut atteindre 

jusqu’à plusieurs milliers pour les Leviviridae. 

 

II.2. Le phage Phi X 174 

 

Le phage Phi X 174 fait partie de la famille des Microviridae et du genre Microvirus. Ce 

phage fut le premier organisme dont l’ADN fût séquencé, en 1977 par Frédérick Sanger. Le 

phage Phi X 174 est constitué d’une capside protéique d’environ 25 nm de diamètre et d’un 

génome à ADN simple brin, circulaire, de polarité positive. Du fait de la similarité de leur 

diamètre, le phage Phi X 174 est souvent utilisé dans des études comparatives avec les 

bactériophages ARN F-spécifiques (Aronino et al., 2009; Attinti et al. 2010). Il fait parti des 

coliphages somatiques, la souche hôte la plus commune pour ce phage est la bactérie E. coli 

C.   

 

II.2.1. La capside 

La formation de la capside va faire intervenir différentes protéines dites structurales 

(Figure 9). Dans un premier temps, on observe l’association de protéines majeures de capside, 

(la protéine F) en pentamère formant ainsi le complexe 9S. Parallèlement, on observe la 

formation du complexe 6S, correspondant à l’association en pentamère de la protéine G  qui 

est la protéine majeure de la structure dite en pointe (« spike »). Cinq protéines B, protéines 

d’échafaudage interne, vont se fixer à la face interne du complexe 9S, induisant un 

changement conformationnel permettant l’interaction entre le complexe 9S, le complexe 6S et 

la protéine H (protéine mineure de la structure en pointe). Durant la morphogénèse, les 

protéines d’échafaudage jouent un rôle important permettant l’assemblage des différentes 

protéines structurales, notamment via l’induction de changements conformationnels, afin de 

former une procapside pouvant recevoir le génome. Ces protéines d’échafaudage ne sont que 

temporairement présentes dans la structure mais leur absence conduit à des structures non-

fonctionnelles (Dokland et al., 1999). A ce stade, on est alors en présence du complexe 12S (5 

protéines F, 5 protéines G, 1 protéine H et 5 protéines B), auquel va venir s’ajouter cinq 

tétramères de protéine D (protéine d’échafaudage externe), formant ainsi le complexe 18S. 
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Sous l’influence de la protéine D, douze copies du complexe 18S s’assemblent afin de former 

la procapside. Cette structure arbore donc 12 sommets sur lesquels est présentée la structure 

dite de pointe (5 protéines G et 1 protéine H). Cette procapside va maturer pour aboutir à des 

particules infectieuses, les virions. Cette maturation consiste à l’entrée d’une copie d’ADN 

puis au retrait des protéines d’échafaudage (Uchiyama et Fane, 2005). L’entrée de l'ADN 

aurait lieu au travers d’un « pore » créé par l’organisation des protéines F en interaction avec 

les protéines D. Ce pore situé à l’intersection des 3 axes de symétrie serait la seule ouverture à 

la surface de la capside assez large pour laisser passer une molécule d’ADN. L’introduction 

de l’ADN à l’intérieur de la procapside est réalisée grâce à l’interaction avec le complexe de 

préinitiation. La maturation de la particule se poursuit avec le retrait des protéines 

d’échafaudage: dans un premier temps les protéines B puis les protéines D. On aboutit alors 

au virion mature (Uchiyama et Fane, 2005). Chaque virion va alors pouvoir infecter une 

cellule hôte pour effectuer un nouveau cycle réplicatif.  

Le phage Phi X 174 est un phage  relativement simple, de structure icosaédrique T=1 

(20 faces, 12 sommets), constitué de quatre protéines de capside J (5 kDa), F (48 kDa), G (19 

kDa) et H (kDa) (Aoyama et al., 1981; Hayashi, 1989). La capside d’environ 25 nm de 

diamètre ne présente pas de pore à sa surface.  

 

Figure 9. Morphogenèse de la capside des Microvirus. (Fauquet et al., 2005). 
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II.2.2. Organisation du génome viral 

L’ADN du phage Phi X 174 est composé de 5386 nucléotides et code 11 protéines 

(dont quatre sont des protéines de capside) (Tableau 3). 

 

Tableau 3. Protéines codées par l’ADN du phage Phi X 174 et leurs fonctions (Adapté de Fauquet et 
al., 2005). 
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Ces protéines présentent une disposition atypique, retrouvée chez les Microvirus, le 

chevauchement des gènes (Figure 10). Sept des onze gènes présentent une partie de séquence 

chevauchante avec au moins un autre gène (les gènes A à E et le gène K). Les gènes organisés 

dans un cadre de lecture décalé (A*, B, K et E) codent des protéines non-essentielles (A* et 

K), des protéines n’affectant pas la formation de particules (protéine de lyse E), ou des 

protéines tolérant les substitutions (protéine d’échafaudage interne B). Généralement, les 

gènes codant des protéines de structure ne partagent pas de séquence avec des gènes 

chevauchants (Fauquet et al., 2005). 

 

Figure 10. Représentation de l’organisation des gènes le long du génome de Phi X 174 (Smith et al., 
2003). 

 

II.2.3. Réplication 

La réplication des Microvirus se fait via deux voies indépendantes, la morphogenèse de la 

procapside et la synthèse de l’ADN. Après l’entrée de l’ADN dans les bactéries, la réplication 

de l’ADN stade I commence. Ce processus convertit l’ADN simple brin infectieux (brin 

positif) du génome circulaire en une molécule double brin fermée de manière covalente 

appelée forme réplicative de l’ADN I (RFI). Aucune protéine virale n’est impliquée. Avec la 

synthèse du brin négatif, la transcription peut débuter. Bien que l’expression génétique des 

Microvirus ne dépende pas de mécanisme complexe agissant en trans pour assurer la 

régulation temporelle, la synchronisation relative des quantités de protéines virales 

synthétisées est commandée par un ensemble très complexe de cis-promoteurs, terminateurs 

de transcription et de sites de liaison ribosomale. La synthèse de l’ADN stade II est 

dépendante de la protéine virale A qui s’attache de manière covalente à l’ADN par clivage du 

brin positif de RFI au niveau de l’origine de réplication, ceci génère les molécules RF II. La 

réplication du brin positif implique un mécanisme de cercle roulant alors que la synthèse du 

brin négatif s’effectue via un mécanisme similaire à la première étape de la réplication. La 

synthèse de l’ADN stade II continue jusqu’à ce qu’une copie de la protéine virale C se lie à 

l’ADN simple brin déplacé lors de l'initiation d'un nouveau cycle de synthèse de l'ADN stade 
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II, qui termine la réplication ADN double brin. Cette liaison de la protéine C entraine la 

formation du complexe de pré-initiation ADN stade III constitué d’une copie de la protéine A, 

une copie de la protéine C, des protéines de la cellule hôte et une hélicase d’ADN associée 

avec la protéine II lors de la synthèse de l’ADN stade II. Ce complexe de préinitiation va 

ensuite s’associer avec la procapside conduisant à la morphogenèse de la capside virale et au 

final du virion. 

 

II.3. Le phage PRD1 

Le bactériophage PRD1 est un coliphage, de 65 nm de diamètre, membre de la famille 

des Tectiviridae. Il infecte des bactéries gram-negatif de différentes familles, certaines 

Pseudomonas, Escherichia ou encore Salmonella. C’est un modèle couramment utilisé pour 

représenter des virus de « grande » taille et pour l’étude de l’hydrophobicité du fait de la 

présence de sa membrane. Il est également fortement utilisé pour l’étude des bactériophages 

dans les sols (Schijven et Hassanizadeh, 2000; Schijven et al., 2002). 

 

II.3.1. La capside 

PRD1 est un virus à structure icosaédrique, sans queue et possédant sous sa capside, 

une membrane protéolipidique faisant son originalité. Une vingtaine de protéines structurales 

vont intervenir dans la formation d’une procapside contenant la membrane (Tableau 4). 
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Tableau 4. Protéines de PRD1 et leurs fonctions. (Selon Fauquet et al., 2005). 

 

 

La capside est composée d’une protéine structurale majeure, la protéine P3 (43 kDa) et 

d’une protéine structurale mineure, P30 (9 kDa). La protéine P3 s’associe en trimère pour 

former 240 capsomères dans la capside. Les capsomères sont disposés de manière isométrique 

dans la capside formant une pseudo symétrie icosaédrique T=25. La protéine P3 interagit avec 

certains groupements portés par les lipides de la membrane ou encore avec des protéines 

enchâssées dans la membrane protéolipidique, mais la protéine P3 n’est pas ancrée dans cette 
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membrane (Benson et al., 1999). La protéine P30 se situerait sur les bords des facettes, formés 

par les capsomères, reliant les sommets et jouant un rôle de « stabilisateur » au sein de la 

capside (Rydman et al., 2001).  

L’organisation géométrique des faces de la capside donne lieu à la présence de 

sommets. Ceux-ci vont présenter des structures particulières. Des structures, dites de pointes, 

appelées « Spike complex » ou complexes de reconnaissance, dans lesquelles interviennent 3 

protéines: P31, P5 et P2 (Figure 11). La protéine P2 est responsable de la reconnaissance et 

fixation au récepteur présent à la surface de la cellule hôte. Une quatrième protéine intervient 

dans ce complexe, c’est la protéine P16, ancrée dans la membrane, qui stabilise un peu plus ce 

complexe. Elle pourrait également avoir son importance dans la transmission à la membrane 

du signal de fixation à un récepteur bactérien (Abrescia et al., 2004). Un des sommets de la 

capside présente une structure unique, il est nommé « portail », ou « unique vertex ». Il est 

constitué de 4 protéines (P20, P22, P6 et P9) (Figure 11) et intervient pour une fonction 

essentielle dans le cycle de vie de PRD1, celle d’introduire le génome dans la procapside 

(Strömsten et al., 2003). 

 

Figure 11. Représentation schématique de la structure du bactériophage PRD1. L’arrangement exact 
des protéines au niveau du « unique vertex » n’est pas démontré. (Ziedaite, 2008). 
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La membrane située sous la capside provient de l’hôte infecté. La composition de la 

membrane plasmique est modifiée par l’enchâssement de protéines virales, mais aussi en 

terme de composition lipidique. La membrane du virion est enrichie en PE 

(phosphatidylethanolamine) et voit sa teneur en PG (phosphatidylglycerol) réduite, par 

rapport à la membrane de l’hôte (Ziedaite, 2008). Elle est approximativement composée de 

50% de lipides et 50% de protéines (Strömsten et al., 2003). 

 

II.3.2. Organisation du génome viral  

Le bactériophage PRD1 possède un ADN double brin, sous forme linéaire, de 14 925 

paires de bases (Savilahti et Bamford, 1993). L’ADN de PRD1 possède des ITR (Inverted 

Terminal Repeat) de 110 pb dont la séquence est très conservée dans l’espèce (Figure 12). 

Ces ITR contiennent l’origine de réplication minimale de 20 pb. Il a également été démontré 

que les ITR facilitaient la fixation de certaines protéines accessoires participant à la 

réplication de l’ADN. On retrouve des protéines terminales (P8) liées de façon covalente aux 

extrémités 5’ du génome. Ce génome va être introduit à l’intérieur de l’hôte afin de permettre 

la réplication pour aboutir à une multiplication virale 

 

 

Figure 12. Représentation du génome de l’entérobactériophage PRD1 indiquant l’organisation des 
gènes et des promoteurs  dans la direction de lecture (selon Fauquet et al., 2005). La première ligne 
représente les promoteurs et les terminateurs. Celle du centre représente l’ordre des gènes. La dernière 
ligne représente les opérons et leur direction de lecture. (E=Early, tôt ; L= Late, tardif). Les 
nomenclatures des gènes et des protéines sont corrélées, chaque protéine a le même numéro que le 
gène. 
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II.3.3. Réplication 

Le phage PRD1 infecte une large gamme de bactéries gram-négatif présentant 

nécessairement un plasmide conjugatif de type IncP, IncN ou IncW.  Ces plasmides encodent 

des systèmes mpf (mating pair formation) impliqués dans la synthèse de filaments 

extracellulaires, type pilus, intervenant dans le contact et le rapprochement de la cellule 

donneuse et de la cellule réceptrice dans le contexte de transfert du plasmide (Rydman et al., 

1999). Ces complexes représentant les récepteurs bactériens, sont donc nécessaires pour la 

reconnaissance et la fixation de PRD1 sur la bactérie (Grahn et al., 1997). Par exemple, une 

cellule contenant le plasmide RP4 (type IncP) présentera à sa surface environ 60 récepteurs 

reconnus par PRD1 chez Salmonella typhimurium et environ 25 chez Escherichia coli 

(Mindich et al., 1982; Ziedaite, 2008). 

La Figure 13 résume schématiquement le cycle de vie de PRD1. L’injection de l’ADN 

va se faire via le « spike complex » (P2, P5 et P31 + P16) ainsi que d’autres protéines 

impliquées dans l’entrée de l’ADN dans la cellule: P7, P11, P18, P14 ou encore P32 (Grahn et 

al., 2002). Ce sont des protéines virales associées à la membrane (exceptée la protéine P11 

qui n’est pas une protéine intégrée mais associée à la surface de la membrane). La fixation du 

bactériophage provoque l’ouverture au niveau du sommet. La membrane passe alors d’une 

conformation sphérique à une forme tubulaire et se déplace au travers du complexe de 

reconnaissance, avec à sa surface les protéines citées. La protéine P11 intervient dans le 

franchissement de la première barrière de l’hôte, la membrane externe. Cette première étape 

permet à P7 d’accéder à la couche de peptidoglycanes et de la dégrader. La structure tubulaire 

franchit ensuite la membrane cytoplasmique.  

Le génome se retrouve à l’intérieur de l’hôte où il va subir la transcription-traduction 

ainsi que la réplication. Cette réplication est initiée par un mécanisme « protein-primed », la 

liaison covalente des protéines P8 aux extrémités 5’ de l’ADN. La réplication peut être 

simultanément initiée à partir des 2 extrémités 5’ de l’ADN. Les gènes d’expression précoce 

sont ceux codant pour la protéine terminale (P8), l’ADN polymérase (P1), 2 protéines de 

fixation à l’ADN (P12 et P19) (Savilahti et Bamford, 1993). Apparaissent au cours du temps 

les différentes protéines impliquées dans le cycle de vie de PRD1. Certaines vont aller 

s’associer à la membrane cytoplasmique de l’hôte tandis que d’autres vont s’associer à l’ADN 

ou encore, rester dans le cytoplasme de la cellule. Les protéines virales membranaires 

s’enchâssent dans la membrane, les protéines P3 s’auto-assemblent, en trimères, dans le 
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cytoplasme. La trimérisation de P3 est dépendante de protéines codées par l’hôte: GroEL et 

GroES. Hänninen et al. (1997), supposent que ces protéines chaperonnes interviennent sur 

d’autres processus dans l’assemblage de PRD1. Le bactériophage synthétise des protéines 

impliquées dans l’assemblage de virions : P10, P17 et vraisemblablement P33. Ces protéines 

interagissent avec la capside, la membrane et les protéines qui y sont enchâssées, mais ne se 

retrouvent pas dans la structure du virion mature (Hänninen et al., 1997; Ziedaite, 2008). Elles 

sont considérées comme des facteurs d’assemblage. La protéine P10 s’associe à la membrane 

de l’hôte dans laquelle sont insérées les protéines virales. Cette association entraîne le 

changement conformationnel de la membrane en une vésicule. Ensuite les protéines P10 se 

dissocient de la membrane pour laisser interagir les protéines de la capside P3 et P30. 

(Rydman et al., 2001). Ces événements tendent à la formation d’une capside associée à la 

membrane mais ne contenant pas le génome, c’est la procapside. 

L’empaquetage de l’ADN est possible grâce à la structure décrite précédemment: le 

portail ou « unique vertex ». Au moment de réaliser ce processus, la protéine P9 (ATPase) se 

fixe à l’ADN via la protéine P8. Ensuite la protéine P9, associée à l’ADN, va interagir avec la 

protéine P6 au niveau du portail. Enfin, la protéine P9 joue son rôle d’ATPase et permet le 

déplacement de l’ADN au travers du portail, via l’hydrolyse d’ATP. La protéine P9, en tant 

que protéine structurale, reste associée à cette structure chez le virion mature. Au cours de 

l’étape d’empaquetage, la membrane subit ses dernières modifications conformationnelles. 

Les liens entre la capside et la membrane deviennent plus étroits (Ziedaite, 2008; Strömsten et 

al. 2005). On aboutit alors à des virions complets à l’intérieur de l’hôte. 

La dernière étape dans le cycle de réplication de ces virions consiste à sortir de l’hôte 

pour se retrouver dans l’environnement cellulaire. Un canal au travers de la membrane 

cytoplasmique va se former grâce aux protéines P15 et P35 (holine, protéine intégrée à la 

membrane), la rendant ainsi perméable. Cela va permettre à la protéine P15, une endolysine, 

d’accéder à la couche de peptidoglycanes et de la dégrader. Le processus de lyse est initié par 

la chute du taux d’ATP, par hydrolyse, dans la cellule au moment de l’empaquetage de 

l’ADN. Cette chute du taux d’ATP entraîne l’intégration de la protéine P35 à la membrane 

cytoplasmique, jusqu’alors associée à GroE. La présence des holines dans la membrane cause 

la fuite, non spécifique, d’ions K+, ceci provoque la dissipation du potentiel de membrane et 

ainsi l’ouverture des holines permettant le passage des molécules d’endolysine. La seule 

présence de la membrane externe n’est généralement plus capable de préserver l’intégrité de 

la cellule qui est alors lysée (Ziedaite, 2008; Ziedaite et al., 2005). Cependant, en présence 
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d’une certaine concentration en ions bivalents, la membrane externe est  stabilisée et reste 

donc le dernier rempart pour l'intégrité cellulaire.  

 
Figure 13. Représentation schématique du cycle de vie du bactériophage PRD1. (Ziedaite, 2008). 

 

II.4. Les VLPs 

Il s’agit de capsides protéiques dépourvues de génome. Ces particules ont la 

particularité d’être non pathogènes, puisqu’elles ne contiennent pas d’ARN viral nécessaire à 

la réplication et d’être morphologiquement et antigéniquement identiques aux virus dont elles 

sont issues (Jiang et al., 1992).  

 

II.4.1. Intérêt des VLPs 

Les VLPs sont très utilisées dans le domaine structural. Elles peuvent servir de 

substituts de virus notamment pour les Norovirus car à l’heure actuelle, et malgré les 

nombreuses recherches entreprises, aucun système cellulaire n’a encore permis de multiplier 
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les Norovirus in vitro (Duizer et al., 2004). Une importante barrière à l’étude du 

comportement de ces virus dans l’environnement à échelle autre que celle du laboratoire, 

réside dans l’impossibilité d’introduire des pathogènes potentiels dans les eaux de station 

d’épuration, Les VLPs, substituts recombinants non infectieux, totalement inoffensifs, 

apparaissent alors comme un outil modèle. En effet, grâce au développement de ces pseudos 

particules virales, la structure des Norovirus a été décrite par cryomicroscopie électronique et 

cristallographie aux rayons X (Prasad et al., 1999). La capacité des VLPs de Rotavirus et 

Norovirus à se substituer aux virus a été démontrée dans l’eau de mer et les coquillages 

(Loisy, 2004). 

Les VLPs sont également beaucoup utilisées dans le domaine clinique pour la 

conception des vaccins car l'immunisation à l'aide de ces particules conduit à une synthèse 

d'anticorps reconnaissant la particule virale native. Utilisées comme antigène vaccinal, elles 

ont une structure et une morphologie similaires à celles des virions et possèdent les épitopes 

conformationnels nécessaires à l’induction des anticorps neutralisants. Les VLPs possèdent 

toutes les propriétés nécessaires pour constituer un bon candidat vaccinal (Estes et al., 2000): 

- Elles sont stables après lyophilisation et une exposition à pH 2,5; pH intestinal (Estes 

et al., 2000). 

- Elles sont fortement immunogéniques après injection par voie parentérale chez les 

animaux (Estes et al., 2000) et après administration orale ou intra nasale chez la souris 

(Ball et al., 1998; Guerrero et al., 2001). 

- Elles sont également sans danger et immunogéniques après administration orale chez 

des volontaires testés positivement pour des anticorps anti-norovirus (Ball et al., 

1998). 

Il existe déjà des vaccins à base de VLPs utilisés dans des cas de cancer du col utérin 

contre les papillomavirus humains oncogènes, PVH-16 et 18 retrouvés dans environ 70 % de 

ces cancers. Ces vaccins sont très prometteurs car leur efficacité avoisine les 100 % de 

protection (Harper et al., 2004). Des études préliminaires chez la souris ont montré une 

réponse immunitaire mucosale et sérique après administration orale de tabac ou de pomme de 

terre exprimant des VLPs (Santi et al., 1996; Tacket et al., 2000). La possibilité d’un vaccin 

comestible a été confirmée chez des volontaires humains (Tacket et al., 2003). Ces résultats 

sont encourageants pour l’utilisation des VLPs en tant que candidat vaccinal. 
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II.4.2. Synthèse des VLPs 

Le principe de la synthèse des VLPs est basé sur le fait que l’expression des protéines 

virales de capside, dans un système, induit l’auto-assemblage de VLPs, ainsi ces protéines 

prennent une taille et une conformation dans l'espace, semblables à celles de la particule 

virale. (Jiang et al., 1992). Cette synthèse comprend plusieurs étapes: 

- La première consiste à produire des plasmides recombinants contenant le gène codant 

pour la protéine de capside virale.  

- Une étape de transformation dans des cellules compétentes de type E.coli permet la 

recombinaison entre l’ADN de la cellule et le plasmide recombinant.  

- Après sélection des cellules compétentes, celles-ci sont multipliées et suite à un 

processus d’extraction, les VLPs sont libérées dans le surnageant cellulaire. 

En 1992, l’expression des protéines de capside VP1 et VP2 codées par l’ORF2 et 

l’ORF3 du virus de Norwalk dans le système baculovirus, a permis la production de VLPs de 

ce virus (Jiang et al., 1992). La stabilité de ces VLPs a été examinée dans différentes 

conditions de pH et de température; ainsi, elles sont fortement stables lorsque le pH est acide 

ce qui pourrait être une adaptation naturelle des virus qui infectent le tractus gastro-intestinal 

(Aussar et al., 2006). Depuis des VLPs ont été produites à partir de l’expression dans le 

système baculovirus de protéines de capside des souches de norovirus GI (Kitamoto et al., 

2002) et de norovirus GII (Dingle et al., 1995). Des VLPs de norovirus ont également été 

produites à partir du système d’expression du virus de l’encéphalite équine, permettant ainsi 

une production dans des cellules de mammifères (Baric et al., 2002). Ces VLPs sont 

identiques à celles produites dans le vecteur d’expression baculovirus. 

 

Actuellement, plusieurs laboratoires synthétisent des VLPs du bactériophage MS2 

(Pickett et Peabody, 1993; Mastico et al., 1993; Legendre et Fastrez, 2005; Lima et al., 2006, 

Peabody et al., 2008). La construction de ces VLPs consiste à synthétiser la protéine de 

capside du bactériophage MS2 à l’intérieur d’une bactérie (E. coli) ou d’une levure (S. 

cerevisiae). Pour cela, les bactéries et les levures en question sont rendues compétentes puis 

transformées par insertion d’un plasmide portant le gène de la protéine de capside du 

bactériophage MS2. Les cellules transformées sont sélectionnées afin d’engendrer le 

processus de production de protéines. La particule virale dépourvue de son génome se 

formera au final par auto assemblage des protéines de capside synthétisées.  
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Ces différents modèles phagiques constituent des modèles de particules molles 

multicouches à structures très différentes: un modèle à une seule couche, les VLPs (capside 

virale uniquement), des modèles à deux couches, les phages ARN F-spécifiques (capside à 

pores + génome) et le phage Phi X 174 (capside sans pore + génome) et enfin un modèle à 

trois couches, le phage PRD1 (capside + membrane + génome). L’étude des propriétés 

interfaciales sur ces différents modèles permettrait de mettre en évidence et d’approfondir le 

concept de particules molles multicouches s’il existe une différence de comportement entre 

ces différents modèles. 

 

III. VIRUS ET PARTICULES MOLLES: PROPRIETES INTERFACIALES DES 

VIRUS 

 

Les propriétés interfaciales d'un virus caractérisant son devenir dans l'environnement se 

définissent principalement par sa charge électrostatique et par sa balance 

hydrophile/hydrophobe. 

 

III.1. La charge électrostatique 

Nos virus d’intérêt sont constitués essentiellement d’un génome à ARN ou ADN et 

d’une capside qui est essentiellement de nature protéique. Les protéines constitutives de la 

capside sont composées d’acides aminés capables d’exprimer une charge non seulement au 

niveau des chaines latérales mais également au niveau des terminaisons (carboxyles ou 

amines). En effet, les différents groupements des acides aminés (NH2, COOH, SH… situés 

dans la chaine latérale ou aux extrémités de la protéine) définis par leurs pKa sont capables de 

s'ioniser en fonction du pH d'un milieu donné donnant ainsi une certaine charge globale à la 

protéine qu'ils constituent. A partir des valeurs de pKa, il est possible de déterminer le point 

isoélectrique (pI) théorique d'une protéine. Ce pI correspond à la valeur de pH pour laquelle la 

charge globale de la protéine en question est nulle. 

Ainsi, la charge d’une particule virale est généralement estimée de manière qualitative 

à partir du point isoélectrique qui est donc la valeur de pH pour laquelle la charge globale du 

virus est nulle. Elle est négative pour des pH supérieurs au pI et positive pour des pH 
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inférieurs au pI (Gerba, 1984). Le pI donne donc une estimation de la charge du virus dans 

certaines conditions de pH. Des points isoélectriques peuvent être déterminés de manière 

expérimentale ou théorique pour les virus. Le pI théorique d'un virus est déterminé à partir de 

la composition en acides aminés constituant la protéine de capside. Il exclut la contribution du 

génome au niveau de la charge virale globale. Langlet et al. (2008b) effectue un calcul 

théorique du point isolélectrique de bactériophages à partir des pKa latéraux des acides 

aminés de la protéine de capside sans tenir compte de la structure en trois dimensions de la 

capside, le calcul est effectué en faisant abstraction du repliement des protéines et des liaisons 

peptidiques.  Selon cette méthode les  pI des bactériophages ARN F-spécifiques varient de 9,7 

pour les phages SP et GA à 9 pour le phage MS2 (Tableau 5).  

 

Tableau 5. pI théoriques de la protéine de capside de quatre phages ARN F-spécifiques (calculés à 
partir de http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py?form=iep, Langlet et al., 2008b). 

 
 

Penrod et al. (1996) ont auparavant effectué des modélisations de la capside du phage 

MS2 et λ et ont déterminé des valeurs de pI pour ces derniers. Ces valeurs sont obtenues à 

partir des pKa des acides aminés à l’intérieur de la protéine tenant ainsi compte des liaisons 

peptidiques. Lorsqu’on prend en considération les acides aminés de la capside entière, le pI 

serait supérieur à 9 pour le phage MS2. Ainsi, lorsque le calcul est effectué à partir de la 

séquence entière en acides aminés de la protéine de capside du bactériophage MS2, plusieurs 

auteurs sont en accord avec une valeur de  pI > 8 (Penrod et al., 1996, Schaldach et al., 2006, 

Langlet et al., 2008a). Néanmoins, Penrod et al. (1996) ont également effectué une 

modélisation uniquement à base des acides aminés situés sur la surface externe de la capside 

et le pI serait alors de 4 pour le phage MS2. Cette modélisation du pI de la capside trouve 

certaines limites lorsqu’il s’agit d’expliquer le comportement du phage lors de processus 

d’adhésion. En effet, il est impossible à partir du pI de savoir quel virus exprime la charge 

négative ou positive la plus importante pour un pH donné. De plus dans ces travaux, lors de 



40 
 

l’étude de la mobilité électrophorétique en fonction de la force ionique, il demeure des 

charges même à des conditions de hautes forces ioniques ce qui ne pourrait s’expliquer que 

par la présence d’une charge électrostatique interne résiduelle car à très haute force ionique, la 

charge de surface (capside) est complètement neutralisée (Ohshima, 1995; Duval et Ohshima., 

2006; Langlet et al., 2008a). L’estimation du pI d’un virus par l’étude de sa capside 

uniquement reste donc très approximative d’autant plus que les valeurs calculées sont 

différentes de celles obtenues par expérimentation.  

Langlet et al. (2008a) suite à des expérimentations, obtiennent un pI mesuré de 3,5 

pour le bactériophage MS2 complet. D’autres auteurs confirment le pI très bas du phage MS2 

(Overby et al., 1966; Redman et al., 1997). Deux approches s’opposent alors pour expliquer 

la différence importante entre le pI théorique de la capside plutôt basique et le pI très acide du 

virus complet. Langlet et al. (2008a) suggèrent un impact du génome sur la charge globale du 

virus en calculant un pI théorique de 9 pour la seule capside du phage MS2 et de 2,9 pour le 

génome de ce phage. Penrod et al. (1996) ne prennent en compte que les acides aminés en 

surface de la capside pour avoir une valeur de pI assez faible correspondant la valeur 

expérimentale. Le pI pourrait alors être expliqué par la contribution de la capside du phage 

mais également celle du génome. 

L’obtention de pI expérimentaux peut être effectuée à l’aide de différentes méthodes. 

Les premières furent basées sur des techniques de focalisation électrique. Le principe de cette 

technique est de créer un gradient de pH dans lequel pourront se déplacer les virus soumis à 

un champ électrique. Arrivés au pH correspondant à leur pI, ils s'immobiliseront car leur 

charge nette sera nulle: le nombre de charges positives est égale au nombre de charges 

négatives. La révélation de la zone de pH à laquelle les virus ont arrêté de migrer peut se faire 

soit par marquage radioactif du virus avant la migration soit par analyse des différentes zones 

de gel pour déterminer laquelle contient le plus grand nombre de virus infectieux. Ces 

techniques de radiomarquage auraient tendance à dénaturer les protéines natives de la 

particule.  

Une autre technique de détermination expérimentale du pI est la microélectrophorèse. 

Elle consiste en la mesure de la vitesse du virus dans un champ électrique. La vitesse 

rapportée au champ électrique détermine la valeur de la mobilité électrophorétique (µ). Ici, le 

pI correspond à la valeur de pH pour laquelle la mobilité électrophorétique est nulle. Les 

données de mobilité électrophorétique sont quantitatives et permettraient donc de faire une 
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comparaison entre deux virus (Redman et al., 1997; Schaldach et al., 2006). Langlet et al. 

(2008b) comparent la mobilité électrophorétique de trois bactériophages ARN F-spécifiques: 

MS2, Qβ et GA. Néanmoins, la mobilité électrophorétique ne donnerait pas directement accès 

à la charge du virus mais plutôt à une estimation de celle-ci à certaines valeurs de pH. 

Des valeurs expérimentales de pI ont été déterminées pour des virus pathogènes pour 

l’homme et pour des bactériophages (Tableau 6).  
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Tableau 6. Points isoélectriques (pI) expérimentaux de certains virus pathogènes pour l’homme (A) et de bactériophages (B) (adapté de Gerba, 
1984; Jin et Flury, 2002). 

A) Points isoélectriques de virus pathogènes pour l’homme 
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B) Points isoélectriques de certains bactériophages 

 

 

Il arrive que les valeurs du pI diffèrent grandement selon les méthodes utilisées (Michen et 

Graule, 2010). Pour le phage Phi X 174, le pI varie entre 6 et 7 par chromatofocalisation (Brorson 

et al., 2008),  il est de 6,6 par focalisation électrique capillaire (Horka et al., 2007) alors que 

Aronino et al. (2009) déterminent une valeur de 2,6 pour ce phage par mobilité électrophorétique. 

Ces derniers auteurs ne mentionnent aucune purification du stock viral avant les mesures. De 

même la valeur du point isoélectrique de l’enterovirus humain B varie de 4 par focalisation 

isoélectrique en solution aqueuse dense (Butler et al., 1984) à 6,4 par focalisation électrique sur 

gel d’agarose (Zerda et Gerba, 1984). L’état de la particule aurait aussi son influence sur la 

détermination du point isoélectrique, en effet, selon les conditions de mesure, les virus peuvent se 

retrouver sous forme d'agrégats (Langlet et al., 2008b, Mattle et al., 2011) qui tendraient à fausser 

la valeur de pI obtenue, également, selon la méthode de mesure, le facteur « perméabilité » 

pourrait faire varier la contribution des couches constitutives du virus sur les propriétés 

interfaciales globales de la particule virale. Par exemple, la mobilité électrocinétique par son flux 

migratoire tendrait à sonder plus le génome par rapport à une méthode telle que la focalisation 

électrique. 

Quantitativement parlant, le potentiel zêta a souvent été assimilé à la charge des virus 

(Taylor et Bosmann, 1981; Hughes et al., 2002; Schaldach et al., 2006). Ce potentiel décrit la 

charge de surface existant à l’interface liquide-solide. Il est un indicateur de la chimie de surface et 

permet d’étudier par exemple l’efficacité des traitements de modifications de surface ou les 

phénomènes d’adsorption et de désorption. Ce potentiel est ainsi valable pour des surfaces 

possédant une limite nette, on parlera de particules ‘dures’. Pour les structures biologiques, on ne 
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parle plus de surface mais il a été défini une notion d’interface. En effet, les particules biologiques 

présentent une perméabilité hydrodynamique qui pourrait permettre aux structures internes d’avoir 

un rôle sur les différentes propriétés de la particule entière. Cette notion d’interface est définie 

comme étant l’espace comprenant l’ensemble des structures virales (capside, génome) qui peuvent 

interagir entre elles et avec le milieu environnant. Il ne s’agit pas d’une limite nette entre le virus 

et son environnement. Dague et al. (2006) ont montré que pour les bactéries il n’existait pas de 

charge de surface mais plutôt une localisation des charges dans un volume interfacial. Les virus 

présentent une certaine souplesse et perméabilité à leur interface. Les concepts associés au 

potentiel zêta développés pour des particules dures engendreraient donc des approximations très 

importantes au niveau de l’estimation de la charge d’une particule virale par transposition.  

Schaldach et al., (2006) ont effectué une modélisation de la charge de surface des phages 

MS2, Qβ et du virus de Norwalk. Ils en déduisent que pour les deux phages ARN F-spécifiques, le 

génome aurait une influence majeure sur les interactions électrostatiques des particules virales 

avec une surface. Pour le virus de Norwalk cette influence serait mineure d’après le modèle de 

cette étude car aucune différence n’est observée entre les données expérimentales sur des VLPs de 

ce virus et la modélisation de toutes les charges (capside + génome). Ce résultat est expliqué par 

un écrantage électrostatique selon les auteurs. Cependant, pour déterminer la charge des virus, il 

calcule un potentiel zeta valable uniquement pour des particules dures (Duval et Ohshima, 2006). 

Dans son calcul, il inclut néanmoins la séquence complète de la capside mais aussi celle du 

génome entier. Cette approche consiste donc à projeter toutes les charges des différentes couches 

du virus à la surface sans tenir compte du paramètre hydrodynamique.  

Une seconde approche existe, suggérant clairement que les virus sont des particules molles 

dont la charge des structures internes a une influence sur la charge totale de la particule. Plus 

qu’une surface, il faudrait donc plutôt parler d’interface virale. En effet, lors de la mesure de la 

mobilité électrophorétique, deux paramètres principaux interviendraient dans les propriétés 

électrostatiques du virus: sa charge et son hydrodynamique (Langlet et al., 2008a). Selon ces 

auteurs, pour comparer deux virus en termes de charge, il est nécessaire d’étudier la mobilité 

électrophorétique en fonction de la force ionique et pas seulement en fonction du pH comme cela 

a toujours été effectué auparavant (Figure 14). La pente de la courbe révèle le ratio de densité de 

charge interne sur la densité de charge externe. De plus, la présence d’une valeur non nulle de 

mobilité électrophorétique à haute force ionique serait une caractéristique principale des particules 

dites molles (Ohshima, 1995). Par modélisation (Figure 14), à perméabilité égale, lorsque l’on fait 

varier la densité de charge interne en l’augmentant, cette pente devient plus grande caractérisant 
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plus de charges et une neutralisation plus rapide de ces charges. Cette détermination de la charge 

prendrait donc un sens lorsque l’on compare deux particules virales de tailles similaires entre elles 

en termes de mesure de mobilité électrophorétique en fonction de la force ionique. 

 

Figure 14. Impact de la quantité d’acide nucléique (ARN) à proximité de la capside (ω23) dans des 
conditions où la perméabilité du flux (λ0

-1), est de l’ordre de grandeur de l’épaisseur de la capside (δ3) 
(Langlet et al., 2008a). 

 

III.2. La balance hydrophile/hydrophobe 

En fonction des acides aminés la constituant, des structures secondaires et tertiaires, la 

capside virale va présenter des domaines hydrophiles et des domaines hydrophobes (Mix, 1974): 

on parle de balance hydrophile-hydrophobe. Cette dernière est considérée comme essentielle pour 

prédire la capacité d’adhésion des virus à une surface (Gerba, 1984).  

Plusieurs méthodes existent pour estimer le caractère hydrophile-hydrophobe telles que la 

mesure de l’angle de contact et l’utilisation de concentrations salines croissantes afin de provoquer 

l’agrégation dans le milieu. L'utilisation de méthodes macroscopiques qui consistent à «mesurer» 

la balance hydrophobe/hydrophile de virus (et plus généralement des micro-organismes) par 

l'analyse de leur affinité pour un solvant de polarité donnée (Lytle et Routson, 1995; Kos et al., 
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2003) ont été sévèrement critiquées. L’interprétation des résultats est délicate car lors de 

l’estimation du caractère hydrophobe des particules, le caractère hydrophile/hydrophobe des 

sorbants de mesure ainsi que leurs charges ne sont pas assez connus. Par exemple, Busscher et al. 

(1995) et Ahimou et al. (2001) ont démontré que la plupart des solvants utilisés dans les tests 

MATS (Microbian Adhesion Tests to Solvants) ainsi que d'autres surfaces/substrat références 

employées dans la chromatographie d’interaction hydrophobe (CIH) (Wolff et al., 2010), 

présentent une certaine charge électrostatique et peuvent par conséquent interagir 

électrostatiquement avec des virus. Tout ceci affecte ainsi l'estimation de leur degré 

d'hydrophobicité. Une méthode récente proposée par Attinti et al. (2010), basée sur des mesures 

de force d'interaction entre une pointe de nitrure de silicium recouverte par des virus et une surface 

hydrophobe par microscopie à force atomique (AFM) semble être une alternative et une approche 

très prometteuse. Néanmoins, les auteurs n'ont pas exclu clairement le fait que le glutaraldéhyde, 

utilisé pour immobiliser des virus sur la pointe AFM, pourrait biaiser leurs mesures de force 

hydrophobes.  

De plus en plus, la détermination du caractère hydrophobe s’effectue par la caractérisation 

de l’adhésion du micro-organisme sur un support plus ou moins hydrophobe. (Lukasik et al., 

2000; van Voorthuizen et al., 2001). La plupart du temps, il s’agit de supports industriels peu 

caractérisés de manière spécifique en dehors du caractère hydrophile ou hydrophobe. Sur une base 

(semi-) quantitative, il existe encore un réel manque de données concernant l’estimation du 

caractère hydrophobe d’un virus. 

D’un point de vue théorique, dans une solution au repos, les particules virales sont 

soumises à l’agitation thermique. Ce mouvement des particules est appelé mouvement brownien. 

Cette agitation thermique peut déstabiliser une solution colloïdale en augmentant la probabilité 

que les colloïdes se rencontrent et ainsi passer d’une solution monodispersée où toutes les 

particules ont la même taille à une solution polydispersée contenant des agrégats de tailles 

différentes. En solution les grosses particules soumises au mouvement brownien se déplacent plus 

lentement que les petites. En mesurant la vitesse de déplacement, il est alors possible de 

déterminer la taille d’une particule à partir de l’équation de Stockes-Einstein. Il s’agit là d’une 

autre approche indirecte pour l’estimation du caractère hydrophobe de particules biologiques. 

Langlet et al., (2008b) ont effectué des mesures de tailles sur différents bactériophages ARN F-

spécifiques. Les résultats obtenus indiquent que les phages MS2 s’agrègent lorsque le pH est 

inférieur à leur point isoélectrique quelle que soit la force ionique. Les phages Qβ s’agrègent 

différemment en fonction de la force ionique. Les phages GA et SP sont agrégés quelles que soient 
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les conditions de pH et de force ioniques. Il a donc été établi que ces deux derniers phages étaient 

les plus hydrophobes. 

Pour plusieurs auteurs, les interactions hydrophobes sont d’une grande importance dans le 

milieu aqueux d’un point de vue quantitatif (van Oss, 2003). Les phages MS2 et Phi X 174 

s’adsorbent sur une membrane hydrophobe en écrantant les forces électrostatiques (Shields et 

Farrah, 2002). Ces interactions sont importantes et majoritaires pour l’attachement de MS2 à des 

surfaces solides. Néanmoins, le caractère hydrophobe varie d’un virus à l’autre: la part des 

interactions hydrophobes est considérée comme négligeable lors de l’étude de l’adhésion du 

bactériophage PRD1 sur des supports minéraux (Loveland et al., 1996). 

 

La notion d’interface virale est une notion très récente suite à quelques études sur les 

particules dites « molles » (Oshima et al., 2006; Langlet et al., 2008a). De plus en plus, il est 

admis que le potentiel zêta ne peut en aucun cas représenter la charge interfaciale des virus 

(Duval et Gaboriaud, 2010) qui ne peuvent pas être considérés comme des surfaces planes. En 

effet, les propriétés interfaciales de la particule virale notamment la charge électrostatique 

globale de la particule font intervenir chaque couche constitutive (capside, génome, 

membrane…). L’étude de la liaison entre ces propriétés interfaciales suivant le concept de 

particules molles multicouches et les phénomènes d’adhésion/agrégation est essentielle. 

 

IV. LES MECANISMES D’ADHESION/AGREGATION 

 

IV.1. Les forces colloidales  

Selon les propriétés de surface des virus, du support et des conditions physico-chimiques 

du milieu, certaines interactions prédomineront par rapport à d’autres. Deux théories ont été 

élaborées pour décrire les forces d’interaction liées à l’adhésion/agrégation: la DLVO (Derjaguin 

et Lanadau, 1941 ; Verwey et Overbeek, 1948) et la xDLVO. Dans la théorie DLVO, seules les 

interactions électrostatiques et les interactions de van der Waals sont prises en compte. D’autres 

types d’interactions comme les interactions hydrophobes peuvent jouer un rôle important et sont 

donc inclues dans le modèle xDLVO. 
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IV.1.1. Les interactions électrostatiques 

Une surface organique dans un milieu polaire présente généralement une charge électrique 

nette à la surface de la particule. Elles s’obtiennent suite à la protonation-déprotonation de 

groupements ionisables: des groupements d’acides aminés (-COO-, -NH3
+), des groupements 

phosphates, l’adsorption spécifique d’ions. Quelle que soit l’origine de la charge de surface, celle-

ci est compensée pour respecter l’électro-neutralité de la solution. Ainsi, entre deux colloïdes 

présentant une charge de même signe, l’énergie d’interaction est positive et se traduit par une 

répulsion entre ces deux éléments. A l’inverse, entre deux colloïdes de charges opposées, c’est une 

interaction attractive qui s’établit. L’intensité de ces forces électrostatiques est inversement 

proportionnelle à la distance: plus les colloïdes sont éloignés plus l’intensité de ces forces 

diminue. L’implication des interactions électrostatiques dans l’adhésion virale a été largement 

étudiée (Lukasik et al., 2000; van Voorthuizen et al., 2001; Shields et farrah, 2002 ; Zhuang et Jin, 

2003). Penrod et al. (1996) dénote l’implication de ces interactions lors de l’élimination des 

phages MS2 et λ par filtration sur quartz avec une prédominance des forces électrostatiques 

répulsives lors du mécanisme de filtration (quartz et phages tous deux chargés négativement); de 

même, Redman et al. (1997) dénote l’importance de la nature et de la magnitude des interactions 

électrostatiques entre des VLPs de Norovirus et le quartz lors du processus de filtration. Une 

approche plus détaillée des interactions électrostatiques entre particules dites « molles » ou entre 

ces particules et une surface a été effectuée par Duval et al. (2011) selon les paramètres physico 

chimiques du milieu et des particules elles mêmes. En effet, selon la force ionque du milieu par 

exemple, les différentes couches constitutives de la particule molle ont un impact plus ou moins 

prononcé sur les interactions avec les particules voisines ou avec une surface donnée. 

 

IV.1.2. Les interactions de van der Waals 

Elles sont d’origine électrique et proviennent de l’interaction entre les électrons d’une 

molécule et les charges d’une autre. Les interactions de van der Waals possèdent des énergies 

d’interaction plus faible que celles des forces électrostatiques (Sigg et al., 2006). Elles sont 

d’origine dipolaire et sont toujours présentes dans le système dispersé. Elles sont de nature 

attractive le plus souvent à courtes distances (0,3-0,8 nm) mais à très courtes distances (< 0,3 nm) 

ces interactions deviennent répulsives par interpénétration des nuages électroniques. La portée des 

forces d’attraction de van der Waals implique donc que l’influence attractive d’une particule 

puisse s’étendre sur une certaine distance à partir de sa surface. Ceci est à l’origine du phénomène 
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de floculation qui se traduit par l’agglomération des particules. Cependant il existe divers 

mécanismes qui permettent d’écranter ces forces d’attraction par exemple en favorisant les 

répulsions électrostatiques ou par l’adsorption de polymères à la surface des particules. 

 

IV.1.3. Les interactions hydrophobes 

Elles peuvent être jusqu’à 100 fois supérieures aux interactions de van der Waals entre 

deux colloïdes et ne peuvent en ce sens pas être négligées (van Oss et al., 1996). Ces interactions 

ont été décrites pour l’adhésion de plusieurs virus à des surfaces (Lytle et Routson, 1995; Shields 

et Farrah, 2002). Bales et al. (1993) montrent qu’en greffant des groupes hydrophobes à des billes 

de silice, la rétention de MS2 sur celles-ci augmentait. Pour certains virus, elles deviennent les 

interactions majoritaires à haute force ionique (Lukasik et al., 2000; van Voorthuizen et al., 2002). 

 

IV.2. Aspects théoriques des mécanismes d’adhésion/agrégation 

 

IV.2.1. Le mouvement Brownien 

 Dans une solution en position statique, les particules sont soumises à une certaine agitation 

thermique c'est-à-dire qu’elles ne sont jamais immobiles et interagissent de façon permanente 

entre elles. Cette interaction va conduire à des changements directionnels. Ainsi, le mouvement 

Brownien se définit comme étant le mouvement aléatoire, «perpétuel» et chaotique, dans les trois 

directions de l’espace, de particules en suspension dans un fluide. En solution, les petites 

particules soumises à ce concept, se déplacent rapidement tandis que les plus grosses sont plus 

lentes. Du mouvement Brownien résulte la diffusion Brownienne dont les effets peuvent être 

perçus au niveau macroscopique puisqu’elle permet aux particules de rester dispersées et donc de 

ne pas s’agréger ou sédimenter sous certaines conditions. A partir de ce principe, il est possible 

d’étudier l’adhésion de particules virales sur différents supports en condition statique. 
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IV.2.2. La DLVO et ses limites 

La stabilité des particules sphériques monodispersées de même type est expliquée de manière 

quantitative par la DLVO. Cette théorie permet de calculer les diagrammes énergétiques des 

interactions répulsives existant entre les charges portées par les particules colloïdales de même 

nature (dites de double couche électrique) et les interactions attractives résultants des forces de 

van der Waals. Le potentiel énergétique résultant de ces deux interactions peut être calculé et 

utilisé pour prédire la stabilité des colloïdes. L’allure générale des courbes (Figure 15) 

représentant l’énergie totale (ET) en fonction de la distance entre deux particules est souvent 

caractérisée par : 

- Un maximum primaire correspondant à la barrière énergétique à franchir pour permettre 

l’attachement ou le détachement des particules. 

- Un minimum primaire traduisant une énergie attractive très forte et irréversible. Celle-ci se 

développe à courte distance par rapport à la surface de la particule. 

- Un minimum secondaire traduisant une énergie attractive résiduelle de faible amplitude. 

Celle-ci se développe à une plus grande distance de la surface de la particule. 

Ainsi les colloïdes sont soumis à deux grands types de forces. Les forces attractives qui se 

définissent par les forces de van der Waals (EA) liées à la structure et à la forme des colloïdes ainsi 

qu’à la nature du milieu. Les forces de répulsion quant à elles se définissent par la répulsion 

électrostatique (ER) liée aux charges superficielles des colloïdes. L’énergie totale des colloïdes 

vaut alors : ET = EA + ER (Figure 15). 

 

Figure 15. Profil énergétique ET résultant des différentes forces entrant dans la théorie de la DLVO (selon 
Malescio, 2003). EA: forces d'attraction (van der Waals), ER: forces de répulsion (électrostatique), 
ET: énergie totale. 
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Lorsque les hypothèses de la théorie de la DLVO sont valables, les énergies d’interaction 

totales prédites sont en accord avec les mesures expérimentales (Israelachvili, 1992). Cependant, 

dans de nombreux cas, ce modèle est difficilement transposable à différents systèmes et ne décrit 

pas correctement les énergies d’interaction. Ainsi, de faibles variations par rapport aux conditions 

de validité décrivant les forces de van der Waals ou les forces électrostatiques entrainent des 

erreurs importantes. En effet, il existe des forces dites non-DLVO constituant la troisième 

composante énergétique et jouant un rôle non négligeable, il s’agit des interactions hydrophobes. 

Une évolution de la DLVO (xDLVO) a été proposée afin d’inclure ces interactions (van Oss, 

1996 ; Hermasson, 1999). Néanmoins, il reste certains facteurs qui n’étant pas pris en compte 

pourrait avoir une influence directe sur la validité des équations. Celles-ci ne seraient valables que 

pour des milieux de faible force ionique, plus on augmente la force ionique, plus les interactions 

électrostatiques seront écrantées et donc leurs effets en terme de portée diminueront. De plus, si la 

surface de la particule est rugueuse, les forces de van der Waals ne seront pas correctement 

décrites du à l’impact des aspérités sur les interactions (Walz, 1998; Shellenberger et Logan, 

2002). De même s’il s’agit de particules « molles » présentant une perméabilité hydrodynamique, 

les principes de la DLVO deviennent restreints pour l’explication des propriétés interfaciales de 

cette particule prenant en compte les différentes couches constitutives de la particule et ne la 

considérant plus uniquement comme une surface plane (Duval et Gaboriaud, 2010).  

De nombreuses autres forces non-DLVO (interactions hydrodynamiques, forces de 

proximité, forces de salvation, liaisons hydrogène) plus délicates à prendre en compte ont été 

décrites  (Ninham, 1999) et contribuent en plus des exemples cités plus haut à la difficulté 

rencontrée pour accorder cette théorie aux observations expérimentales. La simplicité initiale du 

modèle se perd dans la multitude de nouveaux paramètres adaptés à chaque système. 

 

IV.2.3. Mécanisme d’agrégation 

Déstabiliser la solution, c’est agir sur le système de manière à réduire la portée des 

répulsions électrostatiques. Les particules vont ainsi se coller les unes aux autres et former des 

agrégats. Par exemple, en modifiant la force ionique du milieu ou le pH, la stabilité des colloïdes 

en suspension peut être fortement influencée. En effet, l’ajout de sel, permettrait de neutraliser les 

charges de surface des particules et ainsi diminuer la portée des forces électrostatiques. De plus, au 

point isoélectrique des particules en solution, pH pour lequel la charge moyenne à la surface de la 

particule est nulle, il n’y a donc plus de répulsion électrostatique de longue portée et la stabilité du 
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système est alors minimale. Par contre, dès que l’on s’éloigne un peu de cette zone instable de pH, 

le système redevient stable. 

Lorsqu’il n’existe aucune barrière répulsive entre les particules c'est-à-dire que chaque 

collision conduit à la formation d’une liaison irréversible entre deux particules, les agrégats 

présentent une structure lâche. Par contre si la probabilité de collage entre les particules est très 

faible, les agrégats sont plus compacts (Lin et al., 1989). Les structures d’agrégats ainsi définies, 

on distingue ensuite deux grands types de mécanismes (Figure 16): 

- DLCA (Diffusion Limited Cluster Aggregation): Il n’y a aucune répulsion entre les 

particules et la probabilité d’adhésion est donc forte. Pour un agrégat compact, la porosité 

crée par les particules doit être faible, les vides sont comblés par d’autres particules. 

Cependant, considérant la probabilité d’adhésion forte, les particules censées combler les 

vides sont capables d’adhérer avant d’avoir atteint ces vides. 

- RLCA (Reaction Limited Cluster Aggregation): Il existe une barrière de répulsion et la 

probabilité d’adhésion est presque nulle. Les particules sont capables d’explorer de 

nombreux sites avant de s’adhérer définitivement. Ici, il y a plus de chance de combler la 

porosité. 

DLCA

RLCA
 

Figure 16. Impact de la probabilité de collision sur la structure des agrégats suivant le mécanisme DLCA 
ou RLCA (Adapté de Thill, 1999). 
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IV.3. Les facteurs physico chimiques influençant l’adhésion/agrégation 

L’adhésion/agrégation des virus est dépendante de facteurs à la fois physiques, chimiques 

et biologiques. La variation d’un ou plusieurs de ces facteurs peut être à l’origine de la 

réversibilité du processus (Gassilloud & Gantzer, 2005). Identifier et comprendre l’influence de 

ces paramètres va permettre de mieux caractériser l’attachement des particules virales dans 

l’environnement et par conséquent l’adaptabilité des méthodes de traitement. 

 

IV.3.1.  Composition et concentration en ions 

Ces ions interviennent aussi bien dans les processus d’agrégation que dans les processus 

d’adhésion. L’influence de ces ions est caractérisée par leur nature, leur valence et leur 

concentration. La nature de l’ion, cation ou anion, va être à l’origine de l’influence de celui-ci: les 

cations vont interagir avec les charges négatives tandis que les anions vont interagir avec les 

charges positives. La valence de l’ion est également caractéristique de l’ion, on différencie alors 

les ions monovalents des ions plurivalents. Le rôle de ces ions va être variable selon les conditions 

de l’expérience. En effet, puisque les ions interfèrent via les charges exprimées, il est important de 

connaitre la charge des bactériophages et du support dans les conditions expérimentales. 

Ces ions impactent l’adhésion des virus de deux manières: la modification des propriétés 

électrostatiques de surface du sorbant et la compétition pour les sites de fixation (Zhuang et Jin, 

2008). Dans leurs résultats d’expérience sur l’adhésion de bactériophages (MS2 et Phi X 174) à la 

goethite, Zhuang et Jin (2008) constatent des effets différents entre deux anions: phosphate (PO4
3-) 

et carbonate (CO3
2-). Le premier réduit l’adhésion des virus par compétition sur les sites de 

fixation et augmentation des forces répulsives. Ces ions phosphates vont interagir au niveau des 

charges positives. Ainsi, les sites chargés positivement ne seront plus disponibles pour l’adhésion 

des bactériophages. De plus, ces phosphates fixés expriment toujours une charge négative, 

augmentant ainsi la répulsion entre le phage et la goethite. L’ion carbonate, augmente l’adhésion 

des bactériophages en générant, après réaction avec la goethite, des sites chargés positivement 

supplémentaires. Les deux anions influencent donc de manière opposée l’adhésion de 

bactériophages.  

Pham et al. (2009) ont étudié l’influence de deux cations différents (Ca2+ et Mg2+) sur 

l’attachement du bactériophage MS2 à une matrice négativement chargée. Il s’avère que les deux 

ions de même valence ont un impact différent sur l’adhésion. L’ion calcium favorisant plus 
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l’adhésion du phage. Les auteurs supposent un phénomène de pontage. En effet, un ion Ca2+ est 

impliqué dans deux liaisons ioniques différentes: l’une avec le support et l’autre avec le phage. 

Pour l’ion magnésium, les auteurs définissent un simple écrantage des charges à la surface du 

support et du phage. Le résultat est une diminution de la répulsion entre le support et les phages.  

La force ionique du milieu est également un paramètre majeur influençant le 

comportement des particules virales. La force ionique (mol.l-1) tient compte de la concentration 

molaire et de la valence des ions en solutions selon la formule suivante :  

I = ½ Σ (cizi²) 

avec ci la concentration molaire de l’ion et zi sa valence (Langlet, 2008c). 

 

Shields et Farrah (2002) mettent en évidence, qu’à pH neutre, l’augmentation de la force 

ionique provoque une diminution de l’adhésion du bactériophage MS2 (chargé négativement) sur 

une membrane hydrophile chargée positivement. Dans le cas de l’étude d’adhésion à une 

membrane hydrophobe, les auteurs constatent cette fois l’effet inverse, c'est-à-dire qu’une 

augmentation de la force ionique favorise l’adhésion de MS2. Ces observations traduisent un 

écrantage des charges réduisant ainsi les interactions électrostatiques et mettent alors en évidence 

l’influence des forces hydrophobes. On parle de compression de la double couche entourant le 

colloïde, correspondant à une diminution de la densité de charges effective des particules. Cette 

compression serait responsable du rapprochement des particules entre elles: l’agrégation (Shields 

et Farrah, 1983, Gerba, 1984). Dans le cadre d’étude sur la rétention du bactériophage MS2 au 

travers d’une colonne de sédiments, Walshe et al. (2010) suggèrent que la réduction de la double 

couche, liée à l’augmentation de la force ionique, permet une meilleure adhésion de MS2 à la 

matière.  

Langlet et al. (2008a) indiquent que les virus doivent être considérés comme des particules 

molles du fait de leur perméabilité. Ils suggèrent notamment une influence de la force ionique sur 

cette perméabilité. A faible force ionique ([NaNO3] < 20 mM), la capside du bactériophage MS2, 

arborant des pores, présente une perméabilité hydrodynamique importante permettant à la charge 

négative de l’ARN de s’exprimer. Au contraire, lorsque la force ionique du milieu augmente, la 

perméabilité diminue ne laissant plus qu’une contribution négligeable de la part du génome à la 

charge globale. 

En conclusion, l’augmentation de la force ionique modifie l’interaction des virus avec les 

autres éléments de l’environnement (autres virus, autres colloïdes, surfaces) principalement via la 
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réduction des interactions électrostatiques répulsives, la formation de ponts salins et la 

modification de la perméabilité des particules virales. 

 

IV.3.2.  pH 

Le pH du milieu entraîne la protonation ou déprotonation des groupements ionisables du 

virus. Il contrôle donc la charge nette des virus non enveloppés et des autres particules présentes, 

en termes de nature et densité. Rappelons que la charge globale de la particule virale est nulle pour 

une valeur de pH correspondant au point isoélectrique (pI). 

Dowd et al. (1998) suite à une expérience de circulation d’une suspension phagique au 

travers d’une colonne de sable à pH neutre, réalisent un rapport afin de définir la quantité de 

bactériophages retenus au sein de la colonne. Connaissant la concentration en phage dans le 

volume affluant et après avoir déterminé la quantité dans le volume effluant, ils observent une 

corrélation entre le pourcentage de phages retenus et leur point isoélectrique. L’expérience se 

déroule à pH 7 et ils constatent que plus la valeur de pI se rapproche de 7 moins il y a d’adhésion. 

En considérant une valeur de pI de 6,6 pour Phi X 174, les auteurs observent une rétention 

moindre au sein de la colonne par rapport au bactériophage MS2 dont le pI est proche de 3,9. Les 

auteurs l’expliquent par une quantité de charges négatives moins importante à l’interface virale et 

donc moins d’adhésion liée aux interactions électrostatiques.  

Zhuang et Jin (2008) ont réalisé une expérience d’adhésion sur la goethite avec les 

bactériophages Phi X 174 (pI = 6,6) et MS2 (pI = 3,9). L’expérience est réalisée à deux pH 

différents; 7,5 et 9,3. Dans le premier cas, le support est quasiment neutre électriquement alors que 

dans la seconde condition la goethite présente une charge négative. Les résultats indiquent une 

meilleure adhésion à pH 7,5. En effet, à ce pH, plus de charges positives sont présentes, 

correspondant à plus de sites d’adhésion. La maîtrise du pH de l’expérience est donc un paramètre 

primordial afin d’appréhender l’état de charge des différents éléments. 

 



 

56 
 

IV.3.3. Hydrophobicité 

Comme décrit précédemment, les forces hydrophobes viennent s’ajouter aux forces 

électrostatiques et interactions de van der Waals afin de définir l’attachement des virus. Shields et 

Farrah (2002) et Aronino et al. (2009) mettent en évidence l’hydrophobicité variable entre virus. 

Leurs études, basées sur l’adhésion/élution de virus à une matière hydrophobe (octyl-Sepharose), 

concluent que le bactériophage Phi X 174 est de nature hydrophile contrairement notamment au 

bactériophage MS2 qui est plus hydrophobe. Attinti et al. (2010) ont réalisé des mesures d’angle 

de contact sur des supports recouverts de virus. Leurs résultats indiquent que le bactériophage Phi 

X 174 présente un angle de contact inférieur à celui de MS2 donc il est plus hydrophile, ou moins 

hydrophobe que MS2. Dans certaines conditions ces forces hydrophobes sont la cause majeure de 

l’adhésion des virus. Lytle et al. (1999) procèdent à une expérience d’adhésion de phages, dont 

Phi X 174, sur des membranes hydrophobes et chargées négativement. Le pH est ajusté entre 7,1 

et 7,3. En considérant un pI de 6,6, les auteurs estiment que le bactériophage présente une charge 

globale faiblement négative. Ils démontrent qu’à haute force ionique, lors de l’écrantage des 

charges négatives des membranes et du phage, les interactions non-ioniques (principalement les 

interactions hydrophobes) sont responsables de l’attachement des bactériophages sur des 

membranes. En effet, dans leur expérience, l’ajout d’un surfactant non-ionique perturbe 

grandement l’adhésion des virus sur ces membranes, prouvant l’influence primordiale des forces 

non-ioniques dans ces conditions. Ainsi, selon les conditions de l’expérience, les interactions 

hydrophobes peuvent être un des éléments majeurs de l’adhésion des bactériophages, confirmant 

qu’elles ne doivent pas être négligées.  

 

IV.3.4. Hydrodynamique 

 

Dans les conditions environnementales tout comme dans les systèmes d’expérimentation 

en colonne, les caractéristiques du flux, vecteurs de virus, constituent un ensemble de paramètres 

essentiels influençant le comportement des particules virales. Dans les diverses études, ce flux est 

caractérisé par son débit. Le débit de ce flux peut avoir un impact relatif au comportement de la 

particule. Walshe et al. (2010) considère que l’augmentation du débit favorise la traversée du 

milieu au travers des « canaux » de diamètre plus important, on parle alors d’évitement d’une 

partie des interstices selon leur taille. De ce fait, dans cette étude, on observe que l’augmentation 

du débit provoque une arrivée plus rapide et à plus forte concentration du bactériophage MS2. Les 

auteurs constatent que l’influence du débit est encore plus marquée dans le cas de particules 
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virales associées à des colloïdes, cas de la suspension non filtrée. En effet, ces colloïdes font office 

de vecteur pour le transport des virus et l’on s’attend à ce qu’ils augmentent la rapidité et la 

distance de transport lors d’expérience où une suspension virale traverse une colonne. Walshe et 

al. (2010) rapportent que dans les eaux naturelles, une grande proportion (77%) des virus est 

associée à des particules en suspension, tout en restant infectieux. Dans ces conditions, les auteurs 

indiquent que le débit serait le paramètre majeur influençant le transport des virus parmi tous les 

facteurs étudiés (pH, force ionique, présence de matière organique). McKay et al. (2002) mettent 

également en évidence l’importance du débit et observent une corrélation linéaire entre 

l’augmentation du débit et la récupération de particules virales dans l’effluent, pour le 

bactériophage MS2. 

 

IV.3.5. Température 

La température est un paramètre de l’environnement influençant le comportement et 

notamment l’adhésion et l’inactivation des particules virales (Allwood et al., 2004). En théorie, 

l’augmentation de la température du milieu augmente l’agitation thermique favorisant les 

collisions entre particules et ainsi l’adhésion potentielle de celles-ci, que ce soit entre elles 

(agrégation) ou sur des sites d’adhésion présents sur une surface. Cependant une augmentation 

trop importante de la température a un impact sur la stabilité des protéines de capside et donc sur 

la survie des virus et leurs capacités d’adhésion. Ainsi la température aura une importance variable 

selon le modèle viral du fait de la composition de sa capside (Feng et al., 2003). 

 

IV.3.6. Surface de contact 

Afin de déterminer l’adhésion des particules virales en conditions environnementales, des 

expériences dites en colonne sont réalisées (Sobsey et al., 1995; Jin et al., 2000). Celles-ci 

consistent en une colonne de sédiments, dont les propriétés sont connues. A travers la colonne, des 

volumes de suspension virale peuvent circuler. Dans ces conditions, la porosité de la matrice 

utilisée pour constituer la colonne est un paramètre à considérer. La porosité est définie comme 

l’ensemble des interstices pouvant contenir des fluides. Ainsi, la porosité peut être exprimée par le 

rapport entre le volume interstitiel et le volume total. La taille des grains composant le milieu est 

également un facteur important. Plus le grain de la matrice est petit, plus il y a de surface de 

contact avec le fluide. Par exemple, en considérant un même volume de grains sphériques, une 

diminution de 50 % du diamètre induit une surface de contact deux fois plus importante (Knappett 
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et al. 2008). Ainsi, la rétention des virus au sein du milieu est favorisée par une porosité 

importante et une petite taille de grain, permettant un contact accru entre le fluide contenant les 

virus et les sites d’adsorption du milieu. La présence de rugosité (aspérités) rendant une surface 

plus ou moins homogène pourrait donc jouer un rôle quant à l’adhésion des virus sur cette surface. 

 

IV.3.7. Matière organique 

La matière organique présente dans l’environnement est un élément supplémentaire venant 

s’ajouter à la liste des paramètres influençant le comportement des virus. La matière organique en 

solution présente des charges et pourrait entrer en compétition avec les virus pour l’adhésion via 

des interactions électrostatiques. C’est ce qu’indique Walsche et al. (2010) en démontrant une 

diminution de l’adhésion des virus dans leur colonne de sédiments, liée à l’augmentation de la 

concentration en matière organique dissoute. Pham et al. (2009) démontrent qu’en présence de 

matière organique naturelle, l’adhésion des virus peut être plus ou moins facilitée en fonction des 

ions présents en solution. Ainsi les ions Ca2+ permettent la formation de liaisons pontantes entre 

les multiples charges négatives de la matière organique et celles des virus. La matière organique, 

de par le nombre de sites chargés pouvant potentiellement interagir avec les charges portées par 

les virus, accroit le décalage entre le comportement des virus en condition expérimentale et en 

condition environnementale. 

 

En conclusion, les interactions entre les particules virales et l’environnement sont un 

processus complexe dépendant d’une multitude de paramètres allant de la structure même de la 

particule aux propriétés physicochimiques du milieu. Ces influences variables rendent difficile le 

lien entre l’interprétation des expériences et l’estimation de l’adhésion ou de l’agrégation  en 

condition environnementale. L’étude du phénomène adhésion/agrégation se révèle spécifique au 

virus utilisé et aux différentes conditions étudiées à savoir l’état de purification de la solution 

virale. 
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2e partie 

 

Impact du génome sur les propriétés 

interfaciales du bactériophage MS2 et 

influence de la méthode de purification 
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L’objectif de cette deuxième partie est de valider de manière expérimentale l’hypothèse de 

l’impact du génome sur la charge électrostatique du phage MS2 émise de manière théorique par 

Langlet et al., (2008a). Raisonnant en termes d’interface virale, ces auteurs à l’aide du profil radial 

de la distribution de densité calculée sur la base de mesures obtenues en cryo-électromicroscopie 

pour le phage MS2 ont développé un modèle, montrant de manière théorique une influence des 

couches internes sur la charge électrostatique globale de cette particule virale. Dans la littérature, 

cette notion d’interface reste très nouvelle concernant les virus bien qu’elle ait été démontrée pour 

d’autres particules biologiques (bactéries).  

Pour mettre en évidence cet impact des structures internes concernant le bactériophage 

MS2, nous avons dans un premier temps comparé les profils d’agrégation et les caractéristiques 

électrocinétiques des phages MS2 avec les Virus Like Particles (VLPs) correspondantes. La 

mesure de ces propriétés interfaciales a été effectuée en milieux aqueux dans des conditions de pH 

et de force ionique contrôlées à l’aide de l’appareil Zetasizer Nano ZS (Malvern Instriments). La 

sensibilité de cet appareil a nécessité des concentrations virales élevées supérieures à 109 UFP/ml. 

Lors de cette première comparaison, les suspensions virales ont été purifiées par dialyse (Langlet 

et al., 2008a). 

Dans un second temps, l’influence de la méthode de purification a été évaluée sur ces deux 

types de particules virales. Cet aspect permettrait de déterminer si les supposées différences 

observées entre les particules complètes et les particules synthétiques seraient dues ou non à un 

possible impact du protocole de purification adopté avant l’étude des propriétés interfaciales. 

 

I. Impact de l'ARN interne sur l'agrégation et l’électrocinétique: comparaison entre MS2 

et VLPs correspondantes 

 

Le point isoélectrique du phage MS2 diffère lorsqu’il est mesuré de manière expérimentale 

et de manière théorique uniquement à partir des acides aminés de la capside constituant ce phage. 

La question se pose alors de savoir quels sont les éléments constitutifs du phage participant à cette 

valeur basse de point isoélectrique. De leurs travaux sur le bactériophage MS2 en question, 

Langlet et al. (2008a) déduisent qu’il existe une certaine perméabilité hydrodynamique au flux et 

aux solvants à l’intérieur des particules virales déterminée à partir de mobilités électrophorétiques 

expérimentales. L’influence de ce paramètre conduirait donc à l’implication de toutes les couches 
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structurales du virus dans les propriétés dites interfaciales. Nous avons pour la première fois 

comparé la mobilité électrophorétique des particules de MS2 avec les Virus Like Particles (VLPs) 

correspondantes. Les VLPs sont des particules virales dépourvues de génome viral. Cette 

comparaison en termes de charge électrostatique et de capacité d’agrégation permettrait de 

démontrer principalement l’impact du génome sur ces propriétés.   

Les résultats montrent un comportement différent entre les phages complets et les 

particules dépourvues de génome. Les profils d’aggrégation diffèrent totalement entre les deux 

types de particules. On distingue des VLPs qui s’agrègent uniquement à la valeur du point 

isoélectrique et à faible force ionique tandis que le phage MS2 s’agrège quelle que soit la force 

ionique à partir de son point isolélectrique jusqu’aux valeurs de pH plus acides. Le comportement 

des VLPs ainsi observé traduit alors typiquement les interactions intervenant entre particules 

molles (Duval et al., 2011). En effet, la présence d’agrégation au point isoélectrique et à faible 

force ionique uniquement montre l’implication plus ou moins importante des différentes couches 

constitutives du phage. A haute force ionique (100 mM), ces interactions sont gouvernées par 

l’implication des capsides majoritairement qui par des forces répulsives entre elles, empêche 

l’agrégation des particules. A faible force ionique (1 mM), l’implication des structures internes 

devient plus importante, à la valeur du point isoélectrique, les forces attractives deviennent 

prédominantes et engendre l’agrégation.  

 

Figure 17. Diamètre des phages MS2 (A) et des VLPs-MS2 (B) en fonction du pH à 1 mM de NaNO3. 

 

Afin de comparer les densités de charge électrostatique des deux types de particules 

virales, la charge a été estimée à partir de la représentation de la mobilité électrophorétique en 

fonction du logarithme de la force ionique. En effet, selon Langlet et al. (2008a), la pente de cette 

courbe représente le ratio densité de charge interne par rapport à la densité de charge externe 

A B 
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d’une particule virale. Le plateau observé à haute force ionique est la caractéristique principale des 

particules dites molles et serait un reflet de leurs différentes perméabilités (Langlet et al., 2008a). 

Les résultats en Figure 18A montrent un comportement électrocinétique différent entre ces deux 

types de particules avec une pente plus abrupte pour le virus complet indiquant que le phage MS2 

possède une densité de charge interne négative plus importante par rapport aux VLPs. Les données 

expérimentales ont pu permettre de modéliser de manière qualitative le comportement de ces deux 

types de particules virales estimant ainsi la perméabilité et la densité de charge interne de chaque 

particule illustrée dans les Figures 18B et 18C. La Figure 18C réflete ainsi une charge interne plus 

élevée pour le phage MS2 et la Figure 18B une perméabilité plus importante pour les VLPs. 

L’ensemble des résultats obtenus remet en cause l’utilisation des VLPs comme modèle des phages 

complets correspondants due à la variabilité des propriétés interfaciales entre ces deux types de 

particules. 

 

Figure 18. (A) Reconstruction qualitative du positionnement respectif de la mobilité par rapport à des 
courbes de force ionique pour MS2 et VLPs-MS2. Cette figure illustre l’impact électrostatique et 
hydrodynamique de la partie interne des particules virales sur la mobilité électrophorétique µ. Les données 
ont été obtenues en utilisant la théorie de Langlet et al. (2008a) sur l’électrohydrodynamique de particules 
molles à multicouches. A cet effet, les profils spatiaux de la friction (~1/Permeability) et de la densité de 
charge (exprimée en concentration de groupes équivalents ionisés) à travers les particules sont ceux 
détaillés dans les pannels B et C, respectivement. Comme base de ces calculs, nous avons considéré les 
paramètres d'hétérogénéité, épaisseur des différentes couches, génome et capside (valeurs détaillées dans 
Langlet et al. (2008a) pour le phage MS2). 
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II.    Impact du protocole de purification virale sur l’agrégation et l’électrocinétique du 
bactériophage MS2 et des VLPs correspondantes 

 

L’impact de l’ARN sur les propriétés interfaciales de MS2 a été démontré de manière 

théorique par Langlet et al. (2008a) et de manière expérimentale par la comparaison entre les virus 

complets et les VLPs de MS2 (Dika et al., 2011). Les conclusions obtenues suite à cette 

comparaison ont été contredites par Nguyen et al. (2011) traduisant des propriétés interfaciales 

similaires entre ces deux particules virales en termes d’agrégation et d’électrocinétique également. 

Après comparaison de cette étude et de nos précédents résultats, il s’est avéré que la différence 

majeure se situe au niveau de la purification des particules virales avant l’étude de leurs propriétés 

physico-chimiques. Afin d’étudier l’impact de la méthode de purification virale sur les propriétés 

interfaciales du bactériophage MS2, nous avons effectué une comparaison des profils d’agrégation 

et des profils éléctrocinétiques de MS2 et des VLPs correspondantes selon trois méthodes 

distinctes de purification. La première, consiste en une dialyse des particules (Langlet et al., 

2008a, Dika et al., 2011). La seconde selon Nguyen et al. (2011), consiste en une précipitation au 

polyéthylène glycol (PEG) et enfin, nous avons choisi comme troisième méthode comparative, 

une méthode classiquement utilisée pour la purification virale, le gradient de chlorure de césium 

(Penrod et al., 1996; Redman et al., 1997; Tollefson et al., 2007).  

Les résultats montrent que les propriétés de stabilité et les propriétés 

électrohydrodynamiques des deux types de particules virales diffèrent en fonction du protocole de 

purification étudié. En termes d’agrégation selon la méthode de dialyse, MS2 agrège à son point 

isoélectrique jusqu’aux pH les plus acides. Par la purification au PEG, le phage agrège pour des 

pH ≤ 6 et aucune agrégation n’est observée après le gradient de chlorure de césium (Cscl). 

Cependant, dans ce dernier cas, pour des pH ≤ 4, les particules ont un diamètre d’environ 40 nm 

après ce protocole traduisant un certain « gonflement » pouvant être du à la présence des ions 

césium dans le milieu. Les VLPs quant à elles agrègent aux alentours du pI lorsqu’elles sont 

purifiées par dialyse ou par précipitation au PEG. De la même manière que le phage MS2, aucune 

agrégation n’est observée après le gradient de chlorure de césium. La purification au chlorure de 

césium est la méthode la plus sélective pour les particules virales étant donné qu’elles sont 

sélectionnées selon leur densité et que toutes les particules ayant des densités différentes sont 

éliminées. L’absence d’agrégation lors de ce protocole pourrait donc s’expliquée soit par une 

moindre présence de protéines contaminantes (sélection plus précise des particules virales par 
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rapport aux deux autres méthodes de purification dans lesquelles peuvent persister certaines 

protéines pouvant participer à l’agrégation et éliminées lors du gradient) dans le milieu après une 

telle sélection, soit par une légère modification de la conformation des virus empêchant leur 

agrégation ne serait-ce qu’à leur point isoélectrique. 

 

 

Figure 19. Diamètre des phages MS2 (A) et des VLPs-MS2 (B) en fonction du pH à 1 mM de NaNO3 en 
fonction des trois méthodes de purification. 

 

Les mesures de mobilité électrophorétiques ont été effectuées à pH 7 pour avoir toutes les 

particules sous forme isolée. Les résultats obtenus pour le phage MS2 sont similaires pour les 

méthodes de dialyse et de gradient de chlorure mais diffèrent totalement avec l’électrocinétique 

après la précipitation au PEG.  La différence observée entre les virus complets et les VLPs par la 

méthode de dialyse est encore plus accentuée lorsque les particules sont purifiées par gradient de 

chlorure de césium allant dans le sens d’une meilleure sélection. Tout comme Nguyen et al. 

(2011), nous observons des profils électrocinétiques similaires entre les types de particules après 

la précipitaion au PEG. Une des hypothèses de cette observation, pourrait être que le PEG, 

molécule neutre formerait une couche autour des particules rapprochant ainsi leurs charges 

électrostatiques.  
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Figure 20. Mobilités électrophorétiques de MS2 et des VLPs-MS2 en fonction du logarithme de la force 

ionique à un pH 7. Les résultats sont présentés en fonction de la méthode de purification: la dialyse (A), 

l’ultracentrifugation en gradient de chlorure de césium (B) et la précipitation au polyéthylène glycol (PEG) 

(C). 

 

En somme, des différences électrocinetiques sont observées entre MS2 et VLPs, lorsque 

ces particules sont purifiées par dialyse ou par gradient de chlorure de césium et aucune différence 

n’est observée lors de la purification au PEG. Concernant les profils d’agrégation, les trois 

protocoles de purification engendrent différents comportement pour les deux types de particules. La 

méthode par gradient de densité semble être la plus sélective pour les phages et engendre la 

différence la plus grande entre les virus et les VLPs. Ces résultats mettent en évidence l’importance 

de la méthode de purification pour l’étude des propriétés interfaciales des bactériophages. 
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3e partie 

 

Impact des propriétés interfaciales sur les 

capacités d’adhésion virale 



 

88 
 

Dans cette troisième partie, l’objectif est de mettre en évidence les corrélations existant entre la 

charge électrostatique et la balance hydrophile/hydrophobe des virus et leurs capacités d’adhésion 

sur différentes surfaces. 

Dans un premier temps, nous avons utilisé pour modèles trois bactériophages ARN F-

spécifiques, de structures similaires : les phages MS2, Qβ et GA. Les charges électrostatiques de 

ces virus ont été caractérisées selon le concept de particules molles multicouches et 

l’hydrophobicité par des mesures d’adhésion sur des supports d’hydrophobicité contrôlée. Les 

résultats obtenus ont ensuite été corrélés à des capacités d’adhésion sur des supports industriels 

dont les propriétés de surface (hydrophobicité et rugosité) ont été caractérisées au préalable. 

Dans un second temps, nous avons utilisé pour modèles trois bactériophages à structures 

complètement différentes afin de corréler les différences structurales avec de possibles différences 

de propriétés interfaciales. Les phages utilisés sont: MS2, Phi X 174 et PRD1. Enfin, suite à 

l’étude des propriétés interfaciales de ces bactériophages, nous avons tenté de corréler celles-ci à 

des capacités d’adhésion sur des supports chargés et sur des supports avec une balance 

hydrophile/hydrophobe variable. 

 

I. Adhésion des bactériophages ARN F-spécifiques à des surfaces abiotiques: Importance 

de la rugosité, des interactions hydrophobes et électrostatiques. 

 

L’adhésion des virus, une fois qu’ils sont à l’extérieur de leur cellule hôte va dépendre des 

caractéristiques physicochimiques de leur interface. Cette étude vise à élucider les effets 

concomitants des propriétés interfaciales des phages, la charge électrostatique et la balance 

hydrophile/hydrophobe et des propriétés de surface des supports, la rugosité et l’hydrophobicité 

sur la capacité d’adhésion virale. Pour ce faire, nous avons utilisé des bactériophages ARN F-

spécifiques MS2, Qß et GA de même diamètre (~ 25 nm) et de points isoélectriques similaires (2,6 

- 3,9 (Langlet et al., 2008b)). Dans une première partie, les propriétés électrostatiques des phages 

seront examinées sur la base des résultats électrocinétiques obtenus en utilisant le concept de 

particules molles à multicouches (Langlet et al., 2008a). Les résultats montrent que ces trois 

bactériophages expriment une charge électrostatique effective similaire traduit par une pente 

similaire lors de la mesure de la mobilité électrophorétique en fonction du logarithme de la force 

ionique. Le degré d'hydrophobicité des bactériophages sera ensuite évalué par adhésion sur un 
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support non rugueux strictement hydrophobe (1-dodécanethiol), dans des conditions où les 

interactions électrostatiques virus-surface sont complètement masquées (haute force ionique, 100 

mM NaNO3, pH 7). On obtient la séquence d’hydrophobicité suivante MS2 < Qβ < GA; MS2 

étant le moins hydrophobe des trois phages. 

 

Figure 21. Adhésion de MS2, GA et Qβ sur une surface hautement hydrophobe (1-dodécanethiol surface). 
Concentration initiale de phages: 106 PFU.ml-1; à 100 mM NaNO3, pH 7. Le temps de contact entre la 
surface et les phages est de 3 h. 

 

Dans une seconde partie, la rugosité respective et la balance hydrophile/hydrophobe des 

supports (1-dodécanethiol, verre, polypropylène et inox) sont évaluées à l'échelle nanométrique 

par AFM. Les résultats donnent la séquence d’hydrophobicité suivante: Verre ~ Inox < 

Polypropylène < 1-dodecanethiol, le verre étant le moins hydrophobe et la séquence de rugosité 

suivante 1 dodecanethiol ~ verre < Polypropylène < Inox, l’inox étant le support le plus rugueux. 
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Figure 22. A: Distribution statistique des forces d'adhésion mesurées par microscopie à force chimique (CFM) entre une pointe AFM hydrophobe (-CH3) et 
les différents supports (a) 1-dodécanethiol, (b) lame de verre, (c) inox et (d) polypropylène. Les histogrammes (a), (b), (c) et (d) sont réalisés à partir de la 
cartographie spatiale de l'équilibre hydrophile/hydrophobe (ou force d'adhésion), plus les forces d’adhésion sont faibles, plus le support est hydrophile. En 
insert: les zones blanches décrivent les régions hydrophobes et les zones grises les régions hydrophiles. B: Topographie tridimensionnelle des supports 
obtenus par AFM en mode contact. (a) 1-dodécanethiol solution, (b) verre (c) inox (d) polypropylène. La cartographie est réalisée en eau Milli-Q à la 
température ambiante. Les valeurs de RMS (Root-Mean square) révèlent la rugosité relative des différents supports. 
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Et enfin, dans une troisième partie, l'adhésion de MS2, GA et Qβ sur les différentes 

surfaces mentionnées ci-dessus est étudiée à haute force ionique (100 mM de NaNO3, pH 7) pour 

examiner spécifiquement l'influence de l'hydrophobicité de surface et de la rugosité. Il est 

observé que les capacités d’adhésion des phages augmentent avec l’augmentation du degré 

d’hydrophobicité et de rugosité des supports. L’adhésion des phages est également analysée à 

une faible concentration ionique (1 mM NaNO3, pH 7) pour explorer l'impact des interactions 

électrostatiques entre les phages et le support, la capacité d’adhésion des phages est alors réduite 

excepté sur les supports à forte rugosité. 

 

Figure 23. Adhésion de MS2, GA et Qβ sur les diiferentes surfaces. Concentration initiale de phages: 106 
PFU.ml-1; à 100 mM NaNO3, pH 7. Le temps de contact entre la surface et les phages est de 3 h. 

 

Ces résultats illustrent la nécessité de prendre en compte à la fois le degré 

d’hydrophobicité des bactériophages et des supports mais également la rugosité des surfaces. 

Sachant que l'adhésion est un phénomène multi-paramétrique, cette étude est la première à 

caractériser avec précision les propriétés de surface des supports dans des cas d’adhésion virale 

et à corréler celles-ci avec les capacités d’adhésion de phages dont les caractéristiques 

interfaciales ont été évaluées au préalable mettant ainsi en évidence l’importance des interactions 

électrostatiques et hydrophobes lors du processus d’adhésion. 
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II.   Relation entre les propriétés interfaciales des bactériophages MS2, Phi X 174 et PRD1 et les 

capacités d'adhésion: Concept de particules molles à multicouches. 

 

Pour la première fois nous avons étudié les propriétés interfaciales de bactériophages à 

structures très différentes selon le concept de particules molles à multicouches. On dispose du 

bactériophage MS2 d’un diamètre de 20-30 nm constitué de sa capside protéique, d’un génome à 

ARNsb d’environ 3500 nucléotides partiellement accolé à la capside qui elle possède des pores à 

sa surface. Le phage Phi X 174 constitué d’une capside protéique sans pore et d’un génome à 

ADNsb circulaire d’environ 5300 nucléotides et enfin le phage PRD1 constitué d’une capside 

protéique, d’une membrane interne enveloppant un génome à ADNdb d’environ 14900 paires de 

bases. 

L’estimation de la charge électrostatique de ces phages désigne le phage MS2 comme 

étant celui possédant la charge électrostatique effective la plus négative suivi des deux autres 

phages PRD1 et Phi X 174 étant les moins chargés. 

 

Figure 24. Mobilités électrophorétiques (µ) des bactériophages MS2, Phi X 174 et PRD1 en fonction du 
logarithme de la force ionique à pH 7. La pente de la courbe réflète le ratio densité de charge 
interne/densité de charge externe pour chaque phage. 
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Cette estimation de la charge électrostatique a ensuite été corrélée avec la capacité d’adhésion 

des phages sur des supports chargés positivement et négativement. Le bactériophage MS2 est 

bien celui qui adhère le plus sur les surfaces chargées positivement. Ces mesures d’adhésion ont 

été effectuées à faible force ionique (1 mM NaNO3) pour favoriser les interactions 

électrostatiques. Le classement du plus chargé au moins chargé est MS2 > PRD1 > Phi X 174 

(Figure 25) permettant d’avoir une information supplémentaire par rapport aux mesures de 

mobilités électrophorétiques.  

 

Figure 25. Adhésion des bactériophages MS2, Phi X 174 et PRD1 sur des membranes positives et 
négatives. Concentration initiale de phages: 106 PFU.ml-1; à 100 mM NaNO3, pH 7. Le temps de contact 
entre la surface et les phages est de 3 h. 

 

De la même manière la balance hydrophile/hydrophobe des bactériophages a été évaluée 

par adhésion sur des supports hydrophile et hydrophobe traduisant une hydrophobicité 

légèrement supérieure pour le bactériophage PRD1 suivi du phage MS2 et les phages Phi X 174 

s’est avéré être le plus hydrophile des trois. 

Les résultats obtenus dans cette étude dénoncent notamment une applicabilité limitée de 

l’évaluation de la charge électrostatique des phages à travers des comparaisons de points 

isoélectriques. En effet, dans la littérature, les points isoélectriques de ces phages ont des valeurs 
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variables mais oscillant la plupart du temps entre 3 et 4. Suite à la mesure de la taille des 

particules en fonction du pH, nous observons une agrégation des trois phages pour des valeurs de 

pH ≤ 4 quelle que soit la force ionique. Ces résultats de profils d’agrégation suggèrent que pour 

ces trois phages agrégés pour des valeurs de pH ≤ 4 ont un point isoélectrique se situant aux 

alentours de ces valeurs de pH (sans exclure la probabilité de la présence de protéines 

contaminantes dans le milieu). Rappelons que les valeurs de pI ne donnent qu’une estimation de 

la charge virale que pour des conditions précises ne permettant ainsi que d’avoir le signe de la 

charge que porte un virus à un pH donné. L’approche par la notion de particules molles à 

multicouches malgré le fait qu’elle soit uniquement qualitative suite au manque de plus 

d’informations structurales caractérisant les phages, permet une classification de ces trois 

bactériophages en fonction de la charge électrostatique effective qui s’avère être hautement 

corrélée à la charge négative perçue lors des processus d’adhésion. 
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Abstract. 

MS2, Phi X 174 and PRD1 bacteriophages are used as surrogates to analyze the fate of 

pathogenic viruses in natural aquatic media. Their interfacial properties are here discussed in 

connection with their capacity to adhere onto abiotic surfaces of different surface charge and 

hydrophobicity. These phages exhibit distinct multilayered surface structures: MS2 with a 

porous outer proteic layer encapsulating a ssRNA genome, Phi X 174 phages with an outer 

capsid devoid of pore and an internal ssDNA genome, and PRD1 phages with a peripheral capsid 

supported by an internal membrane and an innermost dsDNA. The electrostatic charge of these 

phages is evaluated from the dependence of their electrophoretic mobility on electrolyte 

concentration at neutral pH on the basis of a recent theory for electrokinetics of soft 

(bio)particles. The contribution of the internal genome to the overall charge of the virus differs 
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according to its interfacial structure : Phi X 174 < PRD1 < MS2, where ‘<’ stands for ‘less 

charged than’. The hydrophobic/hydrophilic balance of the phages is further derived from their 

adhesion onto model hydrophobic self-assembled mono-layers. The results lead to the sequence 

Phi X 174 < MS2 < PRD1 where ‘<’ means ‘less hydrophobic than’. The respective electrostatic 

and hydrophobic/hydrophilic balance of the phages are then shown to be consistent with their 

adhesion onto cationic and anionic membranes over a large range of salinity conditions. The 

methodology demonstrates that commonly adopted isoelectric points of phages are not adequate 

to understand the relationship between their interfacial properties and adhesion. 

 

1. Introduction 

In natural aquatic media, human pathogenic viruses are unable to replicate and may thus be 

considered as inert bioparticles from a biological point of view. Their surface properties together 

with the medium composition then become key factors that control their fate and physico-

chemical reactivity. For the sake of illustration, the adhesion of phages to suspended colloidal 

matter or surfaces and their aggregation significantly affect their dissemination in the 

environment and thereby govern their ability to cross water treatments. This issue led 

environmental virologists to pay attention to the surface properties of phages, in particular their 

electrostatic charge and degree of hydrophobicity, in order to understand and possibly optimize 

their behavior in defined aquatic systems. The typical diameter of pathogenic enteric viruses 

such as noroviruses, hepatitis A and E viruses, is 20 to 30 nm. Fecal bacteriophages like F-

specific RNA phages have a similar size and commonly serve as indicators of water quality. 

These viruses, which are of prime interest in terms of public health (1, 2), further exhibit a 

complex chemically-stratified structure with a 2 to 3 nm thick proteic outer layer that 

encapsulates an internal RNA genome (3).  

Viruses interact with their close environment according to e.g. non-specific electrostatic and 

hydrophobic forces (4). The former are long-range forces with as characteristic spatial scale the 

Debye length that is fixed by the salinity of the medium (~10 nm and ~1 nm for 1 mM and 100 

mM salt concentration, respectively). The sign and magnitude of these electrostatic forces are 

further controlled by the density of charges carried by the viruses and the target surfaces. 

Hydrophobic interactions take place at shorter separation distances, and become predominant 

under conditions where electrostatic forces are weakest, i.e. at sufficiently large electrolyte 

concentrations. The nature of these different colloidal interactions highlights the mandatory 
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requirement for acquiring knowledge on both the charge and the hydrophobic/hydrophilic 

balance pertaining to complex viral particles. 

The surface charge of viruses is commonly evaluated via their zeta-potential determined 

from electrophoretic mobility measurements (5, 6 7, 8, 9). While such an approach is still widely 

adopted in the literature (10, 11), it should be realized that the very concept of zeta-potential is 

physically meaningful for particles that are stricto sensu impermeable to water and ions (so-

called hard colloids). However, numerous theoretical and experimental studies have now 

demonstrated that the location a priori of a shear plane and the definition of a zeta-potential or a 

surface charge for complex biosystems like bacteria (12) and viruses (9) have no physical basis. 

Instead, these bioparticles are paradigms of soft colloids, i.e. colloids that are partly consisting of 

an interfacial (bio)polymeric structure permeable to water and ions and where charges are three-

dimensionally distributed (13). Viruses further exhibit a complex chemically-stratified structure 

with the presence of an internal RNA or DNA compartment encapsulated by an outer proteic 

layer (multilayered structure). The electrokinetic properties of viruses were shown to be 

dramatically impacted by the three dimensional distribution of charges from the virus center to 

the peripheral capsid, and by their hydrodynamic permeability (13, 14, 15, 16). For the sake of 

example, the electrophoretic mobility of soft particles like viruses reaches a non-zero plateau 

value at large electrolyte concentrations (typically 100 mM and above) while that of hard 

colloids tend to zero under similar salinity conditions where particle electrostatic charge is 

significantly screened by ions in the medium (14).  

In line with the inexact hard particle representation for viruses, their adhesion capacity onto 

charged abiotic surfaces is often apprehended by the sole consideration of their isoelectric point 

(IEP) (16, 17), defined as the pH value where the electrophoretic mobility is zero. The IEP 

values of more than 140 viruses have been recently reviewed by Michen and Graule (18) who 

showed a large discrepancy in IEPs with values ranging between 1.9 and 8.4. Like the zeta-

potential, the IEP remains a parameter of limited use for apprehending on a quantitative basis the 

charge carried by viruses. The first reason is that the classification of adhesion capacity of 

viruses according to their IEP value is based on experimental data that differ from one study to 

the other depending on the adopted measurement tool. As an illustration, reported IEP values for 

Qβ and Phi X 174 phages range from 1.9 to 5.3 and from 2.6 to 6.6, respectively (18). The 

second and perhaps most important reason is that, despite common acceptation, IEP of soft 

multilayered particles like viruses is not only depending on the protolytic properties of the 

charged groups located at their outer periphery, but also on the complex physico-chemical 
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characteristics of the underlying structure, which includes charge distribution within the capsid 

and the genome, the thickness of the capsid, the size of the genome, the respective permeability 

of the capsid and that of the genome viral compartment. These fundamentals of electrokinetics of 

soft multilayered particles like viruses were first introduced by Langlet et al. (16) and a strong 

analogy was recently drawn -via theory and experiments- with the electrokinetics of other 

complex soft multilayered interphases like polyelectrolyte multilayers or lipid bilayers supported 

by charged polymeric cushion (19, 20). As a consequence, there is no straightforward physical 

connection between the pH value where mobility of viruses is zero and the very ‘surface’ charge 

they carry. At this stage, it may be stated that neither the zeta-potential or the IEP parameter 

offers a solid basis for adequately correlating the charge of complex soft multilayered viruses 

with their adhesion capacity onto charged abiotic surfaces. Instead, analyzing the dependence of 

virus electrophoretic mobility on solution ionic strength with use of adequate formalism where 

the zeta-potential picture is abandoned (15, 16, 21), seems to offer a better alternative for 

defining the searched electrostatic characteristics of viral particles (21). So far, such a 

classification of viruses charge on the basis of adequate electrokinetic theory for soft bioparticles 

is missing. 

At sufficiently high ionic strengths, virus electrostatic charges are screened (22) and 

hydrophobic interactions significantly favor viral adhesion onto surfaces (4, 23). An evaluation 

of the magnitude of these interactions requires the measurement of the hydrophobicity degree of 

the viral interfaces. Most of the methods used for that purpose consist in estimating the affinity 

of the viruses for a solvent of given polarity (MATS tests) or for a given surface (hydrophobic 

interactions chromatography, HIC, (24, 25)). Authors have criticized these approaches in the 

past. In particular, Busscher et al. (26) and Ahimou et al. (27) argued that the majority of 

solvents used in MATS tests as well as other reference surfaces employed in HIC, exhibit a finite 

charge and may thus electrostatically interact with viruses. Other authors (22, 23) resorted to the 

use of commercially available membranes to characterize the hydrophobicity of viruses via 

adhesion experiments. These materials are however often ill-defined, and quantitative 

information on their relative hydrophobicity is rarely provided. Finally, the interpretation of 

virus adhesion data at large solution ionic strengths may be impaired by possible virus 

aggregation (21, 28). Therefore, it is often impossible to unambiguously classify the adhesion 

capacity of viruses according to their hydrophilic/hydrophobic balance. 

Following the above elements, the aim of this study is to propose a methodology for drawing 

a clear connection between the electrostatic and hydrophobicity properties of bacteriophages 
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characterized by different multilayered structures and their capacity to adhere onto positively or 

negatively charged membranes. Electrostatic features of the viruses are derived here from 

electrophoretic mobility measurements analyzed according to advanced theory for electrokinetics 

of soft particles (15). The hydrophilic/hydrophobic balance of the phages of interest here is 

further inferred from adhesion experiments performed on model hydrophobic 1-dodecanethiol 

and model hydrophilic 11-mercapto-1-undecanol self-assembled mono-layers whose 

hydrophobic/hydrophilic balance and rugosity was determined by spatially-resolved Chemical 

Force Microscopy (CFM) and Atomic Force Microscopy measurements as detailed elsewhere 

(4).  

The selected phages in this study are classically used as viral surrogates in the environment: 

MS2, Phi X 174 and PRD1 (29, 30, 31, 32, 33). The F-specific RNA bacteriophage MS2 is a 

member of Leviviridae family. This phage consists of a 20-30 nm diameter proteic capsid and a 

3566 nucleotides RNA genome partly bound to the capsid. The capsid exhibits pores on its 

surface and contains 180 copies of the capsid protein (14 kDa) arranged in the form of 

icosahedrons, and one copy of the maturation protein. The MS2 phage with reported IEP~2.2-3.9 

is generally viewed as a model system to evaluate the performance of membrane or sand 

filtration in removing pathogenic viruses (31, 34, 35). This phage (supposedly) corresponds 

indeed to the worst possible situation in terms of (repulsive) virus-surface electrostatic 

interactions in aquatic media at neutral pH (6, 23). The Phi X 174 phage is a member of the 

Microviridae family. It has a relatively simple icosahedral structure (20 faces, 12 vertices) 

consisting of a ~25 nm diameter proteic capsid and a circular 5386 nucleotides ssDNA. Its capsid 

consists of four proteins J (5 kDa), F (48 kDa), G (19 kDa) and H (kDa) (36, 37). Because of 

their size and structure, data on Phi X 174 phages are often compared to those collected on RNA 

F-specific bacteriophages (38, 39). The Phi X 174 phage is assumed to express a lower 

electrostatic charge at neutral pH as compared to MS2 because its IEP is significantly larger ~6.6 

(40). It should be noted however that a lower IEP value of 2.6 has also been reported for Phi X 

174 (38). PRD1 is a three layers model phage with an icosahedral structure exhibiting a 

proteolipidic membrane underneath its capsid. PRD1 thus consists of a proteic capsid of ~65 nm 

in diameter, an internal membrane and an internal compartment containing a 14925 base pairs 

dsDNA. Twenty structural proteins are involved in the capsid formation. PRD1 phage is 

considered as a model system to study ‘large-size’ viruses and it is supposedly characterized by a 

high hydrophobicity degree due to the presence of the membrane underneath the proteic capsid 
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(41), even though solid proof has never been advanced so far. Finally, PRD1 is widely employed 

to investigate the fate of bacteriophages in soils (42, 43).  

Predicting the respective adhesion capacity of the MS2, Phi X 174 and PRD1 phages on the 

sole basis of their IEPs (classical approach previously invoked) would be highly speculative in 

view of their similar IEP values : 2.2-3.5 for MS2, 3-4 for PRD1 and 2.6-6.6 for Phi X 174 (18).  

Instead, the results reported in this study evidence that an appropriate analysis of the 

electrophoretic response of the viruses as a function of ionic strength provides a quantitative 

estimation of their effective volume charge density whose magnitude differs according to the 

multilayered phage structure. In particular, the phage with the most important charge in 

magnitude is MS2. The analysis further supports the idea that any approach based on zeta-

potential concept for apprehending phage electrostatics is physically incorrect. This is inferred 

from the non-zero value obtained for the hydrodynamic penetration length scale of the various 

phages analyzed here. It is further found that the viral charge as evaluated here is elegantly 

correlated to the capacity of the phages to adhere onto positively- and negatively-charged 

membranes under low ionic strength condition (1 mM ionic strength) where electrostatic 

interactions are significant. At large electrolyte concentration (100 mM), the adhesion capacity 

of the phages onto the membranes adequately scales with the hydrophobicity sequence Phi X 

174 < MS2 < PRD1 (where ‘<’ means ‘less hydrophobic than’) as determined from independent 

virus adhesion experiments onto model hydrophobic 1-dodecanethiol surface. It is emphasized 

that the proposed methodology goes well beyond the classical approach that is based on the 

incorrect use of isoelectric point or zeta-potential that strictly hold for hard colloids but not for 

multilayered soft particles like viruses.  

  

2.  Materials and Methods. 

2.1  Production and purification of bacteriophages. 

The production of the bacteriophages of interest in this work requires host bacteria : E. coli 

Hfr K12 (ATCC 23631) for MS2, E. coli C for Phi X 174 (ATCC 13706) and S. typhimurium 

DS88 (DSM No. 19207) for PRD1. MS2 and Phi X 174 phages were replicated according to the 

procedures ISO 10705-1 (44) and ISO 10705-2 (45), respectively, without the chloroform lysis 

step. The replication of the PRD1 phage was performed according to Bamford and Bamford (46) 

in LB medium supplemented with 25 µg.ml-1 kanamycin. After replication, phage suspensions 

were centrifugated (Beckman [Fullerton, CA]) model J2-22; 27,000 g; 60 min; 4°C) and the 
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supernatant filtered using a 0.22 μm membrane (Millex®-GP Millipore). The suspensions were 

then purified by dialysis (100 kDa molecular weight cutoff, Spectrum [Gadena, CA Spectrum 

Labs]), first against de-ionized water for 14 h, and then against 1 mM NaNO3 at pH 7 ± 0.3 for 

14 h. In a final stage, the phage suspensions were filtered using a 0.22 μm membrane and stored 

at 4°C prior to any measurement. The viral concentrations obtained following the above protocol 

were in the range 109 to 1011 PFU.ml -1. 

 

2.2  Size and electrophoretic mobility measurements. 

Prior to virus size and electrokinetic measurements, phage suspensions were filtered in order 

to eliminate the possible presence of aggregates (of size larger than 0.22 µm). The sensitivity of 

the apparatus used for the measurements requires working with concentrations of viruses above 

109 PFU.ml-1. Samples were poured in a polypropylene tube directly screwed into a PC 

monitored-titrator connected to the instrument (Zetasizer NanoZS). Sizes were measured as a 

function of pH (range 2-7) in 1 mM and 100 mM NaNO3 electrolyte at 21 +/- 0.1°C (He-Ne red 

laser, wavelength 633 nm, Malvern Instruments, Malvern, UK). The phages size distribution 

under investigation was determined by Dynamic Light Scattering (DLS) as detailed elsewhere 

(21). Phage electrophoretic mobility was measured as a function of ionic strength by laser 

Doppler electrophoresis also known as phase analysis light scattering (21). The impact of ionic 

strength on virus electrophoretic mobility was carried out with an Autotitrator MPT-2 (Malvern, 

UK) mounted on the Zetasizer NanoZS instrument. The ionic strength of the viral suspension 

was varied upon addition of predefined volume increments of 0.1 mM, 1 mM or 500 mM NaNO3 

(all solutions were filtered with a 0.22 µm membrane prior to use). For given pH and salt 

concentration, size and electrophoretic mobility measurements were recorded three times. 

 

2.3  Preparation of the deposition substrates. 

Phage adhesion experiments were carried out on (i) positively-charged membrane (SB-6407, 

membrane A) with quaternary ammonium groups, and (ii) a negatively-charged membrane (ICE 

450, membrane B), whose ion capacity is provided by a patented post-treatment process. Both 

polyethersulfone-based membranes were purchased from Pall Corporation (Ann Arbor, 

Michigan) in the form of flat disks of 47 mm in diameter with a pore size of 0.45 µm. The 

adhesion of the phages onto model hydrophilic and hydrophobic self-assembled monolayers 

(SAMs) was further investigated. The preparation of the SAMs surfaces was performed 

according to the following protocol. A glass substrate (1 x 2 cm2, 0.1 cm thick) was coated by a 
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5 to 10 nm thick chromium layer using a sputter coater (EMITECH, K575 Turbo, United 

Kingdom) and was further covered with a ca. 40 nm thick top gold layer. Gold-coated glass 

surfaces were then immersed for 14 h in a solution containing either 1 mM CH3-(CH2)11-SH (1-

dodecanethiol, preparation of hydrophobic surface) and HO-(CH2)11-SH (11-mercapto-1-

undecanol, preparation of hydrophilic surface) following the procedure by Alsteens et al. (47). 

The resulting surfaces were then extensively rinsed twice with ethanol. The hydrophobic and 

hydrophilic properties of the obtained substrates as well as those of the industrial membranes 

were evaluated by spatially-resolved Chemical Force Microscopy upon measurement of the 

adhesion force between a -CH3 coated-gold Atomic Force Microscopy tip and the substrate of 

interest (4). The adhesion forces obtained with such an hydrophobic probe were ~7 nN for the 

CH3-(CH2)11-SH substrate and ~0.6 nN for the HO-(CH2)11-SH substrate, thereby demonstrating 

quantitatively the desired difference between the hydrophobicity degree of the two deposition 

surfaces. The typical magnitude of the adhesion forces obtained between the hydrophobic AFM 

probe and the membranes was ~6 nN for the positively charged membrane A and 1.15 nN for the 

negatively charged membrane B (Supplemental material, Fig. S1). These results then support 

that the positively charged membrane A is more hydrophobic as compared to the negatively 

charged membrane B. Finally, Atomic Force Microcopy roughness measurements were carried 

out and revealed that model hydrophobic and hydrophilic SAMs substrates used in our study 

may be considered as flat with a root mean square (RMS) surface roughness ≤ 5 nm. This latter 

property makes it easier to interpret viral adhesion in view of the sometimes dramatic impact of 

surface roughness on phage adhesion capacity (4, 48). In addition, we found that the RMS is 

about ~250 nm for the positively charged membrane A and ~430 nm for the negatively charged 

membrane B (Supplemental material, Fig. S1).  

 

2.4 Adhesion experiments. 

 The phage adhesion experiments were performed under static condition on the following 

deposition surfaces: 1 dodecanethiol (uncharged), 11-mercapto-1-undecanol (negatively charged 

at pH 7), positively-charged membrane (Membrane A) and negatively-charged membrane 

(Membrane B) at pH 7. Virus adhesion experiments were carried out at pH 7 with a bulk phage 

concentration of 106 PFU.ml-1 and a 3 hours contact time between virus suspension and 

deposition surface (4). Prior to adhesion experiments, the deposition surfaces were immersed for 

10 minutes in 1 mM or 100 mM NaNO3 solution at pH 7 ± 0.2. Deposition substrates were then 
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brought into contact with the viral suspensions. After the contact time of 3 hours, the substrates 

were washed twice for 10 min in 1 mM or 100 mM NaNO3 solution at pH 7 ± 0.2 in order to 

remove weakly attached phages.  

The amount of adhered phages was determined by extracting phage RNA from 1 ml 

suspension (before and after the 3 hours contact with the deposition substrate) and by extracting 

phage RNA directly from the very deposition substrate. The volume was adjusted to 4 ml with 

lysis buffer and nucleic acids were extracted using the NucliSens® easyMAGTM platform 

(Biomérieux). Phage genomes were recovered in 50µl of elution buffer and stored (-80°C) until 

further use for PCR and RT-PCR analysis. 

 

2.5 RT-PCR. 

MS2 phages were amplified with genogroup-specific RT-PCR primers and probes as detailed 

elsewhere (9). The detection limit was 1 equivalent PFU per PCR reaction.  

Two real-time PCR assays for the detection of coliphage Phi X 174 and enterobacteria phage 

PRD1 were developed, their primers and sets of probes were selected with Primer Express 

(Applied Biosystems) and Primer3 (v. 0.4.0), respectively (Table 1). All PCRs were conducted 

in an ABI Prism 7700 system (Applied Biosystems). 5 µL of DNA extract were added to 20µL 

of reaction mixture (1 X TaqMan Universal Master Mix [Applied Biosystems], 900 nM each 

primer, 225 mM probe). Cycling conditions assays consisted of denaturation at 95°C for 3 min, 

45 cycles of PCR amplification (denaturation at 95°C for 30 s, annealing at 55°C for 30 s and 

extension at 72°C for 1 min) and were terminated with extension at 72°C for 5 min. For each 

real-time PCR reaction, a standard curve was obtained by analysis on tenfold serial dilutions of 

phage DNA extracted from the initial virus stock suspension and for which the infectious titers 

were further determined by infectivity assay. The accuracy for phage concentration 

quantification was also evaluated based on the linearity (R2) and PCR efficiency (E) (Table 1). 

The limits of quantification (LOQ) were 1 eq. PFU per PCR reaction for both phages. In 

addition, reliable quantification was possible over a dynamic range of at least 6 log for both 

phages, thus providing a proof of the sensitivity and robustness of the established assay. 

The obtained standard curves were used to estimate the quantities of phage detected in the 

samples, expressed as equivalent PFU per unit of substrate surface area (eq PFU.cm-2).  
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Table 1: Primer and probe sequence for TaqMan real-time RT-PCR to detect Phi X 174 

and PRD1 (LOQ: Limits Of Quantification; E: Efficiency). 

 
a Oligonucleotides sequences and locations were based on Genbank accession number 

AY848689:  Enterobacteria phage PRD1 and J02482: Coliphage phiX174. The slopes (denoted 

as s) of the standard curve were used to calculate the amplification efficiencies (E) of real-time 

PCR according to E = 10(-1/s) -1.  

 

The mean values and standard deviation of virus adhesion data were evaluated for the three 

phages by applying one way ANOVA statistical test with a 0.05 significance level, in order to 

estimate whether or not differences in phage surface concentration at the deposition substrates 

were significant. 

 

3. Results and Discussion. 

3.1 Aggregation of bacteriophages. 

The stability of MS2, Phi X 174 and PRD1 phage suspensions against aggregation was first 

analyzed in the pH range 2 to 7 at three NaNO3 electrolyte concentrations 1 mM, 10 mM and 100 

mM (Figure 1). Results show that regardless solution ionic strength, all phages are isolated at pH 

> 4 with a mean diameter of 27.2 ± 1.5 nm for MS2, 28.3 ± 5 nm for Phi X 174 and 63.2 ± 3.9 

nm for PRD1. At pH ≤ 4 and under all ionic strength conditions examined here, it is found that 
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MS2, Phi X 174 and PRD1 particles are not stable against aggregation (micrometric aggregates 

observed). With decreasing pH from 7 to 4, particles come close to each other following a 

reduction of their electrostatic charge, which in turns allows a significant expression of attractive 

forces as compared to repulsive electrostatic interparticular forces. As far as the MS2 phage is 

concerned, previous studies already highlighted the aforementioned aggregation phenomenon 

upon acidification of the electrolyte solution (4, 28, 50). This is however the first time that this 

state of aggregation is observed for the two other bacteriophages Phi X 174 and PRD1. Proteins 

possibly remain after dialysis purification and their role in promoting the above aggregation can 

not be excluded. The results displayed in Figure 1 suggest that the isoelectric point value (IEP) 

of the three bacteriophages is around 4 under our experimental conditions. This indirect 

measurement of IEP confirms values previously reported from electrokinetic measurements on 

MS2 (around 3, (16, 51)), and PRD1 (around 4, (52, 53)). The IEP of Phi X 174 obtained in this 

study lies in the range 2.6-6.6 that is reported in literature (38, 40). These results also highlight 

that the similar IEP value for the three phages can not be used here to properly classify and 

interpret their differentiated adhesion capacity as discussed in the following sections. They also 

underline that studies performed with high phages concentration at pH lower than 4 will 

systematically lead to the formation of phage aggregates that may largely impair adhesion data 

interpretation and further significantly affect virus inactivation process (50). The pH 7 condition 

adopted here for the adhesion experiments systemally refers to stable phage suspensions. In the 

following, the hydrophobic and electrostatic features of the phages of interest here are derived 

from their adhesion on model hydrophilic/hydrophobic surfaces and from electrophoretic 

mobility data collated with recent soft particles electrokinetic theory, respectively. 

 

3.2 Electrostatic properties of the phages.  

The dependence of the electrophoretic mobility  of MS2, Phi X 174 and PRD1 phages at 

pH 7 on NaNO3 electrolyte concentration is displayed in Figure 2. Unsurprisingly, the mobility 

is systematically negative, thus denoting a negative effective charge for the viruses as a whole 

under the pH condition examined. In addition, the magnitude of  decreases with increasing salt 

concentration as a result of the screening of the virus charge by the ions present in the 

electrolytic medium. The mobility of all phages tend to a non-zero plateau value for solution 

ionic strengths above 100 mM (inset Figure 2), which is characteristic of the soft (ion and water 

permeable) nature of the viruses (13). This latter feature underlines the inadequacy of the 
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concept of zeta-potential for addressing the electrostatic properties of phages, as discussed in the 

Introduction section and in previous reports on electrohydrodynamics of bacteria and viruses (13, 

14, 16, 21). It is further emphasized that the electrokinetic profiles depicted in Figure 2 are 

significantly different for the three phages, which implies that their respective electrostatic 

properties can not be considered as identical despite their similar IEP values.  

Quantitatively, mobility values vary between -3.5 10-8m2/V/s and ~-1 10-8m2/V/s for MS2, -

1.8 10-8m2/V/s and -1 10-8m2/V/s for PRD1, and between -1.6 10-8m2/V/s and ~-1 10-8m2/V/s for 

Phi X 174 over the 1 mM-100 mM electrolyte concentration range. A recovery of the data using 

soft particle electrokinetic theory may be performed upon adjustment of two key 

electrohydrodynamic parameters (15): (i) the effective volumic density of charges carried by the 

particles, denoted as o, and classically expressed in equivalent concentration of charged groups 

and (ii) the water-permeability degree of the particles expressed in terms of the hydrodynamic 

penetration length 1/o. The latter refers to the extent of electroosmotic flow penetration within 

the viral particle during its electrophoretic migration under action of the applied electric field. 

Unlike the original formalism by Ohshima (14), the theory by Duval-Ohshima (15) applies to 

soft particles with no approximation on charge density magnitude and it accounts for electric 

double layer polarization processes. Taking into account the size of the viruses as evaluated in 

§3.1, the modeling shown in Figure 2 leads to: o= -63 mM, -13 mM, -11.6 mM and 1/o=1.2 

nm, 2.8 nm, 2.8 nm for MS2, PRD1 and Phi X 174, respectively. At the light of these data, the 

following charge density sequence may be established : Phi X 174 ≤ PRD1 << MS2 where ‘<’ 

means ‘less negatively-charged than’. The non-zero value obtained for the parameter 1/o 

confirms that viruses can not be represented by hard colloids with well-defined zeta-potentials. 

In addition, the deviation between experimental data and theory at low ionic strengths (Figure 2) 

has been extensively documented in literature on electrokinetics of soft interfaces (13) e.g. 

charged polymers (20) and (bio)polymers at bacterial surfaces (54). This discrepancy stems from 

the possible change of interfacial structure via swelling processes at sufficiently low solution 

ionic strength. This feature particularly takes place for loose interfacial materials corresponding 

to large water uptake or equivalently large 1/o values, which is qualitatively in line with the 

obtained 1/o parameters (Figure 2).  

Refined calculations taking into account the complex multilayered viral interphase structure 

would be necessary to unravel the respective charge contribution from the inner RNA or DNA 

and that from the outer capsid layer to the measured electrophoretic mobility. Such simulations 
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would however require numerous protolytic parameters (16) pertaining to the various ionogenic 

groups located in the different virus compartments (DNA or RNA and capsid) and these 

parameters are unfortunately not available in the literature yet. Despite this difficulty, the current 

modeling is sufficient to capture the effective electrokinetic charge carried by the phages of 

interest, and to grasp the impact of electrostatic interactions on their capacity to adhere onto 

abiotic surfaces, as detailed in the next section.  

 

3.3 Adhesion of phages onto model hydrophilic and hydrophobic surfaces.  

To classify the phages according to their hydrophobic/hydrophilic balance, their adhesion 

onto model flat hydrophobic (1-dodecanethiol) and flat hydrophilic (11-mercapto-1-undecanol) 

gold-coated surfaces was investigated (Figure 3). Experiments were carried out in 100 mM 

electrolyte concentration and at pH 7, conditions that guarantee stability of phage suspension 

against aggregation (Figure 1).  

The differentiated adhesion of a given phage onto hydrophobic and hydrophilic substrates 

under conditions where electrostatic interactions are screened (100 mM NaNO3) allows for a 

better evaluation of the phage hydrophobic/hydrophilic balance as compared to the measurement 

of phage adhesion onto hydrophobic surface only. Figure 3 shows that the phage with the most 

significant difference in adhesion capacities on hydrophobic and hydrophilic surfaces is PRD1 

with 1.2 Log (p < 0.05) unit difference in surface concentration of adhered phages, followed by 

MS2 with 0.9 Log (p < 0.05), and Phi X 174 with no statistically meaningful difference in 

adhesion on both types of substrates. These results leads to the following hydrophobicity 

sequence Phi X 174 < MS2 < PRD1, where ‘<’ means ‘less hydrophobic than’.  

This sequence is consistent with data reported on MS2, Phi X 174 and PRD1 phage adhesion 

onto industrial surfaces. In particular, Aronino et al. (38) investigated MS2 and Phi X 174 

adhesion by circulating virus suspension through a column consisting of octyl-sepharose, a 

hydrophobic compound. The authors observed a much better retention in this column for the 

MS2 bacteriophage as compared to Phi X 174 phage. In addition, Zhuang and Jin (55) studied 

the composition of proteic capsids and argued that the capsid of Phi X 174 is more hydrophilic 

than that of MS2. The ability of PRD1 phage to attach to abiotic surfaces has been attributed to 

important hydrophobic phage/surface interactions favored by the high lipidic content of the 

PRD1 membrane. Kinoshita et al. (41) invoked hydrophobic interactions to explain an increased 
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attachment of PRD1 to organic matter in two different hydrophobic geologic media. These 

authors further argued that MS2 phage was retained in sand filtration to a lesser extent as 

compared to hydrophobic PRD1 phage.  

Despite the above studies that are in line with the results of Figure 3, the hydrophobic 

character of PRD1 remains controversial. On the basis of adhesion experiments performed with 

MS2 and PRD1 phages to silica beads and silica beads partially covered by 

octadecyltrichlorosilane, Bales et al. (52) concluded that MS2 exhibits a stronger affinity to 

hydrophobic surfaces than PRD1. This conclusion, however, does not tell much about the 

respective hydrophobicity degree of PRD1 and MS2 since the use of silica beads with 6.5% of 

the surface coated with an hydrophobic molecule, does not exclude at all the significant role of 

electrostatic interactions. In another study, Loveland et al. (56) suggested that the strong 

attachment of PRD1 phage on the C18 compounds of silica beads surface could not be explained 

by invoking favorable hydrophobic interactions. According to these authors, PRD1 membrane 

can not promote hydrophobic interactions because it is located underneath the capsid that 

predominantly consists of hydrophilic amino acids (57).   Unfortunately, this study does not 

provide comparative data on MS2 adhesion and further ignores that short range attractive 

interactions -in particular van der Waals dispersion forces- and long range electrostatic forces 

between a given surface and a multilayered soft particle may be significantly affected by 

elements not necessarily located at the very peripheral region of the particle but also by 

components located underneath (58, 59).  

All the above data in line with either a high or a restricted hydrophobic character of PRD1 

phage partially or entirely overlooked that phage adhesion is a complex process driven by 

several types of interactions whose respective magnitudes are intimately dependent on the 

physico-chemical composition of the medium. In line with this, the lack of information or the 

absence of control of the solution pH, solution ionic strength or/and of the surface properties of 

the deposition substrates, may severely impair data interpretation, especially the analysis of the 

contribution of hydrophobic virus-substrate interactions. In this study, we evaluated for the first 

time the hydrophobic character of MS2, Phi X 174 and PRD1 phages on well-controlled and 

strictly hydrophobic or hydrophilic flat substrates under high ionic strength condition in order to 

exclude any significant role played by the virus-substrate electrostatic interactions in the overall 

adhesion process. 
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3.4  Adhesion of phages on membranes. 

The interfacial properties (namely the volume charge density and the 

hydrophobic/hydrophilic balance) of MS2, Phi X 174 and PRD1 were evaluated in the previous 

sections. The purpose of this section is to correlate these interfacial properties with the capacity 

of these phages to adhere onto positively charged membrane (Membrane A) and negatively 

charged membrane (Membrane B) (Figure 4). It is recalled that all measurements were 

performed at pH 7, i.e. under conditions that prevent the formation of phage aggregates (Figure 

1). Experiments were carried out in 1 mM and 100 mM electrolyte concentrations (Figure 4A 

and 4B, respectively) in order to unravel the respective contributions of electrostatic and 

hydrophobic interactions.  

At low ionic strength (1 mM, Figure 4A), the extent of MS2 adhesion onto positively 

charged membrane A is significantly larger than that measured for Phi X 174 and PRD1 with 

surface concentration of adhered phages of  ~108 eqUFP.cm-2 for MS2, 107.3 eqUFP.cm-2 for 

PRD1 and 107 eqUFP.cm-2 for Phi X 174. This result is fully in line with the larger magnitude of 

the volume charge density o evaluated for MS2 as compared to that for Phi X 174 and PRD1. 

Figure 4A pertains to the situation where adhesion is significantly promoted by attractive 

electrostatic interaction forces between virus and membrane A, the magnitude of which 

necessarily increases with increasing the overall negative charged carried by the phage. A better 

evaluation of the virus charge that is effectively perceived during the adhesion process is 

obtained upon comparing the surface concentration of adhered phages onto membrane A and 

membrane B at low ionic strength (Figure 4A). The results clearly show that in 1 mM NaNO3 

electrolyte concentration, the most significant difference is obtained for the MS2 phage with 3.2 

Log (p < 0.05) unit difference in surface concentration of adhered phages, followed by PRD1 

with 2 Log (p < 0.05) and Phi X 174 that exhibits a similar capacity to adhere onto membrane A 

and membrane B. This strongly supports the idea that the perceived electrostatic charge is more 

negative for MS2, in line with the determination of the phage volume charge density (o) from 

soft particle electrokinetic theory and with the o sequence (in magnitude) : Phi X 174 < PRD1 < 

MS2 where ‘<’ means ‘less than’. Last but not least, the respective adhesions of Phi X 174, 

PRD1 and MS2 phages onto the negatively charged membrane B follow the reverse of the 

aforementioned o sequence with a surface concentration of adhered phage of 106.5 eqUFP.cm-2 

for Phi X 174, 105.1 eqUFP.cm-2 for PRD1 and 104.8 eqUFP.cm-2 for MS2. This latter result again 

supports our evaluation of the phage electrostatic properties : in case of membrane B under low 
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ionic strength conditions, the larger the magnitude o of the phage volume charge density, the 

stronger the repulsive virus-substrate electrostatic interactions and the weakest is the 

corresponding phage adhesion.  

With varying the solution salt content from 1 mM to 100 mM (Figure 4B), the adhesion 

capacity of the MS2 phage onto membrane A (membrane B, respectively) slightly decreases 

(significantly increases, respectively) as a result of the screening of the attractive (repulsive, 

respectively) electrostatic interactions. Unlike MS2, the adhesion capacities of the Phi X 174 

phage with respect to membrane A and membrane B remains statistically similar with increasing 

the electrolyte concentration from 1 mM to 100 mM. Apparently, a screening of the electrostatic 

virus-substrate interactions and an increase of the contribution of the hydrophobic interactions 

(as a result of a significant screening of the phage and membrane charges) does not significantly 

impact the adhesion behavior of Phi X 174 as compared to that for MS2 and PRD1 (see 

discussion below for the latter phage). This trend agrees with the fact that Phi X 174 is among 

the three phages investigated here the one with the lowest volume charge density in magnitude 

and the largest hydrophilicity. 

Unlike MS2, the surface concentrations of adhered PRD1 phages onto membrane A and 

membrane B both significantly increase upon increase of NaNO3 salt concentration. To 

understand these results, additional experiments allowed for the evaluation of the 

hydrophilic/hydrophobic balance and the roughness of membranes A and B (Supplemental 

material, Fig. S1). The membrane A appears to be significantly more hydrophobic as compared 

to membrane B. Under 100 mM salt concentration condition, electrostatic interactions are 

significantly screened by the ions in the electrolyte solution. Under such condition, the virus 

adhesion process may be governed -for a large part- by hydrophobic interactions. This is the case 

for the most hydrophobic PRD1 phage that is further defined by a lower density of charges as 

compared to that of MS2. As a result, the adhesion of PRD1 on membrane A substantially 

increases with increasing electrolyte concentration from 1 mM to 100 mM as a result of joint 

increased hydrophobic interactions and screened repulsive electrostatic interactions. This 

increase of PRD1 adhesion capacity is more limited when considering PRD1 adhesion on the 

most hydrophilic membrane B. Noteworthily, the same qualitative evolution of the PRD1 phage 

surface concentration at model hydrophilic and hydrophobic substrates is observed with 

increasing electrolyte concentration, as shown in Supplemental Material, Fig. S2.  
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The difference between surface concentrations of adhered phages on membrane A and 

membrane B at 100 mM NaNO3 concentration adequately follows the previously established 

hydrophobic sequence PRD1 (1.1 Log difference) > MS2 (0.7 Log) > Phi X 174 (0.2 Log) 

(section 3.3). These results further suggest that the differences in RMS roughness as evaluated 

for membrane A and membrane B (section 2.2) do not significantly impact phage adhesion. This 

latter feature comforms to theory (48) which predicts that as long as the magnitude of RMS 

significantly exceeds the size of the particles and the Debye length, the surface irregularities of 

the deposition substrate do not affect the particle-substrate interaction and thus only contribute to 

increase the overall deposition surface area (this increase is here accounted for when evaluating 

the adhered phage surface concentration (4)).  

 

4. Conclusions 

This study demonstrates that a careful investigation of the interfacial properties of phages 

allow for a prediction of their respective adhesion capacity onto substrates that differ in terms of 

hydrophobic/hydrophilic balance and electrostatic charge. It is shown that MS2, Phi X 174 and 

PRD1 phages, all characterized by different multilayered structures, exhibit distinct 

electrokinetic properties and capacity to adhere onto model uncharged hydrophobic substrate. 

The quantitative interpretation of the corresponding electrophoretic mobility and force adhesion 

data lead to the following sequence in phage charge density magnitude Phi X 174 ≤ PRD1 << 

MS2 (‘<’ meaning ‘less charged than’) and to the following hydrophobicity sequence Phi X 174 

< MS2 < PRD1 (‘<’ meaning less hydrophobic than’). The classification of the phages according 

to these sequences very well agrees with their respective capacity to adhere onto hydrophilic and 

positively charged membranes and onto hydrophobic and negatively charged membranes under 

salt concentration conditions where electrostatic virus-membrane interactions are significant or 

substantially suppressed.  

The study proposes a sound physico-chemical methodology for environmental virologists to 

properly derive the searched electrostatic and hydrophobicity degree of viral particles without 

the need to resort to macroscopic MATS tests and to IEP and zeta-potential values that are 

meaningless for soft multilayered particles like viruses. Based on the results reported in this 

work, the aforementioned methodology offers a promising alternative for explaining the fate and 

behavior of viral particles in complex natural media. 
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Figures captions 

Figure 1. Size (diameter) measurements for MS2 phages (A), Phi X 174 (B) and PRD1 (C) as a 

function of pH (indicated) and NaNO3 electrolyte concentration (1 mM, 10 mM and 100 mM). 
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Figure 2. Electrophoretic mobility of MS2, Phi X 174 and PRD1 bacteriophages as a function of 

ionic strength at pH 7. Points : experimental data, Dashed lines : theoretical recovery using the 

formalism by Duval and Ohshima, 2006. Inset: Electrophoretic mobilities of MS2, PRD1 and 

Phi X 174 bacteriophages as a function of ionic strength (linear scale) at pH 7. The points and 

lines have the same meaning as in the main figure. 
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Figure 3. Adhesion of MS2, Phi X 174 and PRD1 bacteriophages on model hydrophobic and 

hydrophilic substrates. Initial bulk phages concentration: 106 PFU.ml-1; 100 mM NaNO3 

electrolyte concentration; pH 7. Contact time between deposition surface and phages suspension: 

3h. 
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Figure 4. Adhesion of MS2, Phi X 174 and PRD1 bacteriophages on positively and negatively 

charged membrane A and B, respectively. Membranes A and B further differ in terms of 

hydrophobic/hydrophilic balance, as shown in Figure S1 (Supplemental Information). Initial bulk 

phages concentration: 106 PFU.ml-1; 1 mM and 100 mM NaNO3 electrolyte concentration solution; 

pH 7. Contact time between deposition surface and phages suspension: 3 h. 
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Fig S1. Statistic distribution of adhesion forces measured by Chemical Force Microscopy (CFM) 

between a hydrophobic -CH3 gold-coated AFM-tip and different locations of membranes A and 

B. The histograms are constructed from the spatial cartography of the hydrophobic/hydrophilic 

balance (or adhesion force). Inset: Tridimensional charged membranes topography obtained by 

AFM in contact mode. Mapping performed in Milli-Q water at room temperature. 
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Fig. S2. Adhesion of PRD1 bacteriophage on model hydrophobic and hydrophilic substrates. 

Initial bulk phages concentration: 106 PFU.ml-1; 1 mM and 100 mM NaNO3 electrolyte 

concentration; pH 7. Contact time between deposition surface and phages suspension: 3h. 
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Suite à l’infection d’individus contaminés, les virus entériques pathogènes pour l’homme 

(Norovirus, virus de l’hépatite A) se retrouvent dans l’environnement, notamment dans le milieu 

hydrique. Une fois dans l’environnement, à l’extérieur de leurs cellules hôtes, ces particules 

virales sont considérées comme des particules biologiques inertes dont le comportement va 

dépendre principalement des propriétés physico-chimiques de l’ensemble de la particule virale. 

La compréhension du comportement de ces virus dans l’environnement est donc un enjeu majeur 

de santé publique. Actuellement, il est impossible de cultiver en laboratoire de grandes quantités 

nécessaires de Norovirus pour l’étude de ces propriétés de surface. On fait donc appel à des 

modèles d’études tels que les bactériophages (phages ARN F-spécifiques, coliphages 

somatiques, phages de Bacteroides Fragilis) ou des particules synthétiques telles que les Virus 

Like Particles (VLPs). Parmi les bactériophages ARN F-spécifiques, le phage MS2 est très 

souvent utilisé comme représentant le pire modèle lors d’élimination par filtration membranaire 

ou sur sable (Zerda et al., 1985; van Voorthuizen et al., 2001) dû à la faible valeur de son point 

isoélectrique (pI ~ 3,5). En effet, une valeur de pI faible correspond à la pire situation possible en 

termes de répulsion électrostatique (virus-membrane). De leur analyse des propriétés 

interfaciales de MS2, Langlet et al. (2008a) ont conclu que ce phage est en fait une particule 

molle multicouche (c'est-à-dire perméable) constituée d’une capside protéique et d’un ARN 

interne tous deux perméables à des flux externes comme le démontre des expériences 

d’électrocinétique. Ces observations ont contribué à remettre en question l’évaluation des 

propriétés de surface des virus telle qu’elle a toujours été admise, notamment les concepts 

associés au potentiel zêta (charge de surfaces ‘dures’) engendrant d’importantes approximations. 

Dans l’état actuel des choses, les virus sont comparés par rapport à leurs valeurs de pI qui 

cependant sont biaisés par la méthode de mesure et ne représentent que le signe de la charge 

électrostatique virale dans une zone de pH définie. 

Le travail présenté dans ce mémoire se divise en plusieurs parties. La première qui 

consiste à valider l’hypothèse formulée par Langlet et al. (2008a) à savoir caractériser l’impact 

du génome sur les propriétés interfaciales du bactériophage MS2. Pour cela nous avons effectué 

une comparaison des profils électrocinétiques et des profils d’agrégation du phage MS2 et des 

VLPs correspondantes à ce phage dépourvues de génome. Ces mesures ont été réalisées après 

purification des virus telle qu’effectuée par Langlet et al. (2008a) dans un milieu aqueux à 

différentes forces ioniques et différents pH. Suite aux résultats obtenus, nous avons essayé de 

déterminer l’impact du protocole de purification sur les propriétés interfaciales de ces deux types 

de particules virales. Dans une seconde partie, nous avons défini l’impact des propriétés 
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interfaciales sur les capacités d’adhésion virales en utilisant le concept de particules molles 

multicouches. Le premier aspect consistant à évaluer l’importance de la rugosité, de 

l’hydrophobicité et des interactions électrostatiques pour l’adhésion sur différents supports 

abiotiques. Le deuxième aspect consistant à corréler les propriétés interfaciales, selon le concept 

de particules molles à multicouches, de virus à structures variées avec leurs capacités d’adhésion. 

Le pI du bactériophage MS2 a été largement mesuré par de nombreux auteurs. Il s’avère 

qu’il a une valeur variant entre 3,5 et 3,9 (Penrod et al., 1996;  Redman et al., 1997; Langlet et 

al., 2008a). Cependant, la caractérisation des différentes couches constitutives du phage 

participant à cette valeur de pI n’est pas homogène entre les auteurs. Penrod et al. (1996) 

obtiennent cette valeur uniquement grâce aux acides aminés situés en périphérie de la capside 

protéique du phage. Cette approche assimile donc les virus à des particules dures et n’est pas en 

adéquation avec les profils observés lors de la mesure de l’électrocinétique en fonction de la 

force ionique à savoir la présence d’un plateau non nul à très haute force ionique, typique de la 

perméabilité de la particule virale (Ohshima, 1995). En accord avec des calculs théorique 

(Langlet et al., 2008) cette valeur basse de pI reflète la large perméabilité de MS2 au flux 

électroosmotique développé à l’extérieur et à l’intérieur de la particule lors de sa migration dans 

le champ électrique pendant la mesure de la mobilité électrophorétique. En effet, le pI du 

génome du phage MS2 serait de 2,9 et celui de la capside de 9 (Langlet et al., 2008a). Si le 

phage MS2 était imperméable au flux électrocinétique, la valeur du pI serait donc de 9 ce qui 

n’est pas observé expérimentalement. La comparaison de l’estimation de la charge 

électrostatique entre le phage MS2 et les VLPs du phage MS2 se fait donc par l’interprétation de 

la pente de la courbe de la mobilité électrophorétique en fonction du logarithme de la force 

ionique. On observe une pente beaucoup plus abrupte pour le phage complet traduisant un 

rapport plus élevé de densité de charge interne/densité de charge externe confirmant ainsi qu’il y 

a plus de charge négative à l’intérieur du phage complet. Cependant on ne peut pas affirmer que 

les VLPs sont entièrement dépourvues de matériel chargé négativement à l’intérieur de leur 

capside. En effet, les valeurs de mobilités négatives et la présence du plateau à haute force 

ionique prouvent qu’il y a effectivement certaines charges négatives à l’intérieur de ces 

particules qui sont sondées par le flux électroosmotique. Peabody et al. (2008) montrent que la 

charge négative des VLPs provient de l’encapsidation d’ARN messager provenant du plasmide 

lors de leur synthèse. Celui-ci a une taille d’environ 500 nucléotides comparé aux 3560 

nucléotides du phage MS2. De plus, cette différence de densité de charge interne conduit à des 

profils d’agrégation différents. En effet, les phages complets s’agrègent à partir de leur pI 
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jusqu’à des pH inférieurs quelle que soit la force ionique alors que les VLPs ne s’agrègent qu’à 

la valeur de leur pI à basse force ionique. Les VLPs ne suivent donc pas le schéma classique 

selon la théorie de la DLVO sur la stabilité des particules colloïdales. Cette théorie prédit que 

pour une suspension à particules neutres, les particules sont instables et peuvent s’agréger mais 

également que l’augmentation de la force ionique entraine une compression des doubles couches 

électriques autour des colloïdes qui engendrerait une diminution importante des forces répulsives 

et donc l’agrégation des particules. Ainsi, pour expliquer le comportement particulier des VLPs, 

nous raisonnons selon la théorie récente développée par Duval et al. (2011) prédisant la 

magnitude des interactions électrostatiques entre particules à multicouches concentriques portant 

différentes propriétés. En effet, ces auteurs montrent que le signe et la magnitude des interactions 

électrostatiques entre des particules molles à multicouches sont déterminées par les propriétés de 

charge des couches localisées dans la zone de l’ordre de la longueur de Debye (-1). Cette 

longueur reflète la distance des interactions électrostatiques entre les particules ou de manière 

équivalente les caractéristiques de la double couche électrique autour (ou à l’intérieur) des 

particules. La longueur de Debye va fortement dépendre de la force ionique. En prenant pour 

exemple le phage MS2, le diamètre de la couche constituée par l’ARN interne est de δ1~11,3 nm 

et l’épaisseur de la capside de δ2~2,1 nm (Langlet et al., 2008a). La contribution de de la couche 

interne (ARN) dans la détermination des forces répulsives autour de la particule virale va 

dépendre de la valeur δ2. Ainsi, les interactions électrostatiques entre les VLPs vont dépendre 

de la nature des groupes fonctionnels localisés au niveau de la capside pour des conditions 2 

>> 1 classiquement observées à haute force ionique. Lorsque 2 << 1, les interactions 

électrostatiques sont déterminées par les éléments situés au niveau de la couche interne. A 100 

mM, conditions dans lesquelles la double couche électrique n’est étendue uniquement qu’à la 

couche périphérique (2 ~ 2,2), la magnitude des forces répulsives dans la gamme de pH étudiée 

(2,5 à 7) est apparemment suffisante pour contrebalancer les forces attractives et ainsi empêcher 

l’agrégation. Lorsque la force ionique diminue, la double couche électrique diminue (2 ~ 0,2) 

et fait intervenir les charges négatives internes de manière majoritaire par rapport à la capside 

externe. D’après la théorie de Duval et al. (2011), pour des valeurs de pH inférieures et 

supérieures au pI pour lesquelles les éléments intérieurs sont positivement et négativement 

chargés, respectivement, les VLPs vont subir d'importantes répulsions. Ceci favorise ainsi la 

stabilité des suspensions VLPs contre l'agrégation et l’apparition de cette agrégation pour des 

valeurs correspondantes à ce pI. 



 

138 
 

Ces différences de comportement entre MS2 et VLPs-MS2 conduisent à remettre en 

question l’utilisation des VLPs de Norovirus comme modèles fiables pour étudier le 

comportement de ces derniers. Néanmoins, d’autres auteurs montrent une similarité de 

comportement entre les propriétés interfaciales de ces deux particules (Nguyen et al., 2011). Il 

s’avère que la principale différence entre notre étude et cette dernière est la méthode de 

purification des virus avant l’évaluation des propriétés interfaciales. En effet, nos particules 

virales ont été purifiées suite à une dialyse tandis que celles de Nguyen et al. (2011) ont été 

purifiées par précipitation au polyéthylène glycol (PEG). Pour caractériser cet impact de la 

méthode de purification nous avons comparé nos deux particules virales issues de trois 

protocoles distincts de purification, les deux cités plus haut et un troisième classiquement utilisé 

dans la littérature pour la purification de virus, le gradient de chlorure de césium (Penrod et al., 

1996; Redman et al., 1997; Tollefson et al., 2007; Gias et al., 2008). Les résultats obtenus suite à 

la méthode au PEG sont semblables à ceux de Nguyen et al. (2011) à savoir qu’il n’y a pas de 

différence observée entre MS2 et les VLPs-MS2 en termes d’électrocinétique. En effet, on 

suppose que la présence du PEG en solution rajoute une troisième couche autour des particules 

virales par liaison avec les protéines de capside (Chamow et al., 1994; Veronese et al., 2001; 

Roberts et al., 2002) qui contribuerait à les rendre semblables d’un point de vue électrocinétique 

par écrantage hydrodynamique de leurs parties internes respectives. Le rayon hydrodynamique 

observé lors de la mesure de la taille des particules après précipitation au PEG est aux alentours 

de 40-60 nm (diamètre des particules virales 20-30 nm). Les valeurs obtenues en mobilité 

électrophorétique en fonction de la force ionique sont donc semblables entre les particules virales 

complètes et les particules synthétiques et sont nettement inférieures aux valeurs 

d’électrocinétique obtenues pour MS2 pour les deux autres méthodes, traduisant une 

impossibilité de sonder le génome. En termes d’agrégation, nous observons cependant une 

différence entre les deux types de particules contrairement à Nguyen et al. (2011) qui ont étudié 

l’adhésion en fonction du temps à une valeur de pH donné et non fonction du pH. Ainsi, nos 

résultats indiquent que le phage MS2 est agrégé de pH 6 à pH 2,5 quelle que soit la force ionique 

alors que les VLPs s’agrègent uniquement aux alentours du pI à faible force ionique. Le 

comportement des VLPs peut être expliqué par la théorie selon Duval et al. (2011) décrite plus 

haut. Qualitativement, le comportement des virus complets est le même que décrit 

précédemment mais le phénomène d’agrégation apparait pour des valeurs de pH plus élevées de 

même pour les VLPs qui cette fois s’agrègent à pH 4 et pas 3. En effet la présence de la couche 

supplémentaire de PEG pourrait favoriser le rapprochement avec les particules voisines par 

formation de liaisons hydrogènes ou par attractions hydrophobes des molécules de PEG. Les 
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deux autres protocoles engendrent bel et bien des différences de comportement entre ces deux 

types de particules avec une différence beaucoup plus prononcée entre MS2 et VLPs-MS2 en 

électrocinétique lorsque les particules sont purifiées par gradient de chlorure de césium. On 

suggère d’après ces résultats qu’après la dialyse, il reste certaines protéines contaminantes qui 

seraient éliminées par stricte sélection des particules virales lors du gradient. Ceci expliquerait 

également l’absence d’agrégation lorsque les particules sont purifiées par gradient de chlorure de 

césium. Pour aller plus loin dans la caractérisation de l’impact du protocole de purification des 

particules virales, des expériences de diffusion à rayons X (SAXS, small angle X-ray scattering) 

aux petits angles ont été réalisées sur les particules purifiées selon les trois méthodes de 

purification pour confirmer les résultats et les différentes hypothèses émises.  

La charge électrostatique et le caractère hydrophobe des bactériophages vont 

naturellement impacter leurs capacités d’adhésion à différentes surfaces. Ce processus 

d’adhésion est tout d’abord conditionné par les propriétés de surface du support lui-même en 

termes de charge de surface, de rugosité et de balance hydrophile/hydrophobe. Nous avons donc 

évalué la relation intrinsèque existant entre les propriétés interfaciales de trois bactériophages 

ARN F-spécifiques à différents degrés d’hydrophobicité et leurs profils d’adhésion sur différents 

supports variant en termes de rugosité et de balance hydrophile/hydrophobe. Pour cela, la 

rugosité et l’hydrophobicité des supports ont été caractérisées par microscopie à force atomique 

(AFM) et microscopie à force chimique (CFM). En parallèle, la charge électrostatique, les profils 

d’agrégation et le degré d’hydrophobicité ont été évalués pour les phages MS2, GA et Qβ. 

L’adhésion des phages est évaluée à des conditions favorables (faible force ionique) mais aussi 

non favorables (haute force ionique) à la répulsion des interactions électrostatiques et en absence 

totale d’agrégation des phages. L’étude des propriétés de surface des supports étudiés donne la 

séquence suivante pour l’hydrophobicié Polypropylène > Inox > Verre et la séquence suivante 

pour la rugosité Inox >  Polypropylène > verre. L’aspect de l’électrostatique a été largement 

étudié dans des  expériences d’adhésion virales, nos résultats a faible force ionique sont en 

adéquation avec la littérature avec une diminution de la capacité d’adhésion par répulsion 

électrostatique entre des virus et des supports tous deux chargés négativement. Cependant, nos 

expériences mettent également en valeur l’impact de deux autres paramètres dans le phénomène 

d’adhésion des phages: l’hydrophobicité des phages ainsi que des supports et la rugosité des 

supports. En effet, les résultats démontrent une corrélation avec l’hydrophobicité des phages à 

savoir que le phage le plus hydrophobe GA adhère le plus sur les supports hydrophobes lorsque 

l’analyse est faite dans des conditions de forte force ionique excluant tout effet électrostatique et 
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ne mettant en évidence de ce fait que les caractères hydrophobes des virus et des supports. Ces 

résultats confirment la séquence de Langlet et al. (2008b) obtenue par des profils d’agrégation 

des phages GA > Qβ > MS2. De plus la séquence d’hydrophobicité des phages est correlée à 

leurs capacités d’adhésion sur tous les supports étudiés mettant en évidence que le caractère 

hydrophobe des virus gouverne clairement leur adhésion quelle que soit la surface dans les 

conditions où l’impact de l’électrostatique est minime. Cet aspect a également été observé chez 

les bactéries, le caractère hydrophobe favorise l’adhésion à la fois sur les supports hydrophobes 

et hydrophiles (Liu et al., 2004). De même la rugosité des supports a un impact sur l’adhésion en 

augmentant le nombre de phages adhérés par rapport à des supports plus homogènes. En effet, 

nous observons une adhésion plus importante sur l’inox que sur le support en verre, tous deux 

étant hydrophiles. Ces observations sont également en adéquation avec des données observées 

chez les bactéries (Flint et al., 2000; Bruinsma et al., 2003) mais aussi avec des modèles 

(Katainen et al., 2006).  

Afin de mettre en évidence l’impact de la structure interfaciale des bactériophages sur 

leur capacité d’adhésion, nous avons également choisi d’étudier les propriétés interfaciales 

(charge et hydrophobicité) de trois phages à structures complètement différentes et ensuite 

essayer de corréler celles-ci avec leurs capacités d’adhésion. Le phage MS2 avec sa capside à 

pores et son génome partiellement accolé à la capside, le phage Phi X 174 consitué d’une capside 

sans pore et d’un génome dont la taille est à peu près équivalente à celle du phage MS2 et enfin 

le phage PRD1 constitué d’une capside, d’une membrane interne et d’un génome largement plus 

grand que celui des deux autres phages. Les résultats de mobilité en fonction du logarithme de la 

force ionique révèlent que le bactériophage ayant la charge effective la plus négative est le 

bactériophage MS2. Les profils de mobilités sont presque semblables entre Phi X 174 et PRD1 

mais nous pouvons émettre l’hypothèse que le bactériophage PRD1 serait chargé plus 

négativement que Phi X 174 du à son plus gros diamètre qui tendrait à réduire sa mobilité 

électrophorétique. On en déduit donc la séquence Phi X 174 < PRD1 < MS2 en termes de 

charge. Ces résultats s’avèrent être fortement en adéquation avec les résultats d’adhésion sur les 

membranes positives et négatives. Cette approche reste néanmoins strictement qualitative et 

devrait être approfondie par une caractérisation structurale précise des différents bactériophages 

utilisés à savoir leur degré de perméabilité et la distribution radiale de densité des différentes 

couches constituant ces phages (Langlet et al., 2008a). Ces résultats démontrent cependant que 

les valeurs de points isoélectriques pour ces phages, pouvant être très similaires selon la méthode 
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de mesure (Michen et Graule, 2010) ne peuvent en aucun cas refléter les différences de charges 

électrostatiques observées et ainsi les différences de capacité d’adhésion. 

Ainsi, notre étude apporte une avancée significative dans la perception des virus tels 

qu’étant des particules molles, perméables et fortement hétérogènes. En effet, actuellement, dans 

la communauté scientifique, cette notion reste extrêmement récente concernant ces particules 

biologiques. Le premier aspect significatif des résultats apportés par ce travail est l’impact du 

génome sur les propriétés interfaciales du bactériophage MS2 et donc la mise en évidence claire 

du caractère perméable de ce phage conduisant ainsi à la non-applicabilité d’une charge de 

surface stricte et donc d’une valeur de potentiel zêta pour caractériser la charge de cette 

particule phagique. Le deuxième aspect apporté par ce travail est l’inadéquation des valeurs de 

points isoélectriques pour estimer la charge électrostatique d’une particule virale telle qu’elle 

est perçue lors de phénomène d’adhésion. Cependant, dans la communauté virologue, cette 

valeur reste encore le critère de comparaison entre les différents virus. Notre approche reste 

strictement qualitative mais s’avère être en bonne corrélation avec les capacités d’adhésion. 

Néanmoins, l’aspect quantitatif des propriétés des phages pourrait être amélioré par l’utilisation 

de techniques innovantes, par exemple la microscopie à force atomique pour caractériser et 

quantifier les interactions électrostatiques et hydrophobes par la fonctionnalisation de pointes 

AFM avec des groupements chargés ou hydrophobes. De plus, cette étude a permis de mettre en 

évidence l’importance de paramètres nécessaires à prendre en compte dans des cas d’adhésion 

virale, notamment la rugosité des surfaces, paramètre déjà étudié pour l’adhésion d’autres 

particules biologioques telles que les bactéries. 

Ainsi, les résultats fondamentaux de ce travail soulignent l’importance de la structure 

virale entière dans les propriétés interfaciales qui vont ensuite conditionner le comportement de  

ces virus dans l’environnement. Cette thèse aboutit à une meilleure caractérisation de la notion 

« d’interphase » chez les virus remettant en cause la théorie de la DLVO. 
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Abstract 

Outside their host cell, viruses may be considered as inert particles whose behavior is mainly 
guided by their interphasial physico-chemical properties, in particular their electrostatic charge and their 
hydrophobic/hydrophilic balance. At present, it is impossible to classify the fate and behavior of viruses 
according to their sole electrostatic surface charge. Most recently, some authors proposed that viruses 
should be considered as soft, permeable and highly heterogeneous particles (Biophysical Journal 94, 
2008, 3293) instead of simple ‘academic’ hard spheres. The aim of this work is to characterize the 
interfacial properties of bacteriophages using the soft multilayer particles concept in order to interrelate 
appropriately their reactivity (adhesion, aggregation) and their physico-chemical features.  

F-specific RNA phages and enteric pathogenic viruses consist of a proteic capsid and a RNA 
genome. At first, it was demonstrated that the RNA encapsulated by the capsid do have a major impact 
on the physico-chemical properties of the virus as a whole, in particular its electrophoretic mobility. We 
further compared for the first time electrohydrodynamic features of MS2 phage with those of the 
corresponding Virus Like Particles (VLPs, virus particles without RNA) under different pH and ionic 
strength conditions. In line with theoretical predictions based on the soft particles concept, it is shown 
that complete phages are more negative than VLPs. The aggregation properties of both types of phages 
significantly differ with an occurrence of aggregation for VLPs at the isoelectric point and under low 
ionic strength conditions only, thereby demonstrating the major influence of the genome on stability of 
viral suspensions. We then analyzed the influence of the virus purification method on the observed 
differences in terms of stability and electrohydrodynamics behavior. The comparison of three different 
methods revealed that purification by dialysis and by cesium chloride gradient maintained behavioral 
differences between the two types of particles, while the polyethylene glycol precipitation-based 
protocol lead to more comparable electrokinetic properties but still significantly different aggregation 
behavior. 

In the second part we studied the interfacial properties of F-specific RNA phages exhibiting 
similar structures (MS2, GA and Qβ). According to the soft particles concept, it appeared that the three 
phages display similar electrostatic charge while their hydrophobicity degree follows the sequence MS2 
< Qβ < GA, with GA being the most hydrophobic phage. These properties were then successfully 
correlated to adhesion capacities onto industrial substrates (glass, stainless steel, polypropylene) whose 
surface characteristics were addressed by AFM. The results highlight the impact of roughness and 
hydrophobicity of the deposition surfaces which tend to increase viral adhesion. Viruses with different 
soft multilayered structures (Phi X 174, PRD1, MS2) were then investigated with as result the following 
sequence for the electrostatic charge: Phi X 174 <PRD1 <MS2 (MS2 being the most negatively charged 
phage). A positive correlation between these properties and adhesion capacities onto charged surfaces 
and onto strictly hydrophilic or hydrophobic materials has further been established. 

The experimental and theoretical approaches adopted in this work contribute to a better 
characterization of the "multilayer" aspect of viral particles in connection with their reactivity (stability 
versus aggregation and adhesion). In particular, peculiar viral behaviors are addressed and could not be 
understood on the basis of conventional theories, such as DLVO and electrophoresis models for hard 
particles. 

  

Keywords: bacteriophages, interfacial properties, soft particles, adhesion, aggregation. 
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Résumé 

Hors de leur cellule hôte, les virus se comportent comme des particules biologiques inertes dont le 
comportement est principalement guidé par les propriétés physico-chimiques dites de surface, en 
particulier la charge et la balance hydrophile/hydrophobe. A l’heure actuelle, il est impossible de prédire 
le comportement de virus en arguant uniquement de leur charge de surface. Très récemment, des auteurs 
proposent que les virus devraient plutôt être assimilés à des particules molles perméables et fortement 
hétérogènes (Biophysical Journal 94, 2008, 3293) et non de simples sphères dures. L’objectif de ce 
travail est de caractériser les propriétés interfaciales des bactériophages selon le concept de particules 
molles multicouches afin de pouvoir les classer/hiérarchiser selon leur réactivité en terme de capacités 
d’adhésion sur des surfaces abiotiques ou leur agrégation. 

Les phages ARN F-spécifiques tout comme les virus entériques pathogènes sont constitués d’une 
capside protéique à l’intérieur de laquelle se trouve un génome à ARN. Dans un premier temps, il a été 
démontré que les éléments situés à l’intérieur de la capside ont une influence majeure sur les propriétés 
physico-chimiques en particulier électrocinétiques. En effet, nous avons comparé pour la première fois 
les propriétés électrohydrodynamiques de phages MS2 avec celles de Virus Like Particles 
correspondantes (VLPs, particules virales dépourvues de génome) dans différentes conditions de pH et 
de force ionique. Selon des principes précédemment établis et basés sur un formalisme pour 
l’électrophorèse de particules molles multicouches, on démontre entre autre que les phages complets 
portent une charge volumique plus importante que les VLPs. Les profils d’agrégation pour chaque type 
de particules sont différents avec une survenue de l’agrégation uniquement au point isoélectrique et à 
faible force ionique pour les VLPs, montrant ainsi l’impact du génome sur les propriétés de stabilité de 
suspensions virales. Nous avons ensuite caractérisé l’influence de la méthode de purification sur les 
différences observées de propriétés électrocinétiques et d’agrégation. La confrontation de trois méthodes 
distinctes révèle que les purifications par dialyse et par gradient de chlorure de césium maintiennent les 
différences de comportement entre les deux types de particules tandis que la précipitation au 
polyéthylène glycol atténue ces différences pour ce qui est des caractéristiques électrocinétiques mais 
les différences persistent au niveau du comportement d’agrégation. 

Dans une seconde partie nous avons d’une part étudié les propriétés interfaciales de différents 
virus ARN F-spécifiques (MS2, GA et Qβ) à structures similaires. Au moyen du concept de particules 
molles multicouches, nous avons montré que les trois phages présentent une charge électrostatique 
similaire et leur degré d’hydrophobicité respectif est établi selon la séquence MS2 < Qβ < GA, GA étant 
le plus hydrophobe. Ces propriétés ont ensuite été corrélées aux capacités d’adhésion sur des supports 
industriels (verre, inox, polypropylène) dont les propriétés de surface ont été caractérisées par AFM. 
L’étude met en évidence l’impact de la rugosité et de l’hydrophobicité des surfaces de dépôt qui tendent 
à augmenter l’adhésion virale. Des virus à structures multicouches différentes (Phi X 174, PRD1, MS2) 
ont également fait l’objet d’investigation en termes de propriétés électrocinétiques, d’agrégation et 
d’adhésion. Les résultats montrent la séquence suivante concernant la charge électrostatique Phi X 174 
< PRD1 < MS2 (MS2 étant le plus chargé négativement). Par ailleurs, une corrélation positive entre ces 
propriétés et les capacités d’adhésion des phages sur des surfaces chargées et des supports strictement 
hydrophiles ou hydrophobes a été établie.  

Ainsi les méthodes expérimentales et théoriques de ces travaux ont abouti à une meilleure 
caractérisation de l’aspect « multicouches » des particules virales notamment certaines particularités 
impossibles à démontrer sur la base de modèles conventionnels type DLVO et électrophorèse de 
particules dures.  

Mots clés: bactériophages, propriétés interfaciales, particules molles, adhésion, agrégation. 
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