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Résumé

Microfluidique papier :
De la physique des écoulements au diagnostic du virus Ebola en Guinée

Les propriétés du papier - pompe capillaire, prix et disponibilité - lui permettent de répondre
a tout type de contraintes logistiques et économiques d'un diagnostic médical de terrain. En
amont de l'application, nous avons étudié les écoulements dans des géométries confinées par
des barrieres de cire. Une focalisation hydrodynamique associée a I’évaporation, crée un effet de
concentrateur atteignant un facteur d’amplification de 1000. La continuité du diagnostic depuis
le terrain jusqu’au laboratoire, est assurée par des dispositifs hybrides papier-microsystemes.
Dans cette these, I’élution d’échantillons séchés dans le papier est quantifiée et sa compatibilité
avec diverses fonctions microfluidiques démontrée.

Nous nous sommes intéressés a deux applications de diagnostic : la détection d’'un biomar-
queur cardiaque par immunoessai et celle du virus Ebola par amplification d’acides nucléiques
(RT-RPA). Avec un dispositif papier simple et une révélation colorimétrique, la troponine a été
détectée jusqu’a une concentration de 1 ng/mL. Le diagnostic précoce de maladies infectieuses
est rendu possible par la biologie moléculaire sur papier. Apres des développements en labora-
toire sur ARN synthétiques, des expériences réalisées en Guinée, sur des échantillons cliniques,
a partir de papiers préts a ’emploi, avec une instrumentation transportable ont atteint une
sensibilité a 85,3%. Le multiplexage du diagnostic est obtenu dans des géométries multicouches
par la réalisation simultanée de tests et contrdles. Enfin, 'application a d’autres pathogenes,
comme HIV et la Dengue, a montré les limites du papier et de son environnement bio-chimique
non controlé.

Mots clés :
microluidique papier, concentration, élution, NAAT, Ebola, RT-RPA






Abstract

Paper microfluidics :
From liquid flow studies to Ebola virus diagnostics in Guinea

Paper properties - such as capillary pump, affordability and availability - made it suitable
for medical diagnostics in logistic and economic field constraints. Upstream of application, we
studied liquid flows in wax-confined geometries. Hydrodynamic focus coupled to evaporation
creates a concentrator effect reaching an amplification factor about 1000. Diagnosis continuity
from the point of care to testing laboratory is insured thanks to hybrid paper-microsystem
devices. In this thesis, the elution of dried samples in paper is quantified and its compatibility
with various microfluidic functions demonstrated.

We were interested in two diagnostics applications : detection of a cardiac biomarker by
immunoassay and of Ebola virus by nucleic acids amplification (RT-RPA). With simple paper
device and a colorimetric signal, Troponin has been detected until a concentration of 1 ng/mlL.
Early diagnostics of infectious diseases is made possible with molecular biology on paper. Af-
ter laboratory preliminary developments on synthetic RNA strains, experiments performed in
Guinea with clinical samples, from ready to use papers, with carry-on equipment achieved a
sensitivity of 85,3%. Multiplexed diagnostics is obtained in multilayered geometries enabling
simultaneous tests and controls. Finally, application to other pathogenes, like HIV and Dengue,
showed paper limits from its uncontrolled bio-chemical environment.

Key words :
paper microfluidics, concentration, elution, NAAT, Ebola, RT-RPA
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Nomenclature

a : une longueur caractéristique
L : la longueur d’'un microcanal
h : I’épaisseur d’un microcanal
w : la largeur d’'un microcanal
r : le rayon interne d’'un capillaire
r(t), 7o : le rayon d’'une goutte
R : le rayon de courbure

H : la hauteur de liquide

[ (t) : la position du front liquide
l. : la longueur capillaire

6 : 'angle de contact

r* @ la rugosité

f : la fraction surfacique

€ : la porosité

k : la perméabilité

e : I'épaisseur du papier

V' : le volume

s @ la surface

p : la masse volumique

i la viscosité dynamique

v : la tension de surface

D : le coefficient de diffusion

¢ : la concentration

p : la largeur de la zone d’accumulation
Re : le nombre de Reynolds

Ca : le nombre capillaire

Bo : le nombre de Bond

Pe : le nombre de Peclet

N : le rapport N

g : 'accélération de la pesanteur
S : le parametre d’étalement

U = (vg,v,,v.) : le vecteur vitesse
P : la pression

AP : la différence de pression

A : Topérateur Laplacien

Py : la pression atmosphérique

P4, Pp : la pression au point A, B
Q@ : le débit

Ry, : la résistance hydrodynamique
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Introduction

N 2000, I’Organisation des Nations Unies (ONU) a adopté comme ligne directrice les huit
Objectifs du Millénaire pour le Développement a atteindre d’ici 2015. Parmi ces théma-
tiques, trois concernent directement le domaine de la santé : réduire la mortalité infantile;
améliorer la santé maternelle; combattre les maladies. Cet engagement positionne ’acces aux
soins comme un droit universel. Aujourd’hui, le bilan est mitigé [1] : 5 millions de personnes
meurent encore chaque année de maladies liées & I’eau insalubre (choléra, diarrhée, hépatite, ty-
phoide, ...). En relais, les Objectifs du Développement Durable proposent notamment de garantir
la bonne santé; de promouvoir le bien-étre de tous a tous les ages; d’éradiquer les principales
maladies, d’ici 2030. Dans ce contexte, la recherche scientifique, notamment dans le domaine
du diagnostic médical, doit prendre en considération les contraintes pratiques et financieres.
L’ONU définit les parametres a considérer pour un diagnostic médical accessible a tous par
lacronyme ASSURED : A affordable; S sensitive; S specific; U user-friendly; R rapid; E
equipment-free ; D delivered. A contrepied des solutions de haute-technologie qui restent cheres
et inaccessibles au plus grand nombre, I'innovation frugale consiste a donner une grande valeur
ajoutée a des composants tres communs. La microfluidique papier s’inscrit compléetement dans
cette philosophie.

Les besoins en diagnostic Le vieillissement de la population, I'acceés aux soins des pays en
voie de développement ou I'émergence de nouveaux pathogenes sont autant de situations qui
conduisent au développement d’outils de diagnostic rapides.

Le domaine du diagnostic Point of Care (POC - au chevet du patient) réunit tous les dispo-
sitifs permettant des analyses biologiques rapides, réalisables partout et par un opérateur peu
qualifié ou le patient lui-méme. Selon les conditions pratiques ou la cible médicale, les avantages
peuvent étre nombreux : meilleure orientation dans le parcours de soin, détection précoce, bon
suivi de maladies chroniques. Ces dispositifs sont pertinents dans plusieurs contextes. Dans
le milieu hospitalier, les tests rapides permettent un tri des patients des leur arrivée dans un
service. Ainsi I’évacuation des cas légers et la prise en charge rapide (hospitalisation et trai-
tements) des cas séveres désengorgent les salles d’attente. De maniére similaire, au sein d’un
cabinet médical, dans une infirmerie ou dans un petit centre de santé, donner la possibilité aux
praticiens d’effectuer ces tests améliore I'orientation des patients.



2 Introduction

Les Organisations Non-Gouvernementales (ONG) comme Médecins Sans Frontieres ou la
Croix Rouge, assurent des missions de santé dans des conditions de terrain hostiles : pauvreté,
guerre, catastrophes naturelles, ... Les dispositifs de diagnostic a destination du corps médical
doivent répondre a des contraintes séveres en ce qui concerne la logistique (énergie, mainte-
nance, résistance, disponibilité des consommables, ...) et le coiit. La derniére épidémie Ebola,
responsable de plus de 11 000 déces dans les trois pays les plus touchés (Guinée, Liberia, Sierra
Leone), a montré 'importance d’'un diagnostic rapide des maladies infectieuses. La maitrise de
la propagation du virus passe par deux principales actions : casser les chaines de contamina-
tion en informant la population (actions de prévention) et isoler les personnes infectées le plus
rapidement possible grace a un diagnostic précoce.

Dans les exemples précédents, la réalisation du test dépend toujours d'un personnel médical
formé. Cependant, de plus en plus de dispositifs sont mis a la disposition méme du grand public,
comme 'exemple du test de grossesse ou, plus récemment, du test HIV vendu en pharmacie.
Cette configuration d’auto-test réalisable a domicile facilite le suivi de maladies chroniques,
limite les déplacements et est trées appropriée dans des situations de désert médical [2,3]. Le
concept de télémédecine associe 'auto-test et les technologies de communication.

Les outils de diagnostic portables trouvent de nombreuses applications dans le secteur mé-
dical mais sont également d’une grande utilité dans la sécurité alimentaire et la surveillance
environnementale.

Les enjeux des tests rapides Le temps de traitement (ou TAT : Turn-Around Time) est
défini par le délai qui sépare le moment ou la décision est prise de faire un test et celui ou les
actions découlant du résultat du test démarrent [4]. Avec des laboratoires externes, méme si
I’analyse intrinseque ne prend qu’une heure, les étapes administratives et logistiques en amont
et en aval rallongent considérablement le temps de traitement.

En plus de raccourcir le TAT, les tests rapides au chevet du patient facilitent les interactions
directes entre personnel soignant et patient. Ce dernier a alors une meilleure compréhension du
traitement.

Dans certaines situations, un diagnostic précoce joue un role vital. C’est le cas pour les
épidémies ou il accroit les chances de guérison de la personne infectée et brise la chaine de
contamination grace aux mesures mises en place. C’est également le cas pour les maladies
cardiaques : distinguer une angine de poitrine d’un infarctus du myocarde est d’une importance
cruciale aux urgences d'un hopital. Pour cela, la détection de biomarqueurs cardiaques, comme
la troponine, par des immunoessais peut réduire considérablement le TAT [5,6].

Les performances d’un outil de diagnostic rapide peuvent étre évaluées selon deux catégo-
ries [7]. Les performances pratiques regroupent toutes les caractéristiques nécessaires au bon
fonctionnement du test : compétences de 'opérateur, type d’échantillons biologiques et pro-
cédure de prélevement, durée du test, besoins en consommables et instrumentations. Elles
déterminent 1'utilisation concrete du dispositif et sa compatibilité avec la situation de terrain.
La pertinence analytique concerne la limite de détection, la précision de mesure (quantita-
tif /qualitatif), la gamme de concentrations, la sensibilité et la spécificité. Le test diagnostique
doit répondre & un besoin particulier [8] et si sa sensibilité analytique est trop faible, il devient
sans intérét et va méme géner le diagnostic (besoin d’un test en doublon). Aujourd’hui, il est
nécessaire que les tests rapides approchent les performances du laboratoire [9].
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Le probleme majeur des tests POC réside dans le manque de controle qualité et de procédures
standardisées. Avec des opérateurs non formés ou n’utilisant le dispositif que de maniere tres
occasionnelle, les sources d’erreurs sont nombreuses. Dans tous les cas, ces tests doivent inclure
un contréle interne qui alerte sur un potentiel dysfonctionnement du dispositif. 11 faut aussi
s’assurer d’une continuité et d’'une compatibilité entre les tests de terrain et les analyses de
routine des laboratoires.

Les résultats des tests rapides type bandelettes (décrits dans la section 2.1) se présentent
souvent sous la forme colorimétrique ON-OFF ou semi-quantitative. Cette appréciation subjec-
tive est parfois difficile a interpréter et sujette aux erreurs. Il existe des dispositifs quantitatifs
de mesure mais ils dépendent alors d’équipements additionnels, ce qui augmente le cotit et les
contraintes logistiques (maintenance, source d’énergie, ...).

Un aspect de cotit doit étre considéré. Une analyse réalisée sur le terrain peut cotiter jusqu’a
10 fois plus cher que le méme test en routine au laboratoire. Cette différence provient des plus
petits volumes de production, des frais de distribution et du format individuel. La disponibilité
du test engendre également des cofits de sur-diagnostic dans des situations ou il ne serait pas
nécessaire. On les estime a 5% de la prise en charge médicale totale, contre 70% pour les
médicaments [10].

Ces cotits sont largement contrebalancés par les bénéfices cliniques et économiques a long
terme. Le diagnostic précoce donne un meilleur controle des épidémies et évite les complications
des maladies en stade avancé. Dans l'exemple du suivi du diabete, équiper les patients de
dispositifs d’auto-test diminue le nombre de visites cliniques. Une étude a montré une réduction
significative du cotit annuel par patient grace a cet investissement [11].

Un laboratoire sur puce FEn réponse a ces besoins de diagnostic rapide au chevet du patient,
le concept de laboratoire sur puce a émergé depuis les années 2000. Il consiste a rassembler
au sein d'un méme objet toutes les fonctions d’un laboratoire d’analyse, ce que permet la
microfluidique. Par la réduction des volumes et des temps d’analyse, la miniaturisation autorise
la parallélisation et 'automatisation des tests par I’écoulement.

Pourtant, peu de développements microfluidiques atteignent les applications de terrain. Le
principal parametre mis en cause est la dépendance en équipements de laboratoire. Faire s’écou-
ler les liquides dans des microcanaux, visualiser I'intérieur d’une puce microfluidique, détecter
un résultat d’analyse ... Toutes ces opérations nécessitent un savoir-faire et une instrumentation
lourde.

A Tinverse, le papier a la propriété de drainer naturellement les liquides. Ces écoulements
autonomes peuvent étre mis a profit pour mélanger des réactifs avec un échantillon biologique.
C’est I'exemple du test bandelette. Tres simple d’utilisation et tres peu cher, le papier apparait
comme un support de diagnostic idéal. Sa structure poreuse micrométrique le place dans des
dimensions caractéristiques de la microfluidique. Contrairement aux microsystémes issus de
techniques de fabrication sophistiquées, le papier est un matériau dont la fabrication est un
procédé ancestral. De récentes innovations conduisent aujourd’hui a une meilleure maitrise de
ses propriétés physiques qui permettent de controler les écoulements et transforment ce support
en une potentielle plateforme microfluidique aux multiples fonctions. Par exemple, I'impression
de barrieres de cire dans le papier définit un contraste de mouillage hydrophile-hydrophobe qui
confine 1’écoulement d’eau au sein d’un motif.
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Motivations et contributions Les chapitres 1 et 2 rassemblent I’état de I’art de la micro-
fluidique papier relatif a la physique des écoulements et aux applications de diagnostic. Une
attention particuliere est portée a la préparation d’échantillons sur papier et a 'amplification
d’acides nucléiques.

La loi de Lucas-Washburn est le principal modeéle qui décrit I'avancée du front liquide dans
une bandelette de papier. Cette loi macroscopique ne rend pourtant pas compte de la structure
plus locale des écoulements. Dans cette these, la physique des écoulements dans le papier est
étudiée en s’intéressant particulierement a la compétition entre les effets de volume - I'imbibition
capillaire - et ceux de surface - I'étalement de goutte. La géométrie imposée par des barrieres
en cire peut permettre de favoriser I'un des phénomenes par rapport a l'autre.

Contrairement a un microcanal unique d’une puce microfluidique dont la géométrie et la taille
sont bien maitrisées, le papier est formé par un large ensemble de microcanaux interconnectés.
Le milieu poreux est donc responsable d’un grand volume mort qui nuit a I'analyse de petites
quantités de fluide. De plus, la pompe capillaire tend a répartir les échantillons a 'intérieur de
tout le papier accessible. Cette dispersion spatiale associée aux propriétés optiques contribue a
une limite de détection insuffisante dans le papier. L’objectif du chapitre 3 est de proposer des
solutions de concentration d’analytes et d’en quantifier les performances. Le confinement par
des barrieres de cire ainsi que ’évaporation de solvant sont les principaux parameétres d’intérét
pour réaliser simplement les dispositifs de concentration.

Dans les sciences analytiques, le support papier est utilisé de maniére routiniere au chevet
du patient pour des applications de diagnostic. C’est le cas notamment du prélevement de sang
séché sur papier et du test bandelette. De maniere a généraliser I'utilisation du papier a toute la
population et vers une une plus grande variété d’échantillons biologiques, le papier doit s’inscrire
dans une logique de diagnostic compléte : depuis le test instantané au chevet du patient jusqu’au
laboratoire d’analyse. Dans ce contexte, I’étude proposée dans le chapitre 4 discute 1’élution
dans des puces microfluidiques, d’échantillons séchés sur papier. Il est question de I'influence
du papier sur les régimes d’écoulements dans différentes géométries de microcanaux ainsi que
des performances d’élution selon la nature des analytes.

Dans le chapitre 5, les principes de concentration développés dans le chapitre 3 sont appliqués
a un immunoessai. L’objectif est de détecter un biomarqueur cardiaque a I’état de traces, car
sa seule présence est spécifique d’un infarctus du myocarde. Le test bandelette est donc revisité
sur papier a l'intérieur de motifs en cire.

La récente épidémie Ebola illustre le besoin urgent en outils de diagnostic pour la détection
précoce de pathogenes. Pour cela, I'amplification d’acides nucléiques permet d’atteindre une
fenétre de diagnostic inaccessible par les tests bandelettes, et le support papier est I'un des
meilleurs candidats pour répondre aux contraintes d’utilisation de terrain. Le chapitre 6 étudie
la biocompatibilité de la microfluidique papier avec différentes réactions de biologie moléculaire.
Nous nous intéressons ensuite a la détection du virus Ebola, a partir d’'un support papier
prét a 'emploi et intégrant des contrdles internes. Les premiers développements sur systémes
modeles, en laboratoire, ont donné lieu a des expériences sur échantillons réels en Guinée. La
parallélisation des réactions est démontrée grace au controle des écoulements dans le papier.
Enfin, la généralisation a d’autres pathogenes, comme la dengue et le Virus d’Immunodéficience
Humaine (HIV), souléve des questions sur la robustesse des papiers cellulose vis a vis d’autres
membranes aux états de surface mieux controlés.
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E sang dans le corps humain, comme la seve des arbres, circule dans des arteres, des veines,
des capillaires dont les diametres sont micrométriques alors que leurs longueurs atteignent
plusieurs centimetres voire metres. Ce sont les dimensions caractéristiques de la microfluidique,
science de la miniaturisation des écoulements [12]. Confiner a 1’échelle micrométrique supprime
les effets de la gravité sans atteindre les forces moléculaires, qui dominent sur des distances na-
nométriques. Maitriser ces écoulements permet d’appréhender des comportements rhéologiques,
de reproduire des fonctions élémentaires d’organes humains, de manipuler des particules mi-
crométriques (colloides ou cellules) et d’envisager des réactions chimiques dans de tres petits
volumes. Les applications de la microfluidique touchent donc des domaines aussi variés que la
biologie, la cosmétique ou le pétrole. Cependant 1'utilisation de ces dispositifs est grandement
restreinte a ’environnement des laboratoires et s’exporte peu au dela. La miniaturisation ex-
tréme des puces microfluidiques n’est pas toujours synonyme de portabilité car une dépendance
lourde des équipements perdure.

A Tinverse, le papier est omniprésent dans la vie quotidienne. Son cofit et sa disponibilité en
font un support qui répond a tous les criteres pour un diagnostic médical de terrain accessible a
tous. Les forces capillaires dans le papier génerent des écoulements autonomes qui peuvent étre
utilisés dans les sciences analytiques. Sous la dénomination "papier' sont regroupés aussi bien
les supports traditionnels a base de cellulose que les membranes artificielles. Cette grande diver-
sité de substrats offre des propriétés tres variées en termes de chimie de surface, de porosité, de
structure, de géométrie ... En 2007, I’équipe de G.M. Whitesides décrit le concept de microflui-
dique papier et ses dispositifs analytiques (micro-Paper Analytical Devices - uPAD) [13]. Des
solutions de fabrication innovantes assurent un controle des écoulements dans le papier, suivant
des motifs personnalisables. Dans ce nouveau champ de recherche, c¢’est I’'application - orientée
diagnostic médical de terrain - et ses contraintes opérationnelles qui guident le développement
des puces papier depuis la fonction microfluidique jusqu’au laboratoire sur papier.

1.1 Etude des écoulements pour un laboratoire sur puce

1.1.1 Principes physiques de la microfluidique

La maitrise des écoulements au sein des microsysteémes releve d’équipements spécifiques.
D’une part, la miniaturisation est responsable d’une augmentation importante de la résistance
hydrodynamique qui n’est pas favorable au passage de liquide. D’autre part, la visualisation
des écoulements ou des résultats d’analyses repose sur des systemes externes de détection.
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Résistance hydrodynamique

Dans un microcanal (voir figure 1.1), un écoulement est régi par I’équation de Navier-Stokes
(équation 1.1). Sous hypothese d’état stationnaire et a bas nombre de Reynolds Re (équa-
tion 1.2), ’équation est réduite a I’équilibre entre I’ensemble des forces s’appliquant au systeme :
dissipations visqueuses et gradient de pression (équation 1.3). En effet, aux échelles micromé-
triques et pour un fluide newtonien incompressible, les forces gravitaires sont négligeables et
on bénéficie de I’hypothese d’incompressibilité.

o s —
p (E + (7.grad) 7) = —gradP + puAY (1.1)
inerti 1073 x 103 x 0,1 x 1073
Fe — z-nertz-e, _pva _ 072 x 107 x 0,1 x 10 —0.1%x100 < 1 (12)
viscosité ] 10-3
—
gradP = A (1.3)

Avec U le vecteur vitesse dans le microcanal, p la masse volumique du liquide, P la pression,
1 la viscosité dynamique, a une distance caractéristique. Une application numérique du nombre
de Reynolds est donnée dans le cas d'un écoulement d’eau a une vitesse de 1 mm/s dans un
microcanal de section carrée 100 pm x 100 pum. Ces conditions confirment I’hypothese de faible
nombre de Reynolds.

Ih

w

Figure 1.1 — Cellule de Hele-Shaw et profil de vitesse parabolique.

Dans un état stationnaire et une géométrie type cellule de Hele-Shaw (largeur > hauteur),
I’écoulement est unidirectionnel et ne dépend que de la hauteur du microcanal. L’intégration de
I’équation du mouvement donne un profil de vitesse parabolique dont ’expression est précisée
dans I’équation 1.4.

AP [ h?
_ = _ 2\ =
v =, (2) e; = oL (4 z ) €. (1.4)

Avec h et L respectivement la hauteur et la longueur du microcanal, et AP la différence de
pression aux extrémités du microcanal.
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Une seconde intégration de la vitesse sur la section du microcanal permet de remonter a la
formule du débit @ en fonction du gradient de pression et des dimensions caractéristiques du
microsysteme (équation 1.5).

5 5 AP [h? wh3
_ 7.7dd:/ / e A I 17 AP 1.5
@ é/ T e Je e o \ 4 T ) YT 0L (15)

Avec w la largeur du microcanal.

L’analogie hydrodynamique-électrocinétique qui associe le débit au courant électrique et le
gradient de pression a la différence de potentiel permet de créer la notion de résistance hydro-
dynamique (équation 1.6), analogue de la résistance électrique. Le calcul précédent pour un
canal de section rectangulaire montre 'effet du confinement. La résistance hydrodynamique est
proportionnelle a I'inverse de la hauteur au cube. Autrement dit, pour obtenir un méme écou-
lement dans un microcanal 10 fois plus fin, il faut appliquer un gradient de pression 1000 fois
plus grand.

12pL

Nécessité d’équipements

En considérant un microcanal de section 100 pm x 100 pm et un écoulement d’eau a 1 mm/s,
I’application numérique des équations précédentes donne :

AP =12 Pa/m = 0,12 Bar/mm (1.7)

Pour atteindre ce niveau de pression, une instrumentation spécifique est nécessaire. Les écou-
lements peuvent étre controlés en débit ou en pression. Dans le premier cas, 1'utilisation d’'un
pousse-seringue permet d’imposer un débit constant, facile a calculer par le déplacement latéral
du piston et le diametre interne de la seringue. Bien que tres simple d’utilisation, cette techno-
logie est souvent limitée : le moteur pas a pas applique une force discontinue et les temps de
réponse du systéme peuvent étre longs (régimes transitoires dus a l'élasticité des matériaux).
Des solutions de pressurisation de réservoirs liquides offrent ’alternative de contréler les écou-
lements en pression. Dans cette situation, le temps de réponse du systeme dépend de la vitesse
du son dans le fluide et il est possible d’ajouter des dispositifs de rétro-contrdle pour augmenter
la stabilité.

Figure 1.2 — Puce microfluidique et environnement expérimental associé.
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En pratique, les dispositifs microfluidiques (figure 1.2 par le Wyss Institute et 'INSERM)
sont associés a d’autres équipements notamment pour la visualisation et la détection. Micro-
scopes, caméras, lampes U.V., capteurs, connectiques, tubes ... sont les outils et accessoires
classiques utilisés autour d’une puce microfluidique. Les inconvénients de tels équipements sont
nombreux (prix, dépendance en énergie, mobilité, logistique liée au consommable, savoir-faire
de T'utilisateur) et rendent les puces microfluidiques non appropriées pour les applications de
terrain.

1.1.2 Forces capillaires dans les microcanaux

Afin de rendre les puces microfluidiques plus autonomes vis a vis des équipements, il est pos-
sible d’exploiter les forces capillaires. En compétition avec les forces gravitaires et la dissipation
visqueuse, la capillarité peut étre mise a profit en augmentant le confinement et en contrélant
la mouillabilité des surfaces.

Nombres sans dimension

Le calcul des nombres sans dimension permet de mettre en évidence la prédominance d’une
force par rapport a une autre dans une situation particuliere. Dans les dispositifs capillaires, les
trois grandeurs d’intérét sont la capillarité, la viscosité et la gravité. Le nombre capillaire C'a
définit le rapport entre la viscosité et la capillarité (équation 1.8). Le nombre de Bond Bo
compare la gravité et la capillarité (équation 1.9). Le rapport N entre le nombre capillaire et le
nombre de Bond permet de classer la force dominante entre viscosité et gravité (équation 1.10).

Ca— Uis.cosiz?é/ _w (1.8)
capillarité v
gravité pga?
Bo = — = (1.9)
capillarité ~y
viscosité  Ca v

e _ T 1.10

gravité Bo  pga? ( )
Avec p la viscosité dynamique, v la vitesse d’écoulement, v la tension de surface, p la masse

volumique, g 'accélération de la pesanteur et a une distance caractéristique du systeme.

Dans les écoulements et le transport d’analytes, le nombre de Peclet Pe rend compte des
effets convectifs par rapport a la diffusion (équation 1.11).

convection _ av (1.11>

Pe= ———
‘ dif fusion D

Avec a une distance caractéristique du systeme, v la vitesse d’écoulement et D le coefficient
de diffusion des analytes.
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Loi de Jurin

Une démonstration directe de la capillarité consiste a plonger un capillaire hydrophile dans
I'eau (figure 1.3). Dans cette configuration, un écoulement d’eau dans un microtube de diametre
100 wm est caractérisé par les nombres sans dimensions suivants : Ca ~ 107°; Bo ~ 1;
N ~ 107°. Il y a donc compétition entre les forces capillaires et gravitaires, alors que la viscosité
reste négligeable.

Figure 1.3 — Montée capillaire.

Les interactions de surface définissent I'angle de contact entre le liquide et la paroi du tube,
ce qui impose la forme du ménisque. Or cette courbure induit a 'interface air-eau une pression
de Laplace définie dans I'équation 1.12 et qui devient moteur de I’écoulement : I’eau monte
dans le capillaire.

Py Py 2}3 _ 2’)/(;089

Avec P, la pression atmosphérique, P4 la pression dans le liquide juste sous le ménisque,
v la tension de surface, R le rayon de courbure du ménisque, ¢ 'angle de contact entre le

(1.12)

liquide et le capillaire, r le rayon interne du capillaire.

Quand la loi de Laplace et la loi de I’hydrostatique (équation 1.13) s’équilibrent, 1’écoulement
s'arréte, c’est la loi de Jurin.

Py + pgH = Pg = Py (1.13)
Avec H la hauteur du ménisque et Pg la pression dans le liquide au niveau de la surface plane.
La hauteur H d’équilibre se calcule a partir des parametres géométriques et de 'angle de

contact (équation 1.14). En augmentant le confinement et 1’hydrophilie du capillaire, 1’écoule-
ment atteint une plus grande hauteur.

_ 2vycost
pPgr

H (1.14)
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Ecoulement dans un microcanal

Cette méme expérience réalisée dans un capillaire horizontal permet de s’affranchir des effets
de gravité. Dans ces conditions, seule la viscosité du liquide s’oppose au mouvement (équa-
tion 1.15). L’équilibre de cette dissipation avec la force capillaire rend compte de 1’écoule-
ment [14, 15].

dycos®  32ul(t)dl(t)
ro 2 dt

Avec [ (t) la position du front de liquide en fonction du temps t.

(1.15)

L’avancée du front de liquide répond a une loi de diffusion : proportionnelle a la racine carrée
du temps, c’est la loi de Lucas-Washburn (équation 1.16).

[(t) = ,/W:wt (1.16)

Généralisable a un ensemble de capillaires paralleles, ’équation de Lucas-Washburn est uti-

lisée pour décrire macroscopiquement les écoulements en milieux poreux, notamment dans le
papier (voir section 1.2.1).

1.1.3 Puces microfluidiques capillaires

Si la miniaturisation n’est pas favorable aux écoulements stationnaires, il est possible d’ex-
ploiter les forces capillaires et les régimes transitoires pour générer des écoulements autonomes.

Milieux poreux artificiels

Si un écoulement autonome est possible dans un microcanal selon la loi de Lucas-Washburn,
le défi est de dépasser le régime initial. En effet, une fois le microcanal rempli, il n’y a plus de
force capillaire et I’écoulement s’arréte. Une solution proposée dans la littérature [16,17] est de
remplacer la sortie du microcanal par un milieu poreux artificiel (figure 1.4).

Figure 1.4 — Puce microfluidique capillaire
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Il peut s’agir d’un milieu poreux a seulement deux dimensions comme un ensemble de piliers.
Dans cette configuration, il n’est pas possible de faire sortir le liquide de la puce. L’objectif
réside plutot dans le fait de faire passer I’écoulement au travers d'une fonction d’intérét dans le
microcanal : un outil de détection ou d’analyse par exemple. Comme discuté précédemment, la
loi de Lucas-Washburn suit une loi de diffusion donc I’écoulement ralentit au cours du temps.
En variant certains parametres, la force capillaire peut étre augmentée pour contrebalancer la
dissipation visqueuse. Par exemple, si le milieu poreux présente un gradient de taille de pores
(i.e. un gradient d’espacement entre les piliers), la force capillaire augmente au cours du temps
et il est possible d’obtenir une vitesse d’écoulement constante.

L’évaporation comme moteur d’écoulement

La structure capillaire arborescente peut étre simplifiée et suppléée dans un second temps par
une pompe évaporative [18]. Il peut s’agir d’'une pompe passive en laissant les canaux ouverts
a l'air libre ou d'une pompe active générée par un flux d’air qui évacue la vapeur de solvant.

Dans une géométrie tres simple de microcanal, les effets de réservoirs peuvent aussi suffire
a obtenir un écoulement capillaire autonome. Le réservoir d’entrée contient une large quantité
de liquide alors que la sortie est laissée libre a I’évaporation. Le taux d’évaporation agit sur le
ménisque du réservoir liquide en sortie mais reste négligeable sur le large volume en entrée [19].
Le couplage transport et évaporation provoque I'accumulation des analytes [20].

Le Poly DiMéthyl Siloxane (PDMS), polymere utilisé pour la fabrication des microcanaux,
est un matériau perméable aux gaz et a certains solvants. En contrélant 1’épaisseur de PDMS
au-dessus d’un microcanal, un différentiel d’évaporation devient moteur de 1’écoulement [21]
comme le montre la figure 1.5. L’effet de concentrateur permet I'exploration de diagrammes de
phases.

gas outlet gas inlet top view

w,\; I'."i'-n:d;'.sl'i Sl .

reservoir {

L ) L side view

Figure 1.5 — Ecoulement capillaire entretenu par la pervaporation de solvant a travers une membrane de
PDMS.
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1.2 Le support papier

Par sa structure poreuse micrométrique, le papier est un objet microfluidique. Les écoulements
d’eau y sont autonomes grace aux dimensions caractéristiques et au caractere tres hydrophiles
des surfaces.

1.2.1 Les forces capillaires dans le papier

Les interactions entre une goutte de liquide et une feuille de papier sont régies par plusieurs
phénomenes [22]. L’imbibition capillaire tend & absorber le liquide & I'intérieur du milieu poreux.
En paralleéle, la surface hydrophile provoque un étalement de la goutte. Dans le cas du papier, il
faut également tenir compte de la rugosité de surface. Enfin, le format de feuille crée de grandes
interfaces libres qui soumettent le liquide a 1’évaporation.

Imbibition capillaire dans un milieu poreux

La loi de Lucas-Wahsburn [14] décrit I’écoulement dans un microcanal grace a la pompe capil-
laire, auquel s’oppose la dissipation visqueuse. En considérant le papier comme un ensemble de
capillaires paralleles, cette méme loi peut étre utilisée pour décrire macroscopiquement 1’avancée
du front de liquide dans un milieu poreux.

L(t) =/ szsgt (1.17)

Avec [ (t) la position du front liquide en fonction du temps ¢, v la tension de surface, r le rayon

interne des capillaires, 6 'angle de contact et u la viscosité cinématique.

La loi de Lucas-Washburn décrit I’écoulement pendant le régime de mouillage, d’imbibition
capillaire. Dans le cas d'un milieu poreux déja saturé de liquide, c’est la loi de Darcy qui
s’applique [23] (équation 1.18).

—k—
U = —gradP (1.18)
1

Avec k la perméabilité du milieu poreux. Ce parametre peut étre remplacé par une matrice
qui rend compte de 'anisotropie du support papier, notamment due a 'alignement des fibres
de cellulose.

Le gradient de pression, dans cette configuration déja mouillée, ne résulte plus des proprié-

tés de mouillage et de la forme du ménisque. Il est imposé par des conditions extérieures :
hydrostatique, évaporation, ...

Limites de la loi de Lucas-Washburn Pourtant ce modele capillaire ne prend pas en
compte de nombreux parametres. Le papier est un milieu hétérogene dont la taille de pores
est loin d’étre monodisperse. Le réseau de capillaires paralleles, rigides, doit étre comparé a un
milieu fibreux désordonné, interconnecté dont les propriétés mécaniques changent selon 'état
sec ou humide [15]. Les fibres de cellulose sont susceptibles d’absorber une partie du liquide
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et de gonfler, ce qui modifie la taille de pores au cours du temps. Enfin, I’évaporation via les
grandes interfaces libres n’est pas prise en compte dans ce modele [24].

Un bon historique des principaux modeles proposés dans la littérature est disponible dans
la référence [25]. Le modele de Price et al. (1953) tient compte de 'absorption dans les fibres
comme un régime plus lent, suivant 'imbibition capillaire. La distribution de la taille de pores
et le gonflement des fibres sont discutés par Bristow (1971). Van den Akker et Wink (1969) ont
montré I'importance de la définition méme de 1’angle de contact suivant les pores et rugosités
en surface des fibres. Oliver et Mason (1976) ont confirmé I'impact de la morphologie des
fibres sur 1'étalement liquide. Selon Nguyen et Durso (1983), la persistance d’écoulements de
redistribution apres le retrait du réservoir liquide démontre le caractere diffusif et non capillaire
de I'écoulement. Cette diffusion pourrait consister en des interactions entre la vapeur d’eau
et les fibres en amont du front capillaire (Salminen, 1988). Trois phénomeénes semblent régir
I'écoulement (Lyne, 1993) : le mouillage et I’étalement, la pénétration capillaire, la diffusion
dans les fibres.

Géométrie et vitesses d’écoulement Malgré les nombreuses limites de la loi de Lucas-
Washburn, expérimentalement c’est un bon modele pour des écoulements dans des bandelettes
de papier de quelques centimetres de long. Si ce format unidirectionnel est déja tres utile
pour des applications de diagnostic (voir section 2.1), il est intéressant de pouvoir prédire et
comprendre les écoulements dans des géométries plus variées.

Les concepts de restriction et d’élargissement ont été étudiés par I’équipe de P. Yager [26] dans
des bandelettes de différentes largeurs. La premiere conséquence de la loi de Lucas-Washburn
est une avancée du front liquide indépendante de la dimension de la bandelette, ce qui est vérifié
expérimentalement (figures 1.6(a) et (b)). Le seul argument géométrique pris en compte est une
taille de pores, ce qui est assez remarquable étant donnée la structure du papier : enchevétrement
de fibres absorbantes, créant un réseau interconnecté de pores de taille variable.

Figure 1.6 — Ecoulements dans des bandelettes présentant une restriction et/ou un élargissement.

Dans le cas d'une bandelette présentant un élargissement (figure 1.6(a)), le liquide en sortie
de la partie étroite est réparti dans toutes les directions accessibles. Localement, la loi de Lucas-
Washburn est respectée mais chacun de ces écoulements est orienté suivant un angle 6 qui varie

de 0 a 7 (§ étant la direction longitudinale de la bandelette). La vitesse d’avancée du front
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liquide peut alors étre définie comme une vitesse moyenne résultant des projections des vecteurs
vitesses locaux sur la direction de propagation. La géométrie d’élargissement induit donc un
facteur de retard, une déviation a la loi de Lucas-Washburn qui ralentit 1’écoulement.

Dans le cas d'une restriction, c’est toujours la loi de Lucas-Washburn qui gouverne, a ’échelle
du pore, I'avancée du front liquide. La partie plus large de la bandelette agit comme un réservoir
liquide a partir duquel peut démarrer un nouvel écoulement capillaire. C’est donc une seconde loi
de Lucas-Washburn, décalée dans le temps, qui est responsable d’une accélération par rapport
a une géométrie droite (figure 1.6(b)).

En remplagant la restriction unitaire par une réduction continue de la largeur du canal, chaque
élément de papier agit comme réservoir pour I’élément suivant. C’est comme si une nouvelle
loi de Lucas-Washburn démarrait sur chaque portion de papier. Des simulations numériques
permettent de trouver la forme optimale pour obtenir une vitesse constante d’avancée du front
liquide [27].

Les formes de restriction et d’élargissement sont obtenues par découpage du papier dans les
exemples précédents. Il est possible de générer la méme géométrie mais dans 1'épaisseur du
papier [28] comme le montre la figure 1.6(c). En compressant le papier, on peut soit obstruer
completement les pores du papier soit partiellement. Cette seconde configuration agit comme
une restriction.

Gouttes sur un substrat

Une goutte déposée sur un substrat va adopter la forme qui minimise les cofits énergiques
causés par sa déformation et par la création d’interfaces solide-liquide / liquide-vapeur / solide-
vapeur (figure 1.7(a)). Le parametre d’étalement S rend compte de ce bilan d’énergie (équa-
tion 1.19).

S = Ysv — (751 + ’Ylv) (119)

Avec 7, Vs €t Y, les tensions de surface respectives des interfaces solide-vapeur, solide-
liquide et liquide-vapeur.

Si S est positif, il est plus favorable énergétiquement de créer des interfaces solide-liquide et
liquide-vapeur qu’'une interface solide-vapeur. La goutte va donc s’étaler completement.

Si S est négatif, la goutte va adopter une forme intermédiaire entre la sphere et le film liquide.
C’est un régime de mouillage partiel, la goutte forme un angle 6 avec le substrat. L’équilibre
des forces donne la relation d”Young-Dupré (équation 1.20).

Ysv = Vst + V1w €OS Oy (1.20)

Etalement de gouttes Dans une situation de mouillage total, les lois de Tanner [29] dé-
crivent la cinétique d’étalement. Selon la taille de la goutte, les forces prépondérantes sont
capillaires ou gravitaires. Si r < [., la force motrice est capillaire 1.21.

L

r() ~ 7o <7—t> h (1.21)

AT
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Sir > [, la force motrice est gravitaire 1.22.

r(t) ~ 1o (pg;(’t)% (1.22)

Avec [, = ,/% la longueur capillaire et 70 le rayon initial de la goutte.

Cet étalement macroscopique est précédé d’un film précurseur d’une épaisseur de quelques
nanometres [30] (figure 1.7(b)).

Dans le cas des écoulements dans/sur le papier, cet étalement de goutte est en compétition
avec I'imbibition capillaire. De plus, le support papier n’est pas un substrat lisse, il faut tenir
compte d'une importante rugosité de surface.

S<0 O S=0
VAR
SR =

Mouliage parfiel  Mouilage total ’ ' Modéle de Wenzel Moddle de Cassio-Baxter

O,

Figure 1.7 — Etalement de gouttes sur un substrat

Lois de Cassie-Baxter et Wenzel Lorsquune goutte est posée sur un substrat rugueux,
elle peut soit envahir les rugosités (modele de Wenzel [31] figure 1.7(c)) ou rester en suspension
au-dessus des microstructures (modele de Cassie-Baxter [32] figure 1.7(d)). Dans le premier
cas, I'angle de contact défini par la relation d’Young-Dupré doit étre corrigé par un facteur de
rugosité r* (équation 1.23).

cos By = r* cos Oy (1.23)

L’état Wenzel accentue la mouillabilité d’une surface :
alors Oy < 7 : surface super-hydrophile,
alors Oy > 7 : surface super-hydrophobe.

19

o sifly <7

]

o sifly > 7

Dans I'état Cassie, le liquide n’envahit pas les rugosités. C’est une situation équivalente a
une goutte posée sur une surface hétérogene constituée du substrat et d’air. L’angle d’équilibre
est obtenu en tenant compte des contributions de ces deux constituants, par leur fraction
surfacique f (équation 1.24).

cosfc = f1 X cosb + fo X cos Oy (1.24)

Dans le cas d’'une structure poreuse, comme le papier, on a f; = 1 — fo = f, 0; = Oy et
0, = 7. La relation de Cassie-Baxter devient :

cosfo = f(1+cosby) —1 (1.25)
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La relation de Cassie-Baxter montre que quel que soit ’angle de Young, une surface peut étre
rendue super-hydrophobe en réduisant sa fraction surfacique : si f < 1, ¢ — 7. Ce mécanisme
est en compétition avec celui de Wenzel : dans le cas de surfaces hydrophiles, il est généralement
énergétiquement favorable d’envahir les rugosités. Le modele de Cassie-Baxter s’applique donc
mieux aux surface hydrophobes.

Effets de ’évaporation

Une goutte posée sur un substrat est soumise a I’évaporation. Le phénomene de taches de
café illustre bien la physique particuliere mise en jeu [33] (figure 1.8). La forme de la goutte,
dont la ligne triple est piégée par les défauts du substrat, et 1’évacuation de la vapeur d’eau
par diffusion induisent une divergence d’évaporation entre le sommet de la goutte et les bords.
Pour la compenser, il apparait un flux convectif a partir du centre vers les bords de la goutte.
Dans le cas du café, la suspension colloidale est transportée par cet écoulement et s’accumule
sous forme d’anneaux.

8 .
Maahangoni Hydrophylic Coffee ring
ow substrate effect

Figure 1.8 — Effet tache de café par accumulation de particules colloidales sur les bords d'une goutte qui
s'évapore.

Une modélisation de I’absorption capillaire dans des feuilles poreuses sujettes a I’évaporation
est proposée dans la littérature [24]. Des expériences complémentaires montrent l'influence des
conditions extérieures sur I’écoulement [34]. Le taux d’humidité n’a pas d’impact significatif sur
la vitesse d’écoulement. Au contraire, une augmentation de température induit une diminution
de viscosité qui rend plus rapide la cinétique de mouillage et ’écoulement.

Dans les récents développements de la microfluidique papier (voir section 1.3.1), il peut
étre préférable de s’affranchir totalement de 1’évaporation [35]. Des feuillets plastique, adhé-
sifs, transparents sont positionnés sur les deux faces du papier pour isoler I’écoulement. La
dépendance aux conditions extérieures est alors limitée.

Si I’évaporation est généralement considérée comme un inconvénient, elle peut étre utilisée
comme moteur des écoulements. Dans des puces capillaires (décrites section 1.1.3) ou directe-
ment dans le papier (voir section 2.2.3), I’évaporation remplace une pompe capillaire. L’extrac-
tion de solvant entretient ’écoulement sans disperser les analytes en solution qui se retrouvent
naturellement concentrés.
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Dispositifs hybrides : micropuces et papier

A Topposé des dipositifs microfabriqués, le papier est un milieu poreux désordonné qui bé-
néficie d'une pompe capillaire naturelle. L’association du papier et des puces microfluidiques
permet de profiter de propriétés complémentaires.

Dans un premier exemple [16], le papier est utilisé comme interface d’introduction d’échan-
tillon (figure 1.9(a)). La fonction de pompe capillaire qui assure le transport vers le microcanal
est complétée par la propriété filtrante du papier. Il est alors possible de travailler a partir de
sang total, d’en extraire le plasma par filtration et de détecter par immunoessais un marqueur
cardiaque (protéine C-réactive).

La visualisation des écoulements et des résultats d’analyse peut aussi étre améliorée grace au
support papier [36] (figure 1.9(b)). Une bandelette de papier qui contient les réactifs permettant
une révélation colorimétrique de la réaction biologique, est placée en sortie de microcanal pour
une lecture facile du test.

a‘ sample collector e
dAb deposition zone

reaction chamber

wloading pad \ capllany pump o nre

blood fiter (1) «

delay
valves  flow
resistor cAb lines

control lines

FTA membrane d

Micro-channel %\\\\\ \\\\\%
LAMP Mix Tw:.::)'\l!i/ -

TE bufler

Punfication

FTA
mambrang

Figure 1.9 — Couplage microsystémes et papier.

La structure poreuse du papier augmente considérablement le ratio surface/volume : les inter-
actions de surface sont favorisées. Traitée spécialement pour la capture d’acides nucléiques, une
membrane peut étre insérée au sein d’un microcanal [37,38] (figure 1.9(c)). Apres introduction
d’un échantillon, le matériel génétique est capturé dans le milieu poreux et I’écoulement d’eau
ou de solutions tampons réalise les étapes de lavage et de purification. Un méme procédé a été
développé sous le format d’un capillaire [39] qui contient la méme membrane et un train de
gouttes dans lesquelles sont stockés les solutions de lavage et les réactifs (figure 1.9(d)).
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Le papier peut également étre utilisé comme support de stockage selon deux applications
citées ici.

D’une part, une goutte de sang séchée sur papier est une solution simple pour conserver et
transporter facilement des échantillons biologiques (voir section 2.1). La microfluidique permet
d’éluer les composés séchés en positionnant le papier a l'interface de deux microcanaux [40]
(figure 1.9(e)). Les écoulements d’eau, de solutions tampons, de réactifs assurent les étapes de
préparation d’échantillons (purification, extraction) et d’analyses.

D’autre part, cette propriété de stockage s’applique aussi aux réactifs qui sont ainsi préts
a l'emploi dans le dispositif microfluidique. Des expériences comparatives [41] montrent que
des réactifs séchés dans un microcanal sont plus uniformément distribués et se conservent plus
longtemps en présence de papier (figure 1.9(f)).

L’association du papier et des microsystémes rapproche ces dispositifs des applications de
diagnostic au chevet du patient : pompe capillaire, visualisation et stockage. Le développement
de nouvelles techniques de fabrication fait désormais du papier une plateforme microfluidique
autonome.

1.2.2 Propriétés physico-chimiques du papier

Structure du papier, géométrie et états de surface définissent les propriétés de mouillage et
la pompe capillaire. Mais I'implémentation de fonctions biologiques dans le papier passe aussi
par un bon contréle de la physico-chimie et les possibilités de greffages de biomolécules.

Cellulose et fonctionnalisation chimique

La cellulose est composée d'un assemblage fibreux supramoléculaire de polymeres. L’unité
de base est un monomere de glucose, molécule cyclique portant trois groupes hydroxyles, reliés
aux autres monomeres par des liaisons éther-oxydes. Cette structure permet un grand nombre
de liaisons hydrogene intra- et inter-moléculaires qui assurent la stabilité et les propriétés mé-
caniques du papier. Ces atomes d’oxygene et la mobilité des hydrogenes rendent possibles des
réactions chimiques d’oxydation, d’amination, d’estérification, d’éthérification, de copolyméri-
sation radicalaire ... [42] Le concept de plateforme bioactive [43,44] réunit toutes les stratégies
de greffages chimiques, traitements de surfaces et d’immobilisations de biomolécules dans le
papier.

La fonctionnalisation du papier par des biomolécules peut étre obtenue par adsorption pas-
sive, par liaison covalente ou par affinité biochimique [45]. Les principes d’immobilisation phy-
sique sont tres simples a mettre en place mais n’offrent qu'un attachement faible et un dépot
non localisé, sans controle de I'orientation des biomolécules. La chimie permet un greffage pré-
cis et stable par des procédures plus complexes et présentant le risque de dégrader la fonction
biologique.

Les traitements de surface ou le dépdt localisé de biomolécules peuvent étre réalisés par
des imprimantes [46] avec des encres biologiques. Chaque nouvelle formulation est un défi
rhéologique (cavitation, gouttes satellites, bouchages, ...) mais permet la création de motifs
d’ADN;, de cellules, d’anticorps, d’hormones, d’enzymes ...
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Variété des substrats

Les papiers chromatographiques Whatman sont des papiers pure cellulose tres utilisés dans
la communauté de la microfluidique papier (figure 1.10(a)). Dans cette gamme de papiers cellu-
losiques, les tests de Guthrie (prélevements séchés) sont des papiers Whatman 903, dispositifs
commerciaux dont on ignore l'exacte composition. Il s’agit surtout de cellulose recouverte d’un
traitement de surface assurant une distribution la plus uniforme possible des échantillons. De
maniere similaire, les cartes FTA sont des papiers Whatman cellulosiques recouverts d’un agent
de lyse pour extraire et capturer les acides nucléiques (figure 1.10(b)).

En optant pour des matériaux non végétaux, il est possible de réduire les inhomogénéités. Par
exemple, les substrats en fibres de verre (figure 1.10(c)) constituent un équivalent de papier dans
lequel le diametre des fibres est monodisperse et constant au cours du temps (pas de gonflement
di a 'absorption). Les papiers filtres en matériaux polymeres s’affranchissent complétement de
la structure fibreuse pour proposer une taille de pores bien définie. La composition chimique et
I'état de surface sont la aussi fixés avec par exemple des membranes en Poly-Ether-Sulfone (PES
figure 1.10(d)).

['_}-];c : AL x b i _ =) Z = . ’ d
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Papier Whatman Papier FTA + Papier Fibres de Verre Membrane PES
Acides nucléiques capturés

Figure 1.10 — Microscopie Electronique a Balayage de différents types de papier.

Avec les membranes artificielles, le papier peut devenir un support sur mesure dont les pro-
priétés d’écoulement, d’adsorption non-spécifique et de porosité sont bien contrdlées. Mais aug-
menter la complexité du papier a un cofit financier et souleve la question de sa disponibilité.

Visualisation dans le papier

D’un point de vue optique, le papier est un milieu diffusant. A chaque interface air/fibre, un
rayon lumineux peut étre transmis, absorbé ou diffusé. L’accumulation désordonnée des fibres
sur toute I’épaisseur du papier complique la visualisation & l'intérieur du papier. Ainsi, un
rayon lumineux incident peut subir de multiples diffusions avant d’étre rétro-diffusé, transmis
ou absorbé.

La théorie de Kubelka-Munk [47] modélise ces interactions. Un bilan des flux descendants
et ascendants est mis en équation pour une épaisseur élémentaire de papier. Les propriétés
d’absorption et de diffusion des fibres ainsi que ’épaisseur du papier définissent son caractere
transparent, translucide ou opaque.
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Dans le cas de tests colorimétriques sur papier, il faut se demander si les marqueurs présents
dans toute I’épaisseur participent au signal détecté ou si seule une fraction de 1’épaisseur est
concernée. De plus, la répartition des réactifs et de ’échantillon influe sur 'homogénéité du
signal dans I’espace. Des études comparatives permettent de sélectionner le support adapté [48—
51].

1.3 La microfluidique papier

Pour transformer une simple feuille de papier en véritable laboratoire d’analyses, il faut
contréler la géométrie des écoulements et implémenter de nouvelles fonctions.

1.3.1 Techniques de fabrication

La gestion des écoulements dans le papier consiste principalement a confiner le liquide a
Iintérieur d’un motif d’intérét, et a limiter le poreux accessible. Découper le papier, boucher
le milieu poreux et modifier I’état de surface sont les principales techniques de fabrication.
L’assemblage de plusieurs épaisseurs de papier permet d’explorer une troisieme dimension. Il
est également possible d’utiliser le papier comme support en s’affranchissant completement de
sa structure poreuse ou de moduler la porosité pour controler les écoulements.

Découpe du milieu poreux

Avant méme le concept de microfluidique papier, les immunoessais sur papier [52] exploitent
déja une technique de fabrication tres simple : le découpage. Par le format bandelette, le liquide
est confiné et s’écoule de maniere unidirectionnelle alors que dans le plan d’une feuille de papier,
un grand nombre de géométries sont possibles [53]. Les opérations de fabrication peuvent étre
manuelles ou automatisées (lame controlée par ordinateur).

Un laser peut aussi étre utilisé pour briiler localement le papier [54]. En fonction de la
puissance du laser et de sa vitesse de passage, le laser peut découper la feuille de papier ou
n’atteindre qu’une fraction de I’épaisseur. Dans cette deuxieme configuration, on obtient des
structures creusées (figure 1.11). Les cendres qui s’accumulent sous le motif creux, bouchent le
milieux poreux et créent un contraste hydrophile (papier) / hydrophobe (cendres). Ces deux
actions confinent I’écoulement au sein du motif dessiné par le laser en gardant d’une seule piece
le papier.

Pattern predesigned on PC

Hollow microstructure-patterned paper

Figure 1.11 — Ecoulement dans des motifs définis par découpe laser.
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Obstruction physique

Une autre stratégie de controle de 1’écoulement capillaire consiste a boucher localement le
milieux poreux. Pour cela, les techniques de microfabrication par photolithographie ont été
adaptées sur papier [13], les étapes sont décrites en figure 1.12. Le papier est plongé dans une
résine photosensible. Apres exposition a travers un masque, la résine est localement solidifiée.
Des solutions de lavage et de développement permettent de révéler le motif transféré par le
masque, en retirant la résine non solide. Ces protocoles de salle blanche peuvent étre simplifiés
pour étre compatibles avec du matériel plus accessible [55].

- papegr phy i. plasma oxidize
ii. cut out pattern
l soak in photoresist paper

photoresist

l I. prebake i. spot reagents
ii. align under a mask control ii. dry

_ ‘ glucose protein
<2 assay assay
i, expose to UV light
ii. postbake

i, develop
i. wash with propan-2-ol

TP

Figure 1.12 — Réticulation de résine dans le papier par photolithographie pour confiner les écoulements.

Un dépot local de polymere réticulable [56] crée également une fonction de barriere solide
sans qu’on ait a exposer I'ensemble du papier a des solutions chimiques, dont on peut douter
de la biocompatibilité. Inspiré ici encore par la microfabrication, le PDMS sert d’encre pour
dessiner des motifs sur le papier. Avant réticulation, son état liquide lui permet de pénétrer
dans les pores du papier et d’atteindre toute ’épaisseur. Comme seule une petite quantité est
déposée, il laisse libre d’autres parties du papier. Apres réticulation, le polymere devient solide
et imperméable aux écoulements. Le dépdt peut étre manuel avec une seringue ou automatisé
avec une table tragante.

Contraste de mouillage

La pompe capillaire dépend de ’angle de contact entre le liquide et la surface du support. En
utilisant cette propriété, il est possible de guider les écoulements au sein d’'un motif hydrophile,
entre des barrieres hydrophobes (figure 1.13). Ce sont les techniques de contraste de mouillage.
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hydrophilic matrix hydrophobic
(paper) channel barrier

200 um 200 pm

Figure 1.13 — Principe du contraste de mouillage dans le papier.

Impression de cire L’impression locale de cire dans le papier crée un contraste hydrophobe
(cire) / hydrophile (papier) [57]. De maniére similaire aux barrieres en PDMS, une imprimante
a jet d’encre (figure 1.14(a)) permet de déposer de petites quantités de cire en surface du papier.
Une étape de cuisson (2 minutes a 150 ° C) fait fondre la cire qui peut alors pénétrer dans toute
I’épaisseur du papier. A température ambiante, la cire redevient solide mais elle a recouvert les
fibres de papier qui sont alors hydrophobes. La quantité de cire déposée par I'imprimante n’est
généralement pas suffisante pour obstruer completement tous les pores du papier, c¢’est donc
bien par contraste de mouillage que les liquides sont confinés.

a b Graysacle 204

Inlet  Graysacle 0

Test zone

Top side Bottom Side 5 gy

Figure 1.14 — Dispositif expérimental pour 'impression de barriéres de cire et pénétration de la cire dans
le papier selon la teinte imprimée.

La cire déposée en surface du papier lors de 'impression diffuse dans le papier lors de la
cuisson. Cette diffusion peut étre décrite suivant deux composantes : horizontalement (dans le
plan de la feuille de papier), elle nuit a la résolution spatiale des motifs; verticalement (dans
I'épaisseur), elle crée la fonction de barrieres imperméables. La teinte choisie pour I'impression
(couleur claire ou foncée) définit la quantité de cire déposée par I'imprimante. Si la quantité de
cire est faible, la diffusion ne permet pas d’atteindre toute 1’épaisseur du papier et on obtient
une barriere partielle. Cette propriété peut étre mise a profit pour générer des écoulements
tri-dimensionnels au sein d’une seule épaisseur de papier [58] (figure 1.14(b)).

Par ses propriétés hydrophobes, la cire confine les écoulements aqueux mais ne retient pas
les solvants organiques notamment le méthanol, I’éthanol, le propanol et 1'acétonitrile [59].

Traitements chimiques Les techniques de fabrication par traitement chimiques consistent
a rendre tout le papier hydrophobe puis d’attaquer localement les fonctions chimiques hydro-
phobes a travers un masque. Une premiere version de ce protocole utilise I’Alkyl Ketene Dimer
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(AKD) comme agent hydrophobe et un traitement plasma a travers un masque métallique pour
retrouver le caractere hydrophile du papier [60]. Dans un deuxieme exemple, c¢’est la silanisation
qui est adaptée sur papier [61], comme le montre la figure 1.15. Avec une fonction silane portant
une longue chaine carbonée, le papier est rendu hydrophobe. Un traitement UV (ultra-violet)
associé a un masque en quartz et résine permet une attaque locale des fonctions greffées.

native filter paper OTS-paper

1 ] —

oo's e |

L LT e

et quartz mask

Figure 1.15 — Fonctionnalisation chimique du papier pour modifier localement les propriétés de mouillage.

Origami

L’origami est un art asiatique de pliage de papier. Ce loisir créatif peut étre mis a profit dans
la microfluidique papier pour générer des géométries d’écoulement plus complexes : le liquide
peut s’écouler d’une épaisseur de papier a l'autre.

b

2 glucose proteir

photoresist assay assay

Figure 1.16 — Dispositifs papiers multicouches fabriqués par assemblages de plusieurs feuilles ou par pliage.

Les premiers essais de dispositifs multicouches ne reposent pas vraiment sur ce principe
de pliage mais consistent en un assemblage de plusieurs épaisseurs [62], comme le montre la
figure 1.16(a). Des feuillets en plastique sont utilisés pour séparer et isoler les couches de papier.
La connexion liquide locale entre les épaisseurs est assurée par des trous remplis de poudre de
cellulose, dans les feuillets en plastique. Ce format compact est utile pour répartir un liquide
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vers un grand nombre de zones ou pour que des liquides aient des trajectoires croisées sans se
mélanger. Les mémes propriétés peuvent étre obtenues apres pliage du papier, a partir d’un
motif plan, imprimé a la cire [37] (figure 1.16(b)).

Inspiré des livres pour enfants et des cartes de voeux, les papiers "pop-up' sont des pliages
qui font apparaitre une structure en relief [63]. Le pliage modifie la forme et les connections
fluidiques et électriques.

Microcanaux dans le papier

Un peu a contre-courant, des équipes proposent d’utiliser le support papier pour y fabri-
quer des microcanaux sans utiliser la porosité naturelle ni la pompe capillaire. Pour cela, le
papier est rendu compléetement hydrophobe, voire omniphobe, par greffage chimique. Un la-
ser [64], une lame de rasoir [65] ou un moule [66] peuvent étre utilisés pour couper ou déformer
le papier en une géométrie de microcanaux. Comme dans les microsystemes, il faut alors une
source extérieure d’énergie (controle en pression ou en débit) pour générer les écoulements (voir
section 1.1.1). Ces dispositifs ne sont donc pas a comparer avec les puces papier mais plutot
avec les puces en verre ou en polymere. La déformabilité du papier permet la réalisation de
structures a trois dimensions et I'implémentation facile de vannes par pliage.

Les principales méthodes sont rassemblées et comparées dans la figure 1.17. L’ensemble des
techniques de fabrication présentées ont des résolutions similaires de 'ordre de 500 pum (largeur
minimale de barriére et de microcanal). Ce sont donc plutdt des criteres de coiit, d’équipe-
ments, de biocompatibilité et de résistance aux solvants qui vont guider le choix d’une tech-
nique par rapport a une autre. La notion micrométrique de la microfluidique papier provient
de la structure poreuse et des forces capillaires associées. Il n’est pas nécessaire que la puce
papier reste dans ces dimensions. En effet, I’écoulement doit rester visible a I'ceil nu et les vo-
lumes d’échantillons manipulables avec peu d’équipements : distances millimétriques et volumes

Figure 1.17 — Tableau comparatif des principales techniques de fabrication.

micrométriques.
Technique de fabrication Réf. Principe Résolution Automatisation | Cofit

Diée oupe laser Nie 2015 Limite physique du porenx 500 - b
])l]c__a[c__al{[hc__:;_z;]‘a],l]{:\ Martinez 2007 Limite physique du porenx 150 | $%

Barricres enn PDMS Bruzewicz 2008 | Limite physique du porenx | b -
Inipression de cire Carrilho 2009 Contraste de monillage 500 jum b+ -

AKD - plasma Li 2008 Contraste de monillage 500 pm b b
Silanisation - UV Ma 2012 Contraste de monillage 300 jun b b

La photolithographie atteint la meilleure résolution spatiale mais le grand nombre d’étapes
de fabrication et le colit ne sont pas favorables a son utilisation pratique. Toutes les autres
techniques sont plus faciles a mettre en ceuvre et proposent des performances similaires. L’im-
pression de cire apparait comme une méthode originale et tres facile d’acces.
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1.3.2 Illustration de fonctions microfluidiques

A partir des techniques de fabrication et avec des géométries originales, il est possible d’im-
plémenter sur papier des fonctions microfluidiques. Ces briques élémentaires pourront par la
suite étre combinées pour atteindre I'objectif de laboratoire sur papier.

Parallélisation des écoulements

Les tests bandelettes, voir section 2.1, sont des dispositifs de diagnostic sur papier tres ro-
bustes qui donnent une information binaire a propos d’un biomarqueur. Dans 'esprit d’un
laboratoire sur papier, le concept de multiplexage apparait. Il s’agit de réaliser plusieurs ana-
lyses sur un méme échantillon ou de traiter plusieurs échantillons en méme temps. Les nouvelles
techniques de fabrication de la microfluidique papier, décrites dans la section 1.3.1, permettent
de nombreuses stratégies de parallélisation.

Géométries La version papier des plaques multipuits, en figure 1.18(a), est un réseau de
disques de papier hydrophiles au sein d’une matrice hydrophobe [57]. Chaque disque devient
un réservoir indépendant dans lequel des réactifs et des échantillons peuvent étre déposés.
Le papier n’est utilisé ici que comme support et dépend donc d’autres opérations manuelles
(pipettes).

Dans une géométrie adaptée, I’écoulement capillaire peut étre utilisé pour transporter et
distribuer un échantillon vers plusieurs milieux réactionnels. Plusieurs exemples dans la littéra-
ture démontrent cette propriété : I'analyse d’urine sur papier avec des motifs en résine [13] (fi-
gure 1.18(b)) ou plusieurs tests bandelettes en parallele sur papier découpé [53] (figure 1.18(c)).

Figure 1.18 — Parallélisation des analyses sur papier.
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Dispositifs multicouches Une feuille de papier permet déja une grande variété de mo-
tifs pour diverses applications de diagnostic. En exploitant la troisieme dimension, le principe
d’origami décuple les performances de la microfluidique papier. Il a notamment été démontré
la réhydratation parallélisée de 1024 zones grace a ces écoulements d’une épaisseur de papier
a l'autre [62] comme le montre la figure 1.18(d). Apres I’écoulement, le dispositif papier peut
étre ré-ouvert et déplié si besoin [58].

Mélange et séparation

La laminarité des écoulements microfluidiques n’est pas favorable aux mélanges qui dépendent
de la diffusion. Selon la longueur considérée, les temps de diffusion peuvent étre longs. En
superposant deux bandelettes de papier, la diffusion se produit sur toute la largeur des canaux
papier. Le mélange est total lorsque la longueur de diffusion est égale a ’épaisseur de papier
(typiquement 200 wm) [67]. Dans une géométrie papier en T, seuls quelques centimeétres sont
nécessaires pour observer un bon mélange. De plus, comme la vitesse de I’écoulement dépend
de sa distance au réservoir, la proportion de chaque composant du mélange peut étre modulée
par la distance de chaque entrée. En jouant sur le contraste de diffusion de deux especes, il est
possible d’extraire 1'espece la plus mobile du mélange. C’est le concept du filtre H qui peut étre
recréé sur papier.

Par sa structure poreuse, le papier limite I’écoulement de particules plus grandes que la
taille de pores. Cette structure est également a l'origine d’une augmentation du rapport sur-
face/volume qui implique plus d’adsorption non spécifique et de rétention chromatographique
que dans un équivalent non poreux. Les composants d’'un mélange sont donc naturellement
séparés dans un support papier. Ces propriétés de séparation peuvent étre mises a profit dans
la préparation d’échantillons biologiques, comme décrit dans la section 2.2.2.

Vannes

Grace a la pompe capillaire, les écoulements dans le papier sont spontanés et indépendants de
sources d’énergie extérieures. Cette autonomie est obtenue au détriment du controle. Quand le
liquide est au contact du papier, la pompe capillaire démarre et suit la loi de Lucas-Washburn
(voir section 1.2.1). Dans une configuration simple, les seuls éléments qui peuvent stopper
I’écoulement sont : une saturation de tout le papier accessible ou 'assechement du réservoir.
Dans 'idée d’ajouter de nouvelles fonctionnalités au papier, il apparait nécessaire de créer des
systemes de vannes pour actionner sur demande ’écoulement.

Pliages L’action de plier/déplier une puce papier multicouche [62] est déja une action méca-
nique de vannes. En déplacant un morceau de papier, 'opérateur coupe/rétablit la connexion
fluidique. Cette fonction est particulierement utilisée pour fonctionnaliser les zones de papier
avec des réactifs. Dans la configuration ouverte, les zones de papier sont indépendantes et des
réactifs différents peuvent étre déposés dans chacune d’elles. Apres séchage, le dispositif est
replié, les réactifs sont alors préts a ’emploi mais ne diffusent pas dans le reste de la puce
papier puisqu’ils sont secs. Seul 'apport d'un échantillon liquide démarre I’écoulement.
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Dissolution Pour arréter un écoulement, il faut briser la trajectoire qui relie le réservoir
liquide et l'extrémité de papier. Les opérations manuelles consistent a couper ou déplier le
papier. Cette fonction peut étre automatisée grace a un milieu poreux éphémere [68]|. Un simple
morceau de sucre est un milieu poreux dans lequel le liquide s’écoule comme dans le papier,
mais au cours du temps, le sucre est dissout dans le liquide. Cette dissolution détruit le milieu
poreux jusqu’a rompre la connexion fluidique, comme le montre la figure 1.19(a). Selon la taille
et les propriétés de dissolution de cet élément, la vanne arréte 1’écoulement apres un temps
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Figure 1.19 — Principes de vannes par dissolution de poreux.

Ce concept de dissolution peut également étre utilisé pour retarder 'arrivée d’un liquide [69]
(figure 1.19(b)). Par exemple, pour voir l'arrivée séquencée de quatre réactifs, les auteurs uti-
lisent quatre réservoirs de taille finie et placent sur chaque trajet une quantité différente de
sucre. Plus cette quantité est importante, plus le réactif est ralenti. Dans cette situation, le
mécanisme d’action n’est pas évident puisque chaque terme de 1’équation de Lucas-Washburn
est modifié : les propriétés d’interface (tension de surface et angle de contact), la taille des pores
et la viscosité de la solution. Des expériences complémentaires indiquent que le parametre pré-
dominant est le changement de viscosité.

Le principal défaut de ces systemes de dissolution est que la composition du liquide change
au cours du temps. Cela ajoute également la contrainte d’un élément dissolu qui n’interfere pas
avec la réaction biologique. En pratique, la notion de délai peut étre obtenue par différentes
longueurs de trajectoires papier. D’autres stratégies consistent a modifier localement le milieu
poreux qui peut étre partiellement obstrué [70] ou compressé [28].

Actionneurs Une vanne peut aussi étre obtenue par un déplacement mécanique pour connec-
ter/déconnecter des canaux papier. Ce type d’actionneur, schématisé en figure 1.20(a), a été
réalisé avec un matériau qui peut gonfler au contact du liquide comme une éponge [71]. Lorsque
I’actionneur est connecté a un réservoir liquide, son expansion provoque le déplacement méca-
nique d’'un canal papier principal. Selon la géométrie, cette fonction provoque la connection /
déconnection de deux canaux ou un changement de trajectoire. Le principe de cet actionneur
sur une épaisseur différente et avec son réseau de connection fluidique est I'équivalent papier
des vannes pneumatiques microfabriquées [72]. Cette version papier reste cependant & usage
unique.
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Figure 1.20 — Actionneurs obtenus par déplacement ou déformation du papier.

La déformabilité du papier peut assurer la fonction de vanne pour démarrer sélectivement
un écoulement. En insérant un espace libre (d’air) au sein d’un dispositif multicouche, on brise
la connexion fluidique [73] (figure 1.20(b)). Une simple pression type bouton ON déforme le
papier localement et rétablit la pompe capillaire.

1.4 Limites du support papier

S’il est possible d’implémenter de nombreuses fonctions sur une puce papier, les propriétés
naturelles du support sont responsables de certaines limites. D'une part, le grand volume mort
du milieu poreux et la pompe capillaire contribuent a disperser spatialement ’échantillon, ce
qui n’est pas favorable a la détection. D’autre part, les écoulements dans le papier sont encore
peu décrits dans la littérature.

1.4.1 Seuil de détection

Le milieu poreux qui constitue le papier a une taille de pores micrométriques qui en fait
un objet microfluidique. Contrairement aux puces issues de la microfabrication dont la géomé-
trie et le volume des microcanaux sont définis a la demande, la structure du papier est tres
désordonnée.

La résolution millimétrique des techniques de fabrication par lesquelles ’écoulement peut
étre confiné, ne permet pas d’atteindre les dimensions d’un microcanal unique. Le principal
inconvénient qui en découle est un volume mort non négligeable. L’association de ce volume
mort et de la pompe capillaire provoque la dispersion spatiale autonome de n’importe quel
échantillon déposé sur le papier.

Ainsi, les analytes présents dans le liquide ne sont plus définis par leur concentration dans le
liquide mais selon leur répartition spatiale dans le milieu poreux. Cette derniere peut étre inho-
mogene par effet chromatographique ou stérique, selon les affinités chimiques avec les surfaces
du milieu poreux.

L’écoulement qui tend a répartir I’échantillon le transporte en surface et en volume dans le
milieu poreux. Les propriétés diffusantes sont néfastes a la détection optique dans le papier.
Tous ces phénomeénes contribuent a un seuil de détection faible dans le papier.
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1.4.2 Description de la physique des écoulements

Le modele de Lucas-Washburn décrit une avancée de front liquide de maniére macroscopique,
sans rendre compte de profil de vitesses locaux. Les mécanismes complexes d’écoulement font
I'objet de peu de mesures expérimentales.

D’une part, la structure désordonnée du papier rend difficile la visualisation dans le papier.
D’autre part, les nombreuses variations physico-chimiques des supports papier sont autant de

configurations différentes.
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1.5 Ce qu’il faut retenir

Support papier La dénomination "papier" regroupe une grande variété de milieux poreux.
Depuis un enchevétrement hétérogene de fibres de cellulose jusqu’aux filtres dont la taille de
pores est bien controlée, les comportements physico-chimiques et les écoulements peuvent y
étre bien différents.

L’état de surface du papier définit ses propriétés de mouillage et les affinités chromatogra-
phiques des especes en solution. La fonctionnalisation chimique est possible par adsorption
physique ou greffage covalent, de maniere globale ou locale.

Physique des écoulements Dans un cas de mouillage total, une goutte posée sur une surface
lisse s’étale selon les dynamiques modélisées par les lois de Tanner. Pour des situations de
mouillage partiel et en présence de rugosité comme celle du papier, les lois de Wenzel et Cassie-
Baxter décrivent des comportements extrémes (super-hydrophobe / super-hydrophile) dus a la
texture.

En parallele de ces interactions de surface, 'imbibition capillaire du milieu poreux suit la loi de
Lucas-Washburn : 'avancée du front liquide est proportionnelle a la racine du temps. Ce modele,
local a ’échelle du pore, s’applique a des configurations unidirectionnelles de bandelettes de
largeur constante. Un élargissement ou une restriction induit une déviation a la loi de Lucas-
Washburn.

Fonctions microfluidiques A partir de la simple bandelette de papier, il est possible de
créer un objet microfluidique complexe. Pour cela, des techniques de fabrication permettent
de prédéfinir les trajectoires liquides dans le milieu poreux. L’impression de barrieres de cire
apparait comme une innovation robuste, personnalisable et tres accessible.

Selon la géométrie des motifs et par assemblage de plusieurs épaisseurs de papier, les fonctions
de parallélisation des expériences, de mélange, de vannes sont intégrées dans les puces papier.
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E papier est une plateforme microfluidique intéressante par ses propriétés d’écoulement,
de filtration, de stockage et par la diversité des états de surface (cellulose, membranes,
greffages chimiques). Ces fonctions sont déja mise a profit dans certains outils des sciences
analytiques. Mais pour transformer le papier en support de laboratoire sur puce, il faut démon-
trer que ce substrat est compatible avec les analyses de laboratoire : depuis 1’échantillon brut
jusqu’au résultat du test. Traiter des matrices biologiques complexes et en extraire les analytes
d’intérét sont les enjeux de la préparation d’échantillons. Le diagnostic de maladies infectieuses
consiste a détecter la présence du pathogene soit directement soit par une réponse spécifique du
corps humain. Parmi les trois principales voies de diagnostic, la culture cellulaire est le procédé
le plus fiable mais requiert un délai de culture non compressible (plusieurs heures voire jours).
Les immunoessais combinés au papier sont déja largement documentés sous le format de tests
bandelettes. Enfin, les tests d’amplification d’acides nucléiques sur papier ouvrent de nouvelles
perspectives pour un diagnostic de terrain, précoce, sensible et spécifique.
L’analyse bibliographique de la préparation d’échantillons sur papier et de la compatibilité
du papier avec 'amplification et la détection d’acides nucléiques fait I'objet d’un article de
revue pour le journal Lab on a Chip en cours de révision.

2.1 Le papier dans les sciences analytiques

Le papier possede de nombreuses propriétés d’intérét pour des applications de diagnostic
au laboratoire ou sur le terrain. Le milieu poreux facilite le stockage sous forme séchée. S’il
s’agit de réactifs, ils rendent le papier fonctionnel et prét a 'emploi. Dans le cas d’échantillons
biologiques, le papier facilite leur conservation et transport. La pompe capillaire assure la
migration d’analytes alors que la porosité peut servir de milieu filtrant. Une de ces propriétés
peut étre amplifiée par rapport aux autres selon la composition et la structure du papier. Il
n’existe donc pas un papier universel mais un grand nombre de supports cellulosiques et autres
membranes.

2.1.1 Exemples de dispositifs papiers

Le papier pH est un outil de sciences analytiques dans lequel est stocké un indicateur co-
loré séché. Au contact d’un liquide, sa coloration indique le pH de la solution. S’il existe une
large gamme de papiers pH, une plus grande précision est obtenue en utilisant des bandelettes
sur lesquelles plusieurs indicateurs colorés sont stockés dans des petites zones indépendantes.
Ce méme principe a permis le développement de bandelettes urinaires : jusqu'a 11 réactions

colorimétriques séchées sur papier qui informent sur la composition de 'urine.
Le papier est utilisé en chromatographie. Selon leur interaction avec le substrat, les compo-

sants d'un mélange migrent a différentes vitesses dans le papier.



38 Chapitre 2. Applications de diagnostic médical sur papier

2.1.2 Les tests bandelettes

Les tests bandelettes sont des dispositifs réalisant des immunoessais (voir section 2.3.3) sur

papier [52]. Ils sont connus du grand public par 'exemple du test de grossesse disponible en
pharmacie et réalisable par la femme elle-méme. Dans cet exemple, la bandelette de papier
permet la détection d'une hormone spécifique de la grossesse, la protéine S-hCG (Hormone
Chorionique Gonadotrope), dans 1'urine.

Fonctionnement

Le principe de fonctionnement le plus classique repose sur la formation de complexes antigenes-
anticorps dans le format sandwich comme décrit dans la figure 2.1. L’antigene est reconnu par
deux anticorps : I'un dit de capture est greffé dans une zone de papier, le second dit de détection
est mobile et porte un marqueur détectable. Tous les réactifs sont stockés au sein de la ban-
delette. Au contact de I’échantillon, I’écoulement capillaire spontané transporte les anticorps
de détection jusqu’a la ligne de capture et au-dela. Si 'antigene est présent, la formation du
complexe permet de retenir 'anticorps de détection au-dessus de cette ligne. Une seconde ligne
est fonctionnalisée par des anticorps capables de capturer ’anticorps de détection seul. Elle agit
comme controle pour s’assurer du bon transport des anticorps de détection par ’échantillon.
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Figure 2.1 — Immunoessais sur bandelettes

La bandelette et les réactifs sont conservés a température ambiante et restent préts a I’emploi.
Le protocole d’utilisation est accessible a des opérateurs non qualifiés puisqu’il s’agit simple-
ment de tremper la bandelette dans 1’échantillon biologique. Dans le cas du test de grossesse,
aucune préparation d’échantillon ('urine) n’est nécessaire.

L’interprétation du résultat est simple :
e seule la ligne de controle est visible : test négatif,
e les deux lignes sont visibles : test positif,
e seule la ligne de test est visible : test non valide,
e aucune des lignes n’est visible : test non valide.

Le signal peut étre visuel si des particules colloidales sont greffées aux anticorps de dé-
tection [52]. Il existe également des dispositifs portables de lecture de fluorescence [74] pour
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mesurer le signal de fluorochromes. Une analyse semi-quantitative est possible mais il s’agit
généralement d’une lecture binaire selon le seuil de détection.

En pratique, les bandelettes ne sont pas simplement constituées de papier. Il s’agit d'un as-
semblage de membranes de nitrocellulose aux différentes propriétés. Un premier élément assure
la filtration de I’échantillon ("loading pad"). Il est en contact avec un deuxiéme matériau poreux
qui contient les anticorps de détection ('conjugate pad"). L’élément principal de la bandelette
est une membrane de nitrocellulose sur laquelle sont greffées les deux lignes d’anticorps (de test
et de controle). L’écoulement liquide le long de la bandelette est entretenu par un dispositif
absorbant ("wicking pad") positionné a l'extrémité.

La spécificité des complexes anticorps-antigenes permet d’adapter les tests bandelettes a
une grande variété de cibles biologiques. On trouve notamment la détection de virus (HIV et
grippe) [75,76], de maladies sexuellement transmissibles (Syphilis) [77], de bactéries (Staphy-
locoque) [78], de biomarqueurs cardiaques [79], de stupéfiants (morfine) [80].

Application a la détection de troponine

La troponine est un biomarqueur cardiaque associé au diagnostic des infarctus du myo-
carde [81]. Il n’est ni le seul ni le plus précoce des marqueurs libérés dans 'organisme mais sa
spécificité et sa persistance en font une excellente cible (figure 2.2).
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Figure 2.2 — Quantités libérées de biomarqueurs cardiaques au cours d'un infarctus du myocarde.

Dans la littérature [82], de nombreux outils de détection de la troponine sont décrits et com-
parés. Tous reposent sur un test immunologique éventuellement associé a une activité enzyma-
tique ou des nanoparticules d’or. Les systémes de détection varient (colorimétrie, fluorescence,
électrochimie, ...) ainsi que les durées d’analyses : de cinq minutes a plus de trois heures. Une
limite de détection record a 0,2 pg/mL est annoncée [83]. Cependant le matériel requis pour
I’analyse a 1’échelle de la molécule unique éloigne la perspective d'un test rapide au chevet
du patient. En pratique, il existe des dispositifs commerciaux (Abbott i-STAT, Alere Triage,
Roche Diagnostics, ...) qui atteignent des limites de détection de l'ordre de 10 pg/mL. Tous
fonctionnent sur le principe de cartouches a usage unique associées a un lecteur dont le cott
dépasse US$ 10 000.

Depuis les tests bandelettes, la microfluidique papier s’est appropriée les immunoessais. Deux
principales stratégies sont mises en place pour tenter d’améliorer les performances de diagnostic :

une géométrie simple associée a un protocole complexe (figure 2.3(a) [84]) ou une géométrie



40 Chapitre 2. Applications de diagnostic médical sur papier

complexe associée a un protocole simple (figure 2.3(b) [85]). Dans le premier cas, ce sont de
simples disques de papier qui servent de support réactionnel. Cinq opérations manuelles sont
nécessaires pour apporter successivement chaque réactif. Avec ce dispositif, le diagnostic reste
long (70 minutes) et peu sensible (10 pg/mL). Le second exemple démontre une puce papier
dont 'utilisation reste similaire au test bandelette (format dipstick). Les trajectoires liquides
y sont plus complexes de sorte a retarder I'arrivée de certains réactifs par rapport a d’autres.
Dans cette configuration, la détection atteint une limite de détection de 5 ng/mL en 15 a 30
minutes.

Pour comparaison, un test bandelette conventionnel a une limite de détection a 1 ng/mL
et plus exceptionnellement 10 pg/mL [86]. En ce qui concerne les immunoessais, I'avantage
des récents développements de la microfluidique papier sur les précédents dispositifs n’est pas
encore démontré.

; -I Absorbentarea
a ’ §) ! //
Paper-based ELISA procedure ; i
2°Ab-HRP — serum or blister
\ NC16A
S == == = | P
) ) ‘ ~(b)
2°Ab conjugation Ag-Ab recognition Antigen immabilization Blank paper-based test we : i
v e ,(d) i Testing
92 — Channel
Channel 3 d «—Channel 1
[/ — u— Channel2
4 | E
Color development &

PBST wash TMB4H,0, substrate for HRP SEanika FoFanakals —

S Microwell

Figure 2.3 — Immunoessais sur des dispositifs de la microfluidique papier.

2.1.3 Prélevements séchés sur papier

Rapporté dans la littérature depuis 1963 [87], le papier est un support intéressant pour le
stockage d’échantillons biologiques. Le principe est qu’une goutte de sang mise au contact
d’un papier "buvard" est absorbée par la pompe capillaire (figure 2.4). En laissant sécher ce
prélevement, il peut étre conservé et transporté facilement avant d’étre analysé. Cette technique
est communément appelée "Test de Guthrie" ou "Dried Blood Spot" (DBS). 11 est aujourd’hui

réalisé en routine chez les nouveau-nés pour lesquels une prise de sang standard est tres invasive
contrairement a une goutte de sang obtenue par une aiguille dans le talon ou au bout du doigt.
La simplicité d’utilisation associée a la possibilité de transport rend également cette technique
particulierement avantageuse dans les régions de désert médical.

L’analyse de ces prélevements séchés est utilisée pour des applications de diagnostic individuel
et pour le suivi de biomarqueurs a 1’échelle de la population. Plus de 45 analytes sont suscep-
tibles d’étre analysés a partir de ces échantillons séchés [88]. Dans le domaine du diagnostic,
plusieurs articles proposent et démontrent la possibilité de tests de biologie moléculaire, pour la
détection d’HIV réalisés directement sur 'éluat du test de Guthrie [89-93]. D’autres maladies
peuvent également étre détectées comme les hémoglobinopathies, les dystrophies musculaires,
les fibroses cystiques [89].
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Au laboratoire, 'analyse de ces prélevements séchés est précédée d'une étape d’élution [94].
Le papier est perforé de sorte a obtenir un disque de diaméetre bmm, contenant I’échantillon.
Le disque est placé au fond d’un microtube ou d’une plaque multipuits pour des analyses
parallélisées. Environ 200 uL d'une solution tampon phosphate sont ajoutés et il faut attendre
plusieurs heures d’élution passive avant de récupérer 1'éluat. Chaque éluat peut étre dilué
et aliquoté pour permettre plusieurs tests sur un méme échantillon. Il existe de nombreuses
variations de ce protocole intégrant des étapes d’incubation, d’agitation et de centrifugation [95].
Tous nécessitent plusieurs heures d’élution et des opérations manuelles.

2.2 Préparation d’échantillons biologiques

L’étape de préparation d’échantillons est indispensable pour rendre accessible la cible du
diagnostic et limiter la présence d’inhibiteurs qui peuvent compromettre la qualité du test.
Dans la démarche d’outils utilisables au chevet du patient, le test doit pouvoir analyser des
échantillons issus de préléevements les moins invasifs possibles. De plus, leur préparation doit
respecter les mémes contraintes logistiques et pratiques : autonomes en énergie, peu chers,
faciles d’utilisation.

2.2.1 Protocoles standard en laboratoire

Au laboratoire, la préparation d’échantillons dépend a la fois du type d’analyses considérées
et de la matrice biologique de départ. Les principales étapes consistent a diluer 1’échantillon
dans un milieu réactionnel, a mélanger et séparer différentes phases avec des instruments de
routine (vortex et centrifugeuse). Dans ces conditions, les immunoessais peuvent étre réalisés a
partir d’une grande variété d’échantillons bruts : extraits cellulaires, sang total, urine, salive [96].
Pour la culture cellulaire, il est souvent nécessaire de filtrer de grands volumes d’échantillons
(de quelques millilitres a plusieurs litres) pour capturer les cellules d’intérét avant de réaliser
la culture.
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Extraction d’acides nucléiques

Les tests de biologie moléculaire nécessitent une préparation d’échantillon plus complexe pour
extraire et purifier les acides nucléiques. Il existe deux principales stratégies : d’abord isoler les
cellules d’intérét (souvent un simple filtre), puis les lyser pour libérer les acides nucléiques ou
alors lyser directement tout 1’échantillon biologique et procéder a une étape de capture des
acides nucléiques. Il existe de nombreux protocoles de lyse qui consistent a casser la membrane
cellulaire par des principes chimiques (choc osmotique), biologiques (digestion enzymatique),
thermiques, mécaniques (billes, ultrasons, ...) ou une combinaison de ces procédés. La capture
des acides nucléiques repose souvent sur les principes d’hybridation a partir de billes magné-
tiques traitées en surface.

Il existe déja un certain nombre de technologies commerciales pour la purification d’acides
nucléiques dans un contexte de terrain. Des auteurs en proposent une comparaison appliquée a
la détection d’HIV & partir de plasma humain [97]. Le systéme le plus reconnu a I’heure actuelle
est le GeneXpert. L’échantillon est chargé dans une puce microfluidique, une premiere étape de
filtre isole les cellules d'intérét. La lyse cellulaire est réalisée par des ultrasons. Enfin, des étapes
de lavage, de purification et de concentration des acides nucléiques précedent I'amplification.
Pourtant, ce dispositif reste cher, dépendant en énergie et il contient une plateforme thermique
sophistiquée pour laquelle la maintenance et la logistique ne sont pas adaptées aux contraintes
de terrain. Parmi les autres procédures étudiées par les auteurs, le support papier apparait
comme une solution pertinente. Les membranes FTA agissent comme des filtres imprégnés
d’une solution brevetée qui lyse et capture les acides nucléiques. Le protocole contient 10 étapes
(contre une moyenne de 18,5 étapes pour l'ensemble des procédures comparées), nécessite peu
d’instrumentation (perforatrice et centrifugeuse) et des réactifs additionnels non réfrigérés, peut
étre réalisé par un opérateur peu qualifié. Le coiit par analyse reste accessible (£1,76) mais c’est
le protocole le plus long (plus de 120 minutes)

2.2.2 Exemples de préparations sur papier

Le concept de laboratoire sur papier consiste a combiner toutes les étapes d’analyses dans
une méme puce papier. Pour que les arguments de cotits et de simplicité d’utilisation restent
valides, il faut que I’échantillon soit simple a collecter et que les étapes de préparation soient
incluses dans le dispositif.

A partir de fluides corporels

Pour démontrer le potentiel du papier microfluidique, il faut illustrer la grande variété des
tests biologiques et travailler a partir de différents échantillons bruts.

Puisque 'urine est beaucoup moins visqueuse que la plupart des fluides biologiques (sang,
salive, selles), elle ne nécessite pas de préparation particuliere. Sa coloration légere est favo-
rable aux tests colorimétriques comme dans le cas des bandelettes urinaires. Dans un papier
a écoulements confinés (barriere de cire ou résine), la premiere démonstration d’application
de diagnostic a été l'analyse d’urines : détection simultanée et semi-quantitative (colorimétrie)
des taux de glucose et de BSA (Bovine Serum Albumin) [13]. Cependant, cette démonstration
illustrée en figure 2.5(a) n’a été faite que sur des urines artificielles, c’est-a-dire de simples
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solutions aqueuses contenant les analytes d’intérét a différentes concentrations. Pour simuler
des conditions réelles, de la poussiere est ajoutée et n’impacte pas la détection mais aucune
information n’est apportée sur la possible présence d’inhibiteurs dans I'urine naturelle. De plus,
les tests urinaires sont contestés a cause de la variabilité de la concentration des analytes au
cours du temps [98].
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Figure 2.5 — Analyse de fluides corporels sur papier.

La détermination du taux salivaire de nitrite a été démontrée sur papier [99] avec de la salive
artificielle. Des tests de confirmation avec des prélevements salivaires humains sont également
décrits. Les auteurs ne donnent aucun détail sur la viscosité des échantillons et des conséquences
sur I’écoulement. Le diagnostic oral par prélevement salivaire intéresse de plus en plus la com-
munauté du diagnostic [100]. D’une part, son caractére non invasif est particulierement adapté
aux dispositifs au chevet du patient. D’autre part, il apporte des informations non accessibles
par l'analyse du sérum : suivi journalier ou mensuel par la fluctuation de taux hormonaux par
exemple.

Un des premiers dispositifs papier réalisant une analyse parallélisée a partir de sang total est
un systeme multicouche [101] (figure 2.5(b)). Une premiere épaisseur filtre I’échantillon obtenu
par prélevement au bout du doigt. Le plasma est alors distribué vers trois zones réactionnelles
qui quantifient par colorimétrie trois biomarqueurs caractérisant les fonctions hépatiques. La
démonstration avec des biomarqueurs dilués dans des échantillons de sang a été complétée par
une validation clinique de terrain [102] : panel de 600 patients et interprétation colorimétrique
par deux opérateurs indépendants. Les prélevements de sang capillaire (au bout du doigt)
offrent des performances de diagnostic similaires au sang veineux [103].

Le papier peut aussi servir de support pour des analyses de fertilité [104] comme le montre la
figure 2.5(c). La coloration de réactifs biologiques associée a des mesures de distance de diffusion
permet de remonter a la quantité de spermatozoides ainsi qu’a leur mobilité. Une simple étape
de dilution est nécessaire pour liquéfier les échantillons bruts.

Application au sang total

L’association papier et sang total remonte a 1963 par Guthrie [87] : une goutte de sang
prélevée au bout du doigt ou dans le talon est séchée sur papier (figure 2.6(a)), décrit dans la
section 2.1. Malgré cette simplicité de prélevement, le délai d’attente jusqu’au résultat d’analyse
reste long [105,106] puisque toujours dépendant du laboratoire (figure 2.6(b)).

Le sang est un fluide vital et complexe par sa composition : globules rouges, globules blancs,
plaquettes et biomolécules en solution aqueuse. Cette suspension colloidale est tres visqueuse
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Figure 2.6 — Combinaisons papier et sang total.

et sa couleur rouge est principalement due aux globules rouges. Plusieurs dispositifs papier
utilisent deux propriétés du papier : le filtre et la pompe capillaire. Selon la taille de pores,
les cellules sont retenues alors que le plasma sanguin est extrait et transporté par la pompe
capillaire [107] (figure 2.6(c)).

Des anticorps spécifiques provoquent la coagulation des globules rouges. Dans cet état ag-
glutiné, ils ne peuvent plus s’écouler dans le papier, la coloration rouge est concentrée en un
point et seul le plasma - transparent - est extrait. A I'inverse, en I’absence d’agglutination, le
sang est réparti quasi-uniformément. Cette propriété associée a des anticorps caractéristiques
de chaque groupe A-B-O +/- permet une détermination visuelle et rapide du type sanguin sur
papier [108-110]. Deux dispositifs sont présentés en figure 2.6(d) et (e).

2.2.3 Purification d’acides nucléiques sur papier

Dans le contexte de la biologie moléculaire, I’extraction et la purification des acides nucléiques
sont des étapes indispensables. L’extraction rend disponible (hors de la cellule) le matériel
génétique alors que la purification retire les inhibiteurs et agit comme une pré-concentration.

Extraction

Un procédé multi-étapes mais tres simple d’extraction d’acides nucléiques est présenté en
figure 2.7(a) et a été mis au point pour la détection d’une infection sexuellement transmissible :
Chlamydia trachomatis. Les auteurs utilisent les propriétés filtrantes du papier en alternant les
états précipités et dilués de I’ADN [111]. L’échantillon est d’abord mélangé a une solution de
lyse cellulaire qui provoque la précipitation de ’ADN. Ce mélange est versé dans un cone de
pipette dont I'extrémité est obturée par du papier compressé. En pressurisant ce réservoir, le
liquide est évacué alors que ’ADN reste en surface du milieu poreux. Plusieurs étapes de lavage
sont possibles avant d’ajouter une solution d’élution pour remettre en solution ’ADN. Cette
technique a l'inconvénient de nécessiter plusieurs étapes manuelles et d'utiliser une instrumen-
tation de pressurisation.

De maniére similaire mais avec un dispositif uniquement en papier [112], 'ADN de Salmo-
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Figure 2.7 — Extraction d’acides nucléiques sur papier.

nelle peut étre extrait et purifié a partir de prélevements variés : emballages alimentaires, sang,
selles... Dans chaque cas, I’échantillon est mélangé avec une solution de lyse puis déposé sur
papier (figure 2.7(b)). La pompe capillaire transporte et disperse spatialement les composés
selon leur taille (filtration par le milieu poreux) et leurs interactions avec le papier (effet chro-
matographique). Expérimentalement, les composés cellulaires, les protéines, les lipides restent
proches de la zone de dépot alors que les acides nucléiques sont transportés sur une plus grande
distance dans le microcanal. La comparaison de différents substrats montre que la cellulose
extrait mieux que la nitrocellulose (limite de détection plus basse) mais transporte moins loin.

Comme discuté dans la section 1.3.1, plier-déplier un dispositif papier multicouche agit comme
une vanne. Il devient possible de réaliser séquentiellement les étapes de préparation d’échan-
tillon : dilution, lyse, extraction, lavage, élution. L’extraction d’ADN bactérien a été réalisée
dans un origami présenté en figure 2.7(c), a partir d’échantillons visqueux [113]. Tous les réactifs
sont conservés sous forme séchée dans le papier et il suffit de les réhydrater séquentiellement
par pliages pour réaliser chaque opération.

Procédés de concentration

Une fois que les acides nucléiques sont extraits, la pompe capillaire est responsable dune
dispersion spatiale qui rend faible la concentration locale. Des étapes de préconcentration
consistent a focaliser les analytes vers une zone d’accumulation grace a I’évaporation.

Une bandelette de papier plongeant dans une solution diluée est chauffée a l'autre extrémité
par un dispositif local [114] (figure 2.8(a)). Alors que ’évaporation favorise l'extraction de
solvant, la pompe capillaire transporte continuellement 1’échantillon dilué. Au fil du temps, il
y a accumulation d’échantillon pres de la zone de chauffage.
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Figure 2.8 — Concentration d’analytes sur papier.
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Toujours dans le format bandelettes, un dispositif similaire permet la concentration et la
purification d’ADN cible [115]. Une zone de papier est greffée par des oligonucléotides de cap-
ture, complémentaires de la cible du diagnostic comme le montre la figure 2.7(b). Ici encore, la
pompe capillaire et I’évaporation transportent et concentrent les analytes : ceux d’intérét sont
capturés dans la zone de capture, les analytes non spécifiques s’accumulent en fin de bandelette.
Par simple découpe, il est possible de récupérer uniquement les analytes piégés dans la zone de
capture.

Pour obtenir un dispositif analytique performant, ’étape de préparation d’échantillon est
essentielle. Par ses propriétés filtrantes, de stockage, de pompe capillaire, il est possible d’ana-
lyser des échantillons bruts variés sur papier : sang total, salive, urine, sperme. Toutes les étapes
d’extraction et de purification d’acides nucléiques ont été démontrées et permettent d’envisager
de nouvelles stratégies de détection de pathogenes sur papier.

2.3 Détection de pathogénes directe/indirecte

La détection de pathogenes regroupe le diagnostic biologique d’agents infectieux comme les
parasites, les virus, les bactéries. Les techniques directes consistent a rechercher 'agent patho-
gene (culture cellulaire, microscopie) ou un de ses composants (antigene, génome) [116]. Dans
les techniques indirectes, c’est la réponse de I'héte a l'infection qui est analysée (biomarqueurs
ou anticorps spécifiques).

2.3.1 Microscopie et culture cellulaire

L’identification directe d’un pathogene dans un fluide biologique est possible par observation
microscopique et a 'aide de réactifs colorés spécifiques : coloration de Gram, de Ziehl-Neelson,
de Giemsa ... Ces techniques fonctionnent pour une grande variété d’échantillons (sang, urine,
biopsies, ponctions, ...) avec une préparation minimale. Mais le diagnostic repose essentielle-
ment sur une observation visuelle. Le matériel de laboratoire requis, le personnel compétent et
des analyses fastidieuses rendent cette technique incompatible avec les contraintes du terrain.
L’observation directe du pathogene permet une grande spécificité : tous les diagnostics posi-
tifs correspondent a des échantillons infectés. En revanche, un résultat négatif n’est pas une
information fiable a 100%, la sensibilité est faible.

La culture cellulaire consiste a isoler le pathogene et a lui permettre de se multiplier sur un
milieu nutritif. Cette amplification facilite la détection et améliore la sensibilité du diagnostic,
mais la multiplication cellulaire requiert des délais incompressibles qui se comptent en heures
voire jours dans des conditions bien controlées.

Dans tous les cas, la manipulation et d’autant plus la multiplication de pathogenes sou-
levent des questions de bio-sécurité pour le personnel exposé. Minimiser ces risques est possible
notamment en lysant les cellules cibles et analysant par d’autres composants leur présence.
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2.3.2 Tests de biologie moléculaire

Les tests de biologie moléculaire consistent en une reconnaissance ciblée d’une partie du
génome contenu dans un échantillon biologique. Dune part, I'hybridation de brins d’acides
nucléiques complémentaires assure cette opération d’identification spécifique de la séquence
d’intérét. D’autre part, la duplication exponentielle de ces brins cibles confére au test une grande
sensibilité (détection de tres petites quantités). Les Tests d’Amplification d’Acides Nucléiques
(NAAT) sont utilisés pour le diagnostic de maladies infectieuses, I'identification de mutations
génétiques, le suivi de la progression clinique et de l'efficacité d'un traitement et dans le suivi
réglementaire du don du sang (éviter les contaminations).

Polymerase Chain Reaction

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est la technique historique d’amplification d’ADN [117].
Son fonctionnement suivant des cycles thermiques répétés est présenté en figure 2.9.
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Figure 2.9 — Schéma de la PCR

Une premiere phase de dénaturation thermique (a 95° C) favorise la configuration simple
brin des acides nucléiques. La phase d’hybridation (entre 56 et 64 ° C) assure 'appariement des
primers avec la région d’ADN cible qui leur est complémentaire. Enfin, la phase d’élongation (a
72 ° C) permet le travail des polymérases qui répliquent le brin d’ADN cible. A la fin de chaque
cycle, le nombre de brins d’ADN est multiplié par deux (sous hypothese de rendement total),
c’est une croissance exponentielle.

L’amplification des brins d’ADN peut étre précédée d'une étape de transcription inverse (RT
- Reverse Transcription) a partir ’ARN. Une enzyme synthétise un brin d’ADN complémen-
taire de P’ARN. Toutes les stratégies d’amplification peuvent inclure une étape préliminaire de
transcription inverse.
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Amplifications isothermes

L’idée principale liée au développement des amplifications isothermes est de remplacer les
cycles thermiques de la PCR par une structure originale des primers. Cette derniere doit faciliter
la configuration simple-brin et permettre de travailler a température constante.

La LAMP (Loop-mediated isothermal AMPlification) [118] fonctionne entre 60 et 65° C et
contient une association de 4 primers complémentaires de 6 séquences cibles, comme le montre
la figure 2.10(a). Le repliement des primers sous forme de boucle permet d’associer bout & bout
chaque brin d’ADN répliqué. Il faut donc ajouter a 'amplification exponentielle caractéristique
de la PCR, des brins d’ADN de plus en plus longs (figure 2.10(b)). Gréace a 'importante quantité
de matériel génétique produite, la détection est possible par trubidité avec ’ajout d’un solution
précipitante [119], en fluorescence avec des intercalants d’ADN [118], par des indicateurs colorés
de changement de pH [120,121] ou sur des bandelettes immunochromatographiques [122] (détails
en section 2.4).
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Figure 2.10 — Schéma de la LAMP et des molécules intercalantes.

Les intercalants d’ADN sont des espéces chimiques qui se lient aux acides nucléiques de
manieéres non covalentes [123]. Le changement de conformation entre la forme libre et la forme
liée est responsable d’un signal de fluorescence qui rend compte quantitativement de la quantité
d’ADN (figure 2.10(c)).

Comme dans le cas de la PCR, 'amplification d’ADN dans la méthode RPA (Recombination
Proteins Amplification) consiste en I’hybridation de primers sur I’ADN cible et en leur élonga-
tion par une polymerase (figure 2.11(a)). Mais I’étape de dénaturation thermique est remplacée
par des protéines recombinantes capables de stabiliser la forme simple brin et donc de favoriser
les interactions ADN-primers [124] comme le montre la figure 2.11(b). Fonctionnant a 40 ° C,
le résultat d’amplification peut étre détecté par migration sur Western Blot, par une sonde
associée a un inhibiteur de fluorescence et dont le signal est libéré par I’activité d’une nucléase
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dans la configuration double-brins, ou sur des bandelettes immunochromatographiques (détails
en section 2.4.1). La spécificité des séquences ADN permet de cibler une grande variété d’agents
biologiques comme démontré pour un panel de virus [125] (Ebola, Sudan, Marburg, Rift Valley
fever, ...). Appliqué au diagnostic du virus Ebola, une récente publication [126] compare les
performances de la RT-RPA avec la RT-PCR. Les auteurs annoncent une sensibilité a 97% et
une spécificité & 97% de la RT-RPA. Cette amplification isotherme fonctionnant a 40 ° C a par-
tir de réactifs lyophilisés devient compétitive de la méthode considérée comme une référence.
Comme discuté dans 'annexe A, la comparaison d’un test diagnostique avec une référence, qui
n’est pas un Gold Standard, peut sous-estimer les performances.
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Figure 2.11 — Schéma de la RPA.

D’autres méthodes d’amplification isothermes travaillant a 30 et 65 ° C sont aujourd’hui dé-
veloppées pour des applications de diagnostic au chevet du patient [127]. La technique HDA
(Helicase Dependant Amplification) [128] utilise des enzymes hélicase pour séparer les double-
brins d’ADN comme le modele naturel de réplication d’ADN in vivo. L’amplification NASBA
(Nucleic Acid Sequence Based Amplification) [129] cherche également & reproduire un méca-
nisme biologique : la réplication rétrovirale. La RCA (Rolling Circle Amplification) [130] produit
de tres longs brins d’ADN a partir de la réplication d’'un ADN circulaire.

La biologie moléculaire permet d’atteindre une trés grande sensibilité de diangostic mais
ces tests sont complexes et nécessitent une quinzaine d’étapes par un opérateur qualifié, plus
de 4 heures d’analyse sans compter le prélevement et le transport de 1’échantillon, des cotits
d’instrumentation (de US$20 000 & US$120 000) et de réactifs (de US$50 & US$100) [97]. Ces
contraintes rendent souvent les tests de biologie moléculaire inaccessibles aux régions les plus
pauvres, dans lesquelles la prévalence des maladies infectieuses est pourtant la plus forte.

Problémes de biocompatibilité

Définir le concept de biocompatibilité est particulierement important dans le cadre de la bio-
logie moléculaire. Les plateformes microfluidiques sont trop souvent déclarées "biocompatibles'
sans discuter les précautions d’usage. Selon Williams [131], cette propriété est trés contextuelle
et application-dépendante. Il la définit comme "'aptitude d’un matériau a adopter une réponse
d’hote appropriée pour une application spécifique" et la place notamment dans le contexte
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des implants. Parmi les variables importantes, il souligne I'impact de la structure des maté-
riaux (porosité nanométrique, micrométrique, macrométrique), leur composition chimique, et
I’absorption non-spécifique.

Dans le cas de la biologie moléculaire, de nombreux articles listent les composés source d’in-
hibition d’amplification d’acides nucléiques [132]. Les mécanismes d’inhibitions ne sont pas
encore bien compris et peuvent apparaitre a trois niveaux : pendant la préparation d’échan-
tillons (mauvaise purification), par une dégradation des acides nucléiques ou sur lactivité des
enzymes. Chaque réaction d’amplification peut avoir sa propre liste d’inhibiteurs et il n’est pas
évident d’extrapoler les résultats de la PCR vers les nouvelles amplifications isothermes. Dans
le cas de la RPA, une étude révele 'impact défavorable d’ADN non cible du diagnostic, sur
I'amplification [115]. Le développement de dispositifs microfluidiques d’amplification a donné
lieu & des études systématiques sur l'influence des matériaux [133,134]. Quels que soient les
supports, un traitement a base de BSA, connu pour limiter I’adsorption non spécifique, améliore
les résultats. Par exemple, la compatibilité de trois cires (caractérisées par leur température
de fusion 56; 60; 80° C) avec la PCR a été analysée. Les deux premiéres sont responsables
d’une forte dégradation du signal d’amplification alors que la derniere affecte peu la réaction
biologique.

Malgré cette forte dépendance vis a vis de ’environnement, plusieurs articles proposent des
protocoles d’amplification plus robustes [135] : réaction de RT-PCR sur des échantillons bruts
de serum [136] ou LAMP sur du sang total chauffé [137].

2.3.3 Immunoessais

Les immunoessais sont des tests de diagnostic, de dépistage, de suivi ou de pronostic d’une ma-
ladie, qui fonctionnent a partir de la formation de complexes tres spécifiques antigéne-anticorps.
Un antigene est un biomarqueur étranger a I’organisme qui déclenche une réponse immunitaire.
Un anticorps est une protéine complexe sécrétée par le systeme immunitaire et dont la fonction
est de neutraliser un antigene particulier.

Il existe différents formats d’immunoessais comme présentés en figure 2.12 selon la cible du
diagnostic : antigéne ou anticorps. La plupart des tests impliquent deux sites distincts pour
la formation des complexes anticorps-antigene. Cette double reconnaissance permet d’une part
la fixation en un lieu spécifique (au fond d’une plaque multipuits, sur une ligne d’'un test
bandelette), d’autre part la détection (par un fluorochrome, une nanoparticule, une activité
enzymatique ...).
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Figure 2.12 — Différents formats d'immunoessais avec amplification enzymatique de signal.
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Appliqué a la détection de pathogenes, les immunoessais peuvent cibler directement une
protéine membranaire spécifique ou un biomarqueur cellulaire apres une étape de lyse. S’il
est possible d’identifier ces antigenes, il faut s’assurer de leur spécificité vis a vis du pathogene
considéré. Ce probléme peut étre contourné en exploitant la spécificité du systeme immunitaire :
détection des anticorps produits par I'organisme. Cette technique indirecte ne permet pas un
diagnostic précoce (délais dans la réponse immunitaire) et rend seulement compte de la présence
actuelle ou passée du pathogene.

Il existe de nombreux dispositifs de diagnostic rapide compatibles avec les applications au
chevet du patient : agglutinations de particules, immunochromatographie sur membrane (tests
bandelettes décrits en section 2.1). L’avantage principal de cette technique réside dans la pos-
sibilité d’analyses sans préparation d’échantillons.

2.3.4 Comparaison des trois méthodes

Le choix du test diagnostique approprié¢ dépend de la cible biologique, du moment du diag-
nostic et des moyens a disposition. Parce qu’elle est tres complémentaire des immunoessais, la
biologie moléculaire réalisable sur le terrain répond a un vrai besoin.

Performances

La validité d’un test diagnostique est a analyser suivant des indicateurs de performances (sen-
sibilité, spécificité, prévalence, ...) et d'un ensemble de criteres rassemblés dans la grille STARD
(www.stard-statement.org). Les détails relatifs a ces éléments sont présentés en annexe A.

Selon la cible du diagnostic, un test peut étre préféré a un autre suivant des criteres de
préparation d’échantillons, de durée d’analyse, de sensibilité et spécificité. Les trois principales
techniques - microscopie cellulaire, amplification d’acides nucléiques, immunoessais - sont com-
parées dans la figure 2.13.
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Figure 2.13 — Comparaison des tests diagnostiques.

Par l'identification cellulaire ou par son matériel génétique, le pathogene est directement

détecté. Les immunoessais permettent de cibler des biomarqueurs caractéristiques ou des pro-
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téines membranaires. Il s’agit alors également de tests directs mais s’assurer de la spécificité du
diagnostic est moins évident.

Les immunoessais ont I'avantage d’étre rapides a partir d'une préparation d’échantillons
minimale. La biologie moléculaire est souvent définie comme Gold Standard (test de référence)
grace a ses tres bonnes performances en termes de sensibilité et spécificité. Cependant, il est
plus pertinent de discuter de la fenétre temporelle de diagnostic.

Fenétre de diagnostic

Lors d’une infection par un agent pathogene, dans les premieres heures, il se multiplie acti-
vement dans l'organisme. Pour un virus par exemple, la charge virale dans le sang augmente
exponentiellement dans les premiers jours. Durant cette période, I'organisme n’a pas encore
construit sa réponse immunitaire, qui peut prendre quelques jours. Si cette derniere est efficace,
la quantité de pathogenes dans 'organisme va décroitre significativement. Les tests directs sont
donc bien adaptés pour un diagnostic précoce alors que les tests indirects deviennent pertinents
dans les infections & plus moyen-long terme (figure 2.14(a)).
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Figure 2.14 — Comparatif entre la biologie moléculaire et la sérologie.

Une étude comparative de différents outils de diagnostic en fonction du moment de 1'in-
fection est proposée dans la littérature [138] et en figure 2.14(b). Les auteurs comparent les
performances de diagnostic pour le virus de la Dengue, en fonction du nombre de jours suivant
I'infection, avec la RT-PCR, la RT-LAMP, la RT-RPA et les immunoessais sur les anticorps
de la réponse immunitaire. L’avantage de la biologie moléculaire apparait clairement pour un
diagnostic tres précoce alors que les immunoessais indirects donnent leurs premiers résultats a
partir du quatrieme jour post-infection.

Dans le cas d’une épidémie comme Ebola, la premiere mesure a prendre est de limiter la
propagation virale en isolant les patients infectieux et les cas suspects. On comprend rapidement
la nécessité d’un diagnostic rapide et fiable des I'arrivée des premiers symptomes. La derniere
épidémie (2014) a sévi principalement dans trois pays (Guinée - Sierra Leone - Liberia) dont
les services de santé ne sont pas équipés pour faire face a une telle catastrophe sanitaire. La
solidarité internationale et les ONG ont déployé des laboratoires mobiles et des solutions de
terrain. Dans ce contexte, apparait le besoin de développer 1’équivalent des tests bandelettes
(immunoessais) pour la biologie moléculaire.
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2.4 Tests de biologie moléculaire sur papier

Si les immunoessais sur bandelettes existent depuis longtemps et permettent de détecter sur le
terrain de nombreuses cibles biologiques (voir section 2.1), la biologie moléculaire est restreinte
aux laboratoires d’analyses. Avec le concept de laboratoire sur papier, il devient possible de
I'envisager sur papier [139].

2.4.1 Détection d’acides nucléiques sur papier

La détection d’acides nucléiques sur papier repose principalement sur deux propriétés : I’hy-
bridation spécifique de brins complémentaires et la possibilité de greffages chimiques locaux
dans le substrat papier. Il existe pourtant une grande variété de combinaisons de ces deux
éléments.

Couplage immunoessais et acides nucléiques

Comme décrit dans la section précédente 2.3.3, les immunoessais et les tests d’amplifica-
tion d’acides nucléiques assurent un diagnostic trés spécifique (couplage antigéne-anticorps vs
hybridation des primers) et tres sensible (amplification enzymatique ou par nanoparticules vs
réplication des brins d’ADN). L’association de ces deux techniques ouvre de nouvelles perspec-
tives.

Le concept d'immuno-PCR est décrit dans la littérature [140] et prend de multiples formes.
I peut s’agir d'un immunoessai ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) dans lequel
I’amplification enzymatique est remplacée par la réplication d’un brin d’ADN greffé a I’anticorps
de capture (figure 2.15(a)). Dans une seconde configuration, un brin d’ADN est capturé par
hybridation puis détecté par amplification enzymatique (figure 2.15(b)).
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Figure 2.15 — Exemples de couplage entre immunoessais et amplification.

Le format des tests bandelettes décrit dans la section 2.1 peut étre adapté a la détection
d’acides nucléiques comme le montre la figure 2.16(a). Pour cela, des biomolécules (par exemple :
biotine et carboxyfluorescéine) sont greffées aux primers [124]. Sans amplification, chaque pri-
mer porte une biomolécule mais elles ne sont pas associées. En cas d’amplification, les amplicons
- les brins A’ADN amplifiés - s’associent en doubles-brins complémentaires portant a chaque
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extrémité une biomolécule. Le test bandelette fonctionne alors avec les anticorps anti-biotine
(capture) et anti-carboxyfluorescéine (détection). Il existe déja des produits commerciaux com-
patibles par exemple avec la détection d’HIV apres amplification par LAMP [141] (figure 2.16(b)

et (c)).
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Figure 2.16 — Tests bandelettes pour la détection d’acides nucléiques.

Une stratégie tres similaire aux tests bandelettes mais qui repose uniquement sur I’hybridation
de brins complémentaires est décrite dans la référence [142] et illustrée dans la figure 2.16(d).
Des oligonucléotides complémentaires d'une extrémité de I’ADN cible sont greffés en surface de
nanoparticules qui peuvent circuler sous écoulement dans la membrane. La zone de capture est
fonctionnalisée par des oligonucléotides complémentaires de I'autre extrémité de I’ADN cible.
Ainsi, 'hybridation immobilise seulement les nanoparticules dans la zone de capture seulement
en présence de la cible biologique. La zone de contrdle permet I'hybridation systématique des
nanoparticules.

Dispositifs de type chromatographique

Le format bandelette qui plonge dans une solution rappelle les protocoles de chromatographie
sur couche mince. Mais dans le cas des acides nucléiques, la détection n’est pas liée a la rétention
chromatographique.

Des traitements chimiques permettent de greffer des oligonucléotides complémentaires (figure
2.17(a)). Si les acides nucléiques cibles portent une sonde détectable (fluorophore, nanoparti-
cule, ...), il suffit d’'une simple migration dans le papier pour capturer la cible par hybrida-
tion [143] (figure 2.17(b)). Les procédés de greffages chimiques peuvent étre localisés, ce qui
permet la détection simultanée de plusieurs séquences comme le montre la figure 2.17(c). Le
dispositif peut contenir des zones de controles (positif et négatif) et les auteurs ont démontré
les performances jusqu’a huit régions cibles et une détection visuelle [144].

Les micro-ARN sont des acides nucléiques non-codants, d’une vingtaine de paires de bases.
Leur implication dans la régulation des genes et 'activité cellulaire les rend intéressants comme
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Figure 2.17 — Détection d'acides nucléiques par migration dans un papier fonctionnalisé.

biomarqueurs pour la détection de cancers. Sur papier, la visualisation de ces micro-ARN est
possible en associant un ARN complémentaire de la cible biologique et un marqueur fluores-
cent [145] (figure 2.17(d)). Les conformations duplex (sans I’ARN cible) ou triplex (avec '’ARN
cible) impliquent un changement de couleur.

Format zones de dépots

Suite au format bandelettes, les nouvelles techniques de fabrication (voir section 1.3.1) per-
mettent, entre autres, le développement des "plaques multipuits version papier" [146]. Dans cette
configuration, le papier est surtout utilisé comme un substrat, avec des propriétés de stockage
et de parallélisation des expériences. En n’exploitant pas la pompe capillaire, ces dispositifs
nécessitent encore de multiples opérations manuelles (pipettes).

Par exemple, le résultat d’amplification isotherme (LAMP) ciblant ’ARN du virus de Dengue
peut étre transféré dans des zones individuelles de papier [147] (figure 2.18(a)). Des étapes de
lavage et I'ajout d’'un marqueur fluorescent permettent de visualiser sur papier le résultat d’ana-
lyse. Dans cet article, I'utilisation du papier ne présente pas d’avantage clair : il nécessite de
multiples opérations de pipetages et des équipements de laboratoire. La méme équipe de re-
cherche a proposé une version colorimétrique de ce protocole mais les changements de couleur
sont si faibles qu’ils doivent étre mesurés par un scanner [148]. Les expériences mettent ce-
pendant en avant les interactions possibles entre le support et 'intercalant d’ADN utilisé pour
la détection. Dans certaines configurations, le signal de fluorescence sur papier est inversé par
rapport au microtube : sans ADN, l'intercalant émet un fort signal de fluorescence dans le
papier; en présence d’ADN, ce méme signal décroit.

L’assemblage de plusieurs couches de papier [62] qui peuvent étre pliées ou dépliées apporte
la fonction de vannes : on peut connecter ou déconnecter sur demande différentes parties de pa-
pier comme décrit dans la section 1.3.2. Ce principe d’origami combiné a une plaque multipuits
papier assure la parallélisation des réactions en réduisant le nombre d’opérations manuelles.
Ce systeme est mis en place pour la détection d’acides nucléiques par hybridation compétitive
avec des oligonucléotides partiellement complémentaires portant un fluorochrome ou un quen-
cher [149]. La figure 2.18(b) montre comment chaque réactif est alors stocké dans une épaisseur
différente de papier. Plier et réhydrater sont les seules étapes nécessaires pour déclencher la
réaction.

Ces systemes de détection avec des sondes sont bien plus sensibles en fluorescence qu’en
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Figure 2.18 — Détection d'acides nucléiques dans des plaques multipuits papier.

colorimétrie. Mais dans le but de se rapprocher d’'un dispositif au chevet du patient, autonome
et peu cher, la lecture du résultat d’analyse doit rester visuelle. De nouvelles stratégies atteignent
cet objectif en exploitant la pompe capillaire.

Détection sous écoulement

Le mécanisme moléculaire de I'amplification isotherme LAMP (voir section 2.3.2) donne des
produits de réaction tres longs : les ADN sont répliqués de maniere exponentielle mais aussi
associés bout a bout. Il est possible d’exploiter cette propriété pour visualiser si 'amplification
a eu lieu ou non. Pour cela, des billes magnétiques sont mélangées au milieu réactionnel [150].
Sans nécessiter de champ magnétique, la présence de longs brins d’ADN provoque 1'agrégation
des billes qui est visible sur le papier comme l'illustre la figure 2.19(a). Sans agrégation, les
billes sont dispersées par la pompe capillaire et la coloration reste uniforme. Ce concept est
similaire a l’agglutination de globules rouges en présence d’anticorps, comme décrit dans la
section 2.2.2.
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Figure 2.19 — Visualisation d'acides nucléiques par écoulements dans le papier.

Un autre procédé de détection sous écoulement a été développé sous le terme "régulateur
d’écoulement’ ("flow regulator") [151]. Dans un dispositif multicouche (figure 2.19(b)), un hy-
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drogel réticulé par des aptameres empéche 1'écoulement liquide. Une autre épaisseur de papier
contient un colorant séché. Seule la présence du biomarqueur peut casser I’hydrogel grace aux
interactions préférentielles avec les aptameres, et permettre ’écoulement. Le colorant est alors
transporté vers la sortie et donne un signal visuel qui notifie la présence du biomarqueur. Les
auteurs ont démontré un systeme parallélisé qui détecte simultanément quatre éléments (1'eau,
le plomb, la cocaine, I'adénosine), chacun associé a une couleur, a partir d’'un méme échantillon.
En remplacant les interactions aptameres-ligand par des hybridations, il est possible d’envisager
un dispositif similaire pour la détection d’acides nucléiques.

Il existe une grande variété de systemes papier détectant la présence d’acides nucléiques.
Cependant, tous reposent sur une étape préalable d’amplification. Les récents progres en am-
plification isotherme a partir de réactifs lyophilisés ouvrent la voie de I'amplification sur papier.

2.4.2 Amplification d’acides nucléiques sur papier

Avant d’explorer le concept de laboratoires sur puce réalisant des tests de biologie moléculaire,
les premiers essais ont consisté a vérifier la compatibilité avec le support.

Compatibilité amplification et papier

Dans la littérature, le premier exemple d’amplification d’acides nucléiques sur papier est
encore & l'interface entre papier et microtube [152]. L’extrémité du papier trempant dans le
tube (figure 2.20(a)) est fonctionnalisée par un microgel contenant ’ADN complémentaire d'un
morceau seulement de ’ADN cible. Apres contact avec ’échantillon, un second ADN est ajouté,
complémentaire de 'autre extrémité de ’ADN cible. L’exces de liquide est retiré de sorte que
seuls les éléments capturés par hybridation dans le papier restent dans le milieu réactionnel.
Enfin, les réactifs de RCA sont ajoutés pour procéder a I'amplification isotherme du second ADN
de capture. Ce dernier n’est présent que si ’ADN cible I'est aussi. Ici le papier est utilisé comme
support de capture et montre la compatibilité bio-chimique entre papier et amplifications.

L’utilisation du papier seul pour l'amplification et la détection d’acides nucléiques a été
réalisée dans le format des plaques multipuits papier [153] (figure 2.20(b)). Les auteurs n’ont
pas eu recours a un procédé classique d’amplification isotherme mais ont développé leur propre
construction moléculaire, capable de reproduire les fonctions cellulaires ribosomales. Tous les
réactifs sont lyophilisés et stockés dans le papier jusqu’a réhydratation par des extraits d’ARN.
Apres deux heures d’incubation, le dispositif produit un signal colorimétrique ou fluorescent.

De maniere a séquencer les étapes de préparation d’échantillons, d’amplification isotherme
(LAMP) et de détection, des auteurs ont imaginé un systeéme a glissieres qui déplace un disque
de papier dans différentes positions [154], comme le montre la figure 2.20(c). Initialement, le
papier est en contact avec un papier absorbant : la pompe capillaire assure I’évacuation de tous
les composés cellulaires (possibles inhibiteurs) excepté les acides nucléiques qui sont capturés
par le disque de papier. Les positions suivantes plus isolées permettent 1’ajout de solutions
tampons, de réactifs et de I'intercalant pour 'amplification et la détection des acides nucléiques.
Ce dispositif, publié en 2015, est pionnier dans le domaine de la biologie moléculaire de terrain
incluant la préparation d’échantillons. Cependant, il nécessite plusieurs opérations manuelles
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Figure 2.20 — Amplification d’acides nucléiques sur papier.

et les réactifs ne sont pas préts a 'emploi.

La grande diversité des techniques d’amplifications, des cibles biologiques et des substrats
papier rend le diagnostic moléculaire sur papier compliqué a comparer. Une étude systématique
tres utile a été menée pour comparer cinq membranes, deux amplifications isothermes et quatre
cibles biologiques [155] (figure 2.20(d)). Les expériences montrent que les données obtenues par
PCR ne permettent pas de prédire les propriétés des amplifications isothermes. Cependant, une
membrane en PES apparait comme le meilleur candidat support d’amplification.

Ces quatre articles posent les bases de la biologie moléculaire sur papier. Depuis la préparation
d’échantillons, la capture des acides nucléiques, la compatibilité entre amplification et substrat
papier, jusqu’a la détection, toutes ces fonctions peuvent étre associées au sein d’'un méme
dispositif papier. Pourtant les exemples précédents n’exploitent presque pas la pompe capillaire
et restent dans un format de disque de papier simple.

Dispositifs papiers multi-étapes

Des géométries plus originales de puces papier ont été développées pour réaliser séquentiel-
lement toutes les étapes d'un test d’amplification d’acides nucléiques. Ces dispositifs utilisent
le pliage comme vanne on-off et la pompe capillaire pour déplacer ’échantillon et les réactifs.

Un assemblage de papier et de plastique permet la détection d’ADN HIV par réaction
RPA [156]. Le principe d’origami est exploité pour mettre en contact successivement trois
épaisseurs de papier, contenant les réactifs et I’échantillon. L’utilisation pratique de ce systéme
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Figure 2.21 — Dispositifs multi-étapes pour I'amplification et la détection d’acides nucléiques sur papier.

n’est pas évidente puisque les réactifs ne sont pas stockés dans le papier. La méme équipe de
recherche a créé un dispositif similaire dans lequel les opérations manuelles de pipetage sont
remplacées par un systeme coulissant [157]. L’étape d’amplification est suivie d’'une migration
sur test bandelettes pour une révélation visuelle du résultat d’analyse. Si ce protocole semble
plus compatible avec des conditions de terrain et des opérateurs non qualifiés, ’ensemble des
réactifs doit pourtant étre conservé au frais avant d’étre fraichement pipeté sur le papier.

Un exemple similaire de puce papier [158] rassemble les trois étapes principales : purifica-
tion d’ADN & partir d'une matrice biologique complexe, amplification et détection visuelle
sur bandelette. Le protocole compte pas moins de dix étapes élémentaires (pliages, pipetages,
décoller un adhésif plastique ...) et les réactifs ne sont pas stockés dans le papier. Mais les expé-
riences sont réalisées a partir d’échantillons réels et illustrent la compatibilité d’une préparation
d’échantillons sur papier avec la LAMP, méme si certains prélevements (liquide cervical) sont
tres invasifs.

Un dernier systéme [159] composé de deux bandelettes paralléles connectées sur demande
illustre également la combinaison LAMP sur papier et tests bandelettes.

La figure 2.22 rassemble dans un tableau, les performances des tests d’amplification réalisés
sur papier. Concernant ’échantillon biologique, sa préparation est rarement intégrée dans le
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Figure 2.22 — Comparaison des performances des dispositifs d’amplification sur papier.

dispositif papier et il s’agit souvent de brins synthétiques d’ADN. Si d’excellentes sensibilités
sont atteintes avec les techniques d’amplification (LAMP, RPA, RCA et construction molécu-
laire), un seul protocole permet le stockage des réactifs. L’utilisation du support papier sans
équipements externes est obtenue au détriment du nombre de manipulations. Enfin, une grande
variété de supports papier semblent compatibles avec la biologique moléculaire mais leur format
reste tres standard (disque et/ou bandelette).

2.5 Enjeux de cette these

2.5.1 Utiliser la physique des écoulements pour améliorer la limite

de détection

Le développement d’outils de diagnostic sur papier nécessite des performances de détection
compétitives avec le laboratoire d’analyses. Or la structure poreuse désordonnée et la pompe
capillaire sont responsables d'une dispersion spatiale de ’échantillon et les propriétés optiques
empéchent une visualisation efficace dans le papier.

L’impression de barrieres de cire permet de confiner les écoulements au sein de motifs per-
sonnalisables. Par des géométries adaptées, il est possible controler les phénomenes physiques
d’écoulement et la répartition spatiale d’un échantillon. Pour cela, la diffusion de la cire apres
impression sur papier est étudiée, notamment dans I’épaisseur d’une feuille, dans le chapitre 3.
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Imbibition capillaire et étalement de goutte

Les dimensions caractéristiques d'une feuille de papier la placent & mi-chemin entre un milieu
poreux tri-dimensionnel et une surface rugueuse. Les écoulements sont donc régis par deux
principaux phénomenes : I'imbibition capillaire en volume et I’étalement de goutte sur la surface.

Le confinement géométrique imposé par des barrieres de cire permet une mise en évidence
de ces deux effets et un controle de la prédominance de I'un par rapport a 'autre. La réparti-
tion spatiale d’un échantillon dépend alors des propriétés d’écoulement et de ses interactions
chromatographiques avec le papier.

Focalisation spatiale d’échantillons

La concentration d’échantillon peut étre obtenue suivant plusieurs principes physiques. Dans
tous les cas, I’évaporation permet 'extraction de solvant et agit comme moteur d’écoulement
en complément de la pompe capillaire.

L’accumulation locale d’analytes non volatils peut étre obtenue dans les conditions de trans-
port ou de rétention chromatographique selon la nature des interactions répulsives ou attrac-
tives avec le papier. L’objectif des concentrateurs est d’amplifier 'un de ces comportements
pour provoquer une focalisation de I’échantillon dans un petit volume.

2.5.2 Développer les performances des systéemes standard

Le papier est déja largement utilis¢é dans les sciences analytiques. La microfluidique doit
permettre de compléter certaines fonctions et d’améliorer les performances actuelles.

Revisiter les tests bandelettes

La fabrication par assemblage de plusieurs membranes et le format unidirectionnel des tests
bandelettes peuvent étre remplacés par une puce papier aux motifs imprimés en cire.

Dans le chapitre 5, des principes de concentration sont appliqués a un immunoessai pour la
détection d’un biomarqueur cardiaque, la troponine.

La microfluidique pour éluer les prélevements séchés

Par la fonction de stockage de fluides biologiques, le papier assure la transition entre les tests
rapides de terrain et les laboratoires d’analyses. Cette fonction assure une continuité dans le
circuit de diagnostic.

L’élution, dans des microcanaux, de ces composés séchés dans le papier, est étudiée dans
le chapitre 4. L’objectif est de comprendre la cinétique d’élution pour différents composés
biologiques et de quantifier les performances d’élution selon 1’écoulement.

La compatibilité du papier avec des géométries microfluidiques de production de gouttes
est démontrée. L’'influence du papier est étudiée par les diagrammes de phase décrivant les
différents régimes d’écoulement.
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2.5.3 De nouvelles solutions de diagnostic pour le virus Ebola

L’état de I'art sur 'amplification d’acides nucléiques dans le papier démontre la possibilité
de réaliser des tests de biologie moléculaire dans une matrice papier et de les combiner avec
une étape préalable de préparation d’échantillon. Peu d’exemples dans la littérature rapportent
des expériences sur des échantillons réels. De méme, les puces papier sont rarement comple-
tement prétes a ’emploi - notamment avec des réactifs stockés dans le papier. Enfin, malgré
les nombreuses possibilités de gestion des écoulements rendues possibles par les techniques de
fabrication, les possibilités de parallélisation des expériences ne sont pas explorées ni pour gérer
plusieurs échantillons simultanément ni pour détecter plusieurs cibles biologiques a partir d’un
méme échantillon.

Etudes de la biologie moléculaire sur papier

Dans le chapitre 6, des expériences de biologie moléculaire sur papier permettent d’analyser
la biocompatibilité des réactions biologiques avec les puces papier. Ces derniéres sont rare-
ment constituées uniquement de papier. Des feuillets adhésifs en plastique et la cire (ou autre
composé de controle d’écoulement) completent le milieu poreux. La question de la biocom-
patibilité de cet assemblage de matériaux est essentielle pour estimer la faisabilité d'un test
biologique sur papier. Contrairement aux surfaces inertes et lisses des microtubes en Teflon,
les puces papier proposent un environnement physico-chimique complexe, souvent responsable
d’une dégradation des performances de diagnostic.

Cette étude conduit au développement d'un prototype de test de diagnostic rapide dont les
principales caractéristiques sont de stocker des réactifs préts a ’emploi et d’inclure des controles
de fonctionnement. Plusieurs dispositifs sont proposés et permettent d’envisager la parallélisa-
tion des réactions avec un minimum d’opérations manuelles. Plusieurs cibles de diagnostic sont
étudiées, notamment le virus Ebola, la Dengue et HIV.

Confrontation aux conditions de terrain

L’utilisation concrete du support papier comme outil de diagnostic repose sur des perfor-
mances biologiques et une adéquation pratique avec les conditions d’utilisation.

Malgré le nombre grandissant de preuves de concept sur des systemes modeles, peu de dis-
positifs papier accedent aux étapes de validation sur le terrain. Pourtant, confronter le papier
aux réalités pratiques d’échantillons cliniques, de conservation, de transport et d'utilisation est
essentiel et souleve souvent de nouveaux problemes.

Les développements expérimentaux en laboratoire, sur le diagnostic du virus Ebola sur pa-
pier, ont été suivis d’expériences en Guinée sur des extraits ARN de patients. Les résultats
obtenus donnent une meilleure visibilité des performances de diagnostic avec des échantillons
réels et des puces papier fabriquées en France, un mois avant. Ces expériences ont nécessité
le développement d’une instrumentation transportable pour s’adapter a des conditions d’un
laboratoire d’analyse de terrain.
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2.6 Ce qu’il faut retenir

Détection de pathogénes Un test diagnostique est 'ensemble des étapes nécessaires entre
la collection d'un échantillon biologique et un résultat d’analyse.

Les étapes de préparation d’échantillons sont essentielles au bon déroulement du test. Elles
permettent de simplifier la matrice biologique si elle est trop visqueuse ou inhomogene (parti-
cules de différentes tailles). La lyse assure la libération du matériel cellulaire qui devient alors
accessible a la détection. Des étapes de purification permettent d’isoler la cible du diagnostic,
évitant ainsi des effets inhibiteurs de la part de I’environnement biochimique.

Parmi les trois principaux tests de diagnostic, I'identification cellulaire directe du pathogene
par microscopie ou culture cellulaire, est une technique longue, manuelle et nécessitant un
savoir-faire. Les immunoessais sur bandelette sont déja largement documentés et constituent
un outil de diagnostic rapide efficace pour la détection de biomarqueurs. L’amplification d’acides
nucléiques, par sa grande sensibilité et spécificité, est un test de référence pertinent de maniere
tres précoce au cours d'une infection. Encore restreinte a I’environnement de laboratoire, la
biologie moléculaire connait de récents développements qui simplifient le protocole opératoire,
notamment en fonctionnant a température constante et peu élevée.

Diagnostic sur papier Au travers des différents dispositifs papier mis en place pour des
applications de préparation d’échantillons et/ou de diagnostic, de nombreuses fonctions du
papier sont exploitées.

Le milieu poreux constitue un réservoir de stockage tant pour un échantillon biologique,
comme 'exemple du prélevement sanguin séché du nourrisson, que pour des réactifs qui rendent
un dispositif prét a 'emploi (papier pH, test bandelette, ...).

Le caractere filtrant du support papier est un atout principalement pour la préparation
d’échantillons. Apres filtration, il est possible de continuer le diagnostic sur des cellules ou
particules d’intérét retenues ou, au contraire, sur les analytes dissous ayant traversé le milieu
poreux. Cette fonction peut également étre mise a profit dans des systemes de détection uti-
lisant I'agglutination spécifique de particules. Selon 1’état dispersé ou agglutiné, les propriétés
d’écoulement sont différentes.

La pompe capillaire permet le transport d’échantillons entre différents espaces réactionnels,
le mélange ou la dilution de composés, la parallélisation des expériences. Ces écoulements en
milieu poreux sont nécessairement soumis a des interactions chromatographiques. Elles peuvent
étre exploitées pour une fonction de séparation sur des critéres chimiques et non stériques, no-
tamment dans la préparation d’échantillons.

La combinaison de ces nombreuses propriétés avec la biologie moléculaire permet déja le
développement de nouveaux outils de diagnostics rapides comme pour celui de maladies infec-
tieuses.
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A littérature de la microfluidique papier est fortement orientée vers les applications de
diagnostic médical. Peu d’équipes s’intéressent aux écoulements dans le papier et aux nou-
velles fonctions réalisables par les techniques de fabrication. Dans cette partie, des expériences
simples d’écoulement dans un microcanal droit papier mettent en avant la compétition entre
les phénomenes d’imbibition capillaire et d’étalement de goutte. La distinction de ces effets de
volume et de surface a des conséquences sur les vitesses d’écoulement et de transport dans le
papier. A partir de I’étude de la technique d’impression de cire, de nouvelles géométries pour
la concentration d’analytes non volatils sont démontrées et contribuent a améliorer la limite de
détection dans le papier.

La réalisation de dispositifs papier présentant une barriere de cire en surface et le procédé
de focalisation spatiale d’échantillon ont fait I’'objet du dépot de deux brevets : n° FR1360985
et FR1360987 - enregistrement le 8 novembre 2013 et extension a l'international le 6 novembre
2014.

L’étude de la diffusion de la cire et les essais de concentration par focalisation transverse ont
été réalisés en collaboration avec Claire Albert, en stage de Master au laboratoire.

3.1 Conditions expérimentales

3.1.1 Dispositifs papier

Le support le plus couramment utilisé dans la littérature de la microfluidique papier est le
papier a chromatographie Whatman Grade n° 1. Il est constitué de 98% de cellulose et de
moins de 0.06% de cendres. Parmi les caractéristiques techniques du fournisseur, on trouve une
épaisseur a 180 um, une porosité de 0.66, une taille de pores a 11 pm et une vitesse de mouillage
a 130 mm / 30 min.

Impression de cire

Les puces papier sont fabriquées par la technologie d’impression de cire qui a 'avantage d’étre
simple et rapide a partir d’équipements commerciaux.

Les motifs sont congus en dessin vectoriel a I'aide du logiciel CleWin7. L’usage d'une biblio-
theque de symboles permet la réutilisation d’une partie d’un motif dans d’autres géométries. Le
contenu du fichier CleWin (.cif) est exporté dans un format compatible avec Adobe Illustrator
CS3 (.eps) pour faciliter la communication avec I'imprimante a jet de cire (Xerox ColorQube
8580). Quatre couleurs de cire sont disponibles dans 'imprimante (Cartridge-Free ColorQube
Ink) : cyan, magenta, jaune et noir. La combinaison de ces couleurs associée a la couleur blanche
du substrat donne acces a toutes les teintes. Dans Adobe Illustrator CS3, les teintes sont défi-
nies par la fonction "Couleurs dynamiques en CMJN" et variées de la plus claire a la plus foncée



70 Chapitre 3. Concentration d’échantillons par des écoulements capillaires confinés

selon un pourcentage de 0 a 100%.

L’imprimante dépose des gouttes de cire en surface du papier suivant la forme du motif et ses
couleurs. A température ambiante, la cire est solide. Une étape de cuisson (1 minute a 150 ° C
sur une plaque chauffante) liquéfie la cire qui diffuse alors dans le papier. A partir du point de
dépot, la diffusion se fait dans toutes les directions accessibles. Si la quantité de cire et le temps
de cuisson sont suffisants, la cire atteint toute I’épaisseur du papier. Le transfert des motifs en
surface a toute I’épaisseur de la feuille, s’accompagne d’une réduction de la résolution spatiale
a cause de la diffusion.

Géométries imprimées
Plusieurs géométries, décrites en figure 3.1, sont imprimées :
e un nuancier constitué de carrés de différentes teintes, au contour noir,
des plaques multipuits en papier,
des anneaux aux différentes largeurs de traits et couleurs,

[ ]
[ ]
e des canaux droits associés a une zone de dépot de goutte,
[ ]

des variations de canaux droits : extrémité pointue, forme de buse, largeur, carrés de cire.
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Figure 3.1 — Motifs des puces papier.

3.1.2 Visualisation des écoulements
Etat sec ou humide du papier

Les écoulements dans le papier sont obtenus en déposant, avec une micropipette, un vo-
lume connu d’eau. Il peut s’agir d’eau pure ou d’'un mélange a une concentration connue de
fluorescéine ou de bleu de méthylene. L’observation macroscopique s’effectue par la mesure de
I’avancée du front liquide au cours du temps, grace a la différence d’indice entre les états sec et
humide (figure 3.2).
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Le caractere sec ou humide du papier est défini par comparaison de 'intensité de signal de la
zone d’intérét avec un morceau de papier sec. Le suivi au cours du temps permet de remonter
au temps de séchage.

Pour isoler I'écoulement de la paillasse, le papier est utilisé sur un support qui suréleve le
papier de quelques millimétres.
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Figure 3.2 — Avancée du front liquide et mesure du temps de séchage sur papier.

Effets chromatographiques entre les échantillons et le papier

Un écoulement liquide dans le papier est un dispositif chromatographique. La porosité de la
phase stationnaire - le papier - est responsable de grandes surfaces d’interaction avec la phase
mobile - le liquide. Au sein de cet écoulement, chaque analyte présent dans le liquide migre
a une vitesse qui dépend de ses interactions physico-chimiques avec le papier. Dans les cas
extrémes, un analyte peut ne présenter aucune interaction avec la phase stationnaire ou étre
completement retenu. Dans le premier cas, 'analyte migre a la méme vitesse que le front de
solvant. Dans le deuxieme cas, 'analyte est capturé par adsorption dans le milieu poreux.

Les expériences de ce chapitre sont réalisées avec deux colorants qui ont des comportements
chromatographiques tres différents : la fluorescéine et le bleu de méthylene. Comme le montre
la figure 3.3, la fluorescéine avance quasiment a la méme vitesse que le front d’eau alors que le
bleu de méthyléne est retenu sur la zone de dépot de goutte.

Position des fronts liguides

== Fluorescéine

Rétention Transport

Figure 3.3 — Effets chromatographiques dans le papier avec le bleu de méthyléne et la fluorescéine.
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Ces propriétés sont principalement dues aux charges portées par chacune des molécules dessi-
nées en figure 3.4. La cellulose porte de nombreux atomes d’oxygene électronégatifs, notamment
dans des fonctions alcool. La charge globale de ce polymere est donc négative. Le bleu de méthy-
lene est un ion positif, via 1’élément soufre. L’interaction ionique explique la forte adsorption
de ce colorant. A linverse, la fluorescéine porte, comme la cellulose, des atomes d’oxygene
électronégatifs. Les interactions entre la fluorescéine et la cellulose sont répulsives.

Cellulose Bleu de NMéthylene Fluorescéine P.AH.
OH HO 0 o
OH N *
o dror . 0L LT
HO o) HaC.. A Tt -CHz
OH N > N H,N
OH s CHa Cl CH

COOH 5
3 g

Figure 3.4 — Formule semi-développée des molécules de cellulose, du bleu de méthyléne, de la fluorescéine
et du PAH.

Le PAH (Poly(Allylamine Hydrochloride)) est un polymere chargé positivement via sa fonc-
tion Amine. Il est utilisé en sous-section 3.3.3 pour modifier I’état de surface de la cellulose.

Outils de visualisation

Les photos et vidéos sont obtenues avec un macro-objectif et une caméra Pixellnk Couleur.
Des observations sur un microscope Leica DMI6000B ont été effectuées, en lumiere blanche et en
fluorescence, avec une caméra Hamamatsu EM-CCD C900-13. La fluorescence est observée gréace
a une lampe UV (Leica EL 6000) et un filtre GFP (longueur d’onde d’excitation 470 nm=20 nm ;
miroir dichroique : 500 nm ; longueur d’onde d’émission 525 nm 4+ 25 nm) Les images sont
analysées avec le logiciel de traitement Imagel.

L’étude de la fluorescence sur de larges gammes de concentrations est réalisée en travaillant
a intensité incidente constante mais avec des temps d’exposition de la caméra variables. Les
faibles signaux de fluorescence sont détectés aux temps d’exposition longs ce qui permet d’ac-
cumuler un nombre de photons suffisants. Pour les forts signaux de fluorescence, il faut un
temps d’exposition trés court pour éviter la saturation du détecteur. La linéarité du signal
avec le temps d’exposition est vérifiée expérimentalement et présentée en figure 3.5. Un méme
dépdt de 5 pL d'une solution de fluorescéine (¢ = 10~7g/mL) sur papier est observé a différents
temps d’exposition de la caméra. La relation linéaire montre qu’il est possible de comparer des
mesures faites dans différentes conditions, puis de normaliser les données.

Pour les mesures en fluorescence a partir de différents temps d’exposition, un diagramme
de fonctionnement du dispositif peut étre établi (figure 3.6). Aux fortes concentrations en
fluorescéine, un phénomene de blanchiment di a la sur-concentration empéche toute mesure.
Pour des temps d’exposition et des concentrations élevés, le détecteur arrive a saturation.
Pour des temps d’exposition et des concentrations faibles, la fluorescence intrinseque du papier
limite la détection. Entre ces deux régimes, la fenétre d’observation permet la mesure de toute
la gamme de concentration en adaptant le temps d’exposition.
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Figure 3.5 — Vérification de la linéarité du signal en fonction du temps d’exposition de la caméra.
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Figure 3.6 — Diagramme de fonctionnement de la détection en fluorescence selon le temps d'exposition et
la concentration en fluorescéine.

3.1.3 Conditions extérieures

Aux interfaces liquide-vapeur, les changements d’état (évaporation-condensation) se pro-
duisent jusqu’a atteindre 1’équilibre thermodynamique. Cet équilibre est déterminé par un flux
de chaleur nul et une pression partielle égale a la pression de vapeur saturante. D’une part,
I’humidité ambiante modifie les conditions initiales de vapeur d’eau dans ’air. D’autre part, une
variation de température impacte directement la viscosité du liquide et la valeur de la pression
de vapeur saturante. Les conditions extérieures d’hygrométrie et de température sont donc des
parametres importants a considérer pour les écoulements et 1’évaporation de liquides dans le
papier.

Controéle de I’hygrométrie ambiante

Les écoulements dans le papier a hygrométrie controlée sont réalisés dans un caisson iso-
lant (figure 5.10). La variation de deux débits d’airs sec et humide permet d’atteindre une large
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gamme de taux d’humidité. L’air humide est produit par un humidificateur (Banc Générateur

Humidité - Calibrage). Un cristallisoir est utilisé pour augmenter le confinement et atteindre
plus rapidement 1’état stationnaire.

Vue de dessus Vue de profil

Puce papier sur support

Cristallisoir Hygrometre Entrée des flux d’airs sec et humide

Figure 3.7 — Dispositif expérimental de contrdle de I'hygrométrie.

Une étape de calibration préliminaire, présentée en figure 3.8, consiste a mesurer le taux
d’humidité au cours du temps pour un débit humide de vapeur d’eau imposé. Les temps de
stabilisation du taux d’humidité sont de l'ordre de 1 a 2 heures. Un flux d’air sec permet
d’atteindre des taux d’humidité plus bas que celui de I'air ambiant. La combinaison des deux
flux d’air (sec et humide) donne acces a toute la gamme de taux d’humidité de 0 a 100%.
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Figure 3.8 — Calibration des flux d'air pour une hygrométrie controlée.

Chauffage du dispositif papier

Un dispositif chauffant est mis en place localement, sur le papier, autour du motif en cire (fi-
gure 3.9). Il s’agit d’une conversion électro-thermique par effet Joule. Une ligne conductrice est
tracée grace a un stylo au nickel (CircuitWorks Nickel Conductive Pen) sur le papier, autour
du motif en cire. Les extrémités de ce chemin conducteur sont connectées a un générateur de
tension qui impose une différence de potentiel. La résistance de cette ligne est déterminée par
sa géométrie (épaisseur, longueur, largeur) et par la conductivité du nickel.
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Générateur de tension Thermocouple Puce papier

Connectique électrique Chemin conducteur en Nickel

Figure 3.9 — Dispositif expérimental de chauffage local.

La dissipation par effet Joule (équation 3.1) détermine la relation entre la température,
la différence de potentiel et la résistance. La température sur le papier est mesurée par un
thermocouple.

R
T = Topp + —2-U? (3.1)
Relec

Avec T la température mesurée localement sur le papier, T, la température ambiante,
Ry, la résistance thermique du systeme, R la résistance électrique du nickel, U la différence
de potentiel aux bornes du circuit conducteur.

La calibration du dispostif chauffant consiste d’abord a évaluer les temps d’établissement des
régimes stationnaires comme le montre la figure 3.10. Une variation de tension de £4V induit
un changement de température sur le papier de 15° C en moins de 3 minutes.
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Figure 3.10 — Régimes transitoires de mise en température selon la tension appliquée.

La robustesse du dispositif est étudiée en appliquant successivement des tensions croissantes
et décroissantes (voir figure 3.11). Pour chaque mesure de température a tension fixée, un délai
de plusieurs minutes est observé pour laisser s’établir le régime stationnaire. Pour des grandes
variations de tension (jusqu'a 8 V) et avec un dépdt de nickel sur une seule face du papier, le
dispositif chauffant est rapidement dégradé. Une non-reproductibilité des mesures est observée
des le deuxieéme aller-retour en tension. En réduisant les variations de tension (jusqu’'a 5 V) et
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avec un dépot de nickel sur chacune des faces du papier, le dispositif chauffant présente une
meilleure reproductibilité méme apres plusieurs aller-retours en tension.

Nickel sur le recto Nickel sur les denx faces

Gl ]

Température (°C)
%

Température (*C')

20 20

Tension (V) Tension (V)

Figure 3.11 — Température sur le papier en fonction de la tension aux bornes du Nickel au cours de cycles
successifs.

Selon I'équation 3.1, pour un chemin conducteur donné, la température croit linéairement
avec le carré de la différence de potentiel (équation 3.2). A différence de potentiel fixée, la
température croit linéairement avec la conductance électrique (équation 3.3). Ces deux relations

sont vérifiées expérimentalement (voir figure 3.12) pour plusieurs systemes chauffants dont on
mesure avec un multimetre la résistance électrique.
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Figure 3.12 — Evolution de la température en fonction de la tension appliquée et de la résistance électrique
du dispositif.

Selon la résistance du chemin conducteur, une température de 37 ° C peut étre atteinte grace a

une tension inférieure a 9 V. Ce dispositif de chauffage permet donc d’envisager des applications
biologiques portables.
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3.2 Analyse des effets du confinement sur les écoule-

ments capillaires

Avant d’observer les propriétés d’écoulement a l'intérieur de différentes géométries définies
par des barrieres de cire, 'impression et la diffusion de la cire sont étudiées. L’objectif est
de mieux comprendre la répartition des motifs hydrophobes avant et apres I’étape de cuisson.
Les résultats obtenus font émerger des configurations utiles a la distinction des propriétés
d’écoulement : imbibition capillaire et étalement de goutte.

3.2.1 Etude de la diffusion de la cire

L’impression et la diffusion de la cire dans le papier sont observées au microscope pour
différentes teintes, dans une géométrie de nuancier. Des mesures en fluorescence permettent
également une mesure de la pénétration de la cire dans I’épaisseur du papier.

Observation des surfaces imprimées

Les dépdts de cire sur papier Whatman sont observés au microscope en lumiére blanche (fi-
gure 3.13). Au grossissement x5, les fibres de papier et les gouttelettes de cire déposées par
I'imprimante sont visibles. Le diametre mesuré des fibres est d’environ 15 um et celui des gouttes
de cire de 150 um. L’observation montre que seules les couleurs cyan et jaune ont été imprimées
avec un seul bloc de cire : les teintes de magenta et de gris sont obtenues par mélange. Les
images illustrent également la distribution du nombre de gouttelettes de cire en fonction de la
teinte claire ou foncée. En effet, a partir de la couleur du bloc de cire, une nuance plus claire
est obtenue par le dépot d’une faible densité de gouttelettes. L’ceil fait alors la synthese entre
la cire et la couleur blanche du substrat papier.

10% =
50%

100% &

1mm

Figure 3.13 — Observation microscopique (x5) du nuancier avant diffusion de la cire.
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Pour les teintes claires (< 50%), les gouttes de cire sont éparses : leur décompte peut étre
corrélé a la teinte. La figure 3.14 présente le nombre de gouttes par unité de surface pour chaque
nuance et présente un profil linéaire. Pour les teintes plus foncées (> 50%), le chevauchement
des dépots de gouttes rend difficile le décompte.
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Figure 3.14 — Représentation de la densité de gouttes de cire en fonction de la teinte.

Pour la suite de 'étude, seules les teintes cyan et jaune sont conservées puisqu’elles ont
I’avantage de ne pas étre issues d’un mélange de cires.

Le dépdt de cire par I'imprimante est localisé a la surface du papier. Le confinement d’écou-
lements capillaires est obtenu apres une étape de cuisson (1 minute a 150 ° C) qui permet a la
cire de diffuser dans toute I'épaisseur du papier. La méme observation en lumiere blanche a été
réalisée avant et apres ce traitement thermique (figure 3.15). Pour une teinte a 10%, la quantité
de cire déposée est tellement faible, qu’elle ne suffit pas a recouvrir la surface, méme apres
diffusion. A 50%, I'étape de cuisson rend plus uniforme la répartition de la couleur. Pour la
teinte la plus dense (100%), les gouttes de cire avant diffusion forment déja un dépot homogene.
L’étape de cuisson permet alors une pénétration de la cire dans 1'épaisseur du papier.

AVANT APRES

Figure 3.15 — Observation microscopique (x5) du nuancier avant et apres diffusion de la cire.
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Les gouttes de cire déposées par I'imprimante concentrent toute la couleur a I'endroit du dé-
pot. Le contraste visuel entre le papier et la goutte est suffisant pour la détection. Apres 'étape
de diffusion, la cire fondue migre le long des fibres et se distribue sur une plus grande surface
et en profondeur dans le papier. Cette dispersion spatiale nuit a la détection colorimétrique.
Les propriétés de fluorescence des cires peuvent étre utilisées pour améliorer la visualisation.
Des images en fluorescence des teintes 10% des couleurs cyan et jaune, montrent des contrastes
entre la fluorescence de chaque cire et celle du papier (figure 3.16).
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Figure 3.16 — Microscopie de fluorescence des teintes 10% cyan et jaune.

Aux longueurs d’onde de la GFP, la cire cyan n’émet aucun signal alors que le papier présente
une légere fluorescence intrinseque. Les dépots cyan peuvent donc étre détectés par diminution
du signal di au papier, mais le contraste est faible. A I'inverse, la cire jaune est tres fluorescente
par rapport au bruit de fond du substrat.

Mesure de la diffusion de la cire dans I’épaisseur du papier

Pour confiner les écoulements capillaires, les barrieres de cire doivent atteindre toute 1’épais-
seur de la feuille de papier. C’est la diffusion de la cire fondue, a partir du dépot de 'imprimante,
qui réalise cette fonction. Or, selon la teinte imprimée, la quantité de cire et sa répartition
spatiale varient. Des observations en fluorescence dans I’épaisseur du papier (sur la tranche)
permettent de caractériser la pénétration de la cire.

Pour cela, un carré jaune du nuancier est coupé en deux et positionné sous le microscope
sur le coté. Les gouttes de cire avant cuisson et la répartition de la cire fondue apres cuisson
sont observées par fluorescence (figure 3.17). Il n’a pas été possible de réaliser une visualisation
dynamique expérimentale de la diffusion a cause du blanchiment thermique (thermo-bleaching).
Lors de la cuisson, la cire liquide ne fluoresce plus. Seules des images avant/aprés cuisson ont
permis de caractériser ’épaisseur atteinte par la cire.

Les traits bleus positionnent les extrémités du papier, d’apres une autre image en lumiere
blanche. Pour chaque configuration, les images ont été prises a différents temps d’exposition
selon la quantité de cire et son état concentré dans les gouttes (signal fort avant cuisson) ou
dispersé dans le papier (signal plus faible apres cuisson).
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AVANT APRES
Jaune
10%
490 ms
Jaune .
50% 7
=
o
40 ms 60 ms
Jaune
100%

20 ms 60 ms

Figure 3.17 — Microscopie de fluorescence dans |'épaisseur du papier avant et aprés cuisson pour différentes
teintes de jaune.

Ce second point de vue sur les teintes jaunes 10%, 50% et 100% illustre a nouveau la distri-
bution des gouttes de cire apres impression : trés éparses pour les teintes claires, denses pour les
teintes foncées. La cuisson modifie la répartition de la cire. Dans le cas du jaune 10%, chaque
goutte de cire est un point source de la diffusion. D’une part, 'orientation des fibres de papier
dans le plan de la feuille donne une direction préférentielle a la diffusion qui n’atteint alors
qu'une fraction de I’épaisseur du papier. D’autre part, I’éloignement initial des gouttes de cire
ne permet pas un recouvrement homogene de la surface, méme apres cuisson. Le dépot plus
dense de cire avec le jaune 50% assure un recouvrement total de la surface apres diffusion, mais
ne pénetre que dans une moitié de I’épaisseur de la feuille de papier. La grande quantité de
cire dans la couleur jaune 100% permet une diffusion de la cire dans tout le papier accessible.
Ces teintes illustrent trois configurations réalisables par impression de cire : un dépdt poreux
(jaune 10%), une barriere de surface (jaune 50%), une barriere dans toute I’épaisseur (100%).

Des mesures similaires mais indirectes peuvent étre réalisées avec la cire cyan. Comme cette
derniére n’est pas fluorescente, il est possible de déduire sa localisation dans le papier par la
mesure de la fluorescence du papier, ou d’un composé qui ne s’écoule pas au contact de la cire.
Expérimentalement, il s’agit des mémes carrés de nuancier mais avec la cire cyan. 5 ul. d’une
solution de fluorescéine (¢ = 1073 g/mL) sont ajoutés au verso de la feuille de papier (le recto
correspond a la face imprimée) et laissés sécher. Puis le papier est coupé et positionné sur la
tranche sous le microscope. Cette opération est réalisée sur toutes les teintes de cyan, dans
le cas de papiers cuits ou non. L’épaisseur de la cire est obtenue par déduction de I’épaisseur
atteinte par la fluorescéine de 1'épaisseur totale.

Ces deux configurations donnent acces a une estimation de ’épaisseur de pénétration de la
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cire dans le papier en fonction de la quantité de cire imprimée. Les résultats sont rassemblés
dans la courbe présentée en figure 3.18. Les teintes les plus foncées forment des barrieres dans
toute I'épaisseur alors que les plus claires atteignent seulement un tiers de la feuille.
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Figure 3.18 — Profondeur de diffusion de la cire, normalisée par |I'épaisseur du papier.

Le nuancier a permis une étude dans une géométrie carrée. Pourtant, dans la microfluidique
papier, les dépots de cire sont plus souvent utilisés sous forme de traits qui confinent 1’écou-
lement. La combinaison des effets de la teinte et de la largeur du trait a été réalisée dans un
motif d’anneaux. Les anneaux (diameétre 1 cm) sont constitués d’un trait de cire d’une largeur
allant de 0.1 a 0.5 mm, pour trois teintes de bleu (figure 3.19).
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Figure 3.19 — Résistance a I'écoulement d'anneaux en cire de différentes largeurs et teintes.

Un dépot de 40 pL. d’eau est réalisé dans chaque anneau. Ce volume est suffisamment grand
devant le volume interne de I'anneau (V = mr?ee ~ 10 uL) pour que la pompe capillaire
transporte le liquide a 'extérieur de ’anneau si la barriere de cire n’atteint pas toute 1’épaisseur
du papier. La différence d’indice entre papier sec et humide rend tres facile la détection visuelle
de I’écoulement hors du motif d’anneau.

Expérimentalement, les anneaux foncés au trait épais (partie en haut a droite de la figure 3.19)
retiennent l'intégralité de la goutte d’eau et constituent des barrieres dans 'épaisseur. Les an-
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neaux plus clairs au trait fin (partie en bas a gauche de la figure 3.19) laissent passer ’écoule-
ment, il s’agit de barrieres de surface.

Dans le cas des teintes claires, comme démontré dans le nuancier, la quantité de cire n’est
jamais suffisante pour atteindre toute I’épaisseur de papier. Avec des teintes plus foncées, si le
trait est large, la situation devient localement similaire au nuancier. Une méme teinte foncée
crée pourtant une barriere de surface si le trait est fin a cause de la diffusion préférentielle de
la cire dans le plan de la feuille de papier.

Cette caractérisation est nécessaire pour s’assurer du bon confinement des écoulements dans
les puces papier grace aux barrieres dans toute 1’épaisseur. Nous nous intéressons également
aux barrieres de surface qui peuvent apporter de nouvelles fonctionnalités.

3.2.2 Mise en évidence des contributions de ’imbibition capillaire
et de I’étalement de goutte aux écoulements dans le papier

La section 1.2.1 décrit les différents phénomenes physiques en compétition lors d’écoulements
dans le papier. En présence d'un substrat poreux tres hydrophile, I’écoulement d’eau est régi
par un étalement de goutte sur un substrat rugueux et par 'imbibition capillaire modélisée par
la loi de Lucas-Washburn. L’interaction de ces écoulements avec les barrieres de cire offre de
nouvelles configurations.

Dans une géométrie papier de type canal droit, la dynamique d’écoulement peut étre mesurée
par l'avancée du front liquide. Différentes conditions sont comparées comme la présence d’une
barriere de surface, le volume de la goutte réservoir et la géométrie.

Etude de l'influence d’une barriére de surface

Pour dissocier I'imbibition capillaire de I’étalement de goutte, une barriere de surface est po-
sitionnée autour de la zone de dépot de goutte d'un canal droit papier. Le caractere hydrophobe
de la cire empéche I'étalement de goutte alors que le milieu poreux sous la barriere de surface
autorise 'imbibition capillaire. L’avancée du front liquide au cours du temps est donc mesurée
dans deux géométries de canaux droits avec ou sans la barriere de surface (figure 3.20).
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Figure 3.20 — Avancée du font liquide dans deux géométries de canal droit avec/sans barriére de surface.

En présence de la barriere de surface, I’écoulement est plus lent et suit le modele de Lucas-
Washburn : [ (t) ~ y/t. Sans cette barriére, ’écoulement est plus rapide. Aux temps courts, il
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suit la méme loi : I'imbibition et I’étalement sont du méme ordre de grandeur. Aux temps longs,
on se trouve dans la méme situation qu’'une restriction : une nouvelle loi de Lucas-Washburn
démarre. L’écoulement en surface contribue a apporter un réservoir liquide plus loin dans le
microcanal.

Les lois de Tanner décrivent la vitesse d’écoulement selon le rayon initial de la goutte dans
deux régimes : capillaire ou gravitaire. Dans notre géométrie, le rayon de la goutte est fixé par
le format de la zone de dépdt. Le volume de la goutte définit donc le régime d’étalement et
constitue un plus ou moins gros réservoir de liquide. La mesure de vitesses moyennes d’écoule-
ment dans une géométrie de canal droit avec ou sans barriere de surface pour différents volumes
de goutte est présentée en figure 3.21.
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Figure 3.21 — Contribution de I'étalement a la vitesse moyenne, selon le volume de la goutte.

La vitesse moyenne dans le papier Whatman annoncée par le fournisseur, est de 130 mm /30 min
soit 0,07 mm/s. Pour les deux géométries (avec/sans barriere surface) et dans le cas de petits
volumes, on retrouve bien cette valeur. Avec une barriere de surface et aux plus grands volumes,
I’écart entre la vitesse moyenne d’écoulement et la donnée du fournisseur reste faible. Sans la
barriere de surface, la vitesse moyenne d’écoulement augmente linéairement avec le volume de
la goutte.

Une maniere de visualiser cet étalement en surface consiste a utiliser des microspheres fluo-
rescentes dont le diametre (20 wm) est supérieur a la taille de pore du papier (11 pm). Cette
exclusion stérique empéche le transport des microspheres par 'imbibition capillaire. Leur ré-
partition surfacique est donc caractéristique de 1’étalement de goutte. Dans une configuration
de microcanal droit sans barriére de surface, des images en fluorescence permettent de mesurer
la longueur sur laquelle les microspheres sont distribuées (voir figure 3.22).

Pour des volumes de gouttes inférieurs a 30 pL, la longueur d’étalement dépend linéairement
du volume déposé. Aux plus grands volumes, la forme du microcanal n’est pas adaptée : une
partie de la goutte repose sur les barrieres de cire et y dépose des microspheres. La longueur
d’étalement continue d’augmenter avec le volume déposé mais dévie de la relation linéaire.

Dans les précédentes configurations, la barriere de surface est un fin dépot de cire, d'une
teinte claire. La cire, apres diffusion, reste principalement sur la surface du papier. L’objectif
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Figure 3.22 — Caractérisation de la longueur d'étalement avec des microsphéres fluorescentes.

est de supprimer ’étalement de goutte sans modifier 'imbibition capillaire. Avec un dépot de
cire plus important (taille du dépot et/ou teinte foncée), la cire atteint, apreés diffusion, une
plus grande portion de I'épaisseur de papier. Avec un carré de cire cyan 50% a 1 cm de la zone
de dépot, le microcanal papier présente une restriction dans l’épaisseur de 50%, suivie d’un
élargissement. Les écoulements dans deux géométries de type microcanal droit avec barriere
de surface sont comparés avec et sans restriction (figure 3.23). Sans restriction, 1’écoulement
suit bien une loi de Lucas-Washburn avec [ (t) ~ v/t. Comme dans les exemples décrits en
section 1.2.1, la présence d’une restriction suivie d’un élargissement ralentit I’écoulement. Avec
ce carré de cire, on retrouve le méme résultat avec une restriction dans une direction transverse.
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Figure 3.23 — Avancée du front liquide avec/sans restriction dans |'épaisseur.

Dans des configurations simples de microcanal droit, des barrieres de cire en surface ou dans
une fraction seulement de 1’épaisseur modifient les propriétés d’écoulement. Mais la géométrie
méme du microcanal imposée par des barrieres de cire dans toute 1’épaisseur du papier, ou
n’importe quelle autre technique de fabrication, peut suffire a favoriser 'imbibition capillaire
ou 'étalement de goutte.

Analyse des effets de la géométrie

Les expériences précédentes démontrent que dans une géométrie de microcanal droit avec
une zone de dépot circulaire, une goutte de 10 uL est responsable d’un écoulement qui suit bien
la loi de Lucas-Washburn. Méme sans barriere de surface, 1'effet d’étalement de goutte est tres
peu observé pour ce volume et dans cette géométrie.
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Une variation de microcanal est proposée en figure 3.24. Contrairement a la situation pré-
cédente, la zone de dépot de goutte et le microcanal ont des tailles identiques et imposent le
méme confinement.
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Figure 3.24 — Variations géométries de microcanaux droits papier.

La dynamique d’écoulement est mesurée dans chacune de ces géométries pour une goutte
d’eau de 10 pL. Les graphes représentant ’avancée du front liquide sont présentés en figure 3.25.
Dans la configuration de microcanal étroit par rapport a la zone de dépot de goutte, I’écoulement
suit bien la loi de Lucas-Washburn, comme discuté dans les expériences précédentes. Avec un
microcanal dont la largeur est identique a la zone de dépot de goutte, I’écoulement est plus
rapide que ce que prévoit la loi de Lucas-Washburn.
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Figure 3.25 — Influence de la géométrie sur I'avancée du front liquide.

Cette déviation au modele s’explique par un étalement de goutte en surface qui apparait dans
les configurations au moindre confinement géométrique. Le phénomene d’étalement de goutte
résulte d'un bilan d’énergie.

Le caractere hydrophile de la cellulose rend les interactions eau-papier favorables a 1'étale-
ment de goutte. A l'inverse, la cire hydrophobe s’y oppose. Dans le microcanal étroit, le gain
énergétique dii aux interactions eau-papier ne contrebalance pas les effets de la cire. Dans une
géométrie plus large, la méme quantité de cire est mise en compétition avec une plus grande
surface de papier. Le bilan énergétique devient favorable a I’étalement.
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3.3 Exploitation des propriétés du papier pour concen-
trer des échantillons

Pour qu'un dispositif de diagnostic rapide soit utile, il faut que le résultat d’analyse soit fiable
et que ses performances analytiques approchent celles du laboratoire. Or deux caractéristiques
du papier nuisent a la détection : les propriétés optiques du milieu diffusant et la pompe
capillaire qui disperse spatialement les analytes. Dans un microtube, un analyte est caractérisé
par sa concentration, une valeur globale et homogene sur tout I’échantillon. Dans le cas du
papier, si la répartition de I’échantillon n’est pas uniforme sur la surface considérée, on peut
parler de concentration locale.

3.3.1 Démonstration d’un concentrateur par rétention spatiale

Alors que la pompe capillaire tend a disperser I’échantillon et donc minimise la concentration
locale, des procédés de rétention confinent les analytes sur une surface plus faible, augmentant
ainsi la concentration locale.

Accumulation d’échantillons dans une microzone

Dans les plaques multipuits, la taille du réservoir est définie par le volume de chaque puits.
Dans la version papier, il existe également une taille de réservoir fixée par les parametres géomé-
triques et la porosité du papier. Mais en plus de 'imbibition dans le milieu poreux, le substrat
papier autorise aussi une goutte en surface. Le séchage de cette goutte provoque le dépot des
analytes non volatils qui sont alors stockés dans le papier. Un premier effet concentrateur est
obtenu par I’évaporation qui extrait le solvant. Contrairement au cas d'un substrat lisse qui
provoque l'effet "tache de café", la rugosité du papier rend le dépot homogene.

Soit V', le volume effectif de chaque zone de papier défini par les dimensions géométriques (r le
rayon et e I’épaisseur du papier) et la porosité €, on a :

V, = mriee (3.4)

Soit V. le volume d’un cylindre de hauteur [, la longueur capillaire, et de méme diametre
que la zone de papier.

Comme le montre la figure 3.26, selon le volume V' de la goutte, on a :
e V <V, : répartition inhomogene de I’échantillon dans la zone de papier,
o V, <V <V,+V,:goutte confinée sur la zone de papier; le séchage provoque un dépot
homogene des analytes,
o V,+ V. <V :malgré les interactions hydrophobes entre la cire et le liquide, la goutte
repose en partie sur les barrieres de cire a cause de la gravité; par séchage, les analytes
sont déposés sur le papier et sur la cire.

Il existe donc une gamme de volumes qui sont favorables au dépot de gouttes pour la concen-
tration homogene d’analytes dans le papier par séchage. Un deuxieme effet concentrateur peut
étre obtenu en réalisant successivement plusieurs dépots de liquide sur une méme zone de papier.
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Figure 3.26 — Répartition d'une goutte dans une microzone selon leur volume respectif.

Espacés de temps de séchage, les dépdts doivent satisfaire les conditions de volumes décrites
précédemment pour un stockage homogene des analytes.

Une illustration de cette fonction de concentrateur dans une zone d’accumulation est pré-
sentée en figure 3.27. Chaque zone de diametre 1 cm d’une plaque multipuits en papier regoit
différentes quantités d'une solution tres diluée de bleu de méthylene. Les dépdts sont réalisés
par gouttes de 20 pl, espacés par un temps de séchage. Si la coloration de la solution est
initialement tres faible, 'accumulation des dépdts rend visible le signal.
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Figure 3.27 — Accumulation d'analytes par dépots multiples sur papier.

Mais cette stratégie de concentration présente deux inconvénients. D’une part, les temps de
séchage peuvent étre tres longs et dépendent fortement des conditions extérieures (température
et hygrométrie). D’autre part, tous les analytes non volatils sont concentrés sans distinction.
Pour des étapes de préparation d’échantillon (voir section 2.2), I'effet concentrateur est souvent
combiné ou précédé d’étapes de purification et séparation.
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Effets d’une barriére de surface sur la rétention d’échantillons

Dans la géométrie d’un microcanal avec barriere de surface, 40 ul. d'une solution de micro-
spheres (diametre 20 pm) sont déposés. La taille des microspheres plus grande que les pores
du papier ne leur permet pas d’étre transportées par la pompe capillaire. Dans un microcanal
simple, 1'étalement de goutte en surface est responsable d'une dispersion spatiale des micro-
spheres alors qu'un méme dépot réalisé avec une barriere de surface les concentre sur la zone
de dépot de goutte (figure 3.28). La barriere de surface permet de mieux exploiter la fonction
filtrante du papier.

Sans barriére de surface Avee barriére de surface

THTR

Figure 3.28 — Position des microsphéres dans un microcanal papier sans/avec une barriére de surface.

Le papier est aussi connu comme dispositif chromatographique. Les différents composés d’un
mélange présentent des affinités différentes avec le support, ce qui modifie leur vitesse d’écou-
lement. Les interactions ioniques entre la cellulose et le bleu de méthylene font que ce colorant
s’adsorbe de maniere quasi-irréversible.

Dans la géométrie des anneaux (diametre 1 cm, couleur jaune 30%, largeur 0.3 mm), 40 pL
d’une solution de bleu de méthyléne sont déposés. Les différentes étapes de 'expérience sont
illustrées en figure 3.29. Le caractere hydrophobe de la cire empéche totalement 1’étalement de
la goutte. Comme la barriere n’atteint pas toute I’épaisseur du papier, il existe une trajectoire
dans le milieu poreux qui relie I'intérieur de I'anneau a ’extérieur. Un écoulement d’imbibition
capillaire a bien lieu dans le papier, depuis la zone de dépdt de goutte.

ty : dépot de goutte  t,: pas d’étalement  t,, t, : écoulement par imbibition capillaire

Figure 3.29 — Dépot d’une goutte sur papier avec barriere de surface.
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La barriere de surface supprime completement les écoulements en surface du papier au profit
de ceux dans le milieu poreux. Cette fonction peut étre utilisée pour mieux contraindre le liquide
a interagir avec le substrat. L’intérieur de I'anneau constitue une zone d’accumulation pour un
analyte s’il n’est pas transporté par la pompe capillaire (rétention chimique ou stérique).

Cette expérience est réalisée avec une solution contenant un mélange de bleu de méthylene
et de fluorescéine (voir figure 3.30 ). Ces deux colorants ont des comportements chromatogra-
phiques tres différents avec la cellulose : la premier est fortement retenu alors que le deuxieme
est bien transporté par 1’écoulement. Des ajouts successifs d’eau continuent le transport de
la fluorescéine hors de I'anneau alors que le bleu de méthylene reste confiné dans la zone de
dépot. Comme dans les situations précédentes, la barriere de surface améliore la séparation des
composés en favorisant les interactions liquide-papier.

=
U

ty : dépdt de goulie ty : écoulement capillaire t, : ajout d'eau Ly, Ly 1 extraction de la fluorescéine / rétention
du blen de méthyléne

Figure 3.30 — Séparation chromatographique d'un mélange fluorescéine-bleu de méthyléne par une barriére
de surface.

La barriere de surface favorise une double extraction de solvant : par évaporation et par
la pompe capillaire qui transporte le solvant hors de la zone de dépot. Ce deuxieme élément
amene une fonction de séparation entre les éléments bien transportés par I’écoulement et ceux
retenus par le papier. De plus, les dépots multiples dans les procédés d’accumulation sont alors
séparés d'un temps de séchage qui est plus rapide : la pompe capillaire répartit le solvant sur
une plus grande surface qui présente de grandes interfaces liquide-air, contrairement a la calotte
sphérique. Expérimentalement, dans les mémes conditions, des dépots de 50 ul. d’eau dans des
zones de papier de diametre 1 cm type plaque multipuits ou barriere de surface, s’évaporent en,
respectivement, 15 min et 2 min. Bien que plus rapide avec les barrieres de surface, ce procédé
d’accumulation repose toujours sur ’évaporation qui dépend des conditions extérieures.

Mesure des temps de séchage sur papier

Le temps de séchage est défini comme la durée nécessaire, apres dépot d'une goutte d’eau,
pour que la couleur de la zone de papier redevienne identique a celle d'un morceau de papier
sec. Les temps de séchage dans différentes conditions hygrométriques, a température ambiante
(T ump = 25° C), sont donnés en fonction du volume de la goutte d’eau déposée dans le micro-
canal papier (figure 3.31). Dans des conditions séches (humidité < 50%), le temps de séchage
croit linéairement avec le volume de liquide. Aux atmospheres plus humides (humidité > 50%),
la dépendance temps de séchage - volume de liquide est exponentielle. Cette forte variation
des temps de séchage selon les conditions extérieures peut rendre inutilisable les procédés de
concentration par accumulation.
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Figure 3.31 — Temps de séchage selon le volume de liquide et I'hygrométrie ambiante.

La méme expérience est réalisée avec le dispositif chauffant, a hygrométrie ambiante fixe
(40%). A température fixée, le temps de séchage croit linéairement avec le volume de liquide,
comme le montre la figure 3.32. En augmentant la tension appliquée aux bornes du dispositif,
la température locale augmente et le séchage est plus rapide. Avec seulement une tension de
3,5V et dans des conditions de fort taux d’humidité, le gain en temps de séchage peut atteindre
un facteur 10.
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Figure 3.32 — Temps de séchage selon le volume de liquide et la température locale.

En remplagant le générateur de tension par une pile 9V, le dispositif chauffant devient com-
pletement portable, intégré a la puce papier avec une faible instrumentation. Cela rend concre-
tement possible d’exploiter les phénomenes d’évaporation dans la microfluidique papier.

3.3.2 Concentration par focalisation hydrodynamique

A Tinverse des procédés de concentration par rétention, la focalisation hydrodynamique
consiste a transporter les analytes jusqu’a une zone d’accumulation. Alors que la pompe capil-
laire tend a disperser spatialement les analytes, une géométrie adaptée couplée a ’évaporation
assure une re-concentration.
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Analogie avec la pervaporation microfluidique

Dans la référence [21], la concentration d’analytes, dans un microcanal droit, par pervapora-
tion de solvant, est caractérisée par 1’équation suivante :

2 z?
£) ~ covoty | — = .
c(x,t) =~ cyug . exp ( 2]92) + coR(x) (3.5)

Avec ¢y la concentration initiale en analytes, injectée a une vitesse vy et R(z) ~ L/x lorsque
p < x < L. Le parametre p décrit la taille de la zone d’accumulation en comparant la diffusion
a I’écoulement convectif di a la pervaporation (équation 3.6).

p= /2L (3.6)

U@

Dans ces conditions, I'effet de concentrateur atteint une amplitude maximale et une largeur
minimale lorsque p reste faible, ¢’est-a-dire lorsqu’une forte pervaporation génere un écoulement
rapide. Un microcanal long permet la pervaporation sur une plus grande distance, favorisant
ainsi ’écoulement convectif et une bonne concentration des analytes. La figure 3.33 présente
un schéma rassemblant les principes physiques en compétition.

convection évaporation

diffusion vy

Figure 3.33 — Distribution de la concentration en analytes dans une configuration de pervaporation mi-
crofluidique, selon la valeur du facteur p.

Sur papier, la situation est trés similaire. Les barrieres de cire définissent une géométrie de
microcanal droit. La pompe capillaire remplit initialement le microcanal, puis 1’évaporation
assure un écoulement convectif depuis un réservoir liquide d’entrée (une goutte d’eau).

Une premiere expérience colorimétrique permet de visualiser le concept de focalisation hy-
drodynamique sur papier. Dans un microcanal droit, une goutte de 10 pul. d’une solution de
fluorescéine (¢ = 1073g/mL) est déposée. La pompe capillaire répartit le colorant jaune dans
tout le canal. Apres séchage de ce premier dépot, 10 ul. d’eau sont ajoutés. La fluorescéine est
alors a nouveau dissoute dans I'eau et transportée plus loin dans le microcanal papier par la
pompe capillaire. Apres séchage, 'opération d’ajout d’eau est répétée 4 fois. A chaque fois, 'eau
transporte plus loin la fluorescéine qui s’accumule alors a 'extrémité du microcanal papier.

Visuellement, 'accumulation de fluorescéine en un point de focalisation rend rouge le dépot

initialement jaune pendant que le microcanal redevient blanc et ne contient plus d’analytes (fi-
gure 3.34).
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10pL de fluorescéine (10 g/ml)

Z
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Yol o

Acennmlation de fluorescéine A Uextrémité du microcanal papier

Figure 3.34 — Accumulation de fluorescéine a I'extrémité du microcanal aprés plusieurs ajouts d’eau.

Mesure des performances d’amplification de signal

Des mesures quantitatives de cette focalisation hydrodynamique sont réalisées en fluorescence.
Des solutions de fluorescéine sur une vaste gamme de concentrations (de 107! & 10~'g/mL)

sont mesurées en exploitant la linéarité du temps d’exposition de la caméra pour normaliser les

données.

Etablissement de la courbe de calibration en fluorescence La calibration du dispositif

avant la focalisation hydrodynamique consiste a évaluer l'intensité du signal de fluorescence
pour chaque concentration de fluorescéine. Pour cela, des dépots de 5 ul de chaque solution de

fluorescéine sont réalisés dans une plaque multipuits version papier. Chaque zone est mesurée
apres séchage du dépot. La courbe de calibration est présentée en figure 3.35.

Intensité de fluorescence normalisée (u.a.)
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Figure 3.35 — Courbe de calibration de I'intensité de fluorescence sur papier en fonction de la concentra-

tion.
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L’intensité de signal des faibles concentrations est dominée par la fluorescence intrinseque
du substrat papier. Aux fortes concentrations, il apparait un phénomene de blanchiment, la
fluorescéine perd ses propriétés de fluorescence. Entre ces deux régimes, un domaine linéaire
relie intensité de fluorescence et concentrations en fluorescéine (de 1077 & 1073g/mL).

Dans cette calibration, il faut s’assurer qu’il n’y aucun effet d’accumulation : le volume de la
goutte est suffisamment petit devant la zone de dépdt. Les mémes mesures sont réalisées avec
des dépdts de 3 pL et donnent la méme courbe de calibration.

Amplification de signal selon la géométrie Les mesures d’amplification par focalisation
spatiale sont réalisées en déposant 5 ul. de chaque solution de fluorescéine dans une géométrie
de canal droit, suivi de 5 ajouts de 10 uL d’eau espacés de temps de séchage. L’extrémité du
microcanal papier est observée en fluorescence, la valeur maximale est reportée sur la courbe
reliant intensité et concentration initiale en fluorescéine.

Deux géométries sont comparées : des microcanaux papier dont I'extrémité est plate ou poin-
tue. Comme le montre la figure 3.36, dans les deux cas, 'amplification est la méme : le domaine
linéaire de la courbe de calibration est déplacé d’un facteur 100 vers les plus basses concentra-
tions. Par exemple, une solution de fluorescéine initialement concentrée a 10~%g/mL émet, aprés
focalisation, un signal équivalent a une solution concentrée & 10~*g/mL non focalisée (fleches
pointillées grises).
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Figure 3.36 — Courbe d’amplification de signal dans les géométries de microcanaux droits a extrémité plate
ou pointue.

L’origine du facteur 100 s’explique par un simple argument géométrique. Sur les plaques
multipuits papier (diametre lem), 5 pl de fluorescéine se répartissent sur une surface s; =
7r? = 80 mm?. La focalisation a I'extrémité du microcanal concentre le méme échantillon sur
une surface s = 1 mm?. On a : L~ 80.

La géométrie de pointe a été pensée pour augmenter 'effet de focalisation et obtenir un point
d’accumulation plus petit. La courbe d’amplification ne montre pourtant pas de différence avec
le microcanal simple. Sur les images en fluorescence, des quantités significatives de fluorescéine
accumulées le long des barrieres de cire, n’atteignent pas I'extrémité de la pointe. Ces pertes
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ne participent donc pas a 'amplification du signal local.

Le facteur 100 d’amplification n’est pas retrouvé dans la limite de détection sur papier : ini-
tialement & 10~"g/mL, elle n’est déplacée que d'un facteur 10 soit 10-8g/mL (fleches pointillées
rouges). Ceci est dii a 'augmentation du bruit de fond di aux barrieres de cire. On a vu dans
la section 3.1 que les impressions noires sont obtenues par dépots de toutes les cires de I'impri-
mante, dont la cire jaune tres fluorescente. Si la barriere noire est globalement non fluorescente,
il apparait, aux temps d’exposition longs, sur les bords, de légers points fluorescents comme le
montre la figure 3.37.

Temps d’exposition = 500 ms

—

Fluorescence des Pertes le long des
barrieres de cire barrieres de cire

Figure 3.37 — Aux temps d'exposition longs, observation en fluorescence du signal dii a la cire et des pertes
le long des barrieres.

Si la pompe capillaire transporte bien la fluorescéine dans le microcanal papier, les bords
de cire rugueux provoquent des dépdts tout le long des barrieres de cire (voir figure 3.37).
Ces pertes nuisent a la détection d’échantillons tres dilués. La réduction de la longueur du
microcanal limite cet effet mais nuit au bon transport et a I’évaporation. En effet, dans un cas
extréme, un microcanal de longueur nulle est une zone de dépot simple. Les gouttes d’abord
de fluorescéine, puis d’eau, ne sont plus transportées par la pompe capillaire et sechent tres
lentement. Il ne s’agit alors plus de focalisation spatiale mais de rétention comme décrit dans
la sous-section 3.3.1.

Une autre facon de représenter le gain d’amplification consiste a utiliser la partie linéaire
de la courbe de calibration. Sans focalisation hydrodynamique, concentration en fluorescéine
et intensité de fluorescence sont lies par la relation I = 107c + 20 déterminée expérimenta-
lement. Apres focalisation hydrodynamique, on peut donc comparer la concentration initiale
de la solution de fluorescéine déposée avec la concentration déduite de la mesure d’intensité
et de la courbe de calibration. La répartition de nos résultats expérimentaux sur le graphique
représentant la concentration mesurée en fonction de la concentration initiale, est présentée en
figure 3.38.

Avec les géométries de microcanaux droit et pointu, on retrouve le facteur 100 d’amplification
avec des résultats expérimentaux s’approchant de la droite y = 100z dans le domaine linéaire.
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Figure 3.38 — Mesure de I'effet de concentration par focalisation hydrodynamique dans des géométries de
type microcanal droit ou pointu.

La figure 3.39 montre 1’évolution des profils d’intensité de fluorescence au cours du temps, le

long d’un microcanal droit. Les ajouts d’eau contribuent a rendre plus étroit et plus intense le

dépot de fluorescéine.

Les procédés de concentration décrits précédemment permettent une focalisation spatiale de
I’échantillon dans le plan de la feuille de papier. Cela contribue a contréler la pompe capillaire,

responsable au contraire d’une dispersion et de faibles concentrations locales. L’analyse de la

diffusion de la cire dans ’épaisseur du papier réalisée en section 3.2.1 autorise une exploration

des possibilités de focalisation dans la troisieme dimension du papier.
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Figure 3.39 — Evolution temporelle des profils d'intensité en fluorescence le long d’un microcanal droit.
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Concentration transversale dans I’épaisseur du papier

Une focalisation de 1’échantillon dans 1’épaisseur du papier aurait une double contribution.
D’une part, 'argument géométrique, comme dans le plan de la feuille, consiste a concentrer le
méme échantillon dans un volume encore plus petit. D’autre part, les propriétés optiques diffu-
santes du papier rendent inaccessible a la détection un signal trop profond : amener 1’échantillon
pres de la surface doit contribuer plus fortement au signal total.

Le procédé de focalisation spatiale est réalisé dans un microcanal papier droit dont I’extrémité
est constituée d'une restriction colorée : région de cire d'une teinte claire. La couleur de la cire,
la teinte et la taille peuvent étre variées pour moduler la pénétration de la cire dans I’épaisseur
du papier. Cette région de cire peut étre imprimée du méme c6té que les barrieres noires du
microcanal (configuration recto) ou de l'autre coté de la feuille de papier (configuration verso).

2000

— O Amplification en bont de wmicrocanal
; _ B Focalisation transverse
ot J.JU{}
2 c=|
o
21000 recto
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Z 500 ‘ i ‘ I |
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Figure 3.40 — Amplification de signal par focalisation selon la couleur et la longueur de la restriction
colorée.

L’amplification de signal pour une solution de fluorescéine donnée (¢ = 10~°g/mL), dans une
restriction colorée, est illustrée en figure 3.40. Comparées a une situation sans focalisation trans-
verse, les restrictions imprimées sur le recto n’apportent pas de gain significatif. L’impression
de restrictions sur le verso semble mieux réaliser la fonction de focalisation transverse : notam-
ment pour les teintes bleues et gris foncé, le signal peut doubler par rapport a une focalisation
simple. Cependant, cette amplification n’est pas robuste et reproductible. Des comportements
tres différents sont observés sur chaque barriere selon sa longueur et sa couleur.

Cette expérience démontre qu’une focalisation transverse dans un microcanal est possible
mais sujette a fluctuations selon la diffusion de la cire et I'adsorption non spécifique de fluo-
rescéine le long de la restriction. Le faible facteur d’amplification (x2) n’est pas suffisant pour
apporter une contribution valable.
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3.3.3 Optimisation de la focalisation hydrodynamique par réten-
tion chromatographique

La théorie de la pervaporation microfluidique montre qu’il faut privilégier I’écoulement convec-
tif et I’évaporation pour maximiser l'effet de concentration. Dans la configuration papier dé-
pourvue d’équipements externes, la longueur du microcanal est le principal parametre assurant
cette fonction. Mais ’adsorption non spécifique d’analytes le long des barrieres de cire nuit a
la bonne focalisation hydrodynamique.

Une stratégie d’optimisation d’un concentrateur sur papier consiste a permettre une focalisa-
tion hydrodynamique proche de la zone de dépdt (pour limiter les pertes) tout en gardant une
pompe convective (capillaire et évaporation) forte. Pour cela, 1'état de surface du papier est
modifié localement pour passer d’une situation de transport chromatographique a une configu-
ration de rétention pour 'analyte d’intérét (figure 3.41).
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Figure 3.41 — Distribution de la concentration en analytes dans une configuration de focalisation hydro-
dynamique sur papier avec traitement de surface.

Effets d’un traitement local par le polymeére PAH

La modification chimique du papier est réalisée par un dépot local d’une solution polymere de
PAH. Ce polyélectrolyte chargé positivement par une fonction amine interagit avec les fonctions
négatives de la fluorescéine (alcool et acide carboxylique). L’affinité ionique de ces deux especes
provoque "adsorption de fluorescéine sur le polymere, lui-méme adsorbé sur les fibres du papier.

Pour illustrer cette fonction, un dépdt local de 2 puL d’une solution de PAH a 2% est réalisé
au milieu d’'un microcanal droit papier. Apres séchage du polymere sur le papier, une goutte de
10 uL de fluorescéine (¢ = 10~3g/mL) est déposée a 'entrée du microcanal papier. Comme dans
le cas de la focalisation spatiale simple, plusieurs ajouts d’eau successifs assurent le transport
de la fluorescéine.

Le dépot initial jaune de fluorescéine ne s’accumule plus a I'extrémité du microcanal mais au
tout début du traitement PAH (figure 3.42). Cependant I'eau peut s’écouler dans le papier avec
ou sans le traitement PAH. Il s’agit donc bien d’une situation dans laquelle la fluorescéine est
d’abord transportée par I’écoulement puis accumulée par adsorption sur le milieu poreux. L’eau
est extraite par évaporation et par la pompe capillaire au-dela de la zone de concentration.
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Figure 3.42 — Accumulation de fluorescéine sur le traitement PAH.
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Focalisation hydrodynamique dans une géomeétrie de type buse

Une géométrie en forme de buse est proposée en figure 3.43 pour bénéficier d’une petite zone

de focalisation et d’une forte extraction de solvant. Elle consiste en une zone de dépot de goutte
suivie d’un microcanal droit court ouvert. L’ouverture, en forme de restriction, correspond a
la limite du traitement PAH. En sortie de microcanal, les barriéres en cire délimitent un large
espace assurant une forte extraction de solvant par la pompe capillaire.

Zone de {11"[){"” de goutte

Microcanal de transport

Point de focalisation

Traitement PAH

el POt de fluorescéine
Extraction de solvant

Ajouts d’ean

Figure 3.43 — Géométrie hybride pour la focalisation de fluorescéine.

Dans cette configuration, les pertes sur les bords sont minimisées avec un microcanal papier

de longueur 1 cm. La courbe d’amplification est réalisée dans cette géométrie, suivant le méme
protocole que dans le microcanal droit, et est présentée en figure 3.44. Les trois domaines carac-
téristiques de la calibration (limite de détection - régime linéaire - saturation /sur-concentration )
sont observés mais déplacés vers les plus basses concentrations. Que ce soit en termes d’intensité
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de signal (fleches pointillées grises) ou de limite de détection (fleches pointillées rouges), le fac-

teur d’amplification obtenu est de 1000 malgré un niveau de bruit di a la cire et au traitement

PAH plus important.
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Figure 3.44 — Courbe d'amplification de signal dans la géométrie de buse.

De maniere similaire, dans la représentation graphique de la concentration mesurée apres

focalisation hydrodynamique dans une buse en fonction de la concentration initiale, les points

expérimentaux sont rassemblés autour de la droite y = 1000z pour le domaine linéaire (fi-

gure 3.45).
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3.4 Ce qu’il faut retenir

Diffusion de la cire L’impression et la diffusion de cire sur le papier permettent la création
de motifs hydrophobes. L'imprimante a jet d’encre dépose un format de gouttes de cire toujours
identique. Mais la densité de ces gouttes dépend directement de la teinte claire ou foncée choisie
pour le motif.

L’alignement des fibres de cellulose le long de la feuille de papier donne une direction préfé-
rentielle de diffusion de la cire : plus rapide dans le plan de la feuille que dans I’épaisseur. Pour
de faibles densités de gouttes et/ou dans le cas de motifs tres fins, la quantité de cire n’est pas
suffisante pour créer une barriere hydrophobe dans toute 1’épaisseur du papier. Le motif est
alors une barriere en surface du papier.

Ecoulements dans le papier Les écoulements dans le papier sont régis par deux principaux
phénomenes : I'imbibition capillaire suivant le modele de Lucas-Washburn et 1’étalement de
goutte en surface.

L’écoulement de microspheres plus grandes que la taille de pores du papier a mis en évidence
I’étalement de goutte en surface. La longueur d’étalement dépend linéairement du volume de
la goutte déposée. La contribution de ’étalement en surface peut également étre révélée par
la mesure de la vitesse moyenne d’écoulement. Dans le cas d’imbibition pure, cette vitesse ne
dépend pas du volume de la goutte. Avec étalement en surface, cette vitesse moyenne augmente
linéairement avec le volume de la goutte.

L’étalement en surface peut étre supprimé au profit de I'imbibition capillaire pure par une
barriere hydrophobe en surface. Le milieu poreux sous la barriere rend possible I'imbibition.
La géométrie méme du microcanal et de sa zone de dépot de goutte peut favoriser ou inhiber
completement 1’étalement de goutte selon I'énergie de déformation nécessaire.

Procédés de concentration FEn autorisant I’évaporation, le papier devient un dispositif de
concentration et de stockage d’échantillons non volatils. Selon la géométrie des barrieres de
cire, plusieurs configurations ont été étudiées et sont résumées en figure 3.46.

Sans barriere, I’étalement de goutte en surface du papier est responsable d'un écoulement
rapide. Cette dispersion de liquide favorise également un séchage rapide. L’étalement en surface
ne permet aucun effet de séparation (stérique, chromatographique, bio-chimique) et donc pas
d’amplification de signal.

La présence d’une barriere de cire en surface du papier, délimitant une zone de dépot de goutte
supprime I’étalement en surface. L.’écoulement par imbibition capillaire est plus lent mais réalise
la fonction d’extraction de solvant sur de grandes surfaces. Le séchage est donc rapide. L’absence
d’étalement en surface favorise les interactions entre le liquide et les surfaces du milieu poreux.
La fonction de séparation par le papier peut donc étre exploitée. En revanche, il est difficile
de miniaturiser a l'extréme la zone de dépot de goutte sans risquer des débordements ou des
dépots non spécifiques sur la cire. La notion d’amplification atteint au mieux un facteur x2
mais 'accumulation de plusieurs dépots contribue a améliorer ce résultat.

Une barriere de cire dans toute I’épaisseur sous forme de zone de dépot de goutte ne permet
aucun ¢coulement. Il n’y a donc qu’évaporation du solvant sans autre possibilité de séparation
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Figure 3.46 — Comparaison des différentes configurations de concentrations.

des constituants. L’amplification est la méme que dans le cas de la barriere de surface mais
I’évaporation y est beaucoup plus lente.

Une focalisation hydrodynamique est réalisée avec des barrieres de cire dans toute I’épaisseur
sous forme d’un microcanal. L’écoulement et le séchage rapides concentrent 1’échantillon dans
une petite zone de focalisation. L’amplification peut atteindre des facteurs entre x10 et x100.
Tous les éléments non retenus par le papier sont concentrés sans distinction. L’exploration
de I'épaisseur du papier pour une focalisation transverse n’a pas apporté de gain significatif
meilleur qu’un facteur x2.

Dans une configuration hybride, 'état de surface du papier est traité pour permettre lo-
calement la rétention d’éléments transportés. La encore, la pompe capillaire est pleinement
exploitée pour extraire le solvant et sécher rapidement les dépdts. Selon les propriétés d’états
de surface, les possibilités de séparations sont plus élevées. L’amplification atteint une valeur
record d’un facteur 1000.
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ES dispositifs de diagnostic au chevet du patient sont développés de maniere tres indépen-

dante vis a vis des techniques de laboratoire. Pourtant, un résultat d’analyse déclenche
un ensemble de prises de décisions médicales qui, par la suite, sont nécessairement liées aux
techniques standardisées des laboratoires. Dans l'objectif d'une meilleure continuité entre le
dispositif instantané de terrain et les protocoles d’analyse, le papier peut étre utilisé comme
support de transport d’échantillon, comme dans le cas du prélevement sanguin séché du nour-
risson.

La continuité entre les analyses de routine et les échantillons séchés sur papier repose sur une
bonne élution de ce dernier. Pour cela, des puces microfluidiques hybrides sont fabriquées et
présentent des interfaces papier-microcanaux. Les écoulements dans ces dispositifs sont étudiés
pour caractériser 1’élution de différents composés et la bonne compatibilité du papier avec des
fonctions microfluidiques.

La réalisation de microsystemes hybrides papier-PDMS pour I’élution d’échantillons séchés
a fait I'objet d'un dépdt de brevet : n° FR136086 - déposé le 8 novembre 2013 et extension a
I'international le 6 novembre 2014.

Les expériences et résultats de ce chapitre concernant le format bandelette de papier ont
été réalisés en collaboration avec Paul Le Floch, en stage au laboratoire. Le matériel Agilent
du plateau technologique de I'Institut Pierre-Gilles de Gennes pour la microfluidique (IPGG)
a été utilisé pour l'analyse élémentaire des métaux et minéraux grace a l'expertise de Géro-
mine Ber, ingénieur IPGG et Agilent. Les immunoessais pour quantifier la protéine 5-hCG
ont été réalisés par les équipes de Jean Guibourdenche a I’hépital Cochin (Physiopathologie et
pharmacotoxicologie placentaire humaine), dans le cadre de la Fondation PremUp.

4.1 Conditions expérimentales

Les microsystemes hybrides consistent a relier les dispositifs papier avec les puces microflui-
diques. Alors que le papier bénéficie d’'une pompe capillaire, il faut un controle en pression
ou en débit pour obtenir des écoulements dans les microcanaux. Des composés séchés dans le
papier sont ¢lués dans la puce microfluidique par I’écoulement. L’élution est quantifiée par trois
techniques : des mesures en fluorescence, I'analyse de composés élémentaires et la détection de
composés biologiques.

4.1.1 Fabrication des microsystemes hybrides
Puces microfluidiques

Photolithographie et technologie polymeére Les puces microfluidiques sont fabriquées
par réticulation d'un polymere sur un moule dont les microstructures sont obtenues par pho-
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tolithographie.

En salle blanche, une résine photosensible est déposée sur un wafer de silicium. L’épaisseur,
bien controlée par la viscosité de la résine et la vitesse d’étalement, va définir la hauteur des mi-
crocanaux. Le motif de la puce microfluidique est imprimé sur un masque alternant des régions
transparentes et opaques aux rayons UV. La résine est insolée a travers ce masque. Selon les
propriétés de la résine (positive ou négative), ce sont les parties insolées/non-insolées qui réti-
culent. La dissolution chimique de la résine non réticulée fait apparaitre sur le wafer la géométrie
microfluidique imposée par le masque. Ce dispositif est utilisé comme moule réutilisable.

Un polymere et son réticulant sont mélangés et versés sur le moule. A 'état liquide, ils
épousent completement la forme des microstructures. Une étape de cuisson assure la réticulation
du polymere, le PDMS, qui peut alors étre décollé du moule. Les microstructures creusées dans le
polymere forment les microcanaux lorsqu’une lame de verre vient fermer le dispositif. La bonne
jonction hermétique entre le polymere et le verre est obtenue apres activation des surfaces par
traitement plasma.

Géométries microfluidiques Les géométries utilisées dans cette partie sont présentées en
figure 4.1. Toutes sont constituées de différents éléments : des entrées et sorties de fluides
(disques noirs - diametre 2mm), des microcanaux (traits noirs - largeur de 100 & 500 pm) et des
zones de jonction avec le papier (entourées en bleu - 3 & 5 mm). La hauteur des microcanaux
est du méme ordre de grandeur que I’épaisseur du papier : de 100 a 200 pwm.

Compatible avec le format “bandelette de papier”

Microcanal droit Jonction T Focalisation hvdrodynaiique

H._YA.-E'

Compatible avec le format “disque de papier”

Svinétricue Asvinétricue Forime V

Figure 4.1 — Forme des microcanaux pour les puces micorfluidiques hybrides.

Différentes configurations de canaux droits sont étudiées ainsi que des dispositifs de pro-
ductions de gouttes (jonction T et focalisation hydrodynamique). Deux formes de jonctions
papier-microcanal sont réalisées : oblongue et circulaire. Elles correspondent a deux géométries
élémentaires du papier : la bandelette et le disque.
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Jonction papier-microcanal

Format bandelette A l'interface papier-microcanal, la bandelette est utilisée comme moyen
d’introduction des fluides. Le papier est inséré horizontalement dans la puce microfluidique, au
niveau de la forme oblongue, a l'interface PDMS-verre (figure 4.2). Une incision avec un scalpel
peut aider a décoller localement le PDMS du verre.

Une goutte de liquide déposée sur le papier s’écoule dans le milieu poreux par capillarité. Une
dépression dans le microcanal permet d’extraire le liquide du papier vers la puce microfluidique.

1. Ddécouper un 2. Faire une incision a 3. lunsérer le papier dans la
dispositif papicr I'interface PDMS-verre puce microfluidique

4. Hydrater le papier

5. Appliquer une dépression
cn sortie de microcanal

oW

———l¥g
Manuel /
Pomipe

Figure 4.2 — Fabrication d'un dispositif hybride papier-microsystéme avec le format bandelette.

Disque de papier Le format du disque de papier peut étre inséré dans n’importe quelle
géométrie microfluidique, comme le montre la figure 4.3. Une cavité du méme diametre que le
disque de papier doit étre réalisée dans le PDMS pour constituer un acces facile. Apres insertion
du papier, la cavité est refermée par un cylindre en PDMS légerement plus large pour assurer
une bonne étanchéité. L’élasticité du PDMS permet d’ouvrir et refermer cette cavité autant de
fois que nécessaire.

Une fois la cavité refermée, les écoulements liquides sont gérés comme dans un microsysteéme
standard.

Cylindre de PDMS
O 5.5 nun

¥ Disque de papier

E'..] J 05 mm Feoulement

ligpuiele

Puce microflnidigue

PDMS-verre

Cavité dans le PDMNS
(3 5 mn

Figure 4.3 — Fabrication d'un dispositif hybride papier-microsystéme avec le format disque.
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4.1.2 Nature des échantillons séchés sur papier

Les composés séchés sur le papier sont obtenus pas dép6t d’un volume de 5 pl. d'une solution
a concentration connue, sur un dispositif papier au format bandelette ou disque. Il peut s’agir de
colorants pour la visualisation des phénomeénes, de fluorescéine pour des mesures en fluorescence,
de solutions de métaux et de minéraux (calcium, fer, magnésium, potassium, sodium) pour
I'analyse élémentaire, de sérum pour l'analyse biologique de protéines (5-hCG). Les dépots
sont réalisés au moins trois jours avant 1’élution dans la puce microfluidique, et conservés a
température ambiante dans une boite de Pétri, a ’abri de la lumiere.

4.1.3 Dispositifs de mesures de I’élution

Les expériences réalisées avec les dispositifs hybrides utilisent 'instrumentation classique de
la microfluidique pour le controle des écoulements. La récupération des échantillons séchés est
mesurée soit in situ dans le microcanal ou en sortie de puce microfluidique.

Controle des écoulements

Les écoulements sont contrdlés par un pousse-seringue (Cetoni Nemesys) qui peut étre utilisé
de maniere réversible : avancée ou recul du piston. Il est positionné respectivement en entrée/en
sortie du microsystéme pour les formats disque de papier/bandelette. Les liquides utilisés sont
principalement de l'eau, des solutions tampons phosphate (PBS : Phosphate Buffer Saline),
de l'eau acidifiéee HNO3 1% et des solutions aqueuses de microsphéres (diametre 4 pwm). Les
écoulements biphasiques dans les géométries microfluidiques de production de gouttes sont
réalisés avec de 'huile siliconée (97% en masse) mélangée a un surfactant Span 80 (3% en
masse).

Mesures de fluorescence

L’observation des écoulements est réalisée sous microscope Leica en lumiere blanche. Les
mesures de fluorescence sont réalisées sous lampe UV avec un filtre GFP. Une calibration du
dispositif est réalisée en faisant circuler dans le microcanal, a différents débits, des solutions
de fluorescéine aux concentrations de 1078 & 1072 g/mL. Les images sont enregistrées a des
cadences compatibles avec le débit et suivant des temps d’exposition variables. La linéarité de
la caméra en fonction du temps d’exposition reste valable méme en variant le débit d’écou-
lement (figure 4.4). Comme dans le chapitre précédent, le profil d’intensité de la fluorescéine
en fonction de la concentration est constitué de trois domaines (limite de détection / domaine
linéaire / sur-concentration).

Cette calibration en fluorescence permet, dans le domaine linéaire, de relier directement
I'intensité de signal dans le microcanal et une concentration locale instantanée en fluorescéine.
Elle sera utilisée pour quantifier les performances d’élution d’échantillons séchés.
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Figure 4.4 — Calibration du dispositif pour relier intensité de signal et concentration en fluorescéine.

Analyse élémentaire

Fonctionnement En complément des mesures de fluorescence, la mesure de 1’élution d’échan-
tillons séchés a été réalisée par spectrométrie d’émission optique a plasma a couplage inductif
(Agilent - ICP-OES : Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry). Dans
cette technique d’analyse, un échantillon liquide est transformé en aérosol par un nébuliseur.
Les gouttes les plus fines sont transportées, par un flux d’argon, jusqu’a une torche plasma
qui ionise tous les atomes de 1’échantillon. Le retour a I'état fondamental des atomes émet un
rayonnement dont la longueur d’onde est caractéristique de 1’élément. La lumiere émise par
I’échantillon est analysée et comparée a celle de solutions standard.

Etalonnage L’étalonnage de 'TCP-OES consiste a faire analyser plusieurs solutions dont la
composition est connue. Dans un premier temps, un seul élément - le fer - est analysé suivant
cing longueurs d’onde caractéristiques : 234,350 nm ; 238,204 nm; 239,563 nm; 259,940 nm;
261,187 nm. Des solutions aqueuses acidifiées (HNO3 1%) a différentes concentrations en fer
(de 0.1 ppm & 200 ppm) sont mesurées par 'ICP-OES. Ces mesures permettent de déterminer
la relation linéaire entre 'intensité mesurée pour chaque raie spectrale et la concentration de
I'échantillon (figure 4.5).

Fe (234.350 nm) Fa (234.350 nm) Calibration
1,100,000
oy 1,000,000 e
70,000 $00,000 - d)
0,939 T=1r 800,000 .
50,000 700,000 ¢
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600,000 - A

Intensity
Intensity

30,000 500,000

20,000 400,000

10,000 300,000

200,000

-10,000 oy e

o

o

0.00 50.00 100.00 150.00 200.00
Concentration (ppm)
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Intengity = 4861.14 * Concentrabon + 64.62
Correlation coafficient: 0.99973

Figure 4.5 — Calibration de I'lCP-OES par des solutions standards de fer a différentes concentrations.
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De la méme maniere, ’analyse de mélange est réalisée apres calibration du dispositif. Le
mélange est constitué de cing composés qui sont analysés chacun par deux raies spectrales :
le calcium (317,933 nm ; 422,673 nm), le fer (234,350 nm; 238,204 nm), le potassium (766,491
nm; 769,897 nm), le magnésium (279,553 nm; 285,213 nm), le sodium (588,995 nm ; 589,592
nm). Les solutions étalons contiennent chacun de ces éléments & des concentrations allant de
0.1 ppm a 200 ppm.

Couplage avec la microfluidique L’analyse élémentaire de la sortie d’une puce micro-
fluidique est réalisée par couplage avec I'ICP-OES (figure 4.6). Pour cela, I'entrée de la puce
microfluidique est reliée a la solution d’élution alors que la sortie est connectée a la pompe pé-
ristaltique de 'TCP-OES. La pompe péristaltique génere donc I’écoulement depuis le tube de la
solution d’élution, a travers la puce microfluidique, jusqu’au nébuliseur. La vitesse de la pompe
péristaltique définit directement le débit dans la puce microfluidique. Deux configurations de la
pompe péristaltique sont utilisées dans les expériences : 10 tours/min (15 puL/s) et 1 tour/min

(1,5 uL/s).

Puce microfluidique hybride

a f p

ICP-OES

Pompe péristaltique
7~ Solution d'élution

Nébuliseur  Pompe péristaltique

ICP-OES
Y/

Solution d’élution

Puce microfluidique hybride

Figure 4.6 — Analyse de la sortie de la puce microfluidique par I'lCP-OES.

Pour une analyse en continu, les mesures par 'TCP-OES sont réalisées a la cadence maximale
(soit une mesure par seconde), avec un temps d’intégration d’une seconde, sans duplicat.

Ce dispositif expérimental d’analyse directe de la sortie d'une puce microfluidique est une
configuration originale dont les performances sont élevées. L'ICP-OES permet une détection
quantitative et simultanée de plusieurs éléments. Aux petits débits, les volumes de la microflui-
dique sont du méme ordre de grandeur que ceux analysés par le spectrometre.
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Analyse de composés biologiques

La protéine S-hCG est utilisée comme composé biologique modele dont 1’élution depuis le
papier vers la puce microfluidique est caractérisée. La mesure de la concentration est réalisée par
immunoessais en plaque multipuits. Ce n’est donc pas directement compatible avec une mesure
in situ dans le microcanal ou en ligne, en sortie du microcanal. L’élution au cours du temps
est mesurée discretement en segmentant le liquide en sortie de la puce microfluidique, dans des
microtubes. Expérimentalement, chaque microtube contient initialement 200 puL. d’eau dans
lesquels sont dilués 20 uLL d’éluat. Chaque microtube correspond donc a un moment d’élution.
Le volume initial d’eau est nécessaire pour limiter ’évaporation de la petite quantité d’éluat,
et constitue le volume minimal pour réaliser I'immunoessai.

4.2 Etude des écoulements dans les microsystemes hy-
brides avec bandelette de papier

Le format bandelette de papier (figure 4.2), par la nouvelle interface d’entrée pour la puce
microfluidique, impose de controler les écoulements par la sortie. Le pousse-seringue est donc
utilisé dans une configuration d’aspiration pour appliquer une dépression en sortie de microca-
nal. Selon la géométrie de la puce microfluidique, cette configuration modifie les diagrammes
de phase des écoulements monophasiques ou diphasiques.

4.2.1 Configuration d’écoulements monophasiques

Dans une géométrie de microcanal droit, la réhydratation du papier permet 1’élution de
composés séchés. La mesure des vitesses d’écoulement dans le microcanal montre une limite
imposée par la pompe capillaire.

Observation de I’élution d’échantillons séchés

Le principe de fonctionnement du microsysteme hybride papier-PDMS dans le format ban-
delette de papier est illustré en figure 4.7. Pour cela 5 pul. d’une solution de fluorescéine
(¢ = 1073g/mL) sont séchés sur une bandelette de papier. Cette bandelette est insérée dans
une puce microfluidique dont la géométrie est un simple microcanal droit avec une interface
oblongue pour la jonction avec le papier. La sortie du microcanal est reliée au pousse-seringue
qui impose un débit en sortie de 20 puL/min. La zone de dépdt de goutte de la bandelette papier
est alimentée par des dépots successifs de 20 pul. d’eau. Dans un premier régime, 'eau s’écoule
dans le papier par la pompe capillaire. Au contact avec le microcanal, c¢’est la dépression im-
posée par le pousse-seringue qui extrait le liquide du papier vers le microcanal.

L’élution est observée par colorimétrie sur le papier. Le dépot initialement jaune de fluores-
céine est progressivement lavé par I'écoulement d’eau : la fluorescéine est dissoute puis trans-
portée.
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Figure 4.7 — Elution de la fluorescéine séchée sur papier par écoulement dans le microcanal.

Des mesures de fluorescence dans le microcanal, au cours du temps, permettent de quantifier
cette élution, comme le montre la figure 4.8. Le profil d’élution montre un maximum de fluores-
cence dans les deux premieres minutes, suivi d’une décroissance exponentielle de l'intensité de
signal. L’étude quantitative de 1’élution est proposée en section 4.3.1 avec le format de disque
de papier.
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Figure 4.8 — Profils d'élution de fluorescéine séchée sur papier, dans un microcanal droit.

Mesure des vitesses d’écoulement

Dans une configuration de contrdle des écoulements par la sortie du microcanal, la compres-
sibilité de I'air s’oppose au déplacement liquide. Pour garder une bonne maitrise du début de
I’élution, il n’est pas envisageable de pré-remplir le microsysteme. De plus, le liquide est apporté
par 'intermédiaire du dispositif papier qui est régi par la loi d’écoulement de Lucas-Washburn.
Ces effets sont mesurés par comparaison du débit imposé en sortie avec la vitesse effective du
liquide.
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Une solution contenant des microspheres fluorescentes (diametre 4 pum) est déposée sur la
bandelette de papier. La mesure du déplacement des microspheres permet de calculer la vitesse
dans le microcanal par PIV (Particle Image Velocimetry). Expérimentalement, le débit de
liquide dans le microcanal atteint rapidement un seuil quel que soit le débit imposé par le
pousse-seringue en sortie.
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Figure 4.9 — Débit d'écoulement dans le microcanal selon le débit imposé en sortie et la vitesse de transport
liquide dans le papier par la pompe capillaire.

La pompe capillaire transporte le liquide dans le papier suivant la loi de Lucas-Washburn.
Le microcanal et la zone de dépot de goutte sont séparés d’une distance de 1 cm de bandelette
papier. Le liquide arrive donc a la jonction papier-microcanal avec une vitesse imposée par la
migration dans le papier soit 0,058 mm/s. En tenant compte des dimensions de la bandelette,
cette vitesse correspond a un débit de 5,3 ul./min. Ce débit en sortie de bandelette correspond
a la valeur seuil maximale d’écoulement dans le microcanal. C’est donc la pompe capillaire qui
limite I’écoulement.

Théoriquement, il est possible d’atteindre des débits plus élevés en jouant sur les parametres
géométriques de la bandelette : plus courte, plus large, plus poreuse, plus épaisse.

4.2.2 Influence du papier sur les écoulements diphasiques

En microfluidique, la production de gouttes est automatisée sous écoulement par la géomé-
trie : jonction T ou focalisation hydrodynamique. Chaque goutte est alors considérée comme un
réservoir d’analyse indépendant, comme dans une plaque multipuits mais a plus petite échelle.

Segmentation de I’échantillon élué en gouttes

Le défi avec I'interface papier en entrée de la puce microfluidique consiste a éluer I’échantillon
séché et a le fragmenter en gouttes d’eau dans I'huile. Contrairement au cas standard, il n’est
pas possible de pressuriser 1’écoulement par ’entrée papier. Il faut donc combiner une dépression
en sortie de canal avec des débits imposés d’huile.

Expérimentalement pour les deux géométries (focalisation hydrodynamique et jonction T,
I’entrée papier est alimentée par des dépots réguliers d’eau dans la zone de dépot de gouttes. Le
débit d’huile est controlé par un pousse-seringue et la sortie du microsystéme est reliée, comme
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dans la situation précédente, a un pousse-seringue qui impose une dépression. Dans le cas de
la jonction T, une entrée additionnelle, également controlée par un pousse-seringue, permet de
mélanger dans chaque goutte I’éluat et un réactif supplémentaire.
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Figure 4.10 — Production microfluidique de gouttes a partir d'échantillons séchés sur papier.

En figure 4.10 sont présentés les résultats d’élution de fluorescéine séchée sur papier dans une
focalisation hydrodynamique et de colorant bleu séché sur papier dans une jonction T. Avec
des débits appropriés pour 'entrée d’huile et la sortie du microsysteme, il est possible d’obtenir
une production de gouttes stable. L’exploration des différents régimes en fonction des débits
donne lieu a I’établissement de diagrammes de phase.

Etablissement des diagrammes de phases

Focalisation hydrodynamique Dans la géométrie de focalisation hydrodynamique, le dia-
gramme de phase est obtenu en observant les régimes d’écoulement selon les débits imposés en
sortie et sur I'entrée d’huile (figure 4.11).
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Figure 4.11 — Diagramme de phase d'un microsystéme hybride papier-PDMS pour la géométrie de foca-
lisation hydrodynamique.
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Lorsque le débit d’huile est trop important par rapport a I’aspiration en sortie, I’huile envahit
le microcanal correspondant a l’entrée de papier. C’est le régime de reflux. Des écoulements
co-axiaux eau-huile se forment lorsque le débit d’huile n’est pas suffisant pour provoquer l'in-
stabilité hydrodynamique. Entre ces deux régimes se trouve la production de gouttes. Expéri-
mentalement, il faut un débit de sortie supérieur a 500 puL/min et un débit d’huile de I'ordre
de 30 puL/min.

Un diagramme de phase pour la géométrie de focalisation hydrodynamique, sans interface
papier, est proposé dans la littérature [160] et reproduit en figure 4.11. Aux petits nombres
capillaires de la phase dispersée, deux régimes sont observés : les écoulements coaxiaux et la
production de gouttes.

Dans la partie précédente, nous avons montré que, dans un microcanal droit, quel que soit le
débit imposé en sortie, 'apport liquide par la pompe capillaire limite le débit maximal dans la
puce microfluidique. En considérant un débit d’eau entre 2,5 et 10 pL/min, le nombre capillaire
de cet écoulement est compris entre 7 x 1072 et 3 x 1072, Le dispositif avec jonction papier
présente donc les mémes régimes d’écoulement qu’une puce microfluidique standard.

Jonction T Dans la littérature microfluidique [161], une loi d’échelle (équation 4.1) relie les
parametres de la taille de gouttes et les débits imposés, dans une géométrie de jonction T.
L Qentrée
—=1+a
w Qhuile

Avec L et w la longueur et la largeur de la goutte, Qcniree le débit de la phase dispersée

(4.1)

et Qnuite le débit d’huile. a est un parametre dont l'ordre de grandeur est 1. Les résultats
d’estimation de ce parametre par plusieurs équipes, sont proposés en figure 4.12.
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Figure 4.12 — Evolution de la taille de gouttes en fonction des débits imposés dans une jonction T et lois
d'échelles proposées dans la littérature.

Avec un microsysteéme hybride papier-PDMS, aux petits débits d’aspiration, le débit d’entrée
est estimé selon I'équation suivante :

Qentrée = Qpapier + Qréactifs ~ Qout - Qhuile (42)
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Expérimentalement, cette loi est vérifiée pour une valeur de parametre o = 0, 6. La dispersion
des points de mesure vient de I'hypothese de conservation des débits au sein de la jonction T.
En effet, le débit de sortie n’est pas rigoureusement égal au débit imposé par le pousse-seringue
a cause de la compressibilité du réservoir d’air initialement présent dans la seringue et les
connectiques.

Un diagramme de phase de la jonction T avec une entrée papier est proposé en figure 4.13.
Quatre régimes sont observés. Lorsque le débit de sortie est trop important, I’entrée papier
laisse passer un flux d’air. Comme dans la focalisation hydrodynamique, avec un débit d’huile
trop élevé par rapport au débit total, I’écoulement d’huile envahit les microcanaux de la phase
dispersée. Aux trop faibles débits d’huile, le cisaillement n’est pas assez important pour former
des gouttes, c’est le régime des écoulements coaxiaux.
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Figure 4.13 — Diagramme de phase d'un microsysteme hybride papier-PDMS pour la géométrie de jonc-
tion T.

Aux débits intermédiaires, des gouttes de taille variable sont formées. Suivant des abaques
—cout — constante, la taille de goutte est fixe. Lorsque le débit de sortie augmente par rapport
au débit d’huile, la taille des gouttes augmente.

4.2.3 Limites du dispositif

Dans cette configuration, la bandelette papier est insérée dans l'interface PDMS-verre de
la puce microfluidique. Expérimentalement, c¢’est une opération assez technique a réaliser. De
plus, il n’est pas possible d’insérer et retirer a volonté la bandelette de papier, ¢’est un dispositif
a usage unique. Enfin, assurer ’étanchéité du systeme est souvent difficile.

Si un étalement de goutte est autorisé sur la bandelette de papier (pas de barriere de sur-
face), I'eau en surface du papier favorise une bonne étanchéité de la jonction avec la puce
microfluidique. Ceci est obtenu au détriment d’une élution efficace des composés séchés dans le
papier. Sans étalement de goutte sur la bandelette, un débit de sortie trop important provoque
I’aspiration de bulles d’air.

Le fonctionnement de ce dispositif dans un état stationnaire nécessite une réhydratation
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constante de la bandelette. Le dépot de goutte dont le volume est limité n’est donc pas satis-
faisant. Il est possible d’imaginer de faire plonger la languette dans un réservoir liquide. Il faut
alors une bandelette plus longue et les écoulements en sortie de papier seront plus lents.

4.3 Analyse quantitative de I’élution en microcanaux a

partir de disques de papier

Dans la configuration du disque de papier (figure 4.3), le papier est inséré dans la puce mi-
crofluidique sans modifier les entrées et sorties. Les écoulements sont donc gérés de maniere
standard et la présence du papier n’a aucun impact sur le fonctionnement ou les diagrammes de
phase. Ce format est donc compatible avec toutes les géométries microfluidiques. L’écoulement
dans le papier permet d’éluer un échantillon séché au cours du temps. Les performances d’élu-
tion selon des parametres d’intérét (nature du papier, solution d’élution, débit, géométrie du
microcanal) sont analysées pour trois types de composés : la fluorescéine, des ions, une protéine.

4.3.1 Mesures de fluorescence
Etablissement des courbes d’élution

L’élution d’une solution de fluorescéine séchée sur papier Whatman, au sein d’un microcanal
droit est présentée en figure 4.14. Le débit d’eau est varié de 5 & 100 pL/min. Plus le débit
est faible, plus le temps caractéristique d’élution est grand. Une meilleure comparaison des
expériences est possible en normalisant le temps par le débit. Les courbes d’élution résultent
alors en la donnée de l'intensité de fluorescence en fonction du volume d’élution.
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Figure 4.14 — Elution a débit variable de 5 uL de fluorescéine (¢ = 10~*g/mL) séchés sur disque de papier
Whatman.

Par I’étalonnage du dispositif expérimental, I'intensité de fluorescence est directement reliée
a une concentration locale de fluorescéine. L’intégrale sous la courbe d’élution permet alors de
quantifier les performances en termes de concentration finale dans le microtube ou de quantité
de matiere éluée. Cette intégrale peut étre définie sur toute la durée d’expérience ou fixée sur un
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Figure 4.15 — Intégration des courbes d’élution sur les 5 premiéres minutes. Performances de récupération
en termes de concentration finale et de quantité de matiére éluée.

volume ou une durée précise. Cette analyse est réalisée en figure 4.15 pour 5 minutes d’élution
a chaque débit.

Pour une méme durée d’expérience, les débits élevés sont responsables d'un fort effet de
dilution : les analytes récupérés sont tres dilués dans le microtube. Les débits faibles permettent
de conserver un éluat concentré, dilué seulement d’un facteur 10 par rapport au dépot inital
sur le papier.

La quantité de matiere éluée est également beaucoup plus élevée aux faibles débits : plus de
80% a 10 puL/min contre moins de 5% a 50 et 100 pL/min. Ceci s’explique par le fait que les
faibles débits donnent des écoulements dont la vitesse est du méme ordre de grandeur que celle
imposée par la pompe capillaire. Au contact du liquide, la pompe capillaire du papier contribue
activement a imbiber tout le substrat. Au contraire, dans le cas de forts débits dans un milieu
poreux, le liquide emprunte les trajectoires de plus faible résistance hydrodynamique. Le reste
du substrat poreux participe peu a I’élution.

Ces expériences d’élution de fluorescéine séchée sur papier sont réalisées dans différentes
géométries microfluidiques : des microcanaux droits symétriques / asymétriques autour de la
jonction avec le papier; une forme en V qui rejoint le diametre du disque de papier. Dans
toutes ces configurations, avec un débit faible (20 pL/min), aucune différence significative n’est
observée sur ’élution (figure 4.16).
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Figure 4.16 — Courbe d'élution selon la géométrie du microcanal.
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Profils d’élution dans les microcanaux

La mesure en fluorescence in situ donne acces a la répartition spatiale de la fluorescéine
dans le microcanal. Pour deux largeurs (200 et 800pum) de microcanaux symétriques, les profils
d’élution sont présentés en figure 4.17.
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Figure 4.17 — Profil d'intensité de fluorescence dans le microcanal pendant I'élution.

Dans le cas d’un microcanal étroit (200 pm) par rapport au diametre du disque de papier
(5 mm), le profil d'intensité de fluorescence est homogene dans la largeur du microcanal. Au
cours du temps, I’élution provoque une diminution de signal mais le profil reste plat. Dans le cas
d’un microcanal plus large, apres quelques secondes d’élution, il apparailt une zone de déplétion
au centre du microcanal : I'intensité de fluorescence décroit plus rapidement au centre que sur
les bords. Ce phénomene s’explique par le profil de vitesse parabolique dans un écoulement de
Poiseuille. L’élution est plus rapide au centre que sur les bords.

4.3.2 Analyse de composés élémentaires

Le couplage entre une puce microfluidique et 'TCP-OES permet une analyse en ligne en sortie
de microcanal. Cette configuration est utilisée pour quantifier I’élution de composés élémentaires
comme des métaux et des minéraux. Grace aux étapes de calibration préliminaire, le logiciel
de traitement des données spectrométriques renvoie directement la donnée de la concentration
de I’élément recherché dans I’échantillon, a 'instant de la mesure.

Elution de solutions de fer séchées

Des solutions ioniques de fer sont séchées pendant 3 jours sur des disques de papier (diametre
5 mm). L’élution est quantifiée par 'ICP-OES selon différents parametres comme la vitesse de
la pompe péristaltique ou la nature de la solution d’élution.

Elution quantitative L’étalonnage a permis de calibrer 5 longueurs d’onde caractéristiques
de I’élément fer. Lors d'une expérience d’élution, I'intensité de chacune de ces raies donne acces
a une mesure locale instantanée de la concentration de cet élément. La courbe d’élution obtenue
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en figure 4.18 est tres similaire aux mesures en fluorescence réalisées dans la section précédente.

Pour la suite des expériences, les concentrations calculées a partir de cinq raies spectrales sont

moyennées.
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Figure 4.18 — Courbe d'élution d'un échantillon séché de fer, suivant cinq longueurs d'onde caractéris-

tiques.

Les courbes d’élution d’échantillons de fer a différentes concentrations sont présentées en

figure 4.19. Deux représentations graphiques rendent compte de I'expérience : la concentration

locale en fonction du temps ou la quantité éluée en fonction du volume. Cette deuxieme confi-

guration a l'avantage de normaliser les données selon la quantité de matiere initialement séchée

sur le papier et selon le débit dans le microcanal.
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extrait 56% de la quantité de matiere initiale et induit un facteur de
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Courbes d'élutions, en concentration et en quantité de matiére éluée, d'échantillons séchés

de fer a différentes concentrations.

Parameétres d’intérét Expérimentalement, la cadence d’analyse est limitée a une mesure par

seconde, avec un temps d’intégration d’une seconde. Selon la vitesse de la pompe péristaltique,

cette cadence peut étre trop lente et ne pas permettre d’analyser 'intégralité de I'élution. Les
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courbes d’élution de fer séché sur papier Whatman pour deux vitesses de la pompe péristaltique
(1 et 10 tr/min) sont présentées en figure 4.20.
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Figure 4.20 — Courbes d'élution selon la vitesse de la pompe péristaltique.

Le maximum de la courbe d’élution en concentration croit avec le débit imposé. En revanche,
en termes de quantité de matiere éluée, seul un faible débit permet une élution efficace. Les tres
mauvaises performances obtenues a débit élevé s’expliquent par la combinaison de deux phéno-
menes. D'une part, la cadence de mesure ne suffit pas a mesurer 'intégralité du liquide qui sort
du microcanal. D’autre part, comme le montrent les mesures en fluorescence, les écoulements
rapides ne s’effectuent pas de maniere uniforme dans le papier.

Dans la littérature de la microfluidique papier, le support Whatman Grade 1 est le plus
utilisé. Pourtant, les prélevements sanguins séchés du nourrisson sont réalisés sur un papier
légerement différent : les cartes Guthrie (Whatman 903). Les courbes d’élution (figure 4.21)
montrent qu’aucune différence significative n’est observée dans le cas du fer.
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Figure 4.21 — Courbes d'élution selon la nature du papier et de la solution d'élution.

Les analyses élémentaires en ICP-OES sont généralement réalisées dans des solutions aqueuses
acidifiées (HNOj3 1%) pour favoriser la dissolution ionique des espeéces minérales et métalliques.
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L’élution de fer séché par une solution aqueuse acidifiée est plus efficace qu’avec une solution
d’élution neutre (figure 4.21).

Elution d’un mélange de composés

Analyse parallélisée de cinq éléments Un mélange de cinq composés minéraux et métal-
liques (calcium, fer, potassium, magnésium, sodium) est analysé de la méme maniere que les
solutions de fer.

Les courbes d’élution pour chaque composé sont obtenues a partir d'une moyenne sur les
mesures de deux raies caractéristiques. Les composants du mélange sont élués de maniere tres
similaire mais l'intégration quantitative révele des différences (figure 4.22). Certains éléments
comme le calcium et le fer sont mieux élués que le sodium et le magnésium.
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Figure 4.22 — Courbes d'élution pour chaque composant d'un mélange séché sur papier.

Une mesure d’élution est réalisée a partir d'un papier Whatman vierge. Il apparait dans les
courbes d’élution en figure 4.23 un bruit significatif de mesure spécifique a chaque élément :
tres important dans le cas du potassium, modéré pour le calcium et le sodium, tres négligeable
pour le magnésium et le fer. Une expérience réalisée avec la méme solution d’élution a travers
la puce microfluidique, mais sans papier, ne montre pas un tel niveau de bruit de fond. C’est
donc bien du papier que provient ce bruit de mesure.
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Figure 4.23 — Courbes d’élution a partir d'un papier vierge.
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La possibilité d’analyses quantitatives est étudiée par I’élution de différentes concentrations
de ce mélange séché sur papier. Les concentrations vont de 20 a 200 ppm pour chaque composé.
Chaque courbe d’élution peut étre caractérisée par la valeur maximale de la concentration d’élu-
tion ou par la quantité effective de matiere éluée (intégration de la courbe). Dans les deux cas,
chaque composé montre une relation linéaire entre le parametre d’analyse et la concentration
initiale déposée sur papier (figure 4.24).
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Figure 4.24 — Analyse quantitative de |I"élution par le maximum ou l'intégrale sous la courbe d’élution.

Quelle que soit la concentration initiale du mélange, les performances d’élution restent
proches de 40% de matiere éluée. Seul 1'élément calcium montre un écart a cette valeur : il
est mieux élué lorsqu’il est moins concentré.

Pertinence biologique Un examen sanguin peut inclure une mesure de la concentration des
ions dans le sang (ionogramme). Parmi les principaux constituants se trouvent le potassium, le
calcium, le magnésium, le sodium.

Le taux de sodium dans le sang (natrémie) normal est compris entre 3126 et 3287 ppm.
Un écart a cette gamme peut étre causé par une hyperhydratation, une déshydratation, une
insuffisance cardiaque, rénale ou hépatique.

La kaliémie (taux de potassium) est considérée normale entre 136 et 185 ppm. Une diminution
de ce taux est caractéristique de vomissements et diarrhées.

Le calcium est un élément déterminant dans la formation et la minéralisation des os. Les
valeurs standards de calcémie sont entre 85 et 105 ppm.

Le magnésium doit étre présent dans le sang a des concentrations entre 18 et 24 ppm.

Le fer dans 'organisme est un élément essentiel impliqué dans les fonctions de transport de
I'oxygene, lié & 'hémoglobine. Présent dans le sang en trés faibles quantités (entre 5 x 1072 et
15 x 1073 ppm), son dosage est rarement nécessaire. Le dosage de la transferrine (protéine de
transport) rend mieux compte des réserves en fer de 'organisme.

L’élution quantitative du mélange précédent est donc particulierement bien adaptée pour tous
les composés, excepté le fer. Les gammes de valeurs standards dans 1’organisme sont pertinentes
avec la limite de détection observée lors de 'élution. En figure 4.25, les valeurs standards de
I'ionogramme (en rouge) sont ajoutées aux courbes quantitatives caractérisant 1’élution.
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Figure 4.25 — Analyse quantitative de chaque composé
rouge).

et valeurs caractéristiques d'un ionogramme (en

Cas d’un sérum La méme calibration que celle utilisée pour 'analyse du mélange de cinq
composés, est utilisée pour mesurer la composition d'un sérum. Deux dilutions (facteurs 10 et
100) du sérum sont analysées en duplicat directement par 'TCP-OES, sans les étapes de séchage
sur papier puis d’élution dans la puce microfluidique. Les concentrations mesurées pour chaque
élément (calcium, fer, potassium, magnésium, sodium) sont corrigées par le facteur de dilution
et moyennées. Les résultats sont rassemblés dans le tableau présenté en figure 4.26, et comparés
aux valeurs biologiques normales.

Composé Ca Fe K Mg Na
Mesure par 'TCP-OES 12040 | 202402 | 330£43 | 27.3£1 | 5600 £58
(ppm)
Gammes de valeurs biologiques | . - 103 136- 185 18-24 | 3126 3287
(ppm)

Figure 4.26 — Comparaison des concentrations de chaque élément dans le sérum avec les valeurs normales

biologiques.

Globalement, chaque élément est présent dans le sérum a une concentration cohérente avec
la réalité biologique. En comparant les valeurs plus en détail, les mesures par 'ICP-OES sont
systématiquement plus élevées que les gammes de valeurs normales. Comme la composition du
sérum est inconnue, sans analyse complémentaire, il n’est pas possible de conclure si ces erreurs
sont dues au sérum ou a la calibration de I'ICP-OES.

Ce méme sérum est séché pendant trois jours sur papier Whatman. Son élution est mesurée
par 'TCP-OES aux mémes réglages que ceux utilisés pour le mélange de cinq composés. La
méme expérience est réalisée a partir d’'une dilution d'un facteur 10 de ce sérum. Les courbes
d’élution de ces deux configurations sont présentées en figure 4.27.
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Figure 4.27 — Courbes d'élution du sérum pur et dilué d'un facteur 10.

Pour le sérum pur, I’élution du sodium atteint des concentrations qui font saturer le détecteur
pendant toute la premiére minute. Pour les éléments calcium et potassium, les courbes d’élution
sont dans la bonne gamme de détection. Le fer et le magnésium restent a des concentrations
faibles, proches de la limite de détection.

Dans le cas du sérum dilué, toutes les courbes d’élution ont une valeur maximale et un temps
de décroissance caractéristique plus faibles que dans le cas du sérum pur. L’élution du sodium
n’atteint pas la limite de saturation de '[CP-OES mais les éléments fer et magnésium sont
quasiment indétectables.

L’intégration des courbes d’élution permet de calculer la quantité de matiere éluée pour
chaque élément. La figure 4.28 présente une courbe comparative de la quantité éluée (pour
chaque élément) en fonction de sa concentration initiale dans le sérum. Les données sont issues
de la courbe d’élution du sérum pur, sauf pour I’élément sodium pour lequel c’est 'intégration
de la courbe d’élution du sérum dilué 10 fois qui est utilisée et corrigée d’un facteur 10.
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Figure 4.28 — Analyse quantitative de la quantité de matiére éluée pour chaque élément en fonction de
leur concentration initiale dans le sérum.

La relation linéaire obtenue entre la quantité de matiere éluée et la concentration initiale dans
le sérum, illustre la fiabilité du dispositif pour la mesure de mélanges de composition inconnue.
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4.3.3 Application a I’élution de la 5-hCG

La protéine S-hCG est une hormone caractéristique de la grossesse chez les femmes. C’est
aussi un biomarqueur tumoral chez 'homme et elle est utilisée pour le dépistage du syndrome
de Down (trisomie 21) chez l'enfant. La caractérisation de l'élution est réalisée de manicre
discrete sur des volumes successifs de 20 pL (mesurés par immunoessais) et selon différentes
conditions expérimentales.

Parameétres d’intérét

La figure 4.29 présente les résultats d’élution de 5 pL. d’un sérum contenant la protéine 5-hCG
a une concentration de 84 500 ui/L, séché sur papier Whatman ou sur carte Guthrie. L’élution
est réalisée avec de 1’eau ou une solution tampon phosphate (PBS), a différents débits.
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Figure 4.29 — Elution de 8-hCG selon le débit, la nature de la solution d’élution et le type de papier.

Comme dans les cas précédents (fluorescence et analyse élémentaire), I’élution est beaucoup
plus efficace aux faibles débits qui limitent les effets de dilution. Toutes les expériences montrent
que les cartes Guthrie sont plus adaptées a la désorption des protéines : I’élution est moins
efficace avec le papier Whatman. Enfin, les différences d’élution avec 1’eau ou la solution tampon
ne sont pas significatives.

A partir des cartes Guthrie, I'influence d’un traitement de surface est observé (figure 4.30). Le
sérum est déposé directement sur le papier (cellulose) ou apres un pré-traitement a base d’ADN
ou de BSA. En parallele, deux configurations sont comparées : les 5 puL. de sérum sont séchés
sur un disque de papier (format confetti) ou sur une carte Guthrie qui est perforée dans un
second temps. Dans le premier format, I'intégralité de I’échantillon est contenue dans le disque
qui sera élué alors que dans le second format, la perforation sélectionne une partie seulement de
I’échantillon. L’élution donne donc de meilleurs résultats dans la configuration confetti puisque
I’échantillon y est plus concentré.

Expérimentalement, les traitements de surface utilisés pour faciliter la désorption ne sont pas
efficaces. Au contraire, I’échantillon est moins élué en présence d’ADN ou de BSA.
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Figure 4.30 — Elution de 3-hCG selon le format du papier et le traitement de surface.

Diagramme de performances

Dans ces expériences d’élution, les grandeurs d’intérét pour caractériser I’échantillon élué
sont la quantité de matiere effectivement remise en solution (relativement a la quantité initiale)
et sa concentration finale dans le microtube. Expérimentalement, ces grandeurs dépendent du
débit d’élution et du volume de solution nécessaire a 1'élution (qui est équivalent a la durée de
'expérience).

Un diagramme de phase est proposé en figure 4.31 et représente les performances d’élution
en termes de quantité éluée ou de concentration finale, en fonction des parametres de débit et
de volume d’élution.
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Figure 4.31 — Performances d'élution en termes de quantité éluée et de concentration finale selon les
paramétres expérimentaux.

Dans tous les cas, une élution a un faible débit est responsable d’une plus grande quantité
de matiere éluée tout en limitant la dilution. Afin d’éluer le plus quantitativement possible
I’échantillon séché, un grand volume d’élution est nécessaire. A I'inverse, pour obtenir un éluat
tres concentré, il faut limiter I’élution au pic initial dans un petit volume.

Dans le cas de la protéine 5-hCG, dans les meilleures conditions, 50% de 1’échantillon est
élué et la concentration dans le microtube finale est diluée d'un facteur 15 par rapport au dépot
initial.
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4.4 Ce qu’il faut retenir

Jonction papier-microcanal L’association du papier avec une puce microfluidique est réa-
lisée dans deux formats. La bandelette de papier insérée comme un nouveau dispositif d’entrée
de microsystéme impose une gestion des écoulements par la sortie. Le disque de papier peut
étre intégré a l'intérieur de n’importe quelle géométrie sans modifier les diagrammes de phase.
Une grande variété de fonctions microfluidiques sont compatibles avec ces jonctions papier-
microcanaux comme des écoulements monophasiques ou diphasiques et des mélanges avec des
réactifs.

Elution d’échantillons séchés Ces deux configurations peuvent étre utilisées pour libérer
progressivement, au sein de I’écoulement, un échantillon séché. Cette élution n’est pas constante
au cours du temps : elle prend toujours la forme d’un pic d’élution suivi d'une décroissance
exponentielle. L’élution de trois types d’échantillons a été étudiée par une méthode de détection
directe dans le microcanal (imagerie de fluorescence), par une analyse en ligne en sortie du
microsysteéme (analyse élémentaire) ou par une mesure discrete apres fragmentation du liquide
en sortie de puce microfluidique (immunoessais), comme présenté dans la figure 4.32.

Analyse in situ Analyse en ligne : Analyse discréce
Fluorescence Métaux - Minéraux Protéines
) <
Eﬁ - D )Sx J 1
6 Y4 EQ_

Figure 4.32 — Conditions de mesures de I'éluat selon le type de composé.

Dans tous les cas, un débit faible (de I'ordre de 5 pl./min) contribue a une élution maximale
de I’échantillon dans un petit volume de solvant. Les meilleures performances d’élution pour
chaque type de composé sont résumées dans la figure 4.33. Les quantités d’échantillon élué
varient de 45 a 80% et le facteur de dilution est au mieux de 10. Ces expériences réalisées en
quelques minutes donnent des résultats similaires a une élution passive de plusieurs heures en
plaque multipuits.

Applications Ce travail sur I’élution d’échantillons séchés s’inscrit dans une démarche de gé-
néralisation des prélevements sanguins du nourrisson. Applicable a I’ensemble de la population,
ce type de prélevements peut étre réalisé n'importe ou par le personnel médical ou le patient
lui-méme. La nature de ’échantillon biologique peut étre diversifiée (sang, salive, urine, sueur)
pour s’approcher de prélevements les moins invasifs possibles.

Compatible avec la microfluidique papier, I’élution d’échantillon séché peut étre réalisée dans
un second temps, en complément d’un test instantané. Les premieres informations de diagnostic



4.4. Ce qu’il faut retenir 129

Echantillon Quantité éluée Facteur de dilution
Fluorescéine 80 % Gt/ 10
Méraux eo Minéranx 15 % Gt /20
Protéine 50 % Ci /25

Figure 4.33 — Performances d'élution par type d'échantillon.

au chevet du patient sont confirmées et complétées par d’autres analyses de laboratoire apres
transport du dispositif papier. La technique d’élution par un microsysteme donne acces a un
ensemble de fonctions et d’attraits de la microfluidique : analyse en ligne directement dans la
puce, fragmentation de I’échantillon en gouttes, mélange avec des réactifs. Miniaturisation et
automatisation sont directement accessibles.

Dans une microfluidique indépendante de toute application médicale, le papier apporte de
nouvelles fonctionnalités. Des réactifs séchés sur papier sont plus faciles a manipuler et a conser-
ver. La puce microfluidique peut devenir préte a 'emploi en utilisant seulement de 1’eau pour
alimenter les microcanaux.
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A réalisation d’immunoessais sur bandelettes est un dispositif qui répond a tous les criteres
L pour un diagnostic au chevet du patient. La réduction du temps de traitement - délai
entre la décision d'un test biologique et la mise en place des actions découlant du résultat - est
vitale dans le cas d'urgences médicales. Par exemple, une douleur a la poitrine peut étre un
signe précurseur d’un infarctus du myocarde ou d’une angine de poitrine. Une détection de la
troponine dans le sang permet de lever 'ambiguité.

Il existe des dispositifs de diagnostic rapides commerciaux aux excellentes performances (li-
mite de détection de l'ordre de 10 pg/mL). Mais le prix des dispositifs portables de détection
(US$ 10 000) empéche leur utilisation a plus large échelle.

Le contrdle des écoulements dans le papier par les nouvelles techniques de fabrication doit
permettre de dépasser le format unidirectionnel des bandelettes. Un immunoessai colorimétrique
de la troponine est développé sur papier en adaptant les techniques de concentration décrites
dans le chapitre 3. L’objectif est de créer un dispositif de diagnostic tres sensible et utilisable
sans instrumentation.

Les expériences de détection de la troponine sur papier ont été réalisées a partir de réactifs
fournis par bioMérieux et font partie du travail de stage de Claire Albert.

5.1 Conditions expérimentales

5.1.1 Reéaction biologique

L’immunoessai mis en ceuvre sur le papier est un test ELISA dans le format sandwich (fi-
gure 5.1). La troponine est le biomarqueur recherché. Cet antigéne peut étre reconnu par deux
anticorps sur deux épitopes différents. Cette double reconnaissance permet la formation du
complexe anticorps-antigene-anticorps.

Le premier anticorps est adsorbé sur une surface de sorte a I'immobiliser sur le support. C’est
I’anticorps de capture. Le second anticorps n’est pas fixé et porte une fonction additionnelle
source d'un signal. Il s’agit de 'anticorps de détection.

Le principe des tests ELISA est d’amplifier le signal de I'anticorps de détection par une acti-
vité enzymatique. L’enzyme utilisée est la phosphatase alcaline (PAL) qui transforme le substrat
Western Blue Stabilized (BCIP-NBT) initialement soluble et transparent, en un produit bleu
précipitant. Elle est conjuguée a I'anticorps de détection.

L’apparition de la coloration bleue est caractéristique de 'activité de I'enzyme en présence
du substrat. Ce n’est pas un signal directement spécifique de la troponine. En effet, la rencontre
de I'anticorps de détection avec le substrat permet 'activité enzymatique, que la troponine soit
présente ou non. Le caractere spécifique lié a la troponine est obtenu si le signal bleu est localisé
sur les anticorps de capture.
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Signal spécifique Signal non-spécifique
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< Enzyme PAL D\\_‘_‘) D
i Anticorps de détection
; . (spécificue Troponine)
’ < Troponine
\‘/“: Anticorps de capture
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Figure 5.1 — Schéma du test ELISA pour la détection de troponine et spécificité du signal.

5.1.2 Dispositif papier

La géométrie de la puce papier est une variation a partir du motif de buse utilisé dans le
chapitre 3. A partir des mesures avec la fluorescéine, nous avons montré que ce dispositif permet
une amplification de signal d’un facteur 1000 par concentration d’un analyte en un point de
focalisation.

Pour réaliser I'immunoessai sur papier, la buse est modifiée de sorte a contenir deux zones
de dépots de goutte : 'une petite pour I’échantillon, 'autre grande pour le solvant, comme
le montre la figure 5.2. Le réservoir d’eau ainsi constitué assure le transport complet de tout
I’échantillon a travers la focalisation hydrodynamique sans nécessité de multiples dépots de
gouttes.

Echantillon 4 solvant
' Solvant

Focalisation . . N
Echantillon Focalisation

Extraction Extraction

pompe capillaire et évaporation pompe eapillaire el évaporation

Figure 5.2 — Variation de la géométrie de buse pour la réalisation de I'immunoessai.

Pour isoler I'écoulement de la paillasse, le papier est utilisé sur un support qui suréleve le
papier de quelques millimetres.

Plusieurs variations géométriques sont envisagées concernant la longueur et la largeur du
dispositif, le diametre des zones de dépot ou la présence de barrieres de surface autour des

zones de dépot.

5.1.3 Protocole

La préparation de la puce papier consiste a stocker les réactifs de I'immunoessai dans le
papier de sorte a la rendre fonctionnelle et préte a 'emploi. Des volumes contrélés d’anticorps
de détection couplés a I'enzyme (0,5 nL), d’anticorps de capture (0,5 ul) et de substrat (5 nl)
sont déposés a différents endroits de la géométrie papier. Ces dépoOts sont séchés a 1'étuve
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(Memmert 200) pendant 10 minutes a 50 ° C. Le papier est ainsi prét pour une expérience
ultérieure. Les résultats présentés dans ce chapitre ont été obtenus sur des papiers préparés
dans la méme demie-journée. La question de la conservation n’a pas été abordée a plus long
terme.

Lors de l'expérience, 5 pul. d’échantillon sont déposés dans le puits central. L’échantillon
est constitué de différentes dilutions de troponine dans des extraits de plasma humain. Apres
quelques secondes, 50 pul. d’eau millipore sont ajoutés dans le puits de solvant. La pompe
capillaire qui transporte les réactifs et I’échantillon ainsi que 'activité enzymatique nécessitent
un délai de 20 minutes avant détection. L’apparition de la couleur bleue de substrat est visualisée
directement a 1’ceil nu. Des photos prises avec un smartphone ou une caméra Pixelink et un
objectif macroscopique permettent une analyse d’image avec ImagelJ.

5.2 Réalisation d’un immunoessai sur papier pour la
détection de troponine

5.2.1 Description du principe de fonctionnement
En théorie

Le fonctionnement théorique de la puce microfluidique pour la détection de troponine sur
papier est présenté en figure 5.3.

Le substrat est stocké dans la zone de dépot de solvant, 'anticorps de détection dans la zone
de dépot échantillon, et 'anticorps de capture au niveau de la focalisation hydrodynamique.
Une fois secs, les réactifs sont conservés dans le papier jusqu’a utilisation du dispositif papier.
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Figure 5.3 — Localisation des réactifs dans la géométrie papier et réalisation de I'immunoessai.

L’ajout d’échantillon dans le puits central remet en solution les anticorps de détection conju-
gués a I'enzyme. Le complexe antigene-anticorps se forme si I’échantillon contient la troponine.
Le faible volume de ce dépot (5 pL) permet une réhydratation limitée : le liquide se répartit
dans le puits central et éventuellement dans le microcanal papier mais n’atteint pas le puits de
solvant ni 'extérieur de la focalisation.
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L’ajout d’eau dans le puits de solvant assure deux fonctions : d’une part le transport de
I’échantillon a travers la zone de focalisation contenant les anticorps de capture; d’autre part,
la réhydratation du substrat qui est alors aussi transporté par 1’écoulement. Ce second dépot
est réalisé dans la minute qui suit le premier dépot.

La pompe capillaire en sortie de focalisation hydrodynamique maintient un écoulement pour
faire circuler I’échantillon et tous les réactifs au-dessus du point de focalisation.

| SPECIFIQUE | |  NONSPECIFIQUE |
Principalement sur la > = > i:l}i.il-'fi'f.”]f.:\}',:’:1:1:"r la D> = [N
zone de dépot de — e e : ) .
Panticorps de capture. _f‘a" ‘ Ianticorps de détection. -,

4 Partiellement .
Lransportd,

Figure 5.4 — Origine et localisation des signaux spécifiques/non spécifiques de la présence de troponine.

La transformation du substrat par ’enzyme PAL est spécifique de la présence de troponine si
le signal est localisé au niveau des anticorps de capture. La simple rencontre de I’enzyme avec
le substrat produit un signal non spécifique qui est réparti sur la zone de dépot des anticorps de
détection et dans tout I’écoulement. Le caractere précipitant du substrat transformé I’empéche
d’étre transporté par I’écoulement. Cependant, le signal non spécifique peut étre responsable
d’un bruit de fond au-dessus des anticorps de capture, comme le montre la figure 5.4.

En pratique

Suivant le protocole expérimental décrit précédemment, des expériences de détection de la tro-
ponine sur papier sont réalisées avec des échantillons témoins négatifs et positifs (250 ng/mL).
Les écoulements initialement incolores révelent apres 20 minutes plusieurs zones colorées (fi-
gure 5.5).

t = 0 min t = 20 min
ot Troponine
Négatif 950 ng /mL

Figure 5.5 — Détection de troponine sur papier.
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Un bleu-violet intense apparait sur la zone de dépot des anticorps de détection - signal non
spécifique de la troponine - et au niveau de la focalisation hydrodynamique si I’échantillon est
positif.

Apres traitement d’image, une mesure de l'intensité de signal le long de ’écoulement per-
met de quantifier I'activité enzymatique. Au niveau des anticorps de capture, la présence de
troponine a une concentration de 250 ng/mL est bien responsable d’un signal spécifique qui se
dégage du niveau de bruit des signaux non spécifiques.

@ Troponine 250 ng/mL )
* Neégatif Spécifique
150

100

Intensité de signal (n.a.)

Non spécificque

0 5 10 13

Distance (mm)

Figure 5.6 — Mesure de I'intensité de signal le long du dispositif papier.

5.2.2 Syntheése des principaux résultats expérimentaux

Des expériences sont réalisées en variant des parametres expérimentaux tels que la quantité
et la position des réactifs, la géométrie des barrieres de cire, les conditions de séchage et d’hy-
grométrie. Les objectifs sont de comprendre les mécanismes essentiels pour la bonne réalisation
de 'immunoessai et d’atteindre une limite de détection a 1 ng/mL.

Parameétres d’intérét sur les réactifs

Pour un immunoessai performant les anticorps de capture doivent rester accrochés aux sur-
faces de fibres de cellulose. Si des greffages chimiques existent, ici seule 'adsorption physique
passive est utilisée. Augmenter la quantité d’anticorps de capture déposée devrait maximiser la
quantité d’anticorps fixés au point de focalisation.

Expérimentalement, la quantité d’anticorps de capture au point de focalisation est variée en
multipliant les dépots de 0,5 pl a partir de la méme solution concentrée (figure 5.7). La pré-
sence d'une grande quantité d’anticorps de capture nuit a I’écoulement a travers la focalisation
hydrodynamique. Un bouchon visqueux bloque 1’écoulement qui n’atteint plus l'extérieur du
microcanal papier.
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Anticorps
de capture 0,5 uL 0,5 L 5x05ul  10x 0,5 pL

Négatif Troponine 50 ng/mL

Figure 5.7 — Détection de la troponine sur papier (¢ = 50 ng/mL) avec différentes quantités d'anticorps
de capture (0,5 pL, 5 x 0,5 ul, 10 x 0,5 pL).

A Tinverse, les anticorps de détection doivent rester mobiles. Le signal non spécifique intense
dans la zone de dépdét montre qu’'une grande partie de ces anticorps sont adsorbés sur les
fibres de cellulose. Augmenter la quantité d’anticorps de détection doit permettre de saturer les
surfaces de cellulose et d’obtenir une plus grande quantité d’anticorps mobiles.

Plusieurs dépots de 0,5 ul. de la méme solution d’anticorps de détection sont réalisés dans
le puits central (figure 5.8). La détection d’une solution de troponine (¢ = 50 ng/mL) n’est pas
améliorée par de multiples dépots d’anticorps de détection. Au contraire, le bruit de fond non
spécifique augmente.

Anticorps
de détection 0.5 pL. 0.5 pL. 2x05pL 3x0.5 L

& \/

— Ll L - m 5 = 10 15

Négdtif rI‘].'OleliIle 50 llg/]-."-L Distinee (mm)

Intensité de signal {w.0.)

Figure 5.8 — Détection de la troponine sur papier (¢ = 50 ng/mL) avec différentes quantités d’anticorps
de détection (0,5 pL, 2 x 0,5 uL, 3 x 0,5 uL).

Dans le chapitre 3, nous avons mis en évidence deux contributions aux écoulements dans
le papier : I’étalement en surface et I'imbibition en volume. Afin de vérifier la part de ces
phénomeénes dans I'immunoessai sur papier, la position des dépots d’anticorps est variée sur le
recto et le verso de la feuille (figure 5.9). Le recto est défini comme la face du papier sur laquelle
sont déposés ’échantillon et 1'eau.

Dans toutes les configurations envisagées, il n’y a pas de différence significative dans la
détection de troponine (¢ = 100 ng/mL). Le transport des réactifs et la formation du complexe
anticorps-antigene-anticorps ont donc lieu majoritairement en volume dans le milieu poreux
plutot qu’en surface par étalement de goutte.
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Anticorps de Détection Anticorps de Détection
RECTO VERSO
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VERSO f =
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Figure 5.9 — Détection de la troponine sur papier (¢ = 100 ng/mL) selon la position des dépéts d’anticorps
sur le recto ou sur le verso de la puce papier.

Dépendance aux conditions extérieures

Les expériences de détection de troponine sur papier ont été réalisées a température ambiante
dans deux types de configuration : a 'air libre ou a l'intérieur d’une boite de Pétri. Dans le
premier cas, I’hygrométrie ambiante et la circulation d’air favorisent 1’évaporation. Dans le
second cas, les dépots de goutte de 5 et 50 pLL créent rapidement un environnement humide dans
la boite qui limite I’évaporation. Pour une méme durée d’expérience, I’écoulement se répartit
sur une plus grande surface en I'absence d’évaporation (figure 5.10). Le signal spécifique lié a
la troponine apparait également plus intense.

Hygrométrie Ambiante Boite fermdée 25()
Anbianie

& Boite fermée

ﬁ < Nibgatif
) A,

2000

100 3

Intensive de signal (n.a.)

Troponine 0 . )
100 ng/mL ¢ ] 10 15 20

Distance (mm)

Troponine
100 ng/mL

Négatif Négatif

Figure 5.10 — Détection de troponine sur papier (¢ = 100 ng/mL) selon I'hygrométrie ambiante.

Des feuillets plastique transparents et adhésifs sont souvent utilisés dans les dispositifs papier
pour isoler I’écoulement, protéger les réactifs, limiter I’évaporation. Mais la présence de ces
feuillets modifie 1’écoulement. Le suivi de I'avancée du front liquide avec ou sans feuillet est
présenté en figure 5.11.

L’écoulement beaucoup plus rapide en présence du feuillet n’est pas favorable a la détection de
troponine sur papier. La couleur bleue caractéristique de la transformation du substrat apparait
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faiblement. La concentration seuil de précipitation ne semble pas atteinte puisqu’une partie du
substrat transformé est transporté par ’écoulement. La distinction spécifique / non-spécifique
n’est donc pas possible dans ces conditions.
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Figure 5.11 — Influence d'un feuillet adhésif au verso du papier sur la détection de troponine et la vitesse
d’écoulement.

Influence de la géométrie

A partir de la géométrie présentée en figure 5.2, plusieurs variations sont envisagées pour
améliorer la détection de troponine sur papier (figure 5.12).

Avec un microcanal plus large, les pertes sur les bords sont limitées. En revanche, I'association
du microcanal avec la zone de dépot de goutte favorise 1’étalement en surface de I’échantillon.
Cet effet est défavorable a la détection puisque I'immunoessai a lieu plus dans le volume du
papier qu’en surface. Expérimentalement, il n’y a pas de différence significative dans la détection
de la troponine par rapport au format standard, que ce soit en termes de rapport signal / bruit
ou de limite de détection.

Standard Largeur du microcanal

G Troponine Troponine 5 Troponine Troponine
it 100 ng/mL 50 ng/mL Négnaif 100 ng/mL 50 ng/mL

Longueur du microcanal Diameétre de la zone de dépét d’échantillon

‘ . ) m "‘l

b

g Troponine Troponine x i Troponine Troponine
D ged 100 ng/mL 50 ng/mL L 100 ng/mL 50 ng/mL

Figure 5.12 — Variations géométriques pour la détection de troponine sur papier.
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Avec un microcanal plus long, 'objectif est de retenir le substrat transformé plus longtemps
afin de voir se former le précipité. Avec un échantillon de troponine concentré a 100 ng/mlL, le
signal spécifique reste bleu clair, peu contrasté et dispersé spatialement. Un microcanal long est
responsable d'un écoulement plus lent qui provoque, dans certains cas, un bouchon visqueux.

Des expériences réalisées avec une zone de dépdt d’échantillon plus grande ne donnent pas
non plus de meilleurs résultats.

Les effets d’une barriere de surface autour de la zone de dépot de solvant sont étudiés en
figure 5.13. Sans la barriere, ’eau s’écoule rapidement grace a 1’étalement en surface, ce qui
facilite le transport de I’échantillon vers la zone de focalisation. Avec la barriere, I'imbibition
d’eau dans le papier est plus favorable a la désorption du substrat séché. Expérimentalement,
le signal spécifique est plus intense lorsque 1’écoulement se fait en volume et non en surface.

Sans barriere de surface Avec barriere de surface

Intensivd de signal (wa.)

-

Troponine

100 ng/mL

Troponine

100 ng/mL

Négatif

Négatif

0 10 20 an

Disrance (mm)

Figure 5.13 — Influence de la présence d'une barriere de surface autour de la zone de dépét de solvant
pour la détection de troponine (¢ = 100 ng/mL).

Mesure de la limite de détection

L’immunoessai sur papier est réalisé pour des solutions échantillons de plasma humain conte-
nant différentes dilutions de troponine. Les concentrations en biomarqueur sont comprises entre
0.1 et 250 ng/mL. Les photos des expériences apres 20 minutes sont présentées en figure 5.14.
La révélation colorimétrique de la transformation du substrat par I'activité enzymatique per-
met une détection visuelle du signal spécifique jusqu’a une limite de détection de 50 ng/mL de
maniére certaine et 10 ng/mL pour un opérateur expert.

kit

= Troponine
Négatif }

Troponine

Troponine Troponine  Troponine Troponine

0.1 ng/mL 1 ng/mL 10 ng/mL 50 ng/mL 100 ng/mL 250 ng/mL

Figure 5.14 — Limite de détection de la troponine sur papier par analyse visuelle.
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Un traitement d’image des photos d’expérience consiste a mesurer l'intensité de signal le long
du dispositif papier a travers la zone de focalisation. L’intensité maximale du signal spécifique
est comparée selon la concentration en troponine (figure 5.15). Dans ces conditions, une limite
de détection plus basse est atteinte, soit 1 ng/mL.

i

—230 ng/mL
LM} ng/mL
10 —350 ng/mL

—10 ng/mlL

—1 ng/mL

Intensite de signal (na.)

—11,1 ng/mL

— Négatif

il 10 0 30

Distance {mm)

Concentration on froponine

Figure 5.15 — Limite de détection de la troponine sur papier par analyse d'image.
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5.3 Ce qu’il faut retenir

Immunoessais sur papier Le dispositif papier développé permet la réalisation d’un immu-
noessai pour la détection d’un biomarqueur cardiaque : la troponine (figure 5.16).

Comme dans le cas des tests bandelettes, les réactifs sont séchés et stockés dans le milieu
poreux jusqu’au moment du diagnostic. L’utilisation du dispositif papier reste tres simple et
consiste a déposer une goutte d’échantillon et une goutte d’eau. Les échantillons utilisés sont
des extraits de plasma humain qui peuvent étre obtenus par simple filtration de sang total.

Apres 20 minutes, la révélation colorimétrique du test permet une lecture visuelle du résultat.
Ce dispositif papier s’inscrit donc bien dans les criteres de diagnostic au chevet du patient avec
une instrumentation externe limitée. La fabrication méme de la puce papier est tres simple par
la technique d’impression de cire sur papier Whatman et le dépot de réactifs. La géométrie
proposée peut étre modifiée pour détecter en parallele plusieurs biomarqueurs d’intérét.

PREPARATION de la puce papier

Dessin munérique Ipression do motif Diffusion de la cire Dépat des réactifs Stockage des réactifs

Linin I i
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(' I —> —> Analyvse dimage

Figure 5.16 — Etapes de préparation et d'utilisation de la puce papier pour la détection de troponine.

Intérét diagnostique La pertinence d'un instrument de diagnostic releve des conditions
pratiques d’utilisation et de ses performances analytiques.

Par analyse visuelle, le dispositif papier peut s’utiliser sans aucune instrumentation. Cepen-
dant, la limite de détection atteinte sur papier (10 ng/mL) n’est pas suffisante et reste subjective
selon l'opérateur. Pour des biomarqueurs tres concentrés, le test peut étre acceptable. Dans le
cas de la troponine, I'objectif est un diagnostic aussi précoce que possible et donc une détection
aux concentrations faibles.

Par simple analyse d’image, réalisable avec un smartphone, il est possible d’abaisser cette
limite de détection d’un facteur 10. Avec cette instrumentation minimale, le critere de diagnostic
devient plus objectif, non soumis au jugement de l'opérateur.

Pourtant la réalisation d’immunoessais par la microfluidique papier n’est pas une innovation
de rupture par rapport aux tests bandelettes concurrents aux meilleures performances. Ceci
s’explique par des années de développement et d’optimisation : notamment le contrdle des
états de surface, la biochimie des matériaux, le stockage et la conservation des réactifs.
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N ciblant directement le génome du pathogene responsable d’une infection, les techniques
d’amplification et de détection des acides nucléiques permettent d’accéder a une fenétre de
diagnostic tres précoce. Cependant, les outils de diagnostic actuels restent chers et incompatibles
avec des infrastructures limitées. La combinaison des récents développements de la biologie
moléculaire avec la microfluidique papier ouvre la perspective de tests de diagnostic rapides,
au chevet du patient. Ils répondent a un vrai besoin notamment pour la détection précoce de
maladies infectieuses dans des conditions de désert médical.

La récente épidémie Ebola (2014-2015) qui a sévi en Afrique de 1’Ouest, est responsable de
plus de 11 000 déces dans les trois pays les plus touchés (Guinée, Liberia, Sierra Leone). Le
manque d’infrastructures médicales, notamment en régions rurales, a conduit les ONG & établir
des solutions temporaires pour diagnostiquer, isoler et soigner les personnes contaminées par le
virus. Dans ces conditions, le temps de traitement reste long : de plusieurs heures a une journée.

Ce chapitre rassemble les travaux visant au développement d’outils de diagnostic moléculaire
sur papier. Une premiere étude détaille les conditions de compatibilité des techniques d’am-
plification d’acides nucléiques avec le support papier. Les résultats sur ARN synthétique, en
laboratoire, sont complétés par des expériences en Guinée, a partir d’extraits ARN de patients
infectés par le virus Ebola. Enfin, des solutions de multiplexage sont proposées pour la détection
parallélisée de plusieurs cibles biologiques.

Ces expériences ont été réalisées grace a I'expertise de 'Institut Pasteur. Pierre Lafaye et
Béatrice Jacquelin, via la Task Force Fbola, ont contribué a tous les résultats de détection du
virus Ebola et A’"HIV. L’équipe de la CIBU (Cellule d’Intervention Biologique d’Urgence), avec
Camille Escadafal, Aurélia Kwasiborski, Jean-Claude Manuguerra et Jessica Vanhomwegen, a
développé les protocoles d’amplification LAMP et participé aux expériences de détection de la
Dengue. Anavaj Sakuntabhai, de ’équipe Génétique Fonctionnelle des Maladies Infectieuses,
a partagé son expertise sur la réaction RT-RPA, notamment pour le diagnostic de la Dengue.
Pierre Garneret, en stage pendant 6 mois au laboratoire, a réalisé les expériences d’analyses
RT-RPA multiplexées sur papier et contribué a la détection de I'amplification LAMP sans
intercalant.

La collaboration avec I'Institut Pasteur a rendu possible un voyage en Guinée, dans le Centre
de Traitement Ebola établi par la Croix Rouge francaise a Macenta. De nombreuses personnes
ont contribué au bon déroulement de ce déplacement, notamment pour les démarches adminis-
tratives (Florence Boulogne, Sylvain Baize, Katleen Victoir, Chloé Pelicier, Mialy Rabenoro),
la création de l'instrumentation transportable (MicroFactory et R&DVision) et notre prise
en charge en Guinée (la Croix Rouge frangaise). L’utilisation des échantillons a nécessité le
consentement des patients et 'accord du comité d’éthique guinéen (ref :99/CNERS/16).

Ces travaux d’amplification d’acides nucléiques sur papier ont fait 1’objet d'un dépot de
brevet : n ° 1551189, le 13 février 2015. Un article sur les expériences pour ’analyse d’échantillons
cliniques et comme illustration du multiplexage, est en cours de soumission.
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6.1 Conditions expérimentales

Les expériences de biologie moléculaire sur papier sont réalisées a partir de deux réactions
d’amplification isothermes d’acides nucléiques (LAMP et RT-RPA) dont les protocoles détaillés
sont présentés en annexe B. Cette section rassemble la description des réactions biologiques, des
primers et échantillons associés. Les échantillons utilisés sont des brins d’ADN ou ARN obte-
nus par extraction virale ou synthétisés en laboratoire. Les protocoles optimisés en microtubes
sont adaptés dans différentes puces papier, depuis les microzones individuelles jusqu’aux dis-
positifs multicouches. La description des géométries papier utilisées précede la présentation de
I'instrumentation nécessaire a la détection en fluorescence de I'amplification d’acides nucléiques.

6.1.1 Protocoles biologiques
LAMP : Loop-mediated isothermal amplification

L’amplification LAMP est réalisée en microtube a partir d’'un mélange réactionnel de 20 uL
dont la composition est disponible en annexe B. Cette préparation forme un master mix qui
peut étre lyophilisé et conservé a température ambiante a I’abri de la lumiere et de I’humidité.
Il suffit alors d’y ajouter de I'eau et 1’échantillon biologique.

La température optimale pour la réaction LAMP est de 65° C. Le volume réactionnel de
25 uL peut étre fractionné (V/2, V/4) pour les expériences sur papier.

L’ADN bactérien de Salmonelle est utilisé comme échantillon, en association avec un set de
six primers LAMP ciblant ce génome.

La détection de 'amplification est réalisée grace a des intercalants d’ADN, comme EvaGreen,
dont le signal de fluorescence est directement proportionnel a la quantité de matériel génétique.
Les propriétés de fluorescence de l'intercalant en présence d’ADN sont une longueur d’onde
d’excitation a 500 nm et une émission a 530 nm.

RT-RPA : Reverse Transcription - Recombinase Proteins Amplification

Réaction RT-RPA La technique RT-RPA est disponible sous la forme d’un kit commer-
cial dont I'exacte composition n’est pas accessible. Les étapes de préparation sont décrites en
annexe B.

La température optimale pour la RT-RPA est située entre 37 et 42 ° C. Le mélange réactionnel
et I’échantillon forment un volume final V d’environ 50 pL. Dans la suite des expériences, des
fractions de cette préparation seront utilisées (V/2, V/4, V/8).

Pendant les 20 a 30 minutes de réaction, le résultat de 'amplification est suivi par un signal
de fluorescence dii a une sonde TagMan : un petit brin d’acides nucléiques complémentaire
de la cible biologique associé a un fluorophore et a un désactivateur (ou quencher). En cas
d’amplification, la sonde se trouve dans une conformation de double-brin. Le travail d’une
enzyme exo-nucléase coupe alors la liaison entre le fluorophore et le quencher, ce qui leve
I'inhibition de la fluorescence.

Le fluorophore utilisé est la 6-carboxyfluorescéine (FAM). Les longueurs d’ondes maximales
des spectres d’excitation et d’émission sont respectivement 492 nm et 517 nm.
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Primers et échantillons Les expériences sont réalisées sur trois pathogenes cibles : Ebola,
HIV et Dengue. Pour chacun de ces virus, des séquences de primers RT-RPA sont disponibles
dans la littérature [162-164]. La figure 6.1 présente un tableau récapitulatif sur la taille de
chaque génome, le %GC, la référence de la publication des primers et la taille du brin amplifié.

ARN cible Logi;ltll;ltlllredu ele Pul)Il)i;:i:laltlieorl:5 des Long;;:;tll;iict}it(}. brin
Fhola (<) 18,96 kb 41.2 Giire 2014 168 bp

HIV-1 () 0.2 kb 125 Boyle 2013 141 bp

Denene (1) 10.7 kb 16.6 11 Wahed 2015 97 bp

Figure 6.1 — Tableau récapitulatif pour I'amplification RT-RPA d’extraits ARN pour HIV-1 et la Dengue :
longueur du génome, référence de la publication des primers, longueur du brin amplifié.

Les échantillons d’HIV et Dengue sont communément utilisés en laboratoire et obtenus par
culture de cellules infectées. Apres sept jours de culture, le surnageant contient le virus a forte
concentration. L’ARN viral est extrait a 1’aide du kit QTAAmp VIral RNA Mini Kit (Quiagen).
Les quantités d’ARN obtenues sont mesurées par RT-PCR quantitative par comparaison a un
standard dont les quantités sont connues grace au kit Biocentric.

Les expériences en Guinée, dans le Centre de Traitement Ebola (CTE) établi a Macenta
par la Croix Rouge Francaise, ont permis d’utiliser des extraits d’ARN de patients comme
échantillon. 11 s’agit donc d’ARN viral obtenu par extraction avec le kit Qiagen. Le statut
"positif' ou "négatif" de ces échantillons, vis a vis du virus Ebola, est défini par le résultat d’une
amplification RT-qPCR avec le kit Altona.

Dans le cas d’Ebola, 'acces difficile aux échantillons biologiques de patients nous a conduits
a réaliser les développements au laboratoire sur des brins d’ARN synthétiques. Ils sont obtenus
par modification génétique de bactéries E.Coli qui produisent 'ADN des régions d’intérét a
grande échelle. Le kit MEGAscript T7 permet la transcription en ARN. Les quantités obtenues
sont mesurées par densité optique. En pratique, la législation impose une limite a 500 paires de
base, sur la taille des brins synthétisés. Les caractéristiques des trois principaux ARN utilisés
sont résumées dans la figure 6.2 : position des régions cibles (selon I'alignement de 145 séquences,
déja publié [163]), longueur du brin, pourcentage GC.

Brin d’ARN synthétique Position du brin* Longueur du brin %GO
A =000 - 8 020 369 bp 45.6 %
B 16 897 — 17 205 385 bp 40.5 %
Rel. |Gire 2014 1 657 - 2080 432 bp 50T %
* Selon Ialignement des séquences proposé dans la référence Gire 2014

Figure 6.2 — Tableau récapitulatif des principaux brins d’ARN synthétiques utilisés : position dans le gé-
nome Ebola, longueur du brin et %GC
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Pour le virus Ebola, trois sets de primers sont utilisés dont un est issu de la référence [163]. La
figure 6.3 rassemble les séquences de chaque primer, ainsi que leur %GC et les caractéristiques
du brin amplifié. Le nom de chaque primer est directement associé au brin d’ARN synthétique

ciblé.

ARN Primers Brin amplifié
cible Forward aqae Reverse “GC Probe %GC | Position | Longueur | AGC
5CCTA CTC TAT 5 ANT TGT TGT Haal Bl BOG "\(‘(‘,[,lt_f\'\'[\'\“ ST
A | TTCATAAGAAGA | 355 | TCTACTGATCCA | 300 BLoTieir Aot 310 < 530 160 bp 36.6
CGACTTC AAC G5 EAA GTC TTA G-3 BRI e T LA A E8
T'TT TGO [3-phosphatel
YLOTA CTG AGT 5 TG ACT TCT s i —_—
B | ccactaTacAcT | 375 | TaacaaTasTer | 300 Lol Tel Ao Tl b 362 L 197 bp 350
CAG AAATAG TA-S CAATTT GOT-3' e T
Al A At L A ATT CEA TAA [3-phosphatel
AC AAT G COT O 5_CAT GAT GGA AGC TAC CGC
) o 1 by - _ GAATAC CAC AC [FAM- - 1775 ? .
Ref 0 CAT CAA | 500 | OTA AT CCA ATA 52| g ]31\]]\1(‘\.:3[;’;‘]‘ l';‘,.( (-f;]\(‘\'\\\ 511 l ('H,: 168 bp 515
A T e WA O VTt ¢ [LHEC AL CGG AL 3
CAT GAT GAT CC-3 GOA COA AGT C-3 Fetpnognenbaad,

Figure 6.3 — Tableau récapitulatif des principaux primers utilisés : ARN cible, séquence des primers, posi-
tion et longueur de I'amplicon.

Des expériences complémentaires ont été réalisées a partir de douze sets de primers ciblant
ARN A, quatre sets de primers ciblant ’ARN B, deux sets de primers ciblant un ARN C ad-
ditionnel, et quatre primers ciblant un ARN D additionnel. Seules les séquences des principaux
primers et ARN sont données. Quand non précisé, ce sont les primers A et ’ARN A qui sont
utilisés.

6.1.2 Dispositifs papier

L’amplification d’acides nucléiques dans le papier est d’abord réalisée dans des formats de
disques de papier, comme puits individuels analogues des microtubes. Des géométries plus com-
plexes sont proposées dans lesquelles I’écoulement par la pompe capillaire automatise plusieurs
réactions simultanées.

Puits individuels

Fabrication Les puits individuels (ou microzones papier) sont fabriqués par la technologie
d’impression de cire a partir d’'une imprimante Xerox ColorQube 8580. Les motifs en dessin vec-
toriel sont obtenus a partir du logiciel CleWin7 au format .cif avant d’étre exportés dans Adobe
Hlustrator CS3 au format .eps compatible avec I'impression. Une étape de cuisson (1min30 a
150 ° C) assure la diffusion de la cire dans toute I’épaisseur du papier.

Le matériau PDMS a également été utilisé pour définir les puits individuels. Le dépdt local
de PDMS liquide, non réticulé, est réalisé a I'aide d'une seringue, sur le papier directement posé
sur une plaque chauffante (10min a 90 ° C).

Les puces papier sont fabriquées a partir de différents supports : notamment le papier What-
man Chromatography grade 1, un papier filtre stérile en PolyEtherSulfone (PES), des cartes
FTA et DBS (Whatman 903), du papier en fibre de verre.

La géométrie des microzones papier est adaptée selon le champ d’observation de la caméra du
systeme de détection (figure 6.4). Dans le cas du dispositif expérimental de laboratoire, quatre
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puits de diametre variable (de 6 & 10mm) sont positionnés dans un carré de 2 cm de coté. Pour
I'instrumentation transportable, la caméra linéaire permet d’observer trois zones rectangulaires
espacées de 2 mm, de largeur 3 mm et de longueur variable (de 5 & 15 mm).

Instrumentation de Dispositif
laboratoire transportable
20mm 40mm
> >

00
Q0|

Cercles: 0 6.6 A 10 mm Rectangles: 3 mm x 5 a4 15 mm
Largeur du trait ; 1mm Espacement : 2 mm

WIL()g,
W)z,

Perforation : o hmm

Figure 6.4 — Géométries des microzones papier.

Des feuillets plastique (RT2RR Sigma Aldrich) adhésifs et transparents sont utilisés pour
fermer les dispositifs papier, empécher ’évaporation et les contaminations d’un puits a l'autre.
Un feuillet au verso du papier isole le contenu des puits individuels du dispositif chauffant. Sur
le recto, chaque puits est surmonté de trois feuillets perforés qui constituent un réservoir. Apres
ajout du mélange réactionnel et de I’échantillon, un feuillet additionnel non perforé ferme le

dispositif.

Réactions biologiques sur papier Dans une premiere équivalence microtube / papier, le
mélange réactionnel et I’échantillon biologique sont directement déposés dans chaque puits
individuel. Selon la taille de la zone de papier, seule une fraction du mélange réactionnel peut
étre utilisée.

Une puce papier préte a 'emploi est réalisée en stockant le mélange réactionnel dans chaque
microzone par lyophilisation (1h30 a -20 ° C). Le dispositif papier peut étre conservé a l’abri de
la lumiere et de I’humidité, a température ambiante, pendant plusieurs jours avant utilisation.
Il suffit alors de réhydrater chaque puits avec I’échantillon ou de l’eau, puis de chauffer a
la température optimale de la réaction biologique (LAMP ou RT-RPA). L’enregistrement du
signal de fluorescence permet de détecter 'amplification d’acides nucléiques.

Un outil de diagnostic doit contenir des contrdles internes garantissant son bon fonctionne-
ment. Pour cela, chaque test d'un échantillon (ST = Sample Test) est accompagné de deux
puits réactionnels réhydratés uniquement par de I’eau. Le premier ne contenant que des réactifs
lyophilisés est un controéle négatif (C-). Le second agit comme controle positif (C+) grace a un
échantillon positif mélangé aux réactifs lyophilisés. Le protocole de préparation et d’utilisation

des puces papier est décrit en figure 6.5.
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Figure 6.5 — Préparation et utilisation d'un dispositif papier pour I'amplification d'acides nucléiques.

Géométries multicouches pour le multiplexage

Fabrication Les dispositifs papier pour le multiplexage sont réalisées par la technique d’im-
pression de cire. Apres cuisson, le systeme est plié. Pour maintenir le contact entre les épaisseurs,
du scotch double-face est positionné manuellement sur la cire, autour des motifs blancs dans
lesquels se produit 1’écoulement. Enfin, le dispositif est pressé dans un étau.

Géométries Une premiere puce papier, présentée en figure 6.6, est constituée de quatre
épaisseurs de papier. La pompe capillaire répartit I’écoulement depuis une languette de papier
vers trois puits réactionnels : le test échantillon et les deux contrdles internes.

15mm
< >

Figure 6.6 — Géométrie pour la réhydratation de trois puits réactionnels : patron et vue éclatée.

La réalisation de trois tests de diagnostic simultanés a partir d'un méme échantillon requiert
neuf puits réactionnels : trois tests d’échantillon et six controles internes. Dans une géomé-
trie multicouches (figure 6.7), ces neuf puits sont répartis de maniere circulaire autour d’un
puits central dans lequel 1’échantillon peut étre déposé. Dans la deuxieme épaisseur de papier,
I’échantillon est distribué vers les trois puits de test échantillon. Toutes les épaisseurs de papier
inférieures sont utilisées pour répartir I’écoulement depuis des languettes de papier vers les
puits sur le dessus du dispositif. Deux languettes différentes sont nécessaires afin d’éviter toute
contamination en séparant completement les trajectoires fluidiques des controles et des tests
échantillon.

Dans l'idée de généraliser la géométrie précédente a un plus grand nombre de tests en pa-
rallele, la configuration circulaire n’est pas adaptée. Il faudrait réduire la taille des puits ré-
actionnels ou bien allonger les distances et former un plus grand cercle. La premiere solution
implique de nombreuses modifications des volumes et concentrations en réactifs, la deuxieme
ralentit considérablement 1’écoulement.
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20mm

Figure 6.7 — Géométrie circulaire pour la réhydratation de neufs puits réactionnels : patron et vue éclatée.

Une géométrie matricielle, en figure 6.8, est proposée pour rendre plus facile 'agrandissement
du dispositif vers un nombre plus important de tests. Les trois colonnes représentent les tests
échantillons, les controles négatifs et les controles positifs. Le nombre de lignes dépend du
nombre de tests. Les puits sont réhydratés par des languettes positionnées sur les bords. Ici
encore, les trajectoires fluidiques des tests échantillons et des contréles sont disjointes.

20mm

< 1 2

Figure 6.8 — Géométrie matricielle pour la réhydratation de douze puits réactionnels : patron et vue éclatée.

Lyophilisation des réactifs La fonctionnalisation des puces papier par le matériel biologique
consiste a lyophiliser les réactifs dans les puits individuels de la derniére épaisseur de papier.
L’ARN cible est également lyophilisé dans les puits correspondant aux controles positifs.

La configuration dépliée permet de stocker des contenus différents dans chaque puits sans
contamination croisée. A 1’état sec, le pliage du dispositif multicouche n’autorise toujours pas
de communication entre les puits. Enfin, I’hydratation unidirectionnelle depuis les languettes
vers |'épaisseur supérieure empéche le mélange des contenus de chaque puits.

Les controles internes sont réalisés a partir des mémes solutions de réactifs que ceux em-
ployés pour le test échantillon. Ils sont stockés sur le méme papier afin d’avoir un historique
de conservation identique (température, hygrométrie, durée, ...). Il serait encore plus pertinent
que les réactifs soient distribués vers les différents puits réactionnels seulement au moment de la
réhydratation. Des expériences ont été réalisées avec des colorants pour illustrer cette fonction.
En lyophilisant les réactifs dans une couche de papier proche de la languette, 1'idée est que
I’écoulement réhydrate et répartisse les réactifs vers les puits réactionnels. Mais les concentra-
tions importantes de tous les réactifs d’amplification ont rendu I’écoulement tres visqueux. Il
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faut alors un temps beaucoup plus important pour réhydrater I’ensemble de la puce papier et
des bouchons visqueux apparaissent et arrétent I’écoulement.

6.1.3 Instrumentation

Malgré les atouts du support papier, I'amplification d’acides nucléiques nécessite quelques
éléments d’instrumentation. Un dispositif chauffant est employé pour atteindre la température
de fonctionnement des enzymes (40 ° C pour la RT-RPA; 65 ° C pour la LAMP). Le résultat
d’amplification est détecté en fluorescence. Il faut donc une source de lumiere UV et une caméra.

Deux instrumentations sont utilisées pour les expériences sur papier. La premiere est une
installation classique de laboratoire alors que la deuxieme est une réalisation sur-mesure plus
compacte et transportable.

Au laboratoire

Spécifications techniques Bien que les amplifications isothermes fonctionnent a tempéra-
ture constante, le dispositif chauffant utilisé au laboratoire est un thermocycleur Peltier (MJ
Research - PTC 200). Le papier est observé grace a un macroscope Leica (Z16 APO) au gros-
sissement x0.57. La détection de fluorescence est réalisée avec une source de lumiere externe
(Leica EL 6000) et un filtre cube Leica L5. Des images sont enregistrées a une fréquence de
1 Hz par une caméra sensible (Hamamatsu EM-CCD C900-13) avec un temps d’exposition de
75 ms. Un générateur de délai (EG R&DVision) assure la synchronisation entre I'obturateur
(shutter) de la lampe UV et Pacquisition de la caméra de fagon a limiter les phénomeénes de
blanchiment de fluorescence.

D274+15 nm

Caméra T
Filtres % «J Miroir dichroique
M 1R0420 nT——" '\, 905 nm
acroscope o

It

Synchronisation

Lampe UV

Peltier ) o B
Dispositif chauffant

20 - 30 min

Figure 6.9 — Montage expérimental au laboratoire pour I'amplification et la détection d’'acides nucléiques
sur papier.

Les propriétés optiques du filtre cube Leica L5 sont compatibles avec tous les fluorophores
utilisés. Le filtre d’émission est centré a 480 nm avec une bande passante de + 20 nm. Le miroir
dichroique présente une longueur d’onde de coupure a 505 nm. Le filtre d’excitation est centré
a b27 nm avec une bande passante de + 15 nm.
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Traitement d’images L’analyse d’images est réalisée avec le logiciel ImageJ. Les courbes
d’amplification consistent en un suivi du signal de fluorescence au cours du temps pour chaque
puits réactionnel. Une normalisation des données est obtenue par soustraction de la premiere
image. Les fluctuations de signal dues aux conditions extérieures sont lissées avec une macro
ImageJ qui prend en compte une région de I'image censée rester constante.

Dans cette configuration, I'intégralité du champ de la caméra (2 cm x 2 cm) est observé et
enregistré. La mesure de chaque puits réactionnel est réalisée par une moyenne sur toute la
surface d’intérét. Mais les données brutes donnent aussi acces a des mesures locales.

En Guinée

Spécifications techniques Un dispositif sur-mesure a été développé conjointement par Mi-
croFactory et R&DVision. Il réalise les mémes fonctions de chauffage et détection de fluorescence
a partir d’'un équipement plus compact et transportable.

Deux LEDs bleues (Thorlabs M490L3) sont combinées & une premiere lentille (Thorlabs
ACL25416U-A), deux filtres (Thorlabs FES0500 et Thorlabs M4R97-16) et une deuxiéme len-
tille (Thorlabs LA1422-A) pour éclairer I’échantillon papier. Le signal de fluorescence émis est
collecté par une caméra linéaire (Thorlabs LC-100) & travers une premieére lentille (Thorlabs
ACL3026-A), un filtre dichroique FITC (Throlabs MD499), un filtre (Thorlabs FELH0500) et
une seconde lentille (Thorlabs ACL3026-A). Le papier est positionné via deux vis, sur un porte-
échantillon qui est chauffé par un élément chauffant (PTC DBK HP05), contrdlé par une platine
thermique (RS Components PT 1000 ohms) et une sonde de température (Carel IR33). A I'in-
térieur du boitier de controle de température, un circuit électronique synchronise I’allumage
des LEDs avec I'acquisition de la caméra linéaire. Un schéma détaillé de cette instrumentation
est présenté en figure 6.10.

Caméra linéaire
Filtre dichroique
LEDs 2 em

Porte-échantillon
Elément chauffant

Figure 6.10 — Schéma et photo de I'instrumentation optique pour un systéeme de détection transportable.

L’ensemble de ces éléments est fixé sur une plaque d’essais optique a l'intérieur d’une valise
(figure 6.11). Pendant le transport, la valise contient l'instrumentation, le boitier de controle
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de température et une multiprise. Pour réaliser une expérience, il faut sortir ces deux derniers
éléments et brancher I'instrumentation. Pendant I'expérience, le fait de fermer le couvercle de
la valise assure des conditions d’éclairage toujours identiques.

At =
A

ot

Transport Préparation Expérience

Figure 6.11 — Photos de la valise d'expérience qui contient tout le matériel pour I'instrumentation.

Traitement d’image La caméra linéaire enregistre le signal seulement sur une ligne de pixels.
Seule une fraction du dispositif papier est mesurée. Avant chaque expérience, un papier blanc
faisant office de référence est mesuré. Lors de I'expérience, les mesures sont renormalisées par
la référence de sorte a tenir compte de 1’éclairage inhomogene.

Une macro Excel réalise 'opération de normalisation des données : soustraction de la pre-
miere image et division par la référence. Les zones d’intérét de la puce papier sont détectées
automatiquement par la position du maximum d’intensité. La figure 6.12 présente les différentes
étapes de traitement des données.
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Figure 6.12 — Etapes du traitement de données pour la mesure de I'amplification sur papier par I'instru-
mentation transportable.

Comparaison des deux systemes de détection

Sept dispositifs papier sont préparés : trois (papiers 1 a 3) dans la géométrie compatible
avec le dispositif transportable (trois puits réactionnels rectangulaires), quatre (papiers A a
D) dans le format adapté a l'instrumentation de laboratoire (quatre puits circulaires). Des
expériences de RT-RPA en présence ou non de la cible ARN sont réalisées sur chaque papier.
La fluorescence émise par chaque puits réactionnel sur chaque papier est mesurée par les deux
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Figure 6.13 — Mesures de huit dispositifs papier par les deux instrumentations.

instrumentations. Apres normalisation des données, les résultats de détection sont comparés et
présentés en figure 6.13.

Dans le graphe comparant les mesures du dispositif transportable par rapport a la donnée
de I'instrumentation de laboratoire, le rassemblement des points expérimentaux sur la droite y
= x confirme la pertinence des mesures quel que soit le systeme de détection.

Outre la sensibilité des caméras et la puissance de I'éclairage UV, la différence fondamentale
entre les deux dispositifs est le champ de détection. L’instrumentation de laboratoire prend une
photo d'une région de 2 cm x 2 cm sur laquelle il est possible de faire des mesures locales ou
moyennées sur de plus grandes surfaces. Le dispositif transportable mesure une ligne de 2000
pixels. L’éclairage autorise une ligne de détection de 1250 pixels soit environ 13 mm.

La mesure des puits de réaction est moyennée dans le premier cas sur toute la surface de
papier, dans le second cas sur une ligne seulement. Si l'intensité de fluorescence est répar-
tie de maniere non homogene dans le dispositif papier, la détection peut étre problématique
(figure 6.14).

Instrumentation de Dispositif
laboratoire transportable

Moyenne globale ou locale Position de la ligne de détection

Figure 6.14 — Différentes configurations de mesures d'un signal inhomogeéne selon le systéme expérimental.

Avec l'instrumentation de laboratoire, c’est la taille et la position de la zone de mesure qui
vont déterminer la valeur de I'intensité de signal. La mesure par I'instrumentation transportable
dépend du positionnement vertical du papier sur le porte-échantillon.
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6.2 Reéalisation de amplification LAMP sur papier

La réaction LAMP est une technique d’amplification isotherme d’acides nucléiques extréme-
ment sensible. A la réplication exponentielle des brins d’ADN, il faut ajouter que la forme de
boucle des primers crée des produits de réaction de plus en plus longs. La quantité d’acides
nucléiques est donc tres importante et peut étre détectée par des intercalants d’ADN. Les ex-
périences de cette section sont réalisées sur un ADN modele de Salmonelle. Pour la détection
de virus a ARN, il faudrait ajouter une étape de transcription inverse.

Dans cette section, nous allons décrire la réaction LAMP en microtubes, comme le ferait un
biologiste, et comparer avec les résultats obtenus sur papier. L’importance de I’environnement
biochimique imposé est mise en évidence en variant les supports papier.

6.2.1 Caractérisation de la LAMP en microtube
Courbes d’amplification d’ADN

Une expérience de LAMP en microtube est réalisée avec 'instrumentation de laboratoire.
Deux tubes contenant le mélange réactionnel sont chauffés a 65° C et suivis en fluorescence
pendant 40 minutes. Un échantillon d’ADN de Salmonelle est ajouté dans I'un des microtubes
(figure 6.15). Apres 20 minutes de réaction, un fort signal de fluorescence se dégage du microtube
contenant 1’échantillon positif alors qu’il reste constant dans un cas négatif.
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Figure 6.15 — Réaction LAMP en microtubes dans le cas d’échantillons positif ou négatif.

Les courbes d’amplification montrent un régime initial de chute de la fluorescence initiale.
Cette transition est due au blanchiment thermique de la fluorescence de I'intercalant pendant la
montée en température du milieu réactionnel. Le dispositif expérimental n’est pas optimal pour
les réactions en microtubes. Le fond conique des microtubes est simplement posé sur I’élément
chauffant : la zone de contact n’est qu’une ligne. Il faut donc un certain temps de diffusion
pour que l'intégralité du microtube soit chauffé et un gradient de température persiste pendant
toute la réaction.
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Sensibilité et dépendance en température

La méme expérience d’amplification d’acides nucléiques par LAMP est réalisée en microtubes
pour différentes concentrations d’échantillons et en variant la température (figure 6.16).

A 65 ° C, la détection de trois échantillons d’ADN aux concentrations de 107, 10°, 103 copies/uL
est possible en moins de 30 minutes. Plus I’échantillon est concentré, plus I'amplification se pro-
duit rapidement.

A 55 ° C, 'amplification des échantillons d’ADN prend deux fois plus de temps et atteint des
intensités de signal de fluorescence quatre fois plus faibles. Il faut 40 minutes pour amplifier les
faibles concentrations d’ADN.

L’amplification d’ADN ne se produit quasiment pas dans les expériences a 45 ° C. Seul I’échan-
tillon le plus concentré émet un tres faible signal fluorescent apres 50 minutes de réaction.
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Figure 6.16 — Expériences de LAMP en microtubes a différentes températures et pour différentes concen-
trations d’ADN cible.

Les courbes présentées en figure 6.17 illustrent la dégradation importante des performances
d’amplification aux faibles températures. L’intensité de signal et le temps de détection sont
affectés par une diminution de 10 ° C par rapport a la température optimale.
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Figure 6.17 — Influence de la température sur l'intensité de signal et le temps de détection, pour I'ampli-
fication LAMP de différentes concentrations d’ADN cible.
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6.2.2 Etude de la compatibilité avec les matériaux des puces papier

Les techniques de biologie moléculaire sont sensibles a la présence d’inhibiteurs de réaction.
Les phénomenes d’inhibition peuvent agir a différents niveaux comme l'intégrité de ’échantillon
(détérioration du matériel génétique) ou l'activité enzymatique. Il est nécessaire de vérifier la
bonne compatibilité des matériaux utilisés pour la fabrication des puces papier avec 'amplifi-
cation LAMP.

Recherche d’inhibiteurs d’amplification

L’expérience consiste a réaliser la réaction en microtubes en présence des éléments a analy-
ser : le papier, les feuillets plastique, la cire, le PDMS. Chaque microtube contient le mélange
réactionnel de LAMP et un petit morceau (volume d’environ 10 mm?®) d’un des matériaux.
Pour chaque matériau, deux microtubes sont préparés : un témoin négatif et un contenant la

cible ADN.

Deux types de feuillets adhésifs plastique sont utilisés : Sigma Plastic Foil et RT2RR Plastic
Foil. Selon le fournisseur, ils sont compatibles avec les réactions PCR. Pour la LAMP en mi-
crotubes, la présence de ces feuillets retarde de quelques minutes le temps de détection mais
n’affecte pas l'intensité de signal (figure 6.18). Dans le cas du feuillet RT2RR, le signal est
méme plus fort.
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Figure 6.18 — Effets des feuillets plastiques sur la réaction LAMP en microtubes.

La compatibilité avec la LAMP est analysée pour deux composés constituant les barrieres
hydrophobes dans le papier : le PDMS et la cire (figure 6.19). Ce premier matériau polymere
allonge le temps de détection de quelques minutes sans inhiber I'intensité de signal. Cependant
leur fabrication manuelle est fastidieuse et non standardisée. Les zones de papier n’ont alors pas
toutes rigoureusement les mémes dimensions. En présence de cire, aucune amplification n’est
observée. La cire utilisée lors de I'impression des motifs sur le papier est un produit commercial
dont la composition n’est que partiellement connue.
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Figure 6.19 — Effets du PDMS et de la cire sur la réaction LAMP en microtubes.

Cette méme expérience d’amplification LAMP en microtubes est réalisée avec de la cire
imprimée et chauffée sur papier Whatman. Dans ces conditions, I'inhibition par la cire est
levée comme le montre la figure 6.20 : I'amplification est ici encore légerement retardée mais
garde son intensité. Le prétraitement thermique subi par la cire avant 'amplification permet
donc d’extraire une grande partie des solvants volatils responsables de l'inhibition. Dans la
situation précédente, la réaction a 65° C proche de la température de fusion de la cire suffit a
libérer ces composés dans le milieu réactionnel s’ils n’ont pas été extraits avant. Des incertitudes
apparaissent sur la biocompatibilité de la cire si elle est utilisée dans d’autres conditions qu’a
température ambiante ou son état solide la rend plus inerte.
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Figure 6.20 — Effets de la cire imprimée et chauffée, sur la réaction LAMP en microtubes.

L’amplification LAMP d’ADN en microtubes en présence de papier Whatman est analysée
et présentée en figure 6.21. Alors que les microtubes témoins positif et négatif donnent des
courbes d’amplification standards, la présence du papier donne des comportements différents.
En mesurant 'intensité de fluorescence dans le microtube dans le liquide a un endroit différent
du papier, 'amplification se produit bien dans le microtube positif : le papier n’inhibe pas
la réaction. Dans le microtube négatif, il apparait un signal non spécifique, qui augmente
linéairement au cours du temps. Lorsque cette mesure est réalisée sur le papier, l'intensité de
signal est 10 fois plus élevée qu’en 'absence de papier et est complétement non spécifique a



164 Chapitre 6. Application au diagnostic précoce de maladies infectieuses

la présence d’ADN. Ce phénomene s’explique par des interactions entre le support papier et
I'intercalant d’ADN responsable de la fluorescence.
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Figure 6.21 — Réaction LAMP en microtubes en présence d'un morceau de papier Whatman : mesures de
fluorescence dans le liquide et sur le papier.

Interactions papier-intercalant

La détection de 'amplification d’ADN est réalisée grace a I'intercalant commercial EvaGreen.
Cette espéce chimique est constituée de deux cycles aromatiques séparés par une chaine car-
bonée (un spacer). Dans une configuration repliée, la superposition des cycles aromatiques
désactive la fluorescence. En présence d’ADN, les cycles aromatiques s’inserent dans la double

hélice et I'intercalant se trouve dans une configuration dépliée dans laquelle la fluorescence n’est
plus inhibée (figure 6.22).

S#M;‘ MVWW

Molécule désactivée fluorescente Complexe EvaGreen — ADN

Figure 6.22 — Principe des interactions intercalant-ADN.

Les expériences en microtubes ont montré qu’en solution 1’équilibre entre les deux confor-
mations de l'intercalant est déplacé vers la forme repliée non fluorescente. L’augmentation du
matériel génétique lors de 'amplification déplace cet équilibre vers la forme dépliée fluorescente.
En présence de papier dans le microtube, I'intercalant au contact de la cellulose se trouve dans
la conformation dépliée (figure 6.23). Cette interaction non spécifique a ’ADN peut s’expliquer
par les possibles liaisons hydrogenes entre les fibres de cellulose et les fonctions amides de la
chaine carbonée de l'intercalant.
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Figure 6.23 — Forme de l'intercalant selon I'environnement : en solution, en présence d’ADN, dans le
papier.

Deux stratégies sont envisagées pour supprimer ces interactions non spécifiques entre le sup-
port papier et l'intercalant d’ADN : des traitements chimiques pour rendre inaccessible la
cellulose ou utiliser d’autres papiers. La figure 6.24 présente les résultats d’amplification d’un
échantillon négatif en présence de papier Whatman associés a différents traitements chimiques
ou d’autres supports papier.
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Figure 6.24 — Réaction LAMP en microtubes en présence de différents supports papier et de papiers
Whatman avec différents traitements de surface.

Les papiers Immunopore et nitrocellulose ainsi que le traitement du papier Whatman par la
BSA n’aident pas a réduire ce signal non spécifique. En saturant la cellulose du papier Whatman
avec une solution tampon ou de ’ADN, le signal de fluorescence est moins intense mais atteint
des valeurs supérieures a celles obtenues en fin d’amplification avec un échantillon positif.

Ces interactions papier-intercalant peuvent aussi étre mises en avant par le dépot sur papier
du contenu d’un microtube en fin de réaction LAMP. La figure 6.25 présente une image en
fluorescence de mélanges réactionnels LAMP en microtubes avec des échantillons négatif et
positif. Quelques microlitres de ces solutions sont pipetés sur différents supports papier et
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visualisés en fluorescence. Sur les papiers Whatman, DBS et PES, l'intensité de fluorescence
entre positif et négatif s’inverse : les microzones papier contenant le mélange réactionnel négatif
émettent un signal de fluorescence plus élevé que les puits positifs. Seul le papier FTA conserve
les propriétés de fluorescence des microtubes mais I’écart des intensités entre positif et négatif
est réduit.

Papier DBS

Papier Whatman

Microtube

Négatif  Positif Négatif  Positif
Papier FTA Membrane PES
Négatif  Positif . a .

Négatif  Positif Négatif  Positif

Figure 6.25 — Dépot sur différents papiers d'un mélange réactionnel LAMP aprés amplification pour des
échantillons positif et négatif.

Dans tous les cas, le caractere non spécifique de I'intercalant d’ADN est responsable d’inter-
actions avec le support papier et nuit a la détection de 'amplification.

6.2.3 Reéaction LAMP sur papier

Les expériences d’amplification LAMP sur papier consistent a déposer un mélange réaction-
nel fraichement préparé en microtube sur une microzone papier. Quatre puits circulaires sont
utilisés pour réaliser plusieurs amplifications en parallele selon la concentration en ADN de
I’échantillon ou des positifs et négatifs en duplicats (figure 6.26). La puce papier est scellée par
des feuillets plastique adhésifs pour limiter 1’évaporation. L’amplification est suivie en fluores-
cence pendant 30 minutes a 65 ° C. Les microzones sont fabriquées avec des barrieres en PDMS
pour s’affranchir de la question de la biocompatibilité de la cire. Deux substrats papier sont
comparés : le papier Whatman Chromatography grade 1 le plus utilisé dans la microfluidique
papier et le papier FTA qui, selon les expériences précédentes, interagit le moins avec l'inter-
calant d’ADN.

Dans le cas du papier Whatman, I'intensité de fluorescence croit quasi linéairement de maniere
non spécifique avant d’atteindre un plateau. S’il existe une variabilité des valeurs maximales
atteintes dans chaque microzone, il n’y aucune spécificité qui aide a la détection de 'amplifi-
cation.

Avec le papier FTA et différentes concentrations en ADN, apres 10 minutes d’émission de
fluorescence constante, tous les signaux présentent une intensité croissante au cours du temps.
L’écart entre les microzones négatives et celles contenant ’ADN cible laisse supposer qu’une
contribution a 'augmentation de signal est due a 'amplification.
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Figure 6.26 — Courbe d'amplification LAMP sur papier en fonction du support.

Effets de la température

Si I'analyse d’image donne la courbe d’amplification précédente, I'observation directe montre
des phénomenes d’évaporation-condensation dans le papier (figure 6.27).

Initialement le liquide est uniformément réparti dans le papier mais le chauffage a 65°C
pendant 30 minutes crée de nombreuses gouttelettes qui s’évaporent du papier puis se re-
condensent sur le feuillet plastique. Ces gouttes ne sont pas favorables a la réaction LAMP
dans le papier.

LAMP sur papier FTA

() min 30 min

Figure 6.27 — Observation en fluorescence des microzones papier avant et apres la réaction d’amplification.

D’abord, elles fractionnent le milieu réactionnel qui n’est alors plus homogene et bien dis-
tribué. Ensuite le séchage du papier et leur positionnement sur le feuillet plastique isolent
thermiquement les gouttelettes. Le chauffage a 65 ° C sous le papier diffuse mieux par un li-
quide qu’a travers une phase vapeur. Enfin, un papier sec est plus fluorescent qu’'un papier
humide : le liquide dans le milieu poreux atténue la différence d’indice et les multiples diffu-
sions. L’augmentation de signal observé pour des échantillons négatifs est donc due au séchage.
Dans le cas d’échantillons positifs, le signal d’amplification dans les gouttelettes s’additionne a
celui du séchage.
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Amplification sans intercalant

La détection du matériel amplifié peut étre réalisée post-expérience par migration électro-
phorétique sur gel d’agarose. Cette solution, sans intercalant, ne permet pas un suivi direct : le
milieu réactionnel est analysé apres amplification.

Des expériences en microtubes et sur papier sont réalisées en paralléle. Les microzones papier
sont de simples disques de papier sans barrieres, isolés entre deux feuillets adhésifs. Apres
30 minutes a 65 ° C, les papiers sont baignés individuellement dans une solution d’élution. Le
matériel élué et le contenu des microtubes témoins sont analysés par électrophorese sur gel
d’agarose comme le montre la figure 6.28.
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Figure 6.28 — Détection d'amplification d’ADN par électrophorése sur gel d'agarose.
T+ : Tube positif - T- : Tube négatif - P+ : Papier positif - P- Papier négatif.

Dans tous les cas, les expériences en microtubes n’ont pas fonctionné correctement : signal
important pour les positifs et négatifs, pas de bandes caractéristiques des différentes longueurs
d’amplicons.

Les papiers élués sont responsables de signaux intenses en forme de bandes et plus intenses
dans le cas des positifs que dans les négatifs. Il semble que I'amplification se produit bien
dans le papier mais qu’il existe d’importantes sources de contaminations. Celles-ci peuvent se
produire a différents moments de I'expérience : avant 'amplification lors du dépot des mélanges
réactionnels positifs et négatifs sur le papier, apres 'amplification lors de 1’élution des papiers,
au moment de la migration sur gel lors du dépot des solutions éluées.

Bilan de I’amplification LAMP sur papier Le transfert du protocole biologique de la
réaction d’amplification LAMP du microtube vers le papier a mis en évidence plusieurs limites
du papier. D’une part, la nature biochimique du support peut présenter des interactions non
spécifiques avec les outils de détection de 'amplification, comme les intercalants d’ADN. D’autre
part, la manipulation de petits volumes (10 a 20 nL) dans un milieu poreux est largement sujette
a l’évaporation.
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6.3 Détection d’ARN Ebola par RT-RPA sur papier

La détection d’une cible biologique par la réaction RT-RPA repose sur 'amplification d’ADN
apres une étape de transcription inverse qui transforme ’ARN de I’échantillon en ADN. L’ampli-
fication & basse température (40 ° C) limite I’évaporation et la détection par un sonde Tagman
(fluorophore désactivé lié a une séquence de primers) reste spécifique des acides nucléiques
ciblés.

Dans cette section, nous nous intéressons a cette réaction biologique RT-RPA pour I'ampli-
fication d’acides nucléiques sur papier. La stratégie reste la méme : des études préliminaires en
microtubes précedent les expériences sur papier. La bonne compatibilité de la RT-RPA avec
le papier nous a conduits jusqu’a la lyophilisation des réactifs qui sont ainsi stockés et préts a
I’emploi dans le dispositif de diagnostic.

6.3.1 Caractérisation de la RT-RPA en microtube
Courbes d’amplification d’ARN

La transcription inverse d’ARN en ADN et 'amplification d’ADN sont réalisées par le mé-
lange réactionnel RT-RPA en microtubes en 30 minutes a 40 ° C. L’instrumentation de labora-
toire permet de détecter le signal fluorescent de la sonde spécifique a 'amplification d’ADN.
Les primers utilisés ciblent une région du matériel génétique du virus Ebola. Les échantillons
utilisés sont de petits fragments synthétiques d’ARN Ebola (moins de 500 paires de bases).

Les courbes d’amplification en figure 6.29 montrent 1’évolution du signal fluorescent émis par
chaque microtube en fonction de la présence de I’échantillon d’ARN cible.
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Figure 6.29 — Réaction RT-RPA en microtubes dans le cas d’échantillons positif ou négatif.

Dans le microtube négatif, la fluorescence reste a un niveau inférieur a 0,2 u.a. alors qu’'une
augmentation importante de l'intensité de signal se développe des 5 minutes de réaction dans
le microtube positif.
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Sensibilité et dépendance en température

La sensibilité analytique de la réaction RT-RPA est estimée en microtubes en fonction de la
température. Les courbes d’amplification obtenues pour chaque température de réaction avec
une variété de concentrations en ARN cible sont présentées en figure 6.30.

A 40 et 50 ° C, les échantillons amplifiés donnent des intensités de signaux supérieures a 0,5
w.a. et la sensibilité analytique est de 10°copies/uL. A 30 ° C, la sensibilité a perdu deux décades
et les intensités de signaux sont au mieux de 'ordre de 0,4 u.a. Enfin a 20 ° C, seul ’échantillon
le plus concentré (10'copies/pL) est faiblement détecté.

: — 10 opics /il 50°C : ] —10"opics/pL 30°C : —10Mcopies /pl 20°C
ios /il L i ios /il

—10°
1w’
1

[IX3

0,6 0.6

Intoirsité do signal
Inrensité de signal
Intensité de signal (va.)
Intensité de signal (n.a

Yo IS, Y | 0
el rﬂ#ﬁ

0 10 20 500 1] 10 20 30 1] 10 20 30 0 10 20 30

Temps (min) Temps {min Temps (min) Temps [min

Figure 6.30 — Expériences de RT-RPA en microtubes a différentes températures et pour différentes concen-
trations d'ARN cible.

Dans la plupart des cas, le temps de détection est peu affecté par le changement de tempé-
rature : il reste inférieur a 10 minutes. C’est principalement la pente et la valeur maximale de
Iintensité de signal qui apparaissent comme des parametres d’intérét.

La figure 6.31 présente le bilan de I'influence de la température sur la réaction RT-RPA.
Pour chaque concentration, 'intensité maximale de la courbe est reportée en fonction de la
température de réaction. Comme prévu par le fournisseur, 40 ° C est la température optimale
pour une sensibilité et une intensité de signal maximales.
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Figure 6.31 — Influence de la température sur I'intensité de signal pour I'amplification RT-RPA de diffé-
rentes concentrations d’ARN cible.
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Recherche d’inhibiteurs d’amplification

La biocompatibilité des éléments utilisés pour fabriquer les puces papier est testée en micro-
tubes. Pour cela, un petit morceau (volume de I'ordre de 10 mm?) de chaque matériau est ajouté
dans des microtubes individuels contenant un mélange réactionnel et un échantillon positif ou

négatif. Les courbes d’amplification obtenues dans chacune des conditions sont présentées en
figure 6.32.
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Figure 6.32 — Amplifications RT-RPA en microtubes en présence des matériaux de fabrication des puces
papier.

L’amplification d'un échantillon d’ARN (¢ = 10%opies/uL) en présence de cire, de papier
Whatman et de feuillet plastique n’est pas significativement différente de I'amplification témoin
en microtubes en terme d’intensité de signal et de temps de détection. Dans les microtubes né-
gatifs, aucun signal non spécifique n’est détecté en présence des mémes matériaux.

Dans le cas de I'amplification LAMP, de nombreux éléments nuisent a son utilisation sur
papier comme l'inhibition par la cire, les interactions papier-intercalant et la température de
consigne source d’une évaporation importante. La RT-RPA ne présente jusque la aucune contre-
indication au développement d’une puce papier.

6.3.2 Reéaction RT-RPA sur papier

Les premieres expériences d’amplification par la RT-RPA sur papier consistent a déposer
un milieu réactionnel fraichement préparé dans des microzones papier avec barrieres de cire.
Apres ajout d'un échantillon positif ou négatif (ARN cible ou eau), les puits sont scellés par
des feuillets plastique. Les papiers sont chauffés a 40 ° C et une détection en fluorescence est
réalisée toutes les secondes. La courbe d’amplification ainsi que les images de début et fin de
réaction sont présentées en figure 6.33.

Stockage des réactifs

Afin de rendre la puce papier préte a 'emploi, des essais de séchage de réactifs de RT-RPA
dans le papier sont réalisés. Pour cela, des fractions V/2 du mélange réactionnel fraichement
préparé et sans échantillon sont déposées sur des microzones papier avec barrieres de cire. Ces
gouttes de 25 ul sechent sur papier dans une boite maintenue a 10 ° C sous un flux d’air sec.
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Figure 6.33 — Réaction RT-RPA sur papier avec des échantillons positifs (ARN synthétique a la concen-
tration 107 copies / uL

L’objectif est de maintenir les réactifs a une basse température pendant le séchage pour ne pas
dénaturer les enzymes d’amplification. Selon le diametre de la microzone papier (6,6 mm; 10
mm ; 13 mm), le temps de séchage est plus ou moins long (de 30 & 90 min).

Les papiers contenant les réactifs séchés sont alors conservés a -20° C pendant deux jours.
Chaque microzone est alors réhydratée par une goutte d’eau de 10 puL contenant ou non ’ARN
cible. Les résultats d’amplification pour chaque géométrie sont présentés en figure 6.34.
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Figure 6.34 — Intensité de signal finale aprés amplification d’ARN Ebola sur papier a partir de réactifs
RT-RPA séchés sur des microzones de différents diamétres.

Pour la plus petite microzone, aucune amplification n’est observée avec I’échantillon positif.
Avec les plus grandes microzones, 'amplification d’un échantillon d’ARN est détectée. Cette
expérience montre que plus le temps de séchage des réactifs est long, moins ils sont fonctionnels.

La lyophilisation est une technique de conservation qui préserve mieux les propriétés et struc-
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tures tridimensionnelles des composés séchés. Le principe est de solidifier a -20 ° C le mélange
réactionnel, puis de sublimer le solvant a basse pression.

Dans l'expérience suivante (figure 6.35), les réactifs de RT-RPA sont lyophilisés sur des mi-
crozones papier. Apres deux jours de conservation dans différentes conditions (a température
ambiante, au réfrigérateur, au congélateur), chaque puits est réhydraté par 10 puL. d’eau conte-
nant ou non 'ARN cible.
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Figure 6.35 — Résultats d’amplification d'échantillons positif et négatif a partir de réactifs RT-RPA lyo-
philisés sur microzones papier et conservés dans différentes conditions de température.

Les résultats d’amplification sont du méme ordre de grandeur que ceux obtenus en micro-
tubes, sans stockage des réactifs. L’écart de signaux le plus grand entre positif et négatif est
obtenu pour la puce papier conservée a température ambiante. Il est donc possible de stocker
les réactifs de RT-RPA dans le papier sans précautions particulieres.

Le principe de lyophilisation des réactifs sur papier peut étre appliqué a tout le mélange
réactionnel ou bien a une partie seulement. Dans cette seconde configuration, les composés
non lyophilisés sont utilisés pour la réhydratation des microzones papier lors de 'amplification
(figure 6.36). L’ajout ultérieur de solution tampon ou d’acétate de magnésium empéche toute
amplification. Il n’y a donc aucun intérét a fragmenter le mélange réactionnel.
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Figure 6.36 — Amplification RT-RPA sur papier selon la nature du composé non lyophilisé.



174 Chapitre 6. Application au diagnostic précoce de maladies infectieuses

Réhydratation des réactifs

La concentration finale dans chaque microzone dépend de la quantité de réactifs lyophilisés
et du volume utilisé pour la réhydratation. Par le confinement imposé, la taille de la microzone
a aussi une influence.

Différentes fractions du mélange réactionnel RT-RPA sont lyophilisées sur des microzones de
diametre 10 et 6,6 mm. Les microzones les plus grandes sont réhydratées avec un volume de
15 uL et les plus petites par 10 uL. Dans ces conditions, 'amplification d'un échantillon positif
est comparée au signal émis par un test négatif (figure 6.37).

: O Négaeif B Posicif
= 1R
Z 06
‘"
] 0.4
£ 02 l
o L n
lomm 10mm 10mm 6.6mm 6.6mm 6.6mm
VooV/2 Vi V2 Vi Vs
Taille de la microzone et quantité de réactifs

Figure 6.37 — Amplification selon la quantité de réactifs lyophilisés et le diamétre de la microzone.

Les meilleurs résultats d’amplification sont obtenus avec une fraction V/2 de réactifs sur les
microzones de diametre 10 mm et avec une fraction V/4 de réactifs pour les microzones de
diametre 6,6 mm.

Dans chaque microzone de diametre 6,6 mm, une fraction V/4 de réactifs est lyophilisée. Les
courbes présentées en figure 6.38 font la syntheése des résultats d’amplification pour différentes
concentrations en ARN cible et selon le volume de réhydratation des réactifs. Il existe un volume
optimal de réhydratation - 7,5 puL - qui maximise la détection des échantillons.
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Figure 6.38 — Sensibilité de détection par RT-RPA sur papier en fonction du volume de réhydratation des
réactifs lyophilisés.
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Dans la géométrie rectangulaire, compatible avec le dispositif de détection transportable,
un volume V/4 de réactifs est lyophilisé. L’amplification d’échantillons positifs est mesurée
globalement sur toute la microzone papier ou localement au niveau de la zone de dépdt de
goutte (figure 6.39). Dans les microzones les plus grandes, la répartition spatiale du signal
d’amplification est plus inhomogene que dans les petites microzones.
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Figure 6.39 — Amplification RT-RPA sur microzones rectangulaires de différentes longueurs, a partir de
réactifs V /4. Mesures globales sur toute la microzone ou locales au niveau du dépét de
goutte.

Ceci s’explique par les deux contributions au signal total : le liquide dans le papier et I'exces
de liquide en surface du papier localisé seulement sur la zone de dépdt de goutte. Alors que le
papier a une épaisseur de 180 pum, les trois feuillets plastique perforés constituent un réservoir
de liquide d’une hauteur de 300 wm. La réaction détectée est donc principalement celle dans la
goutte, sur le papier.

Sensibilité et conservation

La méme réaction d’amplification d’ARN Ebola a été réalisée en microtubes et sur papier
(géométrie circulaire de diametre 10 mm) a partir de fractions V/2 de réactifs. Les papiers
contenant le mélange réactionnel lyophilisé ont été préparés 2, 6 ou 30 jours avant I'expérience
et conservés a température ambiante, emballés avec du desséchant a 1’abri de la lumiere et
de '’humidité. Plusieurs concentrations d’ARN ont été utilisées afin d’estimer la sensibilité du
dispositif papier. Les résultats d’amplification sont présentés en figure 6.40.

En microtubes la sensibilité de la réaction RT-RPA atteint 10° copies/uL. Sur papier, la
fluorescence intrinseque cause un bruit de fond plus important sur tous les échantillons et limite
la détection a une concentration de 107 copies/uL. Un papier préparé un mois a l'avance est
toujours fonctionnel mais la dégradation des réactifs ne permet la détection que des échantillons
les plus concentrés (109 copies/pL.).
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Figure 6.40 — Sensibilité de détection et conservation des réactifs lyophilisés sur papier.

Choix des primers

L’amplification RT-RPA de la séquence A d’ARN synthétique Ebola est réalisée sur papier
avec 12 types de primers. Les réactifs sont lyophilisés dans la géométrie de microzones rectan-
gulaires, compatibles avec 'instrumentation transportable. Deux concentrations en ARN sont
analysées (107 et 105copies/uL) ainsi qu'un controle négatif. Les intensités de signal aprés 20
minutes de réaction sont rassemblées en figure 6.41.

Le primer A3 est celui qui donne I'intensité de signal la plus élevée pour I’échantillon d’ARN a
la concentration 107copies/uL mais le rapport signal & bruit de 1,3 reste faible pour 1'échantillon
plus dilué. Des résultats similaires sont obtenus pour les primers Al, A8 et All.

Seul le primer A atteint un rapport signal & bruit de 2,5 pour la concentration a 10°copies/pL
et une intensité de signal élevée (supérieure a 0,6) pour ’échantillon plus concentré.
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Figure 6.41 — Amplification RT-RPA sur papier par différents primers ciblant 'ARN A.
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La méme expérience est réalisée avec des primers ciblant les séquences B, C ou D d’ARN
synthétiques. La figure 6.42 présente les résultats d’amplification pour deux échantillons d’ARN
(107 et 10°copies/uL) et un témoin négatif.

Pour ’'ARN B, l'intensité de signal la plus élevée est obtenue avec le primer B pour 1’échan-
tillon le plus concentré. La concentration d’ARN & 105copies/uL est obtenue avec un modeste
rapport signal a bruit de 1,2. Ce méme échantillon est plus facilement détecté avec les primers
B2 qui pourtant ne permettent pas I’amplification des plus grandes concentrations d’ARN. Les
tres faibles niveaux de fluorescence émis avec les primers B3 rendent difficile leur détection.
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Figure 6.42 — Amplification RT-RPA sur papier par différents primers ciblant les ARN B, C ou D.

L’échantillon C a la concentration 107copies/uL est plus facilement détecté avec les primers
C1 mais la plus faible concentration n’est pas amplifiée. Les primers C sont donc plus appropriés
pour les applications diagnostiques.

Quels que soient les primers, 'amplification de 1’échantillon D n’est pas observée.

Les primers A, B, C et D ciblent des régions disjointes du génome du virus Ebola. Avec les
brins d’ARN synthétiques, il n’est pas possible de prédire lequel aura une meilleure affinité avec
I’ARN viral.

Outils de diagnostic

Avec la conservation des réactifs de RT-RPA séchés dans le papier, la biologie moléculaire se
rapproche d’un outil de diagnostic de terrain. Deux fonctions essentielles doivent étre analysées
pour compléter ce test : des controles internes assurant le bon fonctionnement du dispositif et
la préparation d’échantillons.

Controdles internes et tests échantillons Pour chaque test d'un échantillon inconnu, il
faut s’assurer que les réactifs sont bien fonctionnels et qu’aucune source de contamination n’a
pollué le papier. Pour cela, chaque expérience est complétée par deux contrdles internes : I'un
positif, 'autre négatif.



178 Chapitre 6. Application au diagnostic précoce de maladies infectieuses

Le contrdle négatif est la simple réhydratation des réactifs par de 'eau. Le controle positif
consiste a vérifier que les réactifs donnent bien un signal d’amplification en présence d’ARN
cible. Pour cela, un échantillon d’ARN est lyophilisé en méme temps que les réactifs dans I'une
des microzones. En figure 6.43, les courbes d’amplification montrent bien que la réaction RT-
RPA se produit de la méme fagon, que I’échantillon d’ARN soit lyophilisé avec les réactifs ou
non.
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Figure 6.43 — Courbe d’amplification sur papier a partir de réactifs RT-RPA lyophilisés, en présence d'une
solution liquide d'’ARN ou d’ARN lyophilisé sur papier.

Pour chaque test d’échantillon inconnu, une puce papier contenant des réactifs RT-RPA
lyophilisés dans trois microzones est nécessaire. L'une des microzones contient également I’ARN
cible de contréle. Le test biologique consiste a réhydrater les deux microzones de controle par
I'eau et la troisieme microzone par 1’échantillon biologique. L’amplification se produit alors a
40 ° C et est suivie en fluorescence.

Nature et préparation de I’échantillon biologique Jusqu’a présent les échantillons uti-
lisés sont des fragments synthétiques d’ARN. La cible du virus Ebola rend difficile 'acces a des
échantillons de patients. A partir de sang total, la préparation d’échantillon nécessite la lyse
du virus pour libérer les ARN viraux suivie d'une étape de purification qui consiste a isoler le
matériel génétique.

Dans un premier temps, la robustesse de la réaction RT-RPA vis a vis des inhibiteurs biolo-
giques est étudiée. La figure 6.44 présente les résultats d’amplification d’ARN synthétiques en
présence de différentes dilutions de sérum humain.

Par rapport a une référence d’ARN dilué dans 'eau, plus la proportion de sérum est im-
portante, plus la réaction est inhibée. Un mélange a 50% eau-sérum suffit a empécher toute
amplification. Avec un sérum plus dilué, il est possible de lever partiellement 1'inhibition pour
rendre possible la détection.
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Figure 6.44 — Inhibition de I'amplification RT-RPA d'ARN en présence de différentes dilutions de sérum.

Compte tenu des précautions extrémes nécessaires lors de la manipulation du virus Ebola, il
n’a évidemment pas été possible d’étudier la lyse du virus et les étapes de préparation d’échan-
tillon sur papier. Cependant, pour se rapprocher de la réalité biologique, les ARN synthétiques
ont été remplacés par des ARN viraux extraits de patients guinéens infectés par le virus Ebola.

6.3.3 Expériences sur des échantillons cliniques en Guinée

Pour faire face a I’épidémie du virus Ebola en Guinée, les Croix Rouges Frangaise et Gui-
néenne ont mis en place des Centres de Traitement Ebola (CTE) sur I’ensemble du territoire
guinéen. Ces CTE constituent un lieu de diagnostic et de traitement des patients. Des équipes
sont également chargées de missions de prévention pour casser la chaine de propagation du
virus et proposent un accompagnement psychologique des familles de malades. Des détails sur
I'organisation et les différents services d’'un CTE sont présentés en annexe C.

Au sein du CTE, un laboratoire de diagnostic est géré par les équipes de I'Institut Pasteur.
Au cours de I’épidémie, ’ARN viral extrait des échantillons biologiques de patients infectés ou
non par le virus Ebola, a été conservé a -20° C. Ce sont ces précieux échantillons que nous
avons utilisés pour caractériser les performances de diagnostic de notre dispositif de RT-RPA
sur papier, avec le consentement des patients et I’accord du comité d’éthique guinéen. L’analyse
des résultats expérimentaux fait appel a des notions définies en annexe A

Conditions d’expériences

Le systéme de détection transportable impose la géométrie rectangulaire des microzones pa-
pier. Les résultats expérimentaux obtenus au laboratoire sur ARN synthétique orientent le
choix du format de microzones de longueur 5 mm. Une fraction V/4 du mélange réactionnel est
lyophilisée dans chaque microzone. Un volume de 2,5 ul. d’ARN synthétique a la concentration
107copies/uL est lyophilisé dans I'une des microzones, c’est le controle positif. Cette concen-
tration est volontairement placée a la limite de détection pour s’assurer du bon fonctionnement
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des réactifs. Sur chaque papier, le controle négatif est positionné entre le controle positif et le
test échantillon.

Si en laboratoire c¢’est le primer A qui a présenté les meilleures performances, il est difficile
d’extrapoler pour I’ARN viral les résultats obtenus sur ARN synthétiques. Un lot d’une centaine
de papiers est préparé pour chaque type de primers : A, Al, B et Ref.

Les papiers préts a I’emploi sont conditionnés individuellement dans du papier aluminium,
puis par groupes de dix dans des sachets hermétiquement scellés et contenant du desséchant. A
I’abri de la lumiere et de 'humidité, ils sont transportés en Guinée, jusqu’a Macenta par avion
puis par la route pendant la saison des pluies. Ils sont par la suite stockés dans le laboratoire
climatisé du CTE. Un délai d’un mois est atteint entre la préparation des papiers et les premieres
expériences en Guinée.

Les expériences ont été réalisées sur une sélection de 34 échantillons positifs et 16 échantillons
négatifs. Des expériences complémentaires a posteriori, en France, sur 18 échantillons de patients
sains, ont permis d’atteindre un total de 68 échantillons. Les échantillons positifs ont été choisis
de maniere a représenter une large gamme de concentration a partir de la donnée du résultat
de qRT-PCR. Contrairement a ce qui est préconisé pour I’évaluation des tests diagnostiques, il
n’a pas été possible de faire les expériences a l'aveugle.

Résultats expérimentaux

Pour chaque expérience, 'instrumentation transportable donne acces aux courbes d’amplifi-
cation des trois microzones : le test de 1’échantillon et les contréles positifs et négatifs. Deux
exemples de résultats expérimentaux sont présentés en figure 6.45 dans le cas d’échantillons de
patient sain et de patient infecté par le virus Ebola.
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Figure 6.45 — Courbes d'amplification RT-RPA sur papier obtenues sur les échantillons guinéens dans le
cas de patients sains ou infectés par le virus Ebola, et contrbles associés.

Dans les deux cas, la fluorescence émise par les controles correspond bien a leur statut positif
ou négatif. [’échantillon de patient reste a un niveau stable lorsqu’il est négatif et augmente
presque linéairement au cours du temps s’il est positif.

L’amplification d’un échantillon positif est réalisée sur plusieurs papiers préparés avec des mé-
langes réactionnels contenant les différents primers. Les résultats d’amplification sont résumés
en figure 6.46.
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Figure 6.46 — Résultats d'amplification RT-RPA sur papier, pour des échantillons guinéens selon la sé-
quence des primers.

Pour I’échantillon 1, les courbes d’amplification atteignent des intensités de signal équiva-
lentes pour les primers A et B comparées a la Référence déja publiée. Avec les primers Al,
le controle négatif est anormalement élevé. La méme expérience est réalisée sur un deuxieme
échantillon pour affiner la sélection entre les primers A et B. Les faibles niveaux de fluorescence
mesurés avec les primers B nous orientent vers le choix des primers A.

Analyse statistique

Critére d’analyse Pour chaque courbe d’amplification, une moyenne glissante de la pente
est calculée sur des intervalles de 5 minutes, de 10 a 20 minutes.

Résultats sur les contrdles internes Le statut positif ou négatif des contrdles est défini
par la présence ou I'absence d’ARN lyophilisé dans la microzone. En parallele, le critere de
pente permet de classer les résultats obtenus sur papier entre positifs et négatifs selon une
valeur seuil. Selon la valeur choisie pour ce seuil, le nombre de controles correctement identifiés
varie. Il existe donc une valeur seuil optimale qui permet d’identifier au mieux les controles
positifs et négatifs (figure 6.47), c’est I'index de Youden. Malgré le fait que tous les contrdles
positifs contiennent la méme quantité d’ARN cible, les courbes d’amplification donnent lieu a
une grande variété de pentes. Les contrdles négatifs sont mieux rassemblés autour d’une valeur
de pente nulle.

Pour un seuil positionné a 0,5 u.a., 83,1% des controles sont considérés comme fonctionnels.
Douze controles positifs et onze controles négatifs sont mal identifiés pour cette valeur de seuil.
Dans aucun des cas ces erreurs ne sont réunies au sein d’'un méme papier. Par conséquent, sur
les 68 papiers, seuls 45 présentent simultanément des controles positifs et négatifs fonctionnels.

Les controles négatifs consistent en une réhydratation par ’eau du milieu réactionnel. Les
valeurs de pente sont bien rassemblées entre -1 et 1. Dans les controles positifs, ’eau réhydrate
les réactifs et un ARN cible lyophilisé, toujours a la méme concentration. Tous les papiers ont
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Figure 6.47 — Analyse des résultats d'amplification des contrdles : identification du statut positif ou négatif
selon la valeur de la pente de la courbe.

été préparés a la chaine, transportés et conservés dans des conditions identiques. Pourtant, il
apparait une grande variabilité de pente caractérisant 'amplification. Les résultats ne montrent
pas une grande reproductibilité sur ARN synthétique.

Analyse d’échantillons L’analyse statistique des expériences sur les 68 échantillons consiste
a classer les résultats dans un tableau 2x2 de contingence. Le statut malade / non-malade est
défini par la donnée de qRT-PCR. Pour le résultat de RT-RPA sur papier, il faut choisir une
valeur seuil de pente au-dela de laquelle I’échantillon est diagnostiqué positif, en-deca négatif.

Pour éviter un choix arbitraire de seuil, une courbe ROC résume les performances du test
en termes de sensibilité et spécificité pour chaque valeur de seuil (figure 6.48). Une deuxieme
courbe ROC est établie en ne tenant compte que des papiers dont les controles sont correcte-
ment identifiés a valeur de seuil donnée.
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Figure 6.48 — Analyse des résultats d'amplification des extraits d’ARN viraux : courbes ROC et distribution
des valeurs de pente selon le statut Contaminé ou Sain de I'échantillon.
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A partir des courbes ROC, le calcul de 'aire sous la courbe (AUC = Area Under Curve)
permet de caractériser les performances de diagnostic du test : 1 dans un cas idéal; 0,5 en
régime aléatoire. Avec ’ARN viral, I'aire sous la courbe ROC est calculée a 0,71. En ne tenant
compte que des papiers pour lesquels les controles sont bien fonctionnels, ce parametre atteint
0,80.

Dans ce cas-ci, les tests négatifs sont obtenus par la réhydration du milieu réaction par
une extraction d’ARN ne contenant pas ’ARN cible. La distribution des valeurs de pente est
beaucoup plus large que dans le cas des contrdles négatifs. Les échantillons cliniques positifs
ont, au contraire des controles positifs, des concentrations variées en ARN Ebola. Le parametre

de pente est supérieur a 1 pour 64,7% des tests.

L’index de Youden permet ici encore de sélectionner le seuil qui maximise le nombre de su-
jets bien classés. Sur la courbe ROC, c’est le point qui minimise la distance entre la courbe
et le point [0;1]. Pour un seuil de 0,75, les performances de sensibilité et spécificité sont res-
pectivement de 85,3% et 58,8% pour I'ensemble des échantillons cliniques. En sélectionnant les
expériences pour lesquelles les contrdles ont bien fonctionné, ces indices atteignent 94,7% et
60%. Les tableaux de contingence sont disponibles en figure 6.49 et rendent compte des tailles
d’échantillons : 68 pour les ARN viraux, 39 lorsque 1’on considere les controles.

ARNSs viraux ARNSs viraux avec controles valides
RT-PCR RT-PCR

. Positif Négatif . Positif Neégatif
2 2
o Positif 29 14 43 o Positif 18 8 26
5 5
] wi
g Négatif 5 20 25 g Négatif 1 12 13
o o
& =

34 34 68 19 20 39

Figure 6.49 — Tableaux de contingence des expériences RT-RPA sur papier a partir d’ARNs viraux, pour
un seuil a 0,75.

Dans une situation d’épidémie, il est préférable de maximiser la sensibilité pour détecter au
mieux tous les individus contaminés au risque d’isoler des patients sains. Un seuil de 0,25 éleve
la sensibilité & 95,8% au détriment de la spécificité qui chute a 26,7%.

Dans la figure 6.50, les résultats d’amplification RT-RPA sur papier d’échantillons positifs
sont comparés a la valeur du cycle de détection en qRT-PCR. La valeur de seuil est positionnée
a 0,75 comme défini précédemment par la courbe ROC. Il apparait que méme les échantillons
détectés tardivement en qRT-PCR (entre 30 et 35 cycles) donc les plus dilués, sont diagnostiqués
positifs par les dispositifs papier.



184 Chapitre 6. Application au diagnostic précoce de maladies infectieuses

ot

B Echantillons positifs

-==-5Scuil
= 4
E., L ]
g 3 =
= ]
B
g 2 l
: " .
g n LI "
ol 1 ] { B
............ ........-....._..._.._._i.__._.!_........__.._‘
L |
0 I
10 15 20 25 30 35 40

Cyele de quantification RT-PCR

Figure 6.50 — Analyse des échantillons positifs : pente moyenne de la courbe d'amplification en RT-RPA
sur papier en fonction du cycle de quantification en qRT-PCR.

Conclusions sur les résultats obtenus en Guinée

Ces expériences en Guinée ont donné une opportunité unique de confronter les dispositifs
papier et I'instrumentation transportable a des conditions d’un laboratoire de terrain et a des
échantillons cliniques.

Si le laboratoire du CTE (équipé, connecté au réseau électrique, climatisé) est encore loin
d’une situation au chevet du patient, il a permis d’éprouver 'instrumentation transportable.
Apres quarante expériences, un probleme technique est apparu dans le systeme chauffant. Le
manque de matériel pour le réparer a conduit a utiliser en remplacement un seche-cheveux.
Placé a bonne distance, il a permis d’atteindre les 40 ° C requis au niveau du papier, les expé-
riences se sont bien déroulées.

Dans la littérature, 'amplification d’acides nucléiques sur papier est démontrée dans la plu-
part des cas sur des systemes modeles comme E.Coli [154] ou des ARN synthétiques [152, 153,
157,159]. Nos expériences en Guinée démontrent les performances de diagnostic dans le cas
d’'un pathogene d’intérét - le virus Ebola - et a partir d’extraits d’ARN viraux, sur des papiers
préparés un mois a l’avance. L’acces a des échantillons de patients est essentiel pour obser-
ver toute la diversité biologique en termes de concentrations et de co-infections (paludisme,
typhoide, ...).



6.4. Parallélisation des expériences pour un diagnostic multiplexé 185

6.4 Parallélisation des expériences pour un diagnostic
multiplexé

Trois géométries multicouches ont été dessinées afin de réhydrater simultanément plusieurs
puits réactionnels. Dans une premiere configuration, il s’agit de réaliser en parallele les réac-
tions de controles positif et négatif ainsi que le test d'un échantillon. Dans un second dispositif
papier, neuf puits sont répartis de maniere circulaire. Ils constituent trois diagnostics qui in-
cluent systématiquement le test échantillon et les deux controles internes. Enfin, une géométrie
matricielle propose une généralisation de la parallélisation.

Dans chacun des cas, les propriétés d’écoulement sont observées grace au transport de colo-
rants et caractérisées par des calculs de diffusion et convection. La parallélisation d’amplification
RT-RPA est démontrée dans les deux premieres géométries.

6.4.1 Etude des propriétés d’écoulement

Des colorants séchés dans les couches internes des puces papier permettent d’illustrer diffé-
rentes fonctions comme la réhydratation de I’ensemble du dispositif ou I’absence de contami-
nations croisées entre les puits. Les vitesses d’écoulement sont calculées pour estimer le temps
nécessaire a la réhydratation de tous les puits. Enfin, des calculs de diffusion en tenant compte
de la température, caractérisent les contaminations croisées.

Géométrie a trois puits

La puce papier assurant la réhydratation simultanée de trois puits réactionnels est consti-
tuée de quatre épaisseurs contenant : une bandelette, un puits central, trois microcanaux de
distribution, trois microzones (figure 6.51).

Microzones
Microcanaux de distribution

Puits central

Bandelette

Figure 6.51 — Fonction de chaque épaisseur de la puce papier a trois puits réactionnels.

Un premier régime transitoire consiste a réhydrater I’ensemble du dispositif par la bandelette
jusqu’aux microzones. Un régime stationnaire de 30 minutes a 40 ° C laisse le temps a la réac-
tion biologique de se produire. Il faut alors que les puits réactionnels restent bien hydratés.
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Démonstrations colorimétriques Une premiere visualisation des écoulements est réalisée
en séchant 5 uL de fluorescéine (¢ = 1073g/mL) dans le puits central sur le dispositif déplié
(figure 6.52). Lorsque la puce papier est repliée, la fluorescéine est stockée a l'intérieur d'une
seule épaisseur de papier. La bandelette plongée dans I’eau permet d’initier I’écoulement. Dans
le puits central, 'eau dissout la fluorescéine qui est alors transportée jusqu’aux microzones de
la derniere épaisseur. Cette expérience démontre deux fonctions de cette géométrie papier :
la réhydratation simultanée de trois puits et la distribution de réactifs depuis un réservoir

cominun.

1. Colorants séchés sur le dispositif déplié 2. Bandelette plongée dans I'eau — dispositif replié

t = (0 min t = 10 min

s { R

Figure 6.52 — Distribution de la fluorescéine séchée dans le puits central, vers les trois microzones par
I'"écoulement depuis la bandelette.

L’indépendance entre les microzones est démontrée en utilisant ce méme dispositif auquel la
derniére épaisseur de papier est ajoutée deux fois (figure 6.53). Des colorants bleu et rouge sont
séchés dans les microzones de 'épaisseur intermédiaire, sur le dispositif déplié. L’écoulement
d’eau depuis la bandelette jusqu’a la derniere épaisseur de la puce papier transporte chacun
des colorants dans une microzone sans mélange d'un puits réactionnel a I'autre.

1. Colorants séchés sur le dispositif déplié 2. Bandelette plongée dans I’eau — dispositif replié

t = 0 min t = 10 min

Figure 6.53 — Démonstration de I'indépendance des microzones par des colorants bleu et rouge.

Calculs de diffusion Les dimensions de la puce papier, résumées en figure 6.54, font que
la distance qui sépare la bandelette des puits réactionnels est de 15,5 mm : 10 mm dans la
bandelette de papier, 5 mm dans les microcanaux de distribution et 3 x 180 um pour le passage

d’une épaisseur de papier a 'autre.
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10 mm 5 mm

180 pm 180 pm 180 pm

Figure 6.54 — Calcul des distances de parcours de I'écoulement en fonction des dimensions de la puce
papier.

A partir de cette distance et d’apres les mesures d’avancée du front liquide dans un micro-
canal droit, présentées dans le chapitre 3, il faudrait 1,7 minute a un écoulement qui suit la loi
de Lucas-Washburn pour réhydrater ’ensemble du dispositif. Selon la vitesse moyenne dans le
papier annoncée par le fournisseur - 130 mm / 30 min - 3,6 minutes seraient nécessaires pour
que l'eau s’écoule depuis la bandelette jusqu’aux microzones. Expérimentalement, le temps de
réhydratation du dispositif est d’environ 4 minutes.

L’écart a la loi de Lucas-Washburn s’explique par la géométrie qui impose un élargissement.
En effet, le diametre du puits central est de 5 mm. Dans I’épaisseur suivante, chaque microcanal
a une largeur de 2 mm, soit 3 x 2 = 6 mm de largeur cumulée. Cette configuration n’est donc
pas équivalente a un microcanal droit et I'élargissement brise I’hypothese de réservoir infini.

Les caractéristiques de diffusion des especes en solution sont étudiées dans les deux régimes
d’écoulement : d’abord I’écoulement qui remplit initialement le dispositif, puis les 30 minutes
de réaction a 40 ° C.

Le nombre de Peclet compare les effets de transport convectif a la diffusion. Avec une vitesse
d’écoulement de 0,07 mm/s sur une distance de 15,5 mm, le transport par I’écoulement est bien
plus rapide que la diffusion des especes les plus mobiles (coefficient de diffusion de la fluorescéine
D = 4,25 x 10~%cm?/s)

av 15 x 0,07

Pe=—=-"""2" —924x10°>1 6.1
‘=D T amxior ot (6.1)

Avec un nombre de Peclet tres grand devant 1, ce sont donc bien les effets de transport
convectif par ’écoulement qui déterminent le déplacement des especes en solution, de maniere
unidirectionnelle, depuis la bandelette jusqu’aux microzones.

Dans le régime stationnaire, la pompe capillaire n’agit plus puisque tout le dispositif est rempli
par I'eau. Seule la diffusion peut autoriser les contaminations croisées d’une microzone a l'autre.
Le temps de diffusion est calculé, dans I’équation 6.2, en tenant compte de la distance (10 mm)
séparant deux puits réactionnels et du coefficient de diffusion a 40 ° C (pour la fluorescéine :
6,10 x 10~%cm?/s).
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t=—

5= 60 x 107 = 1,6 x 10%s = 45,5h > 30min (6.2)

La diffusion peut étre négligée puisqu’il lui faudrait le temps de presque 100 réactions pour
que les especes migrent d’une microzone a 'autre.

La géométrie permettant la réhydratation de trois puits réactionnels semble compatible avec
I’amplification d’acides nucléiques par RT-RPA : il faut seulement 4 minutes pour que l'eau
pompée depuis la bandelette atteigne les microzones, et les 30 minutes de réaction a 40 ° C ne
suffisent pas a observer de contaminations croisées par diffusion, entre les microzones.

Géométrie a neuf puits

La puce papier présentée en figure 6.55 permet la réhydratation parallélisée de neuf micro-
zones par deux bandelettes.

Microzones

Microcanaux de distribution de I’échantillon

Puits central

Bandelette

Couche intermédiaire de séparation des écoulements
Microcanaux de distribution des contréles

Puits central

Bandelette

Figure 6.55 — Définition des huit épaisseurs de la puce microfluidique a neuf puits.

Chaque bandelette transporte I’écoulement via un puits central, vers des microcanaux de
distribution. Les microzones sont alors réparties de maniere circulaire autour du puits central.
Une bandelette alimente les microzones liées aux puits de controle, I'autre les tests échantillons.
Une épaisseur de papier intermédiaire sépare les trajectoires de chaque bandelette. La derniere
épaisseur de papier est perforée de sorte que I’échantillon puisse étre apporté dans les microca-
naux de distribution des puits échantillons.
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Démonstrations colorimétriques Les trajectoires d’écoulement sont visualisées grace a des
colorants séchés dans la puce papier dépliée (figure 6.56). Un dépdt de fluorescéine séché dans
le puits central des trajectoires de controle / d’échantillon est transporté par I'écoulement dans
tous les puits controle / échantillon sans contaminations vers les autres microzones.

1. Colorants séchés sur le dispositif déplié 2. Bandelette plongée dans l'eau — dispositif replié

t = 0 min t = 10 min

Controles

Figure 6.56 — Transport vers les microzones de fluorescéine séchée dans les puits centraux de la puce
papier a neuf puits.

L’indépendance entre les microzones est illustrée en figure 6.57 : des colorants bleu et rouge
sont séchés dans les microzones de l'avant-derniere épaisseur de papier. L’écoulement depuis
les bandelettes jusqu’aux microzones transporte les colorants vers les puits réactionnels sans

contaminations croisées.

1. Colorants séchés sur le dispositif déplié 2. Bandelette plongée dans 'eau — dispositif replié

t = 0 min t = 10 min

B

Figure 6.57 — Démonstration de I'indépendance des microzones, dans la puce papier a neuf puits, par des
colorants bleu et rouge.
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Calculs de diffusion Les distances de parcours, calculées a partir des dimensions présentées
en figure 6.58, pour les trajectoires alimentant les puits controle et les puits échantillon sont
respectivement de 19,3 mm et 17,5 mm. Selon la vitesse moyenne dans le papier (0,07 mm/s),
il faut 4,5 et 4,3 minutes pour les réhydrater.

180 pm 180 pm 180 pm
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Figure 6.58 — Calcul des distances de parcours de I'écoulement en fonction des dimensions de la puce
papier, pour chacune des trajectoires contréle et échantillon.

Le puits central de la trajectoire des contréles a un diametre de 7 mm. Il distribue 1’écoule-
ment vers 6 microcanaux de 2 mm de largeur, soit 12 mm de largeur cumulée. Ce fort élargis-
sement, presque le double, ralentit considérablement I’écoulement. En pratique, il faut presque
10 minutes pour réhydrater tous les puits réactionnels.

En ce qui concerne la trajectoire des puits échantillons, le puits central a un diametre de 5 mm
alors que les trois microcanaux de distribution ont une largeur de 2 mm, soit seulement 6 mm
de largeur cumulée. L’élargissement reste faible et modifie donc peu les propriétés d’écoulement.

Dans cette géométrie, la trajectoire menant aux puits échantillons est plus courte et provoque
moins d’élargissement que celle liant les puits de contrdle a la bandelette. Ces deux éléments
sont responsables d'une différence dans les temps de réhydratation des microzones des tests
échantillons et des contrdles.

Les propriétés de transport convectif et de diffusion sont du méme ordre de grandeur que
dans le dispositif de parallélisation a trois puits. Il n’y a donc pas de contamination croisée
possible par diffusion d’une microzone a 'autre.

Transport de I’échantillon En raison du volume mort dans le papier, le dépot de 5 pL
d’échantillon au centre des microcanaux de distribution de la deuxieme épaisseur de papier ne
suffit pas pour alimenter les trois microzones de test échantillon. L’écoulement d’eau depuis
la bandelette assure le transport et la focalisation de 1’échantillon dans les puits réactionnels
(figure 6.59). En laissant les puits réactionnels sujets a 1’évaporation, ’écoulement depuis la
bandelette est entretenu pendant les 30 minutes de réaction pour éviter le séchage des micro-
zones. Cet écoulement assure un transport maximal de tout 1’échantillon.
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1. Dépét de I'échantillon 2. Ecoulement depuis la bandelette 3. Focalisation de I'échantillon

Figure 6.59 — Dans la géométrie a neuf puits, focalisation spatiale de I'échantillon dans les microzones par
I'"écoulement depuis la bandelette.

La répartition circulaire des microzones autour de la zone de dépot de I’échantillon rend
difficile la généralisation du dispositif & un plus grand nombre de réactions. En effet, 'augmen-
tation du nombre de microzones s’accompagne alors d'une augmentation des distances ou de
la réduction de la taille des microzones. Le premier cas rallonge la durée du régime transitoire.
Le deuxieme cas nécessite une nouvelle optimisation des volumes et concentrations en réactifs
pour un bon fonctionnement de la réaction. La géométrie circulaire peut étre remplacée par
une configuration matricielle dont les trois colonnes représentent le test échantillon et les deux
controles internes, et le nombre de lignes est fixé par le nombre de cibles a détecter.

Géométrie matricielle a douze puits

Comme dans la géométrie circulaire a neuf puits, les microzones de la configuration matri-
cielle sont réhydratées par deux bandelettes qui assurent l'indépendance des trajectoires du
test échantillon et des controles. Ces bandelettes sont réparties de part et d’autre de la puce
papier et communiquent directement avec les microcanaux de distribution (figure 6.60). Seules
trois épaisseurs de papier sont nécessaires pour distribuer 1’écoulement depuis les bandelettes

jusqu’aux microzones.

Microzones
Microcanaux de distribution Controles

Bandelettes AN

Echantillon

Figure 6.60 — Définition des trois épaisseurs de la puce matricielle.
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L’extension du dispositif a un plus grand nombre de tests nécessite seulement d’élargir les
bandelettes. La lecture des résultats d’analyse semble également plus aisée sur chaque ligne.

Démonstrations colorimétriques L’illustration des différentes fonctions est présentée en
figure 6.61. De la fluorescéine séchée dans la trajectoire controles / échantillon, est transpor-
tée respectivement vers les microzones controles / échantillon. Ces trajectoires indépendantes
permettent de réhydrater spécifiquement les deux tiers du dispositif avec de 'eau et le dernier
tiers avec ’échantillon biologique.

1. Colorants séchés sur le dispositif déplié 2. Bandelette plongée dans 'eau — dispositif replié

t = 0 min t = 10 min
Controles

Echantillon

Figure 6.61 — Transport vers les microzones de fluorescéine séchée dans les puits centraux de la puce
matricielle.

Le dépot de colorants séchés localement dans I’épaisseur de papier intermédiaire, démontre
I'indépendance des microzones (figure 6.62). Comme dans les configurations précédentes, la
diffusion de composés d’une microzone a 'autre s’effectue sur des temps beaucoup plus longs
que ceux nécessaires a ’amplification.

1. Colorants séchés sur le dispositif déplié 2. Bandelette plongée dans I'ean — dispositif replié

t = 0 min t = 10 min
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Figure 6.62 — Démonstration de I'indépendance des microzones de la puce matricielle, par des colorants
bleu et rouge.
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Calculs de diffusion Dans cette géométrie, les distances de parcours (figure 6.63) sont qua-
siment équivalentes pour les tests échantillons et les controles : 20,4 mm. A partir de la vitesse
moyenne d’écoulement dans le papier, il faudrait 4,8 min pour réhydrater ’ensemble du dispo-
sitif.

20 mm 5 mm 15 mm

Trajectoire

Trajectoire
échantillon

controle

AN A N

180 pm i
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Figure 6.63 — Calcul des distances de parcours de |'écoulement en fonction des dimensions de la puce
papier pour chacune des trajectoires controle et échantillon.

En pratique, les effets d’élargissement sont assez importants, notamment du coté des controles :
le microcanal de largeur 4 mm a l'extrémité de la bandelette alimente quatre microzones de 5
mm de diametre, soit 20 mm de largeur cumulée. Pour les controles, une bandelette plus large
est possible. En revanche, du c6té échantillon, afin de limiter les multiples opérations manuelles,
il est nécessaire de conserver une zone de dépot d’échantillon. Ce dernier est alors distribué par
I’écoulement vers les microzones. En augmentant le nombre de tests, cet effet d’élargissement
est inévitable

6.4.2 Résultats biologiques

Les réactifs de la réaction RT-RPA sont lyophilisés dans les microzones des géométries mul-
ticouches. Apres le régime transitoire de réhydratation, 'amplification a 40 ° C est suivie en
fluorescence. Les échantillons utilisés sont des brins synthétiques d’ARN Ebola. La démons-
tration de plusieurs diagnostics simultanés est réalisée avec des primers ciblant des régions
disjointes du génome du virus Ebola.

Géométrie a trois puits

Les trois microzones de cette puce papier doivent réaliser les fonctions de contrdle posi-
tif, controle négatif et test échantillon. Pour cela, le méme mélange réactionnel RT-RPA est
lyophilisé et stocké dans chaque microzone. Un ARN cible synthétique est ajouté (5 ul. — ¢ =
107copies/uL) dans I'une des microzones, de fagon a constituer un controle positif. La figure 6.64
présente la localisation des réactifs dans le dispositif papier. Comme dans le cas des colorants,
les réactifs sont déposés dans chaque microzone sur la géométrie dépliée. Apres lyophilisation,
le dispositif peut étre replié et conservé jusqu’au moment du diagnostic.
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Figure 6.64 — Position des réactifs dans la puce papier, pour la réalisation parallélisée de trois amplifications
RT-RPA.

L’utilisation pratique de la puce papier consiste en deux opérations simples : plonger la ban-
delette dans de 'eau déionisée et déposer une goutte d’échantillon (5 puL) dans la microzone
de test échantillon. L’écoulement d’eau depuis la bandelette vers les microzones, assure la ré-
hydratation des controles positif et négatif. Le dispositif est chauffé a 40° C et I'imagerie de
fluorescence permet la détection de 'amplification.

La figure 6.65 présente les résultats d’amplification obtenus dans la géométrie multicouche a
trois puits, a partir des réactifs contenant les primers A. L’échantillon positif contient ’ARN
synthétique A alors que I’échantillon négatif n’est constitué que d’eau. Dans tous les cas, les
controles positifs sont a l'origine d’une augmentation de signal caractéristique de I'amplifica-
tion alors que le signal émis par le controle négatif reste constant. Dans la microzone de test
échantillon, la courbe d’amplification dépend de la présence ou non de ’ARN cible.

Echantillon Positif Echantillon Négatif
- 1 i 1 O+
: (1 A 5 ® -
?_ 0,6 ST = ARN A 0.6 5T =
= 04 . 04
Z 0.2 . 0.2
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Figure 6.65 — Résultats d’amplification RT-RPA avec les primers A dans la géométrie multicouche a trois
microzones.

La méme expérience d’amplification dans une géométrie papier a trois puits, est réalisée avec
les primers B et Ref, en présence ou non des ARN cibles B et Ref. Les résultats d’amplification
sont synthétisés en figure 6.66. Chaque primer est responsable d’un signal fluorescent de base et
d’un facteur d’amplification de signal différents. Dans tous les cas, la comparaison du signal émis
par la microzone de test échantillon avec ceux des controles positif et négatif donne I'information
diagnostique.



6.4. Parallélisation des expériences pour un diagnostic multiplexé 195

Primers B Primers Ref

WO+ Oc-  msT = L& Oc-  msT

(.= (.5

I0min {n.a

0.6 0.6

0.4 0.1

0.2 0,2

e B ',III_I

ST = ARN BB S

Intensicé de signal & 30 win {w.a.)

lutensicé de sigus

ST = ARN Refl ST=@

Figure 6.66 — Résultats d’amplification RT-RPA avec les primers B et Ref dans la géométrie multicouche
a trois microzones.

Géométrie a neuf puits

Avec neuf microzones, le dispositif papier multicouche permet la réalisation de trois diagnos-
tics en parallele. Comme dans le cas précédent, les réactifs de RT-RPA sont lyophilisés dans
chaque microzone de la derniere épaisseur, dans la géométrie dépliée. Les primers A, B et Ref
ciblant des régions disjointes du génome Ebola sont utilisés pour chaque lot de trois micro-
zones. Pour chaque primer, une microzone est fonctionnalisée avec I’ARN cible (A, B ou Ref)
et constitue le contréle positif. La figure 6.67 résume le positionnement des réactifs dans la puce

é Echantillon

papier.
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Figure 6.67 — Position des réactifs dans la puce papier, pour la réalisation parallélisée de neuf amplifications
RT-RPA

Le fonctionnement est identique a celui du dispositif & trois puits. Apres réhydratation des
microzones par les deux bandelettes plongées dans l'eau et le dépdt de ’échantillon dans la
zone centrale, le papier est chauffé a 40 ° C et observé en fluorescence.
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Les résultats d’amplification en présence d'un échantillon contenant ’ARN A sont présentés
en figure 6.68. Pour chaque primer, les courbes d’amplification des controles positif et négatif
sont bien celles attendues : une augmentation de signal de 'ordre de trois fois le niveau initial
lorsque 'ARN cible est présent. L’ARN A présent dans I’échantillon déclenche une réaction
d’amplification seulement dans la microzone de test échantillon contenant les primers A. En
effet, I’émission de fluorescence reste constante dans les microzones de test échantillon contenant
les primers B et Ref.

Echantillon = ARN A

Primers Ref

Primers A Primers B Primers Ref

Primers A

fhorescence [1nn,

Primers I3

Figure 6.68 — Résultats d’amplification RT-RPA dans chaque microzone du dispositif a neuf puits, avec
un échantillon contenant I'ARN A.

La méme expérience d’amplification dans une puce papier multicouche a neuf puits est réalisée
avec des échantillons contenant les ARN B ou Ref. Les résultats d’amplification sont rassem-
blés en figure 6.69. Pour une lecture plus facile des données, les signaux de fluorescence sont
normalisés pour chaque primer par le niveau de fluorescence du controle positif a 30 minutes.
Ici encore, la comparaison de ’émission de fluorescence des microzones de test échantillon avec
celle des controles permet d’identifier la nature de I’échantillon déposé.

Echantillon = ARN B Echantillon = ARN Ref
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Figure 6.69 — Résultats d’amplification RT-RPA dans chaque microzone du dispositif a neuf puits, avec
des échantillons contenant I'’ARN B / Ref.
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6.4.3 Bilan du multiplexage

Pour la géométrie matricielle, aucun résultat biologique n’est présenté car la surface occupée
par les douze microzones est trop grande pour le champ de la caméra (2 cm x 2 cm) de l'ins-
trumentation de laboratoire. Cependant le principe de fonctionnement est identique a celui de
la géométrie a neuf puits.

Les résultats d’amplification obtenus dans les géométries a trois ou neuf puits démontrent
la possibilité de paralléliser les expériences par 1’écoulement. La réhydratation simultanée de
plusieurs microzones permet la réalisation d’un test de 1’échantillon et des controles associés.
En distribuant 1’échantillon vers plusieurs microzones, on obtient plusieurs tests de diagnostic,
toujours accompagnés de controles.

Expérimentalement, il faut s’assurer du bon contact entre les épaisseurs de papier pour que
toutes les microzones soient bien réhydratées. En effet, I’écoulement dans certaines parties de
la puce papier provoque le gonflement des fibres de cellulose. Cette expansion du matériau peut
déplacer I’épaisseur de papier supérieure et ainsi couper certaines connexions fluidiques.

Les échantillons utilisés sont des brins d’ARN synthétiques de régions disjointes du génome
du virus Ebola. Leur détection simultanée peut servir a assurer un suivi des différentes mu-
tations du virus lors d'une épidémie. Selon les performances de diagnostic de chaque primer,
cette stratégie peut permettre d’abaisser la limite de détection.

En pratique, en réalisant plusieurs tests de diagnostic en parallele, 'objectif est de distin-
guer plusieurs maladies responsables de symptomes similaires. Pour développer cet outil de
diagnostic, on s’intéresse a la détection d’autres pathogenes par RT-RPA sur papier.
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6.5 RT-RPA pour la détection d’autres pathogéenes

Contrairement au caractere temporaire des épidémies comme celles du virus Ebola, il existe
des infections a plus long terme et généralisées a 1’échelle de la population mondiale qui né-
cessitent aussi des dispositifs de diagnostic rapide. C’est le cas par exemple de la Dengue et
d’HIV, pour lesquels 'ampleur de la propagation facilite I'acces aux échantillons de patients.
Il n’est donc pas nécessaire de réaliser une étape préliminaire sur ARN synthétique avant de
travailler sur ARN viral.

Dans le cas d’'HIV, les nombreuses mutations du virus rendent difficile le développement
de primers universels ciblant toutes les formes en circulation. Pour la Dengue, la plupart des
primers publiés dans la littérature s’hybrident a trois des quatre sérotypes. Pour ces deux
pathogenes, un diagnostic multiplexé doit permettre le diagnostic par I'identification simultanée
de tous les variants. Le multiplexage pour différencier plusieurs pathogenes reste pertinent.

6.5.1 Amplification d’acides nucléiques HIV et Dengue sur papier
Whatman

Les mémes protocoles d’amplification RT-RPA sur papier sont réalisés avec des primers
ciblant les ARNs viraux de la Dengue et d’"HIV. Dans un premier temps, les réactions préparées
en microtubes sont déposées sur papier. Dans un second temps, 'ARN est amplifié sur papier
a partir de réactifs lyophilisés.

Reéaction RT-RPA sur papier

Les expériences sont réalisées sur des microzones papier circulaires, de diametre 6,6 mm, au
format compatible avec I'instrumentation de laboratoire. Comme pour la détection d’Ebola, les
écoulements dans le papier Whatman sont confinés par des barrieres de cire issues de 'impres-
sion par jet d’encre.

HIV Les courbes d’amplification RT-RPA sur papier, pour TARN HIV, sont présentées en
figure 6.70. Pour chaque expérience, les quatre microzones permettent la réalisation simultanée
de deux tests négatifs et de deux tests positifs, tous issus de la méme préparation du milieu
réactionnel.

A titre d’exemple, deux situations sont illustrées. Dans un premier cas, les deux tests positifs
présentent bien un signal de fluorescence qui se dégage du bruit de fond défini par la fluorescence
des tests négatifs. Le signal caractéristique de ’amplification n’apparait qu’au bout de 10
minutes de réaction et atteint une intensité de signal plutot faible : a peine le double du bruit
de fond. Lors d'une seconde expérience dans les mémes conditions, un des tests positifs est
responsable d’une augmentation de signal de fluorescence importante, dés la cinquieme minute
de réaction, alors que le second test positif ne montre aucun signe d’amplification.

Ce probleme de reproductibilité a été observé sur une quinzaine d’expériences. Pour des
échantillons ’ARN HIV bien détectés en microtubes (concentration de 107 & 109 copies/uL),
un signal d’amplification par RT-RPA sur papier est observé dans seulement 60% des cas.
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Cependant, 93,3% des tests négatifs gardent un signal constant : 1’émission d’un signal de
fluorescence non spécifique est rarement mesuré.
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Figure 6.70 — Courbes d'amplification RT-RPA HIV sur papier, réactifs non lyophilisés.

Dengue L’amplification d’acides nucléiques de Dengue par RT-RPA sur papier est illustrée
en figure 6.71. L’utilisation parallélisée des microzones permet d’apprécier la reproductibilité
du diagnostic.

Dans une premiere expérience, le signal émis par les tests positifs est identique dans les deux
microzones, et se dégage clairement du bruit de fond constant des tests négatifs. Dans une
seconde expérience, seul un des tests positifs présente un signal d’amplification et la fluorescence
d’un des tests négatifs augmente de maniere non spécifique a la présence d’ARN cible.
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Figure 6.71 — Courbes d’amplification RT-RPA Dengue sur papier, réactifs non lyophilisés.

Sur 101 expériences, une reproductibilité médiocre est obtenue sur papier. La détection
d’échantillons positifs, dont la concentration de 10° & 108 copies/uL est bien amplifiée en mi-
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crotubes, n’a été correctement mesurée sur papier que dans 49,5% des cas. Les courbes d’am-
plification montrent peu de signal non spécifique puisque 89,1% des tests négatifs fonctionnent
correctement.

A partir de réactifs lyophilisés

Les mémes protocoles de lyophilisation des réactifs sont appliqués pour les réactions RT-RPA
HIV et Dengue, que pour Ebola. La nomenclature utilisée dans la section 6.3 reste valable :
un controle négatif correspond a la réhydratation des réactifs par de I'eau; pour un contréle
positif, 'ARN cible est lyophilisé avec les réactifs; le test échantillon est la réhydratation du
milieu réactionnel par I’échantillon contenant ou non ’ARN cible.

HIV Pour le pathogene HIV, les courbes d’amplification sur papier, a partir de réactifs lyo-
philisés, sont présentées en figure 6.72. Les performances discutables obtenues sur papier ne
sont pas améliorées par I'étape de lyophilisation.

Dans un premier exemple, apres 20 minutes de réaction, la présence d’ARN cible est faible-
ment détectée dans le test échantillon et le controle positif. En prolongeant la réaction jusqu’a 30
minutes, les tests positifs atteignent des niveaux de fluorescence élevés mais le controle négatif
est responsable de ’émission d’un signal non spécifique. Une seconde expérience fait apparaitre
le méme comportement pour le controle négatif mais, cette fois-ci, les signaux d’amplification

du contréle positif et du test échantillon, ne sont pas suffisants pour se dégager du bruit de
fond.
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Figure 6.72 — Courbes d’amplification RT-RPA HIV sur papier, réactifs lyophilisés.

Comme dans la configuration des réactifs non lyophilisés, la reproductibilité a été étudiée sur
38 expériences. Seules 44,7% des expériences permettent la détection d’échantillons positifs et
76,4% des controles négatifs n’émettent pas de signal d’amplification non spécifique.

Dengue Avec ’ARN cible de la Dengue, la réaction RT-RPA lyophilisée sur papier ne permet
pas un diagnostic fiable. Les courbes d’amplification sont présentées en figure 6.73.
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Dans les deux expériences, le signal de fluorescence du contrdle négatif augmente presque
linéairement au cours du temps. Les tests positifs (échantillon et contrdle) peuvent, dans certains
cas, apres 10 minutes, présenter une augmentation d’intensité de fluorescence caractéristique
de 'amplification.
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Figure 6.73 — Courbes d'amplification RT-RPA Dengue sur papier, réactifs lyophilisés.

Sur 43 expériences réalisées, les échantillons positifs sont détectés dans seulement 49.5%
des cas et seuls 55,8% des controles négatifs restent a des intensités de fluorescence faibles
(proches de 0,2 u.a.). Ces statistiques sont proches d’une situation aléatoire et donc sans intérét
diagnostique !

Bilan des expériences sur papier Whatman

Un tableau récapitulatif des expériences de RT-RPA réalisées sur papier Whatman pour
chacun des pathogenes permet de comparer les performances obtenues a partir de réactifs lyo-
philisés ou non (figure 6.74).

Dans le cas du virus Ebola, les échantillons d’ARN synthétiques de petite taille, aux concen-
trations de 10° a 10° copies/uL, sont bien détectés par réaction RT-RPA en microtubes et sur
papier. La comparaison avec la RT-qPCR n’a pas été réalisée. Apres lyophilisation des réactifs
sur papier, I’échantillon le plus dilué est a la limite de détection.

Les résultats obtenus en Guinée, a partir des controles positifs et négatifs, sur 68 puces papier
stockées pendant un mois, donnent de bonnes performances de diagnostic avec une sensibilité
a 82,3% et une spécificité a 83,8% pour 'ARN synthétique. Les échantillons cliniques consti-
tués d’extractions d’ARNs viraux, sont mesurés par RT-qPCR en microtube et par RT-RPA
lyophilisée sur papier. Dans ces conditions, la sensibilité est estimée a 85,3% et la spécificité a

58,8% sur ARN viral.

Pour le pathogéne HIV, les échantillons d’ARN viral, aux concentrations de 107 & 10° copies/uL,
sont détectés par RT-qPCR aux cycles 15 a 21. Leur détection par RT-RPA en microtubes est
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Echantillon En microtubes RT-RPA sur papier
Pathogene ARN L-on(‘.(zntl‘atlon RT-qPCR | RT-RPA Frais Lyophilisé
. (copies/pL) b
10 + + 56 / 68 82,3 %
107 T = +
Svnthétique
107 + + Non reproductible
Négatif = f | 57 / 68 R3.8 %
Ebola -
[16-21] - - 16 / 1s
[22-27] - - 4/6 85,5 %
Viral
[28-34] - - 9 /10
- Négatif . ; 20 /34 | 588 Y%
10” 15 +
107 (B 4+ 60 % 44,7 %
HIV Viral
107 21 I
Negatif + 933 % 76,1 %
107 18 -
107 21 + 50 % 44,1 %
Dengue Viral
10° 27 |
Negatif - + 89.1 % 55,8 %

Figure 6.74 — Tableau récapitulatif des résultats d'amplification de différents pathogenes.

fiable mais, sur papier, les performances de diagnostic chutent. Sans lyophilisation, la sensibilité
est de 60%, la specificité atteint 93,3% ; apres lyophilisation, la sensibilité tombe & 44,7% et la
spécificité 76,4%.

La détection des ARN de Dengue est similaire a celle d’HIV. Les échantillons concentrés
de 10% & 10® copies/uL, détectés en cycles 18 a 27 par RT-qPCR, sont amplifiés par RT-RPA
en microtubes. Sur papier, la sensibilité a 50% reste médiocre alors que la spécificité a 89,1%
est satisfaisante. Apres lyophilisation, les performances de sensibilité et spécificité plafonnent
respectivement a 44,1% et 55,8%.

D’un point de vue génomique, nous avons comparé le pourcentage de bases G-C qui, par
leurs trois liaisons hydrogene, peuvent étre plus difficiles a désolidariser que les bases A-T
a deux liaisons d’hydrogene. Ce parametre est légérement plus faible (41,2%) pour le virus
Ebola que pour HIV (42,5%) et la Dengue (46,6%). Cette différence ne semble pas suffisante
pour détériorer a ce point les résultats d’amplification. Au contraire, les petits génomes des
pathogenes HIV (9,2 kb) et Dengue (10,7 kb), par rapport a Ebola (18,9 kb), devraient étre
plus favorables a 'amplification.
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6.5.2 Influence de ’environnement imposé par le papier

En I'absence d’autres arguments biologiques expliquant la non-reproductibilité des expé-
riences sur papier pour la détection d’HIV et de Dengue, nous avons cherché a modifier I'envi-
ronnement biochimique imposé par le papier. Pour cela, les mémes expériences d’amplification
RT-RPA ont été réalisées, avec ou sans lyophilisation des réactifs, sur différents supports papier.

Papier Whatman transformé

Contrairement aux microtubes stériles et certifiés sans ribonucléase (enzyme qui catalyse la
dégradation d’ARN), le papier chromatographie Whatman est vendu en lots de 200 feuilles de
20 cm x 20 cm, sans conditionnement particulier pour les applications biologiques.

Dans la technologie d’impression de cire, le chauffage a 150 ° assure une étape de dégradation
thermique de tout matériel biologique présent dans le papier. Mais les éventuels résidus issus
de la fabrication du papier ne sont pas évacués.

Un procédé simple de lavage est développé pour tenter de rendre le papier plus propre. Pour
cela, la puce papier est positionnée sur plusieurs épaisseurs de papier absorbant. Cing ajouts
de 20 uL d’eau stérile sont pipetés successivement dans chaque microzone. La pompe capillaire
des papiers absorbants extrait I’eau des microzones, évacuant ainsi d’éventuels résidus dissous
dans 'eau.

Dans ces conditions, les courbes d’amplification RT-RPA pour la Dengue sur papier, obtenues
a partir de réactifs non lyophilisés, montrent une meilleure reproductibilité avec le microtube
(figure 6.75) et d’'une expérience a l'autre. En effet, sur 30 expériences, ’ARN de Dengue est
amplifié et détecté dans 73,3% des cas et les controles négatifs restent & un niveau de bruit de
fond dans 96,7% des tests.
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Figure 6.75 — Courbes d'amplification d’ARN Dengue en microtube et sur papier Whatman lavé.

La BSA est une protéine utilisée comme traitement de surface pour limiter I’adsorption
non spécifique. L’amplification d’ARN de Dengue par RT-RPA est caractérisée en présence
de cette fonctionnalisation chimique (figure 6.76). Les expériences sur papier ne donnent pas
une tres grande reproductibilité ni en temps de détection, ni en intensité de signal. Pourtant,
les performances de diagnostic sont meilleures que sans BSA : 68% de sensibilité et 92% de
spécificité sur 25 expériences.
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Figure 6.76 — Courbes d'amplification d'’ARN Dengue sur papier Whatman avec traitement de surface
BSA.

Ces modifications de papier Whatman ne conservent pas de performances satisfaisantes de
diagnostic lors d’expériences d’amplification avec des réactifs lyophilisés.

Supports non cellulosiques

Pour pallier le manque de controle bio-chimique du papier Whatman, deux autres supports
papier sont envisagés : un milieu en fibres de verre et un papier filtre en matériau polymere.

Fibres de verre L’amplification d’ARN de Dengue par RT-RPA sur papier en fibres de verre
est présentée en figure 6.77. Alors que la réaction en microtubes donne une détection claire des
échantillons positifs et négatifs, le signal de fluorescence reste constant pour toutes les réactions
sur papier.
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Figure 6.77 — Courbes d'amplification d’ARN Dengue en microtubes et sur papier en fibres de verre.

Contrairement aux fibres de cellulose, les fibres de verre n’absorbent pas le liquide et limitent
I’adsorption non spécifique des ARN, facilitant ainsi leur disponibilité pour la réaction. Le ma-
tériau est aussi censé étre plus inerte chimiquement. Expérimentalement, aucune amplification
n’est observée dans ce support.
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Membrane PES Décrit dans la littérature [155,158] comme le matériau le plus compatible
avec les techniques d’amplification d’acides nucléiques, les membranes PES sont des milieux
poreux polymeres dont la taille de pores est bien contrélée. Vendus sous emballages individuels
stériles, le fournisseur annonce un état de surface qui minimise ’adsorption.

L’amplification RT-RPA d’acides nucléiques de Dengue est réalisée sur membrane PES. Les
courbes d’amplification présentées en figure 6.78 montrent une intensité de signal et un temps
de détection tres satisfaisants mais une seule des microzones contenant I’ARN cible fonctionne.
Sur une vingtaine d’expériences, une sensibilité de 73,3% est atteinte, ainsi qu'une spécificité

de 89,5%.
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Figure 6.78 — Courbes d'amplification d’ARN Dengue sur membrane PES.

La lyophilisation des réactifs sur membrane PES est responsable d'une dégradation impor-
tante des performances de diagnostic. Sur 17 expériences, la sensibilité chute a 41,1% et la
spécificité a 76,5%.

Les expériences d’amplification d’acides nucléiques pour les pathogenes HIV et Dengue ont
montré les limites de la technologie papier. Le manque de contrdle de I’environnement biochi-
mique est responsable d’une non-reproductibilité des résultats, ce qui est rédhibitoire pour les
contraintes draconiennes d'une application de diagnostic médical. Une meilleure compréhension
des mécanismes régissant les interactions entre le support papier et la réaction d’amplification
est indispensable pour généraliser cette technologie a un grand nombre de cibles biologiques.
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6.6 Ce qu’il faut retenir

Du microtube au papier Le transfert de la biologie moléculaire depuis ’environnement bien
controlé du laboratoire jusqu’aux dispositifs papier pour le terrain nécessite plusieurs étapes
clés, décrites en figure 6.79.

A partir d’une réaction bien optimisée en microtubes, la biocompatibilité de chaque matériau
des puces papier est vérifiée. La méme réaction d’amplification peut alors étre réalisée sur papier.
Si les expériences sur papier démontrent de bonnes performances de diagnostic, par rapport a
celles obtenues en microtubes, des stratégies de lyophilisation des réactifs dans le papier sont
envisagées. Ce sont alors les fonctions de conservation et de réhydratation qui sont étudiées. A
partir de ce papier prét a I'emploi, la modification de la géométrie des écoulements donne acces
au multiplexage par la parallélisation des réactions.

Un dispositif complet de diagnostic doit fonctionner de fagon autonome, de 1’échantillon au
résultat (sample-to-result devices). Pour cela, la préparation d’échantillons reste une étape cru-
ciale a intégrer dans la puce papier. Une détection colorimétrique et une réaction d’amplification
a température ambiante permettraient un diagnostic sans équipement extérieur.

Amplification Réactifs P
lao st » 5 e uce i
Dla.onoatlc a dmstiem lyophilisés : : Lal)orat?lre
en microtube : : : multiplexée sur papier
SUr papier dans le papier

* Sélection des primers . R * Préparation déchantillon
* Biocompatibilité des matérian LAMP RT-RPA RT-RPA Ebola « Sans instrumentation
Dengue & HIV

Figure 6.79 — Etapes de développement pour I'amplification d'acides nucléiques sur papier.

LAMP Les réactions d’amplification LAMP sur papier ont mis en avant des problemes de
biocompatibilité avec la cire. Sa composition chimique est inerte a ’ambiante, mais le fonction-
nement de la LAMP a 65 ° C approche sa température de fusion.

L’amplification d’acides nucléiques ne peut étre appréciée sans I’étape suivante de détection.
Des interactions non spécifiques entre le support papier et I'intercalant d’ADN ont compliqué le
suivi de la réaction biologique. Le caractere bio-compatible du papier Whatman ne peut donc
pas étre pris comme une affirmation universelle.

De petits volumes dans le papier, a 65 ° C, sont également largement soumis a 1’évaporation,
qui fractionne en gouttelettes le milieu réactionnel. Contrairement a différents exemples dans la
littérature, nous n’avons pas réussi a réaliser une amplifcation LAMP sur papier satisfaisante.

RT-RPA Le fonctionnement a 40 ° C de la réaction RT-RPA limite les problemes d’évapo-
ration ainsi que les effets inhibiteurs de la cire. Les expériences préliminaires en microtubes
ne montrent aucun probléme de bio-compatibilité pour chacun des matériaux utilisés pour la
fabrication des puces papier.

L’amplification d’acides nucléiques par RT-RPA a ainsi pu étre démontrée a partir de réactifs
lyophilisés dans le papier. L’optimisation en laboratoire, sur ARN synthétique Ebola, a permis
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de trouver les meilleures conditions de taille de microzones papier et de réhydratation des
réactifs. Des controles internes sont intégrés dans chaque puce papier.

Les performances de diagnostic sur systémes modeles ont pu étre comparées a celles obte-
nues a partir d’échantillons cliniques en Guinée. Les expériences préparées pour ce voyage ont
démontré la robustesse des dispositifs papier qui, préparés un mois a ’avance, ont atteint une
sensibilité de 85.3% sur ARN viral. Les six échantillons cliniques nécessitant plus de 30 cycles
PCR pour leur détection, ont bien été détectés par nos expériences de RT-RPA sur papier. Une
instrumentation transportable a également été développée pour permettre les expériences hors
du laboratoire.

Le format de microzones individuelles est dépassé pour exploiter la pompe capillaire naturelle
du papier. L’écoulement d’eau au sein de dispositifs multicouches assure la réhydratation simul-
tanée de plusieurs milieux réactionnels, notamment pour 'automatisation d’un test échantillon
associé a deux contréles internes. La parallélisation des expériences est étendue jusqu’a neuf
puits permettant trois diagnostics multiplexés, par RT-RPA sur papier.

La généralisation de I'amplification RT-RPA sur papier a d’autres pathogenes a mis en lu-
miere des problemes de non-reproductibilité des expériences. Une amélioration importante des
résultats a été permise en utilisant un papier Whatman lavé ou une membrane PES stérile,
mais ces performances ne sont pas conservées apres lyophilisation des réactifs.

La combinaison des différentes expériences permet d’envisager un dispositif papier idéal pour
le diagnostic parallélisé de plusieurs pathogenes : une structure hybride faite de plusieurs maté-
riaux papier devrait permettre de bénéficier des propriétés d’écoulement de la cellulose et d'un
environnement biochimique controlé pour les milieux réactionnels.






Conclusions et Perspectives

Contributions et perspectives du projet de recherche Dans cette these, le papier a
été étudié d'un point de vue académique, avec I’étude de la distribution spatiale d’échantillons
dans le papier et I'analyse des interfaces papier-microsystemes. Il a aussi été utilisé comme
support d’innovations proches de 'application de diagnostic médical avec un immunoessai et
de la biologie moléculaire sur papier.

L’impression de barrieres de cire dans le papier confine spatialement les écoulements capil-
laires. La diffusion de la cire y assure un contraste hydrophile-hydrophobe dans une épaisseur
partielle ou totale du milieu poreux. Ce parametre permet la distinction des écoulements d’im-
bibition capillaire en volume et d’étalement de goutte en surface du papier.

Si des modeles comme la loi de Lucas-Washburn décrivent bien macroscopiquement ’avancée
d’un front liquide dans le papier, une meilleure description des écoulements serait une contribu-
tion importante dans la microfluidique papier. Des techniques de PIV dans un papier artificiel
transparent donneraient des informations préliminaires sur les profils de vitesses dans la micro-
fluidique papier.

La focalisation spatiale d’échantillons dans le papier est rendue possible par la combinaison
de I'évaporation, de la pompe capillaire, de la géométrie des écoulements et des interactions
chromatographiques. Dans ces conditions, la dispersion spatiale et le volume mort du papier
sont dépassés pour atteindre des limites de détection proches des sensibilités de laboratoire.
L’étude sur la fluorescéine donne un facteur d’amplification de 1000.

Pourtant, I'application de ces procédés a une réaction biologique, comme un immunoessai
pour la détection d’'un marqueur cardiaque, n’a pas permis d’atteindre une sensibilité record in-
férieure & 1 ng/mL. La focalisation hydrodynamique peut rester pertinente dans le cas d’étapes
de préparation d’échantillons et de détection afin de limiter les pertes.

Les dispositifs hybrides associant papier et microsystémes permettent 1’élution de composés
séchés dans le papier. Les performances d’élution ont été caractérisées avec différentes familles
de composés et dans plusieurs géométries microfluidiques. Ces interfaces papier-microsystémes
doivent permettre I'analyse automatisée d’échantillons séchés dans le papier par des réactifs
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stockés dans le méme format. Toutes les opérations d’analyse seraient alors déclencher par un
simple écoulement d’eau, éventuellement compléter d’huile pour une mise en goutte.

D’un point de vue biologique, 1’élution d’acides nucléiques apporterait une contribution pour
le diagnostic néonatal des maladies génétiques. Maximiser les résultats obtenus a partir d’un
prélevement de sang séché, sans le dégrader dans son intégralité, devrait permettre I’analyse
efficace de précieuses banques d’échantillons biologiques.

Le papier apparait également comme un support de stockage de petits volumes d’échantillons.
Par exemple, la mouche tsétsé véhicule, par sa salive, des infections parasitaires comme la ma-
ladie du sommeil via le tripanosome. Le recueil des quelques microlitres de salive sur le papier,
permettrait une élution en microsystémes et la détection des formes infectieuses du parasite.

La biologie moléculaire sur papier n’est apparue que tres récemment dans la littérature. Nos
contributions a la parallélisation des expériences et sur la détection d’un virus d’intérét, dans
des échantillons cliniques, incluant des controles internes, se placent parmi les développements
pionniers du domaine. Pourtant une meilleure compréhension des interactions papier-réactions
d’amplification est indispensable afin d’atteindre une généralisation a de nombreux pathogenes.

Dans la perspective d'un diagnostic complet sur papier, il faut inclure la préparation d’échan-
tillons dans les procédures sur papier. Une simplification de cette étape peut consister a travailler
sur un matériel génétique libre, disponible en quantité et ne nécessitant pas de lyse cellulaire.
Pour cela, la détection d’'une mutation génétique comme la drépanocytose, largement répandue
sur le continent africain, serait une premiere cible commerciale viable. Cette application est
également pertinente dans le cas du diagnostic néonatal des maladies génétiques.

Opinions sur la microfluidique papier Le papier apparait comme un support idéal des
applications diagnostiques. Il présente les avantages de pompe capillaire autonome, de stockage
des réactifs et d’incinération des dispositifs souillés, tout en restant d’un cofit tres faible.

Les considérations financieres sont a modérer par le cotit intrinseque des réactifs. Dans
I'exemple de la RT-RPA, un kit de 96 réactions est vendu 411€ par le fournisseur, soit plus
de 4€ par réaction. Dans nos expériences, un quart du volume réactionnel standard est utilisé
sur chaque microzone. Un test échantillon associé a deux controles cotite alors 3,2€ en réactifs,
auxquels il faut ajouter 0,18€ dans le cas de microtubes ou 0,006€ pour le support papier.
Cette différence est significative mais peut étre atténuée par les techniques d’industrialisation
des procédés et reste minime au regard du prix des réactifs.

Le papier comme plateforme bioactive bénéficie de nombreuses propriétés qui peuvent étre
mises a profit pour les différentes phases du diagnostic. L’état de surface global ou localement
modifié définit 'adsorption non spécifique, la capture biochimique des analytes en solution, la
rétention chromatographique. La structure poreuse impose une filtration qui sépare les com-
posés par critere stérique. L’écoulement assure une fonction d’automatisation des différentes
fonctions prévues par la géométrie et évite les multiples opérations manuelles, notamment celles
de pipetages. La grande variété des supports papier disponibles forme un catalogue de fonctions
biochimiques qui permettent de s’adapter a chaque configuration. Mais cette diversité nécessite
d’étre ordonnée suivant des criteres rationnels de sélection.
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Malgré les nombreuses innovations de la microfluidique papier en laboratoire, pourquoi au-
cune application n’atteint le développement d’un produit commercial disponible sur le marché
actuellement 7 Les raisons expliquant cette barriere sont, entre autres, les contraintes strictes
imposées par le secteur du diagnostic médical et I'acces difficile et reéglementé aux échantillons
cliniques nécessaires a la validation d’un test. Une entreprise a besoin de compétences variées
et d’importants moyens financiers pour supporter les procédures longues précédant une mise
sur le marché de produits générant peu de bénéfices et profits.

L’identification méme du marché cible n’est pas évidente. La microfluidique papier a été dé-
veloppée dans un esprit philanthropique pour répondre a des inégalités d’acces au diagnostic
médical. Inscrire cette innovation dans un modele économique capitaliste standard risquerait
d’écarter les populations les plus démunies des bénéficiaires/clients. Les structures de I’économie
sociale et solidaire, les fondations ou les organismes a but non lucratif offrent des alternatives
intéressantes comme le propose G.M. Whitesides avec Diagnostics for All. Dans le futur, il
serait intéressant d’accompagner les développements scientifiques et technologiques de la mi-
crofluidique papier, d’innovations économiques pour allier démarche entrepreneuriale pérenne
et bénéfice sociétal.






ANNEXE A

Evaluation des tests diagnostiques

n nombre grandissant d’équipes de recherche travaillent sur des dispostifs de diagnostics
médicaux, notamment dans le domaine de la microfluidique papier. Pourtant, peu de
résultats de leurs travaux aboutissent a une exploitation commerciale accessible au personnel
médical ou au grand public [165]. Pour qu'une innovation ait toutes ses chances de sortir
du laboratoire, les chercheurs doivent des le début avoir en téte les contraintes et criteres de
validation future [166]. Pour des questions de santé publique et de coiit, le diagnostic doit avoir
un intérét : par exemple, le fait que la connaissance de la maladie en limite la transmission
(épidémies, transmissions verticales meére-enfant, ...). Si un traitement existe, il faut qu'’il soit
accessible aux patients. Cette annexe rassemble les principaux éléments du cours "Fvaluation
des Tests Diagnostiques” de I'Institut Pasteur, par Muriel Vray, suivi du 7 au 11 mars 2016.

A.1 Phases de développement d’un test diagnostique

Le diagnostic se distingue du dépistage car il s’adresse a un individu particulier présentant
des symptomes et dont l'objectif est de limiter les complications. Le dépistage se positionne
dans une phase pré-clinique sur une large population sans symptomes. Le besoin en dépistage
dépend du risque d’exposition ou de la prévalence de la maladie suivant certains criteres (age,
sexe, situation géographique, comportements a risque ...) Un dispositif de diagnostic est d’abord
testé en laboratoire avant d’étre appliqué a des situations modeles. La derniere étape permet
d’évaluer les performances prospectives du test, en situation de dépistage.

A.1.1 Preuve de Concept

Cette phase exploratoire est réalisée dans les conditions de laboratoire. L’objectif est de
vérifier que la cible du diagnostic est bien différente dans les cas malades/non-malades et
d’identifier les mécanismes d’action.

Un grand nombre d’analyses doivent étre réalisées pour documenter au mieux le test : pro-
tocole d’utilisation détaillé, résistance et influence aux conditions extérieures (température,
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humidité, ...), conditions de recueil et préparation de I’échantillon biologique, ... Les échan-
tillons analysés doivent représenter les différents niveaux de sévérité de la maladie, y compris
les non-malades présentant une pathologie proche (types de symptdmes ou d’agents infectieux).

La reproductibilité du test diagnostique peut étre approchée suivant plusieurs angles :
e la variabilité biologique (mesures sur un méme sujet a deux moments différents),
e la variabilité selon 'opérateur sur un méme prélevement,
e la reproductibilité de la mesure (plusieurs mesures sur un méme échantillon),
e la variabilité entre le test et une mesure de référence.

Les performances des tests qualitatifs peuvent étre caractérisées par le coefficient Kappa
qui quantifie la proportion d’accords entre deux groupes de résultats normalisée par la pro-
babilité d’accords aléatoires.. La concordance pour des mesures quantitatives s’apprécie par le
diagramme de Bland et Altman ou le coefficient de corrélation intra-classe.

A.1.2 Etude de cas-témoins

Cette seconde phase de validation est réalisée hors du laboratoire par le personnel auquel
est destiné le test, sur des patients dont on connait déja le statut malade/non-malade. C’est
un positionnement rétrospectif par rapport a un test de référence qui permet d’estimer la
probabilité d’avoir un résultat positif chez les malades et un résultat négatif chez les non-
malades.

L’objectif est donc d’utiliser le test dans des situations réelles par des opérateurs différents
et avec une plus grande diversité de patients. Les modalités de cette étude doivent répondre
aux criteres de la grille STARD (Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy).

Parmi les points les plus importants figurent :
e criteres d’inclusion/d’exclusion de I'étude,
e choix du test de référence,
e tous les patients doivent recevoir les deux tests sans ordre préférentiel systématique (la
cible de I’étude et la référence),
e les opérateurs effectuent ces tests a l'aveugle, sans duplicats.

A.1.3 Application a une cohorte

Cette derniere étape se place dans les mémes conditions que ’étude de cas-témoins mais de
maniére prospective : on ne connait pas le statut malade /non-malade des patients. Ce dépistage
s’effectue sur une large population (cohorte) dite a risques soit suite a une exposition (contexte
infectieux), soit par des criteres les rendant plus susceptibles de développer la pathologie (age,
sexe, prédisposition, ...).

A cause du grand nombre de patients et pour des raisons éthiques, il n’est souvent pas possible
de réaliser systématiquement le test de référence en plus du nouveau test. Notamment, si le
test de référence est invasif ou présente des risques, il n’est pas approprié de le réaliser chez des
patients n’ayant aucun symptome. Pour les besoins de ’étude, une solution statistique consiste
a le réaliser seulement sur un sous-ensemble aléatoire.
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A.2 Définition des indices de performances

Dans chacune des phases de validation, le test peut étre évalué par des indices de perfor-
mances. Ceux-ci rendent compte de 'accord entre le résultat du test et le statut malade/non-
malade.

A.2.1 Sensibilité, spécificité

Dans le cas de valeurs qualitatives binaires, on utilise un tableau de contingence 2x2 présenté
en figure A.1. Ce tableau permet de comparer le résultat donné par le test de diagnostic avec le
statut du patient. Il résume également le nombre d’échantillons de I’étude ainsi que la prévalence
de la maladie (nombre de sujets malades par rapport au nombre de sujets sains).

Statut
Malade Non-Malade
Résultat

Test Positif Vrai Positif Faux Positif Nomibre de cests

P sirifs

. . R , e P e Nombre de tests
Test Négatif Faux Négatif Vrai Négatif

négarifs

Nombre de sujets | Nowbre de sujers | Nombre total
malades non-malades de 511]’@{15

Figure A.1 — Tableau de contingence 2x2

Les "vrais positifs" et "vrais négatifs" définissent les cas d’accord entre le statut du patient et
le résultat du test. Les "faux négatifs" et "faux positifs" décrivent la situation contraire.

La sensibilité du test est définie par la probabilité d’obtenir un test positif quand le sujet est
malade (équation A.1). La spécificité est 'aptitude du test a identifier correctement les sujets
non malades (équation A.2). On peut également définir l'efficacité du test comme le nombre de
sujet bien classés (équation A.3).

Vrai Positi f
= Al
o¢ Nombre de sujets Malades (A1)
Vrai Négati f
= A2
5P Nombrede sujets Non — Malades (A-2)
_ Vrai Positi f + Vrai Négati f (A.3)

Nombretotal de sujets

Mais la construction méme du tableau de contingence dépend du seuil qui classe les résultats
du test. Dans le cas de valeurs quantitatives, ce seuil est une valeur définie arbitrairement. En
modifiant cette valeur, on change les performances du test, notamment sensibilité et spécificité.
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Selon le contexte, I'un des deux peut étre privilégié. Dans le cas d’une maladie contagieuse, il
est essentiel d’identifier toutes les personnes malades ce qui correspond a une grande sensibilité
et un petit nombre de Faux Négatifs. Au contraire, si un diagnostic positif donne lieu a des
conséquences lourdes, il faut que tous les résultats positifs correspondent vraiment a des sujets
malades. C’est alors la spécificité qui est privilégiée et implique un nombre minimal de Faux
Positifs.

Puisqu’elles dépendent du seuil, les valeurs de sensibilité et de spécificité ne sont donc pas
les plus appropriées pour caractériser completement un outil de diagnostic.

A.2.2 Courbe ROC

Une courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) est une représentation graphique des
performances dun test diagnostique, indépendamment de la valeur du seuil. La courbe repré-
sente I’évolution de (1-Spécificité) en fonction de la Sensibilité pour chaque valeur de seuil

(figure A.2).
Les cas limites sont :

e la diagonale - qui passe par les points [0;0] et [1;1]. Elle correspond & une situation
purement aléatoire et donc sans intérét diagnostique.

e une courbe au plus proche de I'axe des ordonnées et de la ligne horizontale y=1. C’est le
meilleur outil de diagnostic avec une sensibilité et une spécificité toujours égales a 1.

A

1
"z — Diagnostic idéal
Z
95 —- Situation aléatoire
N,
o s s
o0 —  Test médiocre

1
— — Bon test

A Equilibre
sensibilité /spécificité
'
; e
0 Sensibilité 1

Figure A.2 — Courbe ROC

Dans la réalité, les outils de diagnostic sont donc entre ces deux cas limites. La comparaison
de plusieurs courbes est possible par appréciation visuelle et/ou par le calcul de I'aire sous la
courbe (AUC = Area Under Curve). Selon les cas limites, ce parametre AUC vaut 1 pour un
test idéal et 0,5 dans le cas aléatoire.

Cet outil graphique permet également la sélection du meilleur seuil selon le contexte. Il
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peut s’agir d’un seuil maximisant la spécificité ou la sensibilité. Une situation d’équilibre peut
également étre choisie et correspond a une maximisation du nombre de sujets bien classés.
Graphiquement, c¢’est le point minimisant la distance de la courbe ROC au point [0;1].

A.3 Discussion des biais

Le statut malade/non-malade est souvent indiscutable dans les situations de preuve de
concept et d’étude de cas-témoin. Mais les patients d’une cohorte sont dans une zone grise
de diagnostic. Il faut donc étre tres attentif aux biais statistiques générés par la construction
méme de 1’étude. De plus, il n’existe pas toujours de Gold Standard auquel se référer.

A.3.1 Construction de I’étude

La grille STARD (www.stard-statement.org [167]) rassemble I’ensemble des criteres essentiels
pour la validation d'un test diagnostique.

Elle inclut la description de la méthode :
e ¢étude prospective ou rétrospective,
e nombre de patients et critéres d’inclusions,
e choix du test de référence,
e caractéristiques du test analysé,
e méthodes d’analyses des résultats.

Il existe de nombreux biais qui sont sources d’erreurs systématiques et alterent 1’estimation
des performances de diagnostic. Le biais d’intégrité est observé lorsque l'opérateur connait a
I’avance le statut du patient. Un test a l'insu évite ce type d’erreur. Le biais de vérification
consiste a répéter un test en cas de doute, ce qui perturbe également ’analyse statistique qui
en découle. Le test étudié et celui de référence doivent étre faits dans un ordre aléatoire et dans
un intervalle de temps court.

A.3.2 Définition du Gold Standard

Un Gold Standard est un test de diagnostic fiable a 100% qui permet de statuer sans aucun
doute sur le statut malade/non-malade. Mais c¢’est un concept théorique qui existe rarement
dans la réalité. Dans la pratique, les tests de diagnostics sont comparés a un test de référence
considéré comme le plus fiable.

Or les outils présentés dans la section A.2 estiment les performances d’un test de diagnostic
par comparaison avec le test de référence qui n’est pas un Gold Standard. Si le nouveau test
est meilleur que la référence, cette analyse va détecter des désaccords entre les deux tests et
les considérer comme des erreurs du nouveau test. Ainsi les performances du test de diagnostic
sont sous-estimées.
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A.3.3 Analyse de classes latentes

D’autres stratégies d’évaluation des tests diagnostics ne reposent pas sur une comparaison
avec une référence. Par exemple, I'analyse de classes latentes consiste a comparer le test de
diagnostic avec un ensemble de tests indépendants. L’état malade /non-malade reste une variable
non-observée (latente).

Par exemple, un test génétique peut étre comparé a un ensemble de trois autres tests (test
sérologique, culture cellulaire, examen clinique). On peut émettre I'hypothese que si deux tests
sur trois sont positifs, le patient est considéré malade. Les performances du test de diagnostic
sont alors estimées par rapport a ce critere. Avec un grand nombre de tests indépendants, on
s’affranchit des erreurs des tests de référence et on obtient une meilleure visibilité sur le statut
biologique.



ANNEXE B

Protocoles biologiques d’amplification d’acides nucléiques

EPUIS "amplification d’acides nucléiques par PCR, de nouvelles configurations de primers
D permettent de s’affranchir des cycles thermiques. Les protocoles biologiques consistent a
mélanger en microtubes tous les ingrédients nécessaires a la réaction : les primers, les enzymes
d’amplification, les quatre désoxyribonuléotides, un élément de détection (sonde ou intercalant
d’ADN) et des ions pour tamponner la solution. La plupart de ces composés sont conservés a
-20 ° C avant utilisation.

B.1 LAMP : loop-mediated isothermal amplification

Les réactifs pour réaliser 'amplification d’ADN par la technique LAMP sont obtenus com-
mercialement chez le fournisseur OptiGene. Le kit ISO004-nd contenant 1’enzyme GspSSD LF
DNA polymérase, est utilisé pour 'amplification d’ADN de Salmonelle. Pour chaque réaction,
il faut ajouter les primers spécifiques de la cible du diagnostic : 0,8 uM de primers FIP, 0,8 uM
de primers BIP, 0,2 yM de primers F3, 0,2 uM de primers B3, 0,4 uM de primers Loop F,
0,4 uM de primers Loop B. Cette préparation ne contient pas d’éléments de détection. L’ajout
d’un intercalant d’ADN, comme EvaGreen ou SybrGreen, permet la détection de 'amplification
en fluorescence.

A la solution de 25 uL de réactifs, 5 uL. d’échantillon, extraits d’ADN, sont ajoutés. Le
microtube est alors placé dans une instrumentation assurant le chauffage a 65 ° C pendant 60
minutes et une lecture en fluorescence aux longueurs d’onde compatibles avec les propriétés
optiques de l'intercalant d’ADN.

B.2 RT-RPA : reverse transcription and recombinase
proteins amplification

La réaction RT-RPA est disponible commercialement chez le fournisseur TwistDX. 11 s’agit
donc d’'un kit dont la composition exacte n’est pas disponible.
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B.2.1 Préparation du mélange réactionnel

Selon les recommandations du fournisseur TwistDX, le milieu réactionnel pour une RT-RPA
exo-kit est préparé avec les composants ci-dessous :

2,1 uLL d’une solution de primers Forward a la concentration 10 pM,

2,1 uLi d’une solution de primers Reverse a la concentration 10 uM,

0,6 puL d’une solution de primers Sonde a la concentration 10 uM,

29,5 uL de solution tampon de réhydratation,

6,7 uL d’eau.

Ces 41 pL sont utilisés pour remettre en solution le mélange lyophilisé par le fournisseur.
5 uL. d’échantillon sont ajoutés contenant ou non I’ARN cible. 4 uL. d’une solution d’acétate
de magnésium (¢ = 280 uM) sont pipetés dans le bouchon de chaque tube. Des étapes de
centrifugation et vortex assurent le mélange de tous les composés.

B.2.2 Expérience d’amplification

Le milieu réactionnel est chauffé a 40 ° C pendant 20 a 30 minutes, et suivi en fluorescence
aux longueurs d’onde de la sonde FAM.



ANNEXE C

Un centre de traitement Ebola a Macenta en Guinée

ACENTA est une ville qui compte environ 40 000 habitants et est située dans la région
de N’Zérékoré. En février 2014, les tout premiers cas de fievres hémorragiques du virus
Ebola sont signalés en Guinée forestiere dans les préfectures de Gueckedou, Macenta et Kissi-
dougou. Deés avril 2014, le Ministere de la Santé au Liberia confirme la présence du virus Ebola
sur son territoire. En juin 2014, I’épidémie se propage jusqu’aux régions cotieres plus urbaines
de Guinée et de Sierra Leone. Rapidement, I’épidémie surprend par son ampleur géographique
et son lourd bilan humain. Des septembre 2014, 5 435 cas d’infections par le virus Ebola sont
comptabilisés et responsables de 2 679 déces.

Situation en mars-avril-juin 2014 Bilan en aofit 2016

SENEGAL (396 Cas recensés’

LIBERIA 63

Figure C.1 — Répartition géographique des infections par le virus Ebola en 2014 et 2016.
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La Croix Rouge francaise est intervenue a partir d’avril 2014 en Guinée pour contribuer a
la lutte contre Ebola. Les premiéres missions ont consisté a sensibiliser les populations (modes
de transmissions, gestion des personnes suspectées d’étre infectées), désinfecter des batiments
contaminés, distribuer du chlore/savon, mettre en place des enterrements sécurisés des per-
sonnes décédées d’Ebola, suivre les cas contacts pendant la durée d’incubation du virus.

En complément de deux Centres de Traitement Ebola (CTE) déja mis en place en Guinée
par Médecins Sans Frontieres Belgique, la Croix Rouge francaise ouvre un CTE a Macenta le
18 novembre 2014. S’il n’existe pas de traitement contre la maladie a virus Ebola, une prise en
charge des patients et un traitement symptomatique (réhydratation et gestion de la douleur)
améliorent grandement les chances de survie et empéchent la propagation du virus.

Le diagnostic est assuré dans un laboratoire d’analyse géré par I'Institut Pasteur et accueillant
des initiatives de recherche pilotées par 'INSERM et le CEA.

C.1 Carnets de voyage

L’arrivée en Guinée se fait par 'aéroport international de Conakry, la capitale. J'y passe
une nuit avant de repartir le lendemain matin vers la Guinée forestiere. Toute la logistique des
déplacements est assurée par la Croix Rouge francaise. Un chauffeur m’amene donc de bon
matin & 'aéroport national ou les services aériens humanitaires (UNHAS : United Nations Hu-
manitarian Air Service) organisent des vols internes pour convoyer matériel et personnel vers
les régions guinéennes inaccessibles par la route en saison des pluies. Pour ces mémes raisons
météorologiques, de nombreux vols sont annulés, par chance le mien a bien lieu. Le petit avion
d’un vingtaine de places me conduit jusqu’a N’Zérékoré ou un autre chauffeur de la Croix Rouge
m’attend pour les 2h30 de route qui nous séparent de Macenta.

Figure C.2 — Trajet de Conakry a Macenta.

Il existe un petit aéréoport a Macenta qui ne peut accueillir que des hélicopteres. Ils sont
utilisés régulierement pour le ravitaillement de consommables, notamment les réactifs réfrigérés
nécessaires au diagnostic médical.
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Figure C.3 — A 30 min de piste de Macenta, un héliport permet le ravitaillement logistique.

A Macenta, plusieurs batiments (logements, hotels, hangars) sont loués par la Croix Rouge
francaise pour accueillir les bureaux, loger les expatriés et conserver les stocks logistiques. Toutes
les fonctions d’intendance sont effectuées par des employés guinéens : gardiennage, cuisine,
entretien, ... Pendant mon séjour (aolt 2015), seuls 8 expatriés étaient présents a Macenta
pour assurer le fonctionnement du laboratoire de diagnostic, la gestion du CTE et I’encadrement
des équipes guinéennes de sensibilisation. L’absence de patients depuis mars 2015 a permis de
réduire les effectifs tout en maintenant la vigilance. Au plus fort de I’épidémie, ce sont plus de
50 expatriés et 250 employés nationaux qui ont été mobilisés.

Figure C.4 — Lieu de vie a Macenta, mont Woko et marché en centre ville.

Le contexte épidémique impose des conditions de sécurité strictes : a I’entrée de chaque site
de la Croix Rouge francaise, il faut se laver les mains a 1’eau chlorée et un gardien vérifie notre
température corporelle par un thermometre infrarouge. Les contacts humains sont également
proscrits, méme entre expatriés. Un salut a distance est préféré a une poignée de main.

Figure C.5 — Mesures de prévention a I'entrée de chaque site de la Croix Rouge.
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C.2 Organisation du Centre de Traitement Ebola

Le CTE de Macenta est un vaste terrain occupé par de nombreuses tentes de la Croix Rouge
francaise et un seul batiment qui abrite le laboratoire d’analyses. Le sol est recouvert de gravier
pour éviter les inconvénients d’une terre boueuse, surtout pendant la saison des pluies.

e LA CODRERATION.
g ERUTINALE

-y

- -

Figure C.6 — Centre de Traitement Ebola a Macenta.

Le site est organisé autour de trois poles : les services techniques, I'accueil du public, la prise
en charge des patients. Seule cette derniere zone est définie comme a "haut risque" en raison
de la présence potentielle de personnes infectées par le virus Ebola. Les deux autres zones sont
dites a "bas risque".
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Figure C.7 — Organisation des différents services du CTE
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C.2.1 Services techniques

Le fonctionnement du CTE nécessite de nombreux services aux compétences variées.

Le Burean Outreach dispose de tout le matériel nécessaire pour aller chercher une personne
et la ramener en toute sécurité au CTE. Ils ont également des kits pour permettre les enterre-
ments communautaires sécurisés. Une tente Consigne abrite le stock de vétements de travail
pour tous les employés du CTE, qui se changent dans les Vestiaires. Dans un petit batiment
se trouve I’électricien du CTE, en charge de la maintenance de tout le réseau électrique. En
effet, le CTE doit pouvoir fonctionner 24h/24. Plus loin, un employé assure les fonctions de
plombier /poudrier : il s’occupe du réseau d’eau chlorée et d’eau javellisée qui alimente tout
le site. Un service de Laverie (les "lavandieres") est chargé du lavage des tenues du personnel
soignant. Les stocks matériels sont conservés dans le Magasin. La Pharmacie assure 'in-
ventaire et la distribution des médicaments. Le Service Médical rassemble les médecins et
infirmiers qui travaillent au plus pres des patients. Le CTE dispose également d'une gestion
autonome des déchets avec un Incinérateur.

C.2.2 Accueil des patients

La prise en charge des patients dans la zone a haut risque est organisée selon plusieurs
étapes. Un examen clinique est réalisé dans la tente de triage pour poser un premier diagnostic
et confirmer ou non la suspicion d’infection par le virus Ebola. Les patients sont ensuite répartis
et pris en charge dans les tentes de soin. La gravité de leur état, les symptomes présents et
le résultat du diagnostic de laboratoire définissent leur statut : cas suspect, cas probable, cas
avere.
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Figure C.8 — Plan de la zone a haut risque



226 Annexe C. Un centre de traitement Ebola o Macenta en Guinée

Protection du personnel soignant

Le travail du personnel soignant au chevet du patient nécessite des équipements de protection
individuelle fiables contre le virus Ebola. Pour cela, une tenue complete associée a trois paires
de gants, des lunettes, des bottes, un masque, une cagoule et un tablier sont nécessaires. La
procédure d’habillage est stricte et est réalisée a 'aide d'un co-équipier qui s’assure du bon
respect de toutes les étapes.

Figure C.9 — Tenue de protection individuelle.

Dans la zone a haut risque, n’importe quelle manipulation médicale autour d’un patient est
accompagnée du travail d'un hygiéniste. Ce dernier désinfecte en permanence tout ce qui est
touché/souillé par le patient. La tenue de protection rend fatigant et difficile le travail dans la
zone a haut risque. Les missions sont donc effectuées en binémes afin que les co-équipiers veillent
I'un sur l'autre et agissent en cas de malaise. La durée de travail dans la zone a haut risque est
limitée a 45 minutes. Un tableau de service permet la surveillance de toutes les équipes.

Figure C.10 — Travail des hygiénistes et tableau des personnes en service.
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Communications entre les zones bas-risque et haut-risque

L’entrée du personnel soignant dans la zone a haut risque se fait par 'intermédiaire de deux
barriéres espacées d'un metre, séparant les services techniques de 'espace de soin. Le transfert
de matériel vers les patients est possible par de simples plans inclinés.

La sortie du personnel soignant est beaucoup plus encadrée. Cette frontiere haut risque/bas
risque est équipée de nombreuses poubelles remplies d’eau chlorée a différentes dilutions, de
pédiluves et de sprays pour désinfecter l'intégralité du matériel et de la tenue. Le processus
de déshabillage et de décontamination est long et tres précis. Chaque geste est dicté par un
hygiéniste-sprayeur qui désinfecte méticuleusement chaque objet. La tenue est rincée dans plu-
sieurs bassines d’eau chlorée puis claire avant d’étre transférée aux lavandieres.

Figure C.11 — Voies de communication avec la zone a haut risque.

Procédures de diagnostic

Le laboratoire d’analyses est un petit batiment de quatre pieces : la piece infectieuse dans
laquelle sont regus les échantillons, un laboratoire pour la préparation des mix PCR, un petit
bureau et une piece de stockage du consommable. Le role de ce laboratoire est de tester la pré-
sence du virus Ebola dans des échantillons biologiques. Ces prélevements viennent de plusieurs
contextes : patients venus au CTE, déces suspect dans la région, suivi des personnes guéries.

Figure C.12 — Laboratoire d'analyse dans le CTE.

Le transport des échantillons de maniere sécurisée, est réalisé en plagant le prélevement infec-
tieux dans plusieurs contenants tous désinfectés. Au laboratoire, ils sont transportés directement
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dans la piece infectieuse qui nécessite un équipement de protection individuelle important. Les
étapes de préparation d’échantillons qui consistent a inactiver le virus et extraire les acides
nucléiques, sont réalisées dans une boite a gants. L’extraction peut alors sortir de la piece
infectieuse, vers le laboratoire pour l'amplification et la détection PCR.
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Figure C.13 — Procédure et trajectoire de diagnostic aprés réception d'un échantillon.

C.2.3 Role social

L’enraiement de I'épidémie Ebola repose principalement sur des actions de prévention pour
lutter contre la propagation virale. Pour cela, des équipes de sensibilisateurs communautaires
sont formées par la Croix Rouge francaise, pour transmettre a I’ensemble de la population les
bonnes pratiques d’hygiene et la conduite a tenir aupres de patients suspects. Ils font le tour
des communautés, méme les plus éloignées et les plus réticentes. Certains villages épargnés par
I’épidémie refusent de laisser entrer ceux qui ont été au plus proche du virus par crainte d’une
recrudescence de 1’épidémie.
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Figure C.14 — Prévention sur la transmission du virus Ebola et kit de sortie fourni aux guéris.
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Chaque patient déclaré guéri et autorisé a sortir, se voit remettre un kit contenant quelques
vétements, de la nourriture, les principaux accessoires d’hygieéne. Un téléphone, une carte SIM
et une carte pré-payée sont fournis pour faciliter le contact entre le CTE et le patient en cas
de nouveaux symptomes.

Des équipes psycho-sociales assurent des entretiens individuels et des groupes de paroles sur
différentes thématiques. Leurs buts sont d’accompagner le retour a la vie normale des personnes
guéries d’Ebola et des familles endeuillées. Leur travail est essentiel dans la reconstruction psy-
chologique et pratique post-Ebola : de nombreux cas d’exclusion sociale sont a déplorer.

Un grand merci a Béatrice pour la réalisation des expériences papier en plus de toute l'activité
de diagnostic, et a Moriba pour son sourire quotidien au laboratoire, ainsi qu’a toutes les
personnes rencontrées lors de ce voyage.

BA . R

Figure C.15 — Béatrice qui réalise nos expériences papier, Moriba Povogui laboratin guinéen, moi en tenue
de travail.
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