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RESUME

La transmission de certains arbovirus (« arthropode-borne virus ») par allaitement a été
suggérée chez 'Homme (e.g. virus Zika (ZIKV), virus de la fievre jaune (YFV), virus de la Dengue,
virus West Nile...). Parmi ceux-ci, ZIKV et YFV sont particulierement discutés. Pour ZIKV, de
nombreuses études de cas rapportent la présence du virus dans le lait maternel et I'infection
du nourrisson allaité tandis que pour YFV la transmission virale par allaitement a été observée
pour la souche vaccinale, non transmise par les moustiques. Il est nécessaire de comprendre
I'importance que représente I'allaitement dans la transmission de ces arbovirus afin de
prévenir I'infection des nourrissons par allaitement lors de futures épidémies.

Au laboratoire, nous avions précédemment montré la transmission de ZIKV par
allaitement sur le modéle murin A129 (IFNAR KO). Nous avions également démontré que ZIKV
dissémine aux glandes mammaires et infecte les cellules épithéliales mammaires (a I'aide du
modele murin, de cellules épithéliales mammaires humaines primaires et de lignées
cellulaires). Enfin nous avions montré que ZIKV franchit la barriére intestinale in vivo et in vitro
et nous avions proposé un mécanisme de franchissement comme étant I'infection productive
de I’épithélium sans altération de sa fonction de barriere.

Cependant, certaines études de cas ont rapporté une absence de transmission de ZIKV a des
nourrissons allaités par une mere infectée. Différents facteurs biologiques ou génétiques
contrélant la transmission d’autres virus par allaitement (i.e. virus de I'immunodéficience
humaine, virus T-lymphotrope humain, cytomégalovirus) ont été décrits : la charge virale et la
forme virale infectieuse dans le lait, le statut immunologique de la meére, la durée de
I’allaitement, etc. Dans ce projet doctoral, nous avons étudié la forme infectieuse de ZIKV dans
le lait maternel murin et nous avons détecté du virus libre et « cellule-associé ». Nous avons
également étudié I'effet des composants du lait sur I'infection par ZIKV et nous avons observé
un effet inhibiteur des acides gras a longue chaine carbonée.

Dans un second axe, nous avons étudié les mécanismes de transmission de YFV par
allaitement au nourrisson a I'aide de modeles in vitro et in vivo (souris A129). Nous avons
étudié la souche vaccinale 17D-204 (transmise par allaitement chez 'Homme) ainsi que 2
souches sauvages (Asibi et Dakar) afin d’évaluer si ces derniéres pourraient également étre
transmises par allaitement. Nous avons montré que YFV dissémine aux glandes mammaires
murines apres l'infection et que des particules infectieuses sont excrétées dans le lait. In vitro,
nous avons montré que des lignées épithéliales mammaires humaines sont permissives a
I'infection et nous avons proposé un mécanisme de franchissement de la barriere intestinale
du nourrisson. A l'instar de ZIKV, les 3 souches de YFV testées franchissent la barriére
intestinale par infection productive de I'épithélium sans altération de sa fonction de barriere.

En conclusion, ce projet doctoral a permis de mettre en évidence la présence de ZIKV dans le
lait maternel murin sous forme libre et « cellule-associée », d’identifier un effet inhibiteur de
certains acides gras libres du lait sur ZIKV, ainsi que d’aborder les mécanismes de passage
transépithélial de YFV au niveau des barrieres mammaire et intestinale. Ces résultats
apportent des éléments de compréhension dans |’évaluation, voire la prévention, du risque
de transmission de ces deux virus par allaitement.

Mots clé: virus Zika, virus de la fievre jaune, allaitement, transmission meére-enfant,
franchissement d’épithélium, antiviral.
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Title: Transmission of arboviruses during breastfeeding: Zika virus and yellow fever virus.

ABSTRACT

The transmission of certain arboviruses (“arthropod-borne viruses”) by breastfeeding has
been suggested in humans (e.g. Zika virus (ZIKV), yellow fever virus (YFV), Dengue virus, West
Nile virus...). Among these, ZIKV and YFV are particularly discussed. For ZIKV, numerous case
reports show the presence of the virus in breast milk and the infection of the breastfed infant,
while for YFV, viral transmission through breastfeeding has been observed for the vaccine
strain (not transmitted by mosquitoes). It is necessary to understand the importance of
breastfeeding in the transmission of these arboviruses to prevent their transmission to
newborns through breastfeeding during future outbreaks.

In our laboratory, we have previously demonstrated the transmission of ZIKV by
breastfeeding in the A129 mouse model (IFNAR KO). We also demonstrated that ZIKV
disseminates to the mammary glands and infects mammary epithelial cells (using the mouse
model, primary human mammary epithelial cells and cell lines). Finally, we showed that ZIKV
crosses the intestinal barrier in vivo and in vitro, and we identified the mechanism of crossing
as being the productive infection of the epithelium without alteration of its barrier function.

However, some case studies have reported a lack of transmission of ZIKV to breastfed
newborns by an infected mother. Different biological or genetic factors controlling the
transmission of other viruses by breastfeeding (i.e. human immunodeficiency virus, human T-
lymphotropic virus, cytomegalovirus) have been described: viral load and infectious viral form
in breast milk, immunological status of the mother, duration of breastfeeding, etc. In this
doctoral project, we studied the infectious form of ZIKV in murine breast milk and detected
free and cell-associated virus. We also studied the effect of milk components on ZIKV infection
and observed an inhibitory effect of long chain fatty acids.

In a second axis, we studied the mechanisms of YFV transmission to newborns during
breastfeeding, using in vitro and in vivo models (A129 mice). We studied the vaccine strain
17D-204 (transmitted by breastfeeding in humans) as well as two wild type strains (Asibi and
Dakar) to assess whether the latter could also be transmitted by breastfeeding. We showed
that YFV disseminates to murine mammary glands after infection and that free infectious viral
particles are excreted in breast milk. In vitro, we have shown that human mammary epithelial
cell lines are permissive to infection, and we have suggested a mechanism of intestinal barrier
crossing of the newborn. Like ZIKV, the three YFV strains tested cross the intestinal barrier by
productive infection of the epithelium without altering its barrier function.

In conclusion, this doctoral project has allowed us to demonstrate the presence of ZIKV in
murine breast milk both in a free and "cell-associated" form, to identify an inhibitory effect of
certain free fatty acids in milk on ZIKV, and to address the mechanisms of transepithelial
passage of YFV at the mammary and intestinal barriers. These results provide elements of
understanding in the evaluation, or even prevention, of the risk of transmission of these two
viruses by breastfeeding.

Key words: Zika virus, yellow fever virus, breastfeeding, mother-to-child transmission,
epithelial crossing, antiviral.
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Durant ces dernieres années, les arboviroses ont joué un réle prépondérant dans I'émergence
virale. L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a estimé que le poids annuel sur la santé
publique des arboviroses (causées par le virus de la Dengue (DENV), le virus Chikungunya
(CHIKV), le virus Zika (ZIKV), le virus de la fievre jaune (YFV), le virus de I'encéphalite japonaise
(JEV) et le virus West Nile (WNV)) représente prés de 100 millions de cas d’infection par an et
2,3 millions de DALY par an (« disability-adjusted life years » prenant en compte les
conséquences sur la qualité de vie des individus infectés). (WHO 2017)

Parmi ces arbovirus, les virus ZIKV et YFV ont eu un impact majeur en santé publique. La
derniere épidémie causée par ZIKV en 2015-2016 a conduit ’'OMS a déclarer une urgence de
santé publique de portée internationale (WHO 2016), tandis que YFV cause encore
aujourd’hui, malgré I’existence d’un vaccin, environ 200 000 cas d’infection par an, conduisant

a 30 000 déces par an d’apres 'OMS (Staples 2010).

LE VIRUS ZIKA ET LE VIRUS DE LA FIEVRE JAUNE

Découverte des arbovirus

Les arbovirus (de I'anglais « Arthropod-borne virus ») sont définis comme des virus qui se
transmettent par piqlre d'arthropodes (invertébrés possédant un corps segmenté et articulé).
En effet, certains arthropodes hématophages sont capables d'ingérer un agent pathogéne en
se nourrissant sur un hote vertébré infecté (donneur), puis de répliquer I'agent pathogene et

de le transmettre a un nouvel hote vertébré (receveur). (WHO 1983)

L’hypothese selon laquelle les arthropodes sont des vecteurs de maladies a été avancée pour
la premiere fois en 1881, lorsque Carlos Finlay a suggéré que la fievre jaune n'était pas
transmise par contact humain, mais par les moustiques. Ce n'est qu’en 1901, que cette idée a
été confirmée par le Major Walter Reed qui a démontré que la fievre jaune était causée par

un agent ultra-filtrable présent dans le sang des patients infectés. (Chaves-Carballo 2005)

Une découverte majeure a eu lieu cing ans plus tard, en 1906, lorsque le moustique Aedes
aegypti a été découvert comme étant vecteur de la dengue, faisant de celle-ci et de la fievre

jaune les deux premieres maladies connues pour étre causées par des virus transmis par les
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arthropodes. Les deux arbovirus découverts par la suite ont été le virus de I'encéphalite a

tiques (TBEV) en 1936 et WNV en 1937.

En raison, notamment, de I'adaptation des arthropodes vecteurs aux environnements urbains,
de l'augmentation de leur aire de répartition probablement due au changement climatique et
de l'augmentation des transports mondiaux, les arbovirus ont connu une émergence rapide
et étendue ces dernieres années. Actuellement, pres de 500 arbovirus sont identifiés. Ceux-ci
forment un groupe non taxonomique et regroupent des virus appartenant principalement aux
Flaviviridae, Nairoviridae, Phenuiviridae,

9 familles virales suivantes: Togaviridae,

Peribunyaviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae, Reoviridae et Asfarviridae (Tableau 1).

(Hubalek et al. 2014)

Génome Enveloppe Famille Genre Principaux virus
Flaviviridae Flavivirus YFV, DENV, WNYV, ZIKV, JEV, TBEV, USUV
ARN (+) oui
Togaviridae Alphavirus CHIKV, RRV, SFV, ONNV, VEEV, MAYV
Nairoviridae Orthonairovirus CCFV
Phenuiviridae Phlebovirus RVFV
ARN (-) oui Peribunyaviridae Orthobunyavirus BUNV
Rhabdoviridae Vesiculovirus VSV
Orthomyxoviridae Thogotovirus THOV
ARN db non Reoviridae Orbivirus BTV, ORUV
ADN db oui Asfaviridae Asfivirus ASFV

Tableau 1 : Familles virales des arbovirus et leurs caractéristiques.

Abréviations : virus de la fievre jaune (YFV), virus de la dengue (DENV), virus West Nile (WNV), virus Zika
(ZIKV), virus de I'encéphalite japonaise (JEV), virus de I'encéphalite a tique (TBEV), virus Usutu (USUV), virus
chikungunya (CHIKV), virus Ross river (RRV), virus Semliki forest (SFV), virus o'nyong-nyong (ONNV), virus
de I'encéphalite équine vénézuélienne (VEEV), virus Mayaro (MAYV), virus de la fievre hémorragique de
Crimée-Congo (CCFV), virus de la fievre de la Vallée du Rift (RVFV), virus bunyamwera (BUNV), virus de la
stomatite vésiculaire (VSV), virus thogoto (THOV), virus de la fievre catarrhale ovine (BTV), virus orungo
(ORUV), virus de la peste porcine africaine (ASFV).

Biologie moléculaire des flavivirus

Génome et structure des flavivirus

Les virus ZIKV et YFV appartiennent a la famille Flaviviridae et au genre Flavivirus.
Les particules virales de flavivirus sont enveloppées, sphériques et d’'un diametre d’environ 50
nm. L’enveloppe de la particule contient deux protéines virales : la protéine d’enveloppe (E)

et la protéine de membrane (M). Les particules infectieuses sont composées de 90 diméres
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antiparalleles de la glycoprotéine E, recouvrant completement la surface du virion. La capside
virale, de symétrie icosaédrique, est composée de protéines de capside (C) et renferme le

génome viral (Figure 1). (Howley et al. 2021)

Le génome des flavivirus est constitué d’un unique segment d’ARN de polarité positive, d’une
longueur d’environ 11 kb. Ce génome viral possede une coiffe en 5’ et est dépourvu de queue
poly-A en 3’. La coiffe permet d’initier la traduction, de stabiliser I’ARN viral (ARNv) et de
contourner les défenses antivirales innées. Le génome code pour un unique cadre ouvert de
lecture (d’environ 3400 codons) flanqué de régions non codantes en 5’ et 3’. Celles-ci se
composent d’environ 100 nucléotides et 400 a 700 nucléotides respectivement. Elles
contiennent des structures d’ARN en cis et des séquences importantes pour I'expression et la
réplication des genes viraux, ainsi que pour la modulation immunitaire (Figure 1). (Howley et

al. 2021)
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Figure 1 : Structure de la particule virale et du génome des flavivirus.

La particule virale mesure environ 50 nm de diametre et est composée de protéines d’enveloppe (E, en
jaune), de protéines de membrane (M, en orange) et de protéines de capside (C, en vert). Le génome viral
est un ARN simple brin de polarité positive. Il contient un unique cadre ouvert de lecture et code pour une
polyprotéine virale, composée de protéines structurales (C, prM, E) et de protéines non-structurales (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5). Celles-ci sont clivées par des protéases virales et cellulaires (fleches).
(Adapté de ViralZone).
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Cycle viral des flavivirus

Les particules virales sont adsorbées a la surface de la membrane cellulaire suite a des
interactions non spécifiques entre les protéines d’enveloppe E glycosylées et des facteurs
cellulaires tels que des héparane-sulfates protéoglycanes (HSPG) (Figure 2). Ces facteurs
d’attachement permettent la rétention et la concentration des particules virales a la surface
cellulaire, jusqu’a leur fixation plus spécifique par des récepteurs cellulaires. A ce jour,
plusieurs types de récepteurs ont été décrits comme impliqués dans I'entrée des flavivirus
dans différentes cellules cibles. Les lectines de type C, exprimées sur de nombreux types
cellulaires tels que les cellules dendritiques, les macrophages ou les monocytes, lient les
glycosylations de la protéine E de la particule virale (Lozach et al. 2005 ; Davis et al. 2006 ;
Shimojima et al. 2014). Les protéines des familles TIM (i.e. TIM-1, TIM-3 et TIM-4) et TAM (i.e.
TYRO3, AXL et MER) interagissent directement ou indirectement avec les phosphatidylsérines
présentes dans I’enveloppe virale (Perera-Lecoin et al. 2014). Ces phospholipides permettent
I’entrée virale dans la cellule en mimant la membrane des corps apoptotiques riche en ces
molécules : ce mécanisme est appelé « mimétisme apoptotique ». L'internalisation de la
particule virale médiée par ces récepteurs est effectuée par endocytose clathrine-
dépendante. L'acidification de I'endosome au cours de I'endocytose entraine plusieurs
changements conformationnels des protéines d’enveloppe tels que leur trimérisation et
I’exposition du peptide de fusion. L'enveloppe virale fusionne alors avec la membrane
endosomale, permettant la libération de la capside virale dans le cytoplasme de la cellule hbte.
Les mécanismes de décapsidation sont a ce jour inconnus. L’ARNv est immédiatement pris en
charge et traduit en polyprotéine par la machinerie cellulaire. Enchassée dans la membrane
du réticulum endoplasmique (RE), la polyprotéine virale est constituée de 3 protéines
structurales et de 7 protéines non structurales : les protéines structurales (C, M et E) sont les
seules protéines virales retrouvées au sein des virions, tandis que les protéines non
structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5) sont impliquées dans la réplication
virale et I'échappement a la réponse immunitaire. Au niveau du RE, la libération de ces
protéines est permise par les clivages de la polyprotéine par la protéase virale NS3 du coté
cytoplasmique de la membrane du RE, ainsi que par des peptidases signal cellulaires, dans la
lumiere du RE. Les protéines non structurales néosynthétisées remodelent alors la membrane
du RE, formant des usines virales dans lesquelles a lieu la réplication du génome viral. De
concert avec la protéine hélicase NS3, la protéine NS5 permet la transcription du génome viral,

via son activité ARN-polymérase ARN-dépendante. Les anti-génomes de polarité négative
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nouvellement synthétisés servent a leur tour de matrice pour la synthese de nouveaux ARN
messagers et génomiques viraux. Ces derniers interagissent alors avec les protéines de
capsides, et les nucléocapsides néo-synthétisées bourgeonnent ensuite dans la lumiéere du RE,
leur permettant I'acquisition d’'une enveloppe. Les virions néoformés sont ensuite transloqués
vers I'appareil de Golgi via le réseau transgolgien, ou le clivage du précurseur prM en protéine
M par la furine cellulaire permet la formation de particules virales matures. La libération des
particules virales matures dans le milieu extracellulaire est alors assurée par exocytose (Figure

2). (Khaiboullina et al. 2019)
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Figure 2 : Etapes du cycle viral des flavivirus.

Les particules virales sont concentrées a la surface de la membrane cellulaire par des facteurs
d'attachements. Ensuite, la liaison a des récepteurs spécifiques entraine l'internalisation des particules par
endocytose clathrine-dépendante. L'enveloppe virale fusionne alors avec la membrane endosomale,
libérant la capside virale dans le cytoplasme de la cellule. Apres décapsidation, I'ARN viral est
immédiatement traduit en polyprotéine au niveau du réticulum endoplasmique (RE). La polyprotéine
enchassée dans la membrane du RE est clivée par des protéases virales dans le cytoplasme, et cellulaires
dans la lumiere du RE. Les ARN viraux sont répliqués en anti-génomes qui servent de matrices pour la
transcription et la synthése de nouveaux ARN génomiques. Les protéines de capside traduites s'assemblent
autour d'un nouvel ARN viral et bourgeonnent depuis la lumiére du RE. Les virions néoformés sont ensuite
transloqués vers I'appareil de Golgi ou le clivage du précurseur prM en protéine M par la furine permet la
formation de particules virales matures. Enfin, la libération des particules virales matures dans le milieu
extracellulaire est assurée par exocytose. (Adapté de Van den Elsen et al., 2021)
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Le virus Zika

Physiopathologie du virus Zika

Apres une période d’incubation de 3 a 12 jours, bien que I'infection soit asymptomatique chez
la majorité des personnes infectées (80%), certains individus développent des symptomes
(20%). Les manifestations cliniques les plus fréquentes sont peu sévéres et non spécifiques a
I'infection par ZIKV. Celles-ci comprennent de la fievre, des douleurs articulaires, des maux de
téte et des éruptions cutanées (Agumadu et al. 2018). Cependant, depuis 2015, il a été
identifié que des symptomes neurologiques séveres sont également causés par I'infection par
ZIKV. Ceux-ci peuvent affecter aussi bien les adultes que les nouveau-nés. En effet, les adultes
peuvent notamment développer des syndromes de Guillain-Barré, caractérisés par une
faiblesse voire une paralysie des membres inférieurs et/ou supérieurs. Leur incidence a été
estimée a 0,24 %o cas d’infection par ZIKV (Cao-Lormeau et al. 2016 ; Mier-Y-Teran-Romero et
al. 2018). Par ailleurs, les enfants nés de femmes infectées pendant la grossesse peuvent
développer des syndromes neurologiques séveres tels que des troubles oculaires ou des
malformations cérébrales, dont la microcéphalie. La prévalence de la microcéphalie chez les
enfants nés de femmes infectées pendant la grossesse a été estimée a 2,3%. (Victor et al.

2017)

Le virus Zika possede un tropisme tissulaire large. En effet, le virus est notamment détecté
dans le cerveau, le placenta, les yeux, les testicules, l'utérus, la peau et les ganglions
lymphatiques (Silva 2020). Il infecte également un grand nombre de types cellulaires tels que
les monocytes, les cellules dendritiques, les kératinocytes, les fibroblastes et les cellules

endothéliales (Khaiboullina et al. 2019 ; Hamel et al. 2015).

Modes de transmission du virus Zika

ZIKV est un arbovirus majoritairement transmis par les moustiques du genre Aedes. Il circule
au sein de 2 cycles distincts : un cycle sylvatique et un cycle urbain. Le cycle sylvatique
correspond a la transmission du virus entre des primates non-humains, par des moustiques
simiophiles tels que Aedes dalzieli, Aedes fowleri ou Aedes furcifer. Suite a I'introduction d’un
homme dans le cycle sylvatique, un cycle urbain se met en place entre des Hommes et des
moustiques anthropophiles. La capacité des vecteurs a transmettre ZIKV varie selon les

espéces de moustique et est appelée « compétence vectorielle ». Le vecteur le plus
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compétent pour la transmission interhumaine de ZIKV est Aedes aegypti mais Aedes

albopictus est également capable de transmettre le virus. (Boyer et al. 2018)

Cependant, d’autres modes de transmission interhumaine de ZIKV existent : la transmission
transplacentaire et la transmission par voie sexuelle. En effet, le virus peut étre transmis in
utero par les femmes enceintes infectées a leur foetus, a travers la barriere placentaire. ZIKV
peut également étre transmis par les sécrétions génitales au cours de rapports sexuels,

majoritairement de I’homme a la femme. (Boyer et al. 2018)

Enfin, depuis 2013, un nouveau mode de transmission est débattu : la transmission de la mere
a I'enfant par allaitement. En effet, des cas d’infection de nourrissons allaités par des meres
infectées ont été rapportés, cependant la présence des vecteurs moustiques rend difficile la
démonstration formelle de ce mode de transmission (pour revue : Desgraupes et al. 2021 ;
Van de Perre et al. 2021). Ce mode de transmission de ZIKV ainsi que ses mécanismes seront

introduits plus en détails dans la partie consacrée a la transmission virale par allaitement.

Découverte et isolement du virus Zika

ZIKV a été découvert en 1947 dans la forét de Zika en Ouganda lors de travaux de surveillance
sur la circulation sylvatique de YFV (Figure 3). Suite au développement d’une forte fievre par
I’'un des macaques rhesus sentinelles, Dick et al. ont isolé ZIKV a partir d’un échantillon sanguin
(Dick et al. 1952). L’année suivante, le virus a été isolé a partir de moustiques Aedes africanus.
Ce n’est qu’en 1954 que les premiers cas d’infections humaines ont été décrits : 3 individus
présentant des symptoémes pouvant étre causés par une arbovirose (fievre, douleurs
articulaires, etc...) ont été identifiés au Nigéria. Au cours des soixante années suivant la
découverte du virus, seuls quelques cas sporadiques d’infections humaines ont été rapportés,
notamment en Afrique (Ouganda, Tanzanie, Egypte, République centrafricaine, Sierra Leone,
Gabon et Sénégal) mais également dans certains pays d’Asie (Inde, Malaisie, Philippines,
Thailande, Viét Nam et Indonésie). Des analyses génétiques et phylogénétiques ont révélé de
nombreuses différences de séquences entre les souches virales circulant en Afrique et en Asie,

révélant I'existence de 2 lignages distincts de ZIKV (Haddow et al. 2012).
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Epidémies causées par le virus Zika

Une premiére épidémie dans I'archipel de Yap en 2007 - En 2007, la premiere épidémie
décrite causée par ZIKV a eu lieu en Micronésie dans les fles de Yap (Figure 3). L'augmentation
du nombre de personnes développant des symptomes caractéristiques d’une arbovirose a
poussé les médecins locaux a rechercher la présence de DENV chez ces patients. Cependant,
le faible taux d’immunoglobulines de type M (IgM) spécifiques de DENV ainsi que le
développement d’'un symptdme rarement associé a ce virus (i.e. la conjonctivite) ont permis
d’identifier ZIKV comme nouvel agent étiologique. L’étude de la séroprévalence de ZIKV révéla
gue plus de 70% des habitants de I'archipel avaient été infectés lors de cette épidémie (5000

habitants).

Une deuxiéme épidémie en Océanie en 2013-2014 - Un deuxieme épisode épidémique a eu
lieu en 2013-2014 en Polynésie Frangaise, lors duquel plus de 50 000 cas d’infection ont été
signalés. L'épidémie s’est ensuite propagée dans d’autres iles de I'océan Pacifique telles que

la Nouvelle-Calédonie, les fles Cook ou I'lle de Paques (Figure 3).

En Nouvelle-Calédonie, des cas importés de Polynésie francaise ont été signalés a partir de
novembre 2013. L'épidémie a atteint un pic en avril et, en septembre, le nombre de cas

confirmés atteignait 1 400, dont 35 cas importés.

En février 2014, une épidémie de ZIKV a été signalée dans les iles Cook. A la fin de I'épidémie,

en mai 2014, 50 cas d’infection avaient été confirmés et plus de 900 cas avaient été suspectés.

En mars 2014, 40 cas d'infection par ZIKV avaient été suspectés sur |'lle de Paques. Cependant,
a la fin de I'année, 173 cas avaient été confirmés, présentant uniquement des symptémes

décrits comme " légers ".
Une troisieme épidémie en Amérique centrale et du Sud en 2015-2016 - Suite a I'introduction

du virus au Brésil, une épidémie d’'une ampleur sans précédent s’est développée en Amérique

Centrale et du Sud, provoquant I'infection de 440 000 a 1 500 000 personnes (Figure 3).
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a). Introduction au Brésil

En février 2015, les autorités brésiliennes ont constaté des foyers de cas d'éruption cutanée
dans I'Etat de Maranh3o, dans le nord-est du Brésil. Les patients avaient développé une fiévre
élevée, des douleurs musculaires et articulaires, des éruptions cutanées et des maux de téte,
mais aucun cas grave n'avait été signalé. Les échantillons de 25 patients avaient été testés:
14 échantillons se sont révélés positifs pour DENV et tous les échantillons étaient négatifs

pour les virus CHIKV, de la rubéole et de la rougeole. (PAHO 2016)

Les symptomes cliniques étant compatibles avec une infection par ZIKV, la présence de celui-
ci dans les sérums des patients a été recherchée par RT-gPCR. Huit des 21 échantillons testés
se sont révélés positifs. Malgré la similitude des symptomes cliniques, les autres échantillons
ont donné des résultats négatifs en RT-PCR, probablement en raison de la courte (et faible)
période de virémie (entre le 3e et le 5e jour apres I'apparition des symptomes cliniques)
(PAHO 2016). La comparaison des séquences de 2 échantillons positifs avec d'autres
séquences connues de ZIKV a démontré une forte identité de séquence avec la lignée

asiatique. (Zanluca et al. 2015)

En mai 2015, I'organisation panaméricaine de la santé a publié une alerte épidémiologique
décrivant l'infection et donnant des recommandations pour tirer parti des systéemes de
surveillance existants pour la dengue et le chikungunya afin d'accroitre leur sensibilité pour
détecter les cas possibles d'infection par ZIKV. L'alerte comprenait également des
informations sur les tests de laboratoire, la gestion des cas, les mesures de prévention et de

controle, ainsi que des recommandations aux voyageurs. (PAHO 2016)
L’épidémie a ensuite continué de se propager aux autres Etats du Brésil. En juillet 2015, ZIKV
s’était répandu dans douze Etats : Alagoas, Bahia, Ceard, Maranh3o, Pard, Paraiba, Parana,

Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro, Roraima et Sdo Paulo. (PAHO 2016)

En septembre 2015, le département de la santé de I'Etat de Bahia a rapporté 52 403 cas de
ZIKV, correspondant a une incidence de 346 cas pour 100 000 habitants. (PAHO 2016)
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b). Dissémination hors du Brésil

En octobre 2015, les autorités colombiennes ont confirmé a ’'OMS les premiers cas de ZIKV
dans le département de Bolivar. Neuf cas avaient été confirmés par le laboratoire national de

référence de I'Institut national de la santé.

Le virus s’est ensuite propagé tres rapidement aux pays voisins pendant les 3 mois suivants
(Suriname, Salvador, Guatemala, Venezuela, etc), provoquant des épidémies considérables
notamment dans les Antilles Francaises (i.e. Martinique et Guadeloupe). Un an aprés le
premier signalement de dissémination de ZIKV en dehors du Brésil, le virus était endémique

pour la quasi-totalité de I’Amérique centrale et du sud. (Figure 3)

Circulation du virus Zika de nos jours

En décembre 2021, 89 pays et territoires avaient des preuves documentées de la transmission
autochtone de ZIKV par les moustiques. Depuis 2017, trois pays ont été ajoutés a la liste
(I'Inde, la France et le Kenya (WHO 2022)), mais les Amériques restent le continent ayant la

plus grande incidence de maladie a ZIKV dans le monde chaque année.

Inde - L'Inde a connu plusieurs épisodes épidémiques entre 2016 et 2018. Des cas d’infection
ont été signalés dans les Etats du Gujarat en 2016, du Tamil Nadu en 2017 et du Rajasthan en
2018 (Yadav et al. 2019). En juillet 2021, I'iInde a signalé une nouvelle flambée de cas
d’infection par ZIKV dans I'Etat du Kerala. Soixante-dix cas de ZIKV ont été confirmés par PCR
en ao(t 2021. Compte tenu de la large distribution du moustique vecteur, Aedes aegypti, et
du vecteur de moindre compétence, Aedes albopictus, dans les Etats du Kerala et du
Maharashtra, les conditions écologiques et épidémiologiques sont favorables a |la

transmission épidémique de ZIKV en Inde et a son endémicité potentielle. (WHO 2022)

France - Bien que de nombreux cas importés d'infections a ZIKV aient été signalés chez des
voyageurs européens de 2015 a 2018, aucun cas autochtone n'a été documenté. En 2019,
cependant, une transmission autochtone de ZIKV par les moustiques a été identifiée dans le
département du Var, dans le sud-est de la France. En effet, le 9 octobre 2019, les autorités
francaises ont signalé un cas de maladie autochtone de ZIKV a Hyéres. Aucun antécédent de
voyage dans des pays endémiques a ZIKV n'a été signalé pour le patient ou son partenaire. A
la méme période, deux autres cas probables de transmission autochtone de ZIKV ont été
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identifiés dans la méme région (l'apparition des symptomes pour les trois cas s'est déroulée 6
au 15 aolt 2019). Puisqu’il est probable que les trois cas résultent d'une transmission
vectorielle de ZIKV fin juillet/début ao(t, des activités de lutte antivectorielle et des enquétes
épidémiologiques ont été mises en place. Aucun autre cas d’infection par ZIKV n'a été signalé

depuis. (WHO 2022)

Kenya - Des preuves de transmission de ZIKV ont été rapportées dans plusieurs pays d’Afrique.
Cependant, les informations sur l'incidence actuelle et les tendances de la transmission de
ZIKV restent limitées. Le seul pays ou des preuves sérologiques de transmission autochtone
ont été récemment obtenues est le Kenya. En effet, des études rétrospectives ont estimé la
séroprévalence globale de ZIKV dans les comtés du Pokot occidental en 2016 et du Turkana

en 2017 a 7,11 % et moins de 1 %, respectivement. (WHO 2022)

Amériques - L'épidémie de ZIKV dans les Amériques a atteint un pic au cours du premier
semestre 2016. L'incidence a ensuite diminué dans la plupart des territoires entre 2017 et
2020 mais ceux-ci enregistrent toujours le plus grand nombre de cas de maladie a ZIKV dans
le monde chaque année. En 2020, 22 885 cas de ZIKV ont été estimés en Amérique. Parmi
ceux-ci, 2 742 (12 %) ont été confirmés en laboratoire. Certaines fles et territoires relativement
petits semblent avoir interrompu la transmission. Cependant, la surveillance et la déclaration
ne sont pas uniformes dans toute la région et ne sont pas toujours suffisamment sensibles
pour détecter de faibles niveaux de transmission. Il est donc indispensable d’assurer une
surveillance constante afin d’assurer la détection précoce d'une éventuelle réémergence de

la transmission de ZIKV. (WHO 2022)

Risques d’émergence virale

ZIKV (ainsi que les arbovirus en général) circulait initialement dans un cycle sylvatique mais
s’est adapté a un cycle urbain via des zones d’émergence, notamment en lisiere de forét
(Weaver et al. 2010). Cette proximité de ’'Homme et des foréts a conduit a une adaptation du
virus a I'Homme et a donné lieu a des épidémies. Différents facteurs dus a la mondialisation
ont favorisé I'’émergence d’arbovirus, tels que la multiplication des voyages mondiaux, le
changement climatique ou l'augmentation de la densité de population. En effet, la
multiplication des échanges internationaux permet aussi bien I’expansion des virus

(généralement par des voyageurs infectés) que de leurs vecteurs moustiques. Aujourd’hui, les
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espéeces Aedes aegypti et Aedes albopictus sont présentes dans la plupart des grandes villes
d’Asie et sont trés répandues en Amérique du Sud (Kraemer et al. 2015). Enfin, Aedes
albopictus s’installe progressivement en Europe (ECDC 2021). Le changement climatique
couplé a l'augmentation de la densité de population participe également a I'émergence
d’arbovirus. En effet, la hausse des températures favorise la compétence vectorielle (Ciota et
al. 2018) ainsi que l'installation des moustiques du genre Aedes dans de nouvelles régions
(Carbajo et al. 2019). En effet, Carbajo et al. ont estimé que, d’ici 2030, I'aire de répartition

d’Aedes aegypti pourrait doubler.

Le contexte mondial actuel semble donc de plus en plus propice a I'’émergence de ZIKV, mais

ce risque concerne également d’autres arbovirus tels que YFV.

1947 - Découverte | 1954 - Premieres 1954 3 2007 - Circulation de ZIKV 2007 - Epidémie 2013-2014 - Epidémie 2015-2016 - Epidémie
- de ZIKV - infections humaines

Ouganda Nigéria Yap : 5000 cas

Figure 3 : Distribution géographique du virus Zika au cours du temps.

Cartographie représentant les pays ayant signalé une circulation active du virus Zika (ZIKV). Les dates clés
sont indiquées, de la découverte du virus en 1947 a la derniere épidémie majeure en 2015-2016. Hachures :
circulation suspectée. (Composition originale).

30



Le virus de la fievre jaune

Physiopathologie du virus de la fiévre jaune

Apres l'infection par YFV, une courte période d’incubation de 3 a 6 jours a lieu. Ensuite, la
majorité des individus infectés restent asymptomatiques (55%) tandis que certains
développent des symptomes cliniques modérés (33%) ou séveres (12%). (Johansson et al.

2014)

Chez 'Homme, la période symptomatique se divise en trois phases : la phase virémique, la
phase de rémission et la phase d’intoxication. Pendant la phase virémique, les symptomes
développés par les patients comprennent notamment de la fievre, des frissons, des maux de
téte, de la photophobie ou encore des nausées. Cette phase initiale peut étre suivie d’'une
phase de rémission pendant laquelle ces symptdmes disparaissent et la fievre chute. Certains
patients peuvent alors faire une forme abortive de la maladie et guérir a ce stade (33% des
personnes infectées). Cependant, la phase d’intoxication concerne environ 12% des
personnes infectées et conduit a une mortalité de 20% a 50% (Global Health CDC). Cette phase
est caractérisée par le développement d’'une fievre hémorragique, aboutissant a un

dysfonctionnement de multiples organes. (Monath et al. 2003)

Apres inoculation de YFV au niveau de I'épiderme ou du derme, les canaux lymphatiques
transportent les particules virales jusqu’aux ganglions lymphatiques. Le virus est alors relargué
dans la circulation sanguine et dissémine a de nombreux organes tels que le foie, la rate, les
reins, le cceur et le thymus (Monath et al. 2003). De nombreux types cellulaires sont permissifs
a l'infection, notamment les hépatocytes, les cardiomyocites, les cellules épithéliales rénales,

les fibroblastes, les cellules gliales et les neurones (Manso et al. 2015).

Développement de vaccins contre le virus de la fiévre jaune

La fievre jaune provoquant des symptdmes séveres et un taux de mortalité élevé, de
nombreux pays ont tenté de mettre au point un vaccin efficace. Deux principaux vaccins ont
été développés et utilisés au cours du XXeme siecle : le vaccin développé par I'Institut Pasteur,
qui s’est avéré neurotrope, et le vaccin actuel développé par Max Theiler et Hugh Smith.

(Frierson et al. 2010)
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En 1932, un vaccin vivant atténué a été mis au point par I'Institut Pasteur de Dakar, le « French
Neurotropic Vaccine », par des passages successifs sur cerveau de souris. Bien que ce vaccin
ait permis le déclin de la fievre jaune dans de nombreux pays, celui-ci a provoqué I'apparition
d’effets secondaires graves dont des encéphalites chez 1%o. personnes vaccinées. Une
mortalité de 9% a été estimée chez les individus ayant développé une encéphalite post-

vaccinale, provoquant I'arrét de I'utilisation de ce vaccin. (Frierson et al. 2010)

Les vaccins utilisés aujourd’hui contre la fievre jaune sont issus d’'une souche virale atténuée
(nommée 17D), développée en 1936 par M. Theiler et M. Smith. Ce vaccin 17D a été obtenu
par 176 passages sur cellules de poulet, de souris et de singe. Deux souches dérivées du vaccin
17D sont utilisées de nos jours : la souche 17D-204 et la souche 17DD, obtenues aprés 235 et
287 passages sur embryon de poulet, respectivement. Ces deux souches présentent 99,9%
d’identité de séquence et induisent une réponse immunitaire similaire chez les personnes
vaccinées (Ferreira et al. 2018). Ces souches vaccinales conférent une protection efficace et
durable chez les personnes vaccinées. En effet, une dose unique du vaccin induit des titres
élevés d'anticorps neutralisants spécifiques de YFV ainsi que des réponses cellulaires T

mémoires robustes et durables, offrant une protection a vie (Ma et al. 2021).

Afin de comprendre les origines de I'atténuation, les séquences nucléotidiques des souches
vaccinales et sauvages ont été comparées. Soixante-sept mutations ont été identifiées entre
la souche sauvage Asibi et la souche vaccinale 17D-204. Les mutations responsables de
I’atténuation sont probablement celles qui sont communes aux différentes souches
vaccinales. La comparaison des séquences des souches vaccinales 17DD et 17D-204 a identifié
48 mutations communes (dont 22 mutations non-synonymes), notamment dans les génes
codant les protéines E, NS1 et NS3. Les origines de |'atténuation ont ainsi été associées
notamment a la réponse humorale neutralisante, a la liaison des particules virales au

récepteur cellulaire et a la fusion lors de I'entrée virale (Galler et al. 1997).
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Modes de transmission du virus de la fiévre jaune

Le virus de la fievre jaune est un arbovirus, majoritairement transmis par des moustiques du
genre Aedes. Comme de nombreux arbovirus, il circule au sein d’un cycle sylvatique et d’'un
cycle urbain. Dans le cycle sylvatique, différentes espéces de moustiques assurent la
transmission virale entre des primates non-humains (i.e. Aedes africanus en Afrique et les
moustiques du genre Haemogogus et Sabethes en Amérique du Sud). Dans le cycle urbain,
I’espéce de moustiques majoritairement impliquée dans la transmission interhumaine de YFV

est Aedes aegypti (Yellow et al. 2022).

Seules les souches sauvages sont transmises par les moustiques. En effet, des tests de
transmission de la souche 17D ont été réalisés en 1939 et ont révélé une compétence
vectorielle nulle des moustiques pour la souche vaccinale (Whitman 1939). Depuis, il a été
démontré que la souche 17D ne se réplique pas dans les intestins d’Aedes aegypti et n’atteint
pas les glandes salivaires, empéchant sa transmission (Danet et al. 2019).

En revanche, la souche vaccinale peut étre transmise de la mére a I'enfant par allaitement
(Couto et al. 2010 ; Traiber et al. 2011 ; Kuhn et al. 2011). Plusieurs cas de transmission ont
été rapportés en 2009, obligeant I’'OMS a suspendre la vaccination des femmes allaitantes ne
vivant pas dans des régions endémiques (CDC 2010). Ce mode de transmission de YFV sera

détaillé dans la partie consacrée a la transmission virale par allaitement.

Epidémiologie du virus de la fiévre jaune

Origines de la fievre jaune - L'origine de la fievre jaune a longtemps été débattue, cependant,
des études épidémiologiques et génétiques soutiennent I'hypothese selon laquelle YFV aurait
émergé en Afrique (Figure 4) (Bryant et al. 2007). La fiévre jaune aurait été rencontrée pour
la premiere fois par des navigateurs européens dans les iles Canaries, du Cap vert, de Sao
Tomé et dans le golfe du Benin. La fiévre jaune, ainsi que son vecteur, auraient été introduits
en Amérique soit par Christophe Colomb en 1492, soit par le commerce d’esclaves de pays
endémiques d’Afrique au XVleme siecle. En effet, une maladie pouvant correspondre a la
fievre jaune a affecté I'’équipage de Christophe Colomb apres la bataille de Vega Real en mars
1494 a Hispaniola (correspondant aujourd'hui a la République dominicaine), provoquant le
déces d’un tiers des hommes (Gianchecchi et al. 2022). Par la suite, au XVIéme siécle, des

épidémies qualifiées de « vomito negro » (vomissements de sang), associées a un taux de
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mortalité élevé, ont été décrites dans les iles des Caraibes, ressemblant fortement aux

symptomes hémorragiques provoqués par la fievre jaune (Sabbatani et al. 2007).

Premiéres descriptions de Fin XV - Début XVI : Introduction 1635 : Premiére 1750 : Premiére utilisation
— la fiévre jaune ™ de YFV en Amérique — épidémie connue — du terme « fiévre jaune »

XVII - Aujourd’hui :
Circulation de YFV

fles Canaries, Cap Vert, Sao

Tomé et Golfe du Bénin Caraibes Guadeloupe Barbade

Figure 4 : Distribution géographique du virus de la fiévre jaune au cours du temps.

Cartographie des pays ayant signalé une circulation du virus de la fievre jaune (YFV). Les dates clés sont
indiquées, des premieres descriptions de la maladie de la fievre jaune a la circulation du virus de nos jours.
(Composition originale).

Du XVlléme au XIXéme siécle - La premiéere épidémie connue a été décrite par Raymond
Bréton en 1635 lorsqu’une épidémie eut lieu en Guadeloupe (Sabbatani et. al 2007). De
nombreuses épidémies ont ensuite eu lieu, au cours des XVlleme et XVllléme siécles, en
Amérique (White et al. 1959). Au milieu du XVIlléme siécle, lors d’'une épidémie a la Barbade,
le nom « fiévre jaune » a été attribué a la maladie pour la premiére fois (Barrett et al. 2009).
Par la suite, de grandes épidémies se sont produites tout au long des XVllleme et XIXéeme
siecles dans les fles des Caraibes, aux Etats-Unis, en Afrique, en Europe, aux Antilles et en

Amérique du Sud (Figure 4). (Barrett et al. 2009)

Du XXéme siécle a nos jours - Au XXeme siécle, le développement de vaccins trés efficaces
dans les années 1930 ainsi que la mise en place de mesures de controle des moustiques ont
permis |'éradication du virus en Europe et aux Etats-Unis. Cependant, depuis 2009, la fiévre

jaune est considérée comme une maladie réémergente dans certaines régions d'Afrique
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subsaharienne et d'Amérique du Sud tropicale, ou I'accés a la vaccination reste faible. (Barrett

et al. 2009)

De nos jours, les épidémies de fievre jaune ont lieu plus fréquemment et de maniere plus
importante en Afrique qu'en Amérique du Sud. Récemment, des épidémies ont concerné les
pays suivants (WHO Disease Outbreak News) :
- En 2020 : Ouganda, Sud-Soudan, Ethiopie, Guinée, Gabon, Sénégal et Togo.
- En 2021 : Cameroun, Tchad, République centrafricaine, Cote d'lvoire, République
démocratique du Congo, Ghana, Niger, Nigeria et République du Congo.

- En 2022 : Ouganda et Kenya.
Des épidémies ont également touché la Guyane frangaise en 2020 et le Venezuela en 2021

(WHO Disease Outbreak News). L'OMS estime que YFV cause 200 000 cas d’infection par an

dans le monde, dont 30 000 conduisent a un déceés.
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LA GLANDE MAMMAIRE

Anatomie et fonction de la glande mammaire

La glande mammaire est une glande alvéolaire exocrine dont la principale fonction biologique
est de produire et d'excréter le lait maternel. La glande mammaire mature est composée
d’une structure épithéliale enchassée dans le tissu adipeux. Au niveau du mamelon, les canaux
galactophores s’élargissent en sinus galactophores puis se ramifient, générant une vingtaine
de lobes. Chaque lobe est composé de 20 a 40 lobules, contenant 10 a 100 alvéoles. Celles-ci

constituent les unités sécrétrices de la glande mammaire (Figure 5).

Structure épithéliale
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Figure 5 : Organisation générale de la glande mammaire humaine.
La glande mammaire mature est composée d’une structure épithéliale enchassée dans le tissu fibro-
adipeux. Au niveau du mamelon, les canaux galactophores s’élargissent en sinus galactophores puis se

ramifient, générant une vingtaine de lobes. Chaque lobe est composé de 20 a 40 lobules, contenant 10 a
100 alvéoles. (Composition originale).
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Développement de la glande mammaire

Contrairement a la plupart des autres organes, les glandes mammaires connaissent deux
phases de développement, avant et apres la naissance. La structure inachevée de la glande
mammaire a la naissance reste a ce stade chez I'homme, tandis que chez la femme,
d’importants changements hormonaux s’opérent a la puberté puis lors de la gestation,
entrainant une seconde phase de maturation, composée de 4 évenements : le développement
du tissu épithélial mammaire (mammogénése), la différenciation fonctionnelle de I'épithélium
mammaire permettant le sécrétion de lait (lactogenese), le maintien de la sécrétion de lait
(galactopoiese) et la régression de I'épithélium glandulaire apres I'arrét de l'allaitement
(involution). En paralléle, le milieu intra-glandulaire joue un réle important dans le contréle
du déroulement des événements liés a la morphogenese de la glande mammaire.

(Dziegelewska et al. 2018)

Développement embryonnaire

Au cours de la période embryonnaire deux bourgeons mammaires se forment a partir de 4
semaines de gestation. lls se développent par prolifération des cellules basales de I'épiderme
ventral du foetus, suite a la sécrétion de molécules par les cellules mésenchymateuses
présentes dans le bourgeon mammaire (Dziegelewska et al. 2018). Au 5™ mois de grossesse,
ces bourgeons s’invaginent dans le mésoderme sous-jacent. Cette invagination initie le
développement des canaux galactophores qui sont essentiels a la circulation du lait maternel.

Au 8™ mois, ces canaux s’ouvrent et se différencient en profondeur en unités glandulaires.

Développement pubertaire

Au début de la puberté, 'hormone de croissance (GH) et les cestrogenes induisent la
prolifération et la migration des cellules situées aux extrémités de la structure épithéliale des
bourgeons mammaires, aboutissant a I'allongement et la ramification des canaux
galactophores. La morphogenese des canaux galactophores se produit de concert avec le
début de la fonction ovarienne sous I'effet des hormones de reproduction. En effet, a chaque
cycle d'cestrus, les alvéoles et les canaux galactophores subissent une expansion suivie d'une
phase de régression lorsque les niveaux d'hormones ovariennes augmentent et diminuent,

respectivement. (Dziegelewska et al. 2018)
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Développement gestationnel

Au début de la gestation, les niveaux de progestérone augmentent, provoquant I’expansion
des branches épithéliales latérales et des bourgeons alvéolaires. Sous I'effet synergique de la
progestérone et de la prolactine, les structures alvéolaires se différencient en structures
lobulo-alvéolaires capables de produire du lait pendant la lactation.

Apres le sevrage de la progéniture, la glande subit une régression post-lactation appelée
involution. Celle-ci se déroule en deux étapes. La premiere phase de l'involution de la glande
mammaire est réversible et la reprise de la tétée rétablit la production de lait maternel. Lors
de cette premiere phase d’involution, I"'accumulation de lait maternel dans les alvéoles
mammaires entraine I'apoptose de cellules luminales alvéolaires mais aucun changement
morphologique majeur n’est induit (Macias et al. 2012). La seconde phase de I'involution est
irréversible et débute au bout de 48h apres I'arrét de la tétée. Au cours de cette phase, une
apoptose massive des cellules luminales alvéolaires se produit, ainsi que la dégradation de la
membrane basale et la réduction des structures lobulo-alvéolaires développées en début de

gestation. (Dziegelewska et al. 2018)

L’épithélium mammaire

La glande mammaire est constituée de différents types cellulaires : des cellules souches, des
cellules épithéliales, des fibroblastes, des adipocytes, des cellules endothéliales et des cellules
immunitaires, participant a la structure et a la fonction de I'organe.

La structure épithéliale est une bicouche qui compose les parois des canaux galactophores
(Figure 6). Celle-ci est composée de cellules luminales (également appelées « lactocytes »)
dont le pole apical est en contact avec la lumiere des canaux, et de cellules myoépithéliales
localisées au pdle basal des lactocytes. Les cellules luminales expriment les protéines EpCAM
et CD24 (Phillips et al. 2014) ainsi que les kératines 8 et 18 (Ren et al. 2021), tandis que les
cellules myoépithéliales expriment l'intégrine CD49f (Phillips et al. 2014) ainsi que les
kératines 5 et 14, permettant leur identification par immunomarquage. Les cellules luminales
se différencient a partir des cellules souches en progéniteurs luminaux immatures (exprimant
EpCAM, CD24 et CD49f) (Phillips et al. 2014) puis en cellules luminales matures qui
synthétisent et sécretent le lait maternel dans les alvéoles. Celui-ci est ensuite éjecté des
alvéoles vers les canaux galactophores sous l'effet de la contraction des cellules

myoépithéliales (Inman et al. 2015). Ces derniéres sont stimulées par I'ocytocine, une
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hormone produite dans I’hypothalamus et sécrétée dans la circulation sanguine par la glande

pituitaire (Lee et al. 2009).

Canal galactophore Alvéole

Membrane  Cellule Cellules Cellules Gouttelette
basale souche myoépithéliales luminales lipidique

Figure 6 : Structure de I'épithélium mammaire.

L’épithélium mammaire est une bicouche composée de cellules luminales et de cellules myoépithéliales.
Les cellules luminales se différencient a partir des cellules souches en progéniteurs luminaux immatures
puis en cellules luminales matures qui synthétisent et sécrétent le lait maternel dans les alvéoles. Celui-ci
est ensuite éjecté des alvéoles vers les canaux galactophores sous I'effet de la contraction des cellules
myoépithéliales. Une coupe histologique de canal galactophore est observée (haut) (figure de Pellacani et
al., 2019). Les cellules luminales et myoépithéliales peuvent étre immunodétectées a I'aide d’anticorps
spécifiques des cytokératines 8/18 et 14 respectivement, comme observé ici par immunofluorescence (bas)
(figure de Ren et al., 2021). (Composition originale).

Comparaison des glandes mammaires humaines et murines

Les deux différences majeures entre les glandes mammaires humaines et murines sont leur
nombre et leur morphologie. En effet, ’'Homme possede une paire unique de glandes
mammaires thoraciques tandis que la souris possede 5 paires de glandes mammaires,
réparties le long d’un axe cranio-caudal: les glandes cervicales, 2 paires de glandes
thoraciques, les glandes abdominales et les glandes inguinales (Veltmaat et al. 2013). Par
ailleurs, la morphologie de la glande mammaire chez ’'Homme est hémisphérique tandis que
celle de la souris présente un aspect plutét plan (Figure 7). Cette différence morphologique
est due a I'absence de lobes et lobules dans la structure épithéliale mammaire de la souris
(Visvader et al. 2009). En effet, les canaux galactophores forment un arbre rudimentaire et
peu ramifié, enchassé dans le stroma mammaire. Plutot fibreux chez I’'Homme, le stroma
mammaire murin est riche en adipocytes et contient peu de tissu conjonctif fibreux (Figure 8)

(McNally et al. 2017).
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Distribution des glandes mammaires murines Morphologie des glandes mammaires murines

Mamelon Coussinet adipeux

mammaire
Glande cervicale /
Glandes thoraciques %

Ganglion
Glande abdominale lymphatique

N — Canal

Glande inguinale

Figure 7 : Distribution et morphologie des glandes mammaires chez la souris.

La souris possede 5 paires de glandes mammaires, réparties le long d’'un axe cranio-caudal : les glandes
cervicales, 2 paires de glandes thoraciques, les glandes abdominales et les glandes inguinales.
Contrairement aux glandes mammaires humaines qui sont hémisphériques, les glandes mammaires chez la
souris présentent un aspect plutot plan, di a I'absence de lobes et lobules dans la structure épithéliale
mammaire murine. Un ganglion lymphatique est présent au niveau des glandes mammaires abdominales.
(Morphologie de la glande mammaire : Visvader et al., 2009) (Composition originale).

Cependant, de nombreux points communs existent entre les glandes mammaires de ces deux
espéces. En effet, la structure générale de I'épithélium mammaire, la diversité et la fonction
cellulaire, les étapes et les mécanismes de développement de la glande mammaire ainsi que
les contréles hormonaux sont trés semblables (McNally et al. 2017). L’épithélium mammaire
murin est également une bicouche composée de cellules luminales et myoépithéliales,
impliquées dans la production et I'éjection du lait maternel, respectivement (McNally et al.
2017). Par ailleurs, ces deux types de cellules épithéliales expriment les mémes marqueurs
moléculaires que chez I’'Homme (i.e. CD24, EpCAM, CD49f, etc...) permettant de les identifier
par cytométrie en flux (Sleeman et al. 2006; Nguyen et al. 2019). Concernant le
développement des glandes mammaires, bien qu’une partie du développement ait lieu
pendant la période foetale, la majeure partie de la maturation de la glande mammaire se
produit apres la naissance, sous le controle des hormones reproductives féminines. Ensuite,

le méme cycle de développement que chez ’lhumain se met en place a chaque gestation :
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mammogéneése, lactogenése puis involution apres le sevrage de la progéniture (McNally et al.
2017).

Malgré les différences morphologiques entre les glandes mammaires humaines et murines, la
diversité cellulaire ainsi que les mécanismes de développement et fonctionnement de la
glande mammaire sont conservés entre les deux especes, faisant du modele murin un outil

essentiel a I'étude de certains processus liés a la glande mammaire.
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Figure 8 : Coupes histologiques de glandes mammaires humaine et murine.

Coupes colorées a I'nématoxyline et a I'éosine de glande mammaire humaine (en haut) et murine (en bas).
Sur la coupe de glande mammaire humaine, des lobules épithéliaux ainsi qu’un stroma collagéne
intralobulaire et interlobulaire sont observés. Dans la glande mammaire de souris, les canaux épithéliaux
de la glande mammaire sont entourés d'une gaine de collagéne dans un tissu riche en adipocytes. (figure
de McNally et al., 2016)
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LE LAIT MATERNEL

L’allaitement : une pratique culturelle hétérogene

L'allaitement maternel permet de maintenir le lien entre la mere et son enfant apres la
naissance. Contrairement au lien mére-feetus prénatal, assuré par les échanges sanguins a
travers le placenta, le lien post-natal entre la mere et son nouveau-né lors de l'allaitement
n'est pas systématique. Cette pratique culturelle est répartie de maniere hétérogene dans le
monde : selon I'UNICEF, 20% des enfants qui vivent dans les pays a hauts revenus ne recoivent
jamais de lait maternel, contre seulement 4% dans les pays a faibles et moyens revenus.

L'OMS recommande d'initier |'allaitement maternel apres la naissance et de le maintenir
exclusivement pendant les six premiers mois a un an de vie, en fonction des besoins du
nouveau-né et de la mere. Il a été démontré que I'allaitement maternel présente de nombreux
avantages pour les nouveau-nés. Non seulement il répond aux besoins nutritionnels du
nourrisson en lui fournissant de |'énergie et des nutriments, il favorise également le
développement cognitif et protege le nouveau-né contre certaines maladies infectieuses et

chroniques (WHO Breastfeeding).

Composition du lait maternel

Le lait maternel est une émulsion de globules gras (créme) immergés dans une solution
plasmatique. Les globules gras sont composés d’un coeur de triglycérides entouré d’une
membrane lipidique tandis que la solution plasmatique (lait écrémé) est composée de micelles
de caséine insolubles baignant dans le petit-lait (lactosérum). Ce dernier est particulierement
riche en glucides (lactose), en protéines (e.g. a-lactalbumine (LA), lactoferrine (LF), lysozyme,
Ig, etc.), en sels minéraux et en vitamines. Le lait contient également des cellules maternelles
(e.g. des cellules luminales, des cellules myoépithéliales, des progéniteurs luminaux, des
cellules souches, des précurseurs myéloides, des granulocytes immatures et différentes
cellules lymphoides (cellules T, ILC, MAIT...)) (Figure 9) (Witkowska-Zimny et al. 2017)(Molés
et al. 2017). Les cellules immunitaires du lait maternel ont une origine mucosale et ont été

activées avant de migrer a la glande mammaire (Molés et al. 2017a).

Bien que les principaux éléments constitutifs du lait soient communs a tous les mammiferes,
des variations dans la composition du lait maternel existent selon les espéces. La composition
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du lait maternel varie également entre les individus d'une méme espéece et dépend de
différents facteurs tels que l'alimentation, la santé de la mére et du nouveau-né, ou encore,
du stade de lactation (Rigourd et al. 2020)(Witkowska-Zimny et al. 2017). En effet, afin de
répondre a |I'évolution des besoins du nourrisson au cours de sa croissance, la composition du
lait maternel évolue entre les premieres heures et les premieres semaines apres
I'accouchement. Le premier lait (1-2 jours post-partum), appelé colostrum, joue un réle
essentiel dans le transfert de I'immunité maternelle post-natale car celui-ci est riche en
facteurs immuns maternels tels que les leucocytes. Au fur et a mesure que la composition du
colostrum en lactose et en lipides augmente, le lait devient plus nutritif et est d'abord appelé
"transitionnel" (8-12 jours post-partum), puis "mature" (26-30 jours post-partum) (Ballard et
al. 2013). La concentration moyenne en lipides du lait a 6 semaines, 6 mois et 12 mois post-
partum serait aux alentours de 35 mg/mL, 40 mg/mL et 52 mg/mL respectivement (Siziba et
al. 2019). La teneur en matiére grasse varie également selon de nombreux autres facteurs tels
que l'alimentation de la mére, le moment de la journée, le début/la fin de la tétée, les
conditions de conservation du lait maternel, etc... (Witkowska-Zimny et al. 2017) Concernant
les cellules immunitaires du lait, des analyses par cytométrie en flux ont révélé que le
colostrum contiendrait environ 146 000 leucocytes/mL tandis que le lait transitionnel et le lait
mature contiendraient environ 27 500 et 23 650 leucocytes/mL respectivement (Trend et al.
2015). Ainsi, dans le lait mature, les leucocytes constitueraient une minorité des cellules du
lait chez les femmes en bonne santé (<2%), tandis que les cellules les plus abondantes seraient

des cellules épithéliales de glande mammaire (98%). (Witkowska-Zimny et al. 2017) (Figure 9)

Comme mentionné précédemment, I'expression différentielle de certains marqueurs de
surface par les cellules de glande mammaire permet d’identifier ces types cellulaires par
cytométrie en flux. En effet, les cellules épithéliales luminales expriment fortement le CD24 et
faiblement le CD49f tandis que les cellules myoépithéliales expriment, a I'inverse, faiblement
le CD24 et fortement le CD49f. Les cellules immunitaires expriment, quant a elles, le CD45.

(Phillips et al. 2014)
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Figure 9 : Composition du lait maternel humain.

Le lait maternel entier peut étre séparé, par centrifugation, en plusieurs fractions : la créme, le lactosérum
et le culot cellulaire. La creme est composée de lipides tels que des globules gras, des acides gras libres et
des prostaglandines. Le lactosérum est riche en protéines (lactoferrine, lactaloumine, immunoglobulines,
etc) et en carbohydrates (lactose). Enfin, les cellules du lait maternel humain mature sont majoritairement
des cellules épithéliales (luminales, myoépithéliales, progéniteurs et cellules souche) mais également des
cellules immunitaires (précurseurs myéloides, neutrophiles, granulocytes immatures, lymphocytes T non

cytotoxiques). (Composition originale).
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LA BARRIERE INTESTINALE

Apres l'ingestion de lait maternel infecté, le virus doit franchir une barriere épithéliale afin de
se disséminer dans I'organisme de I'h6te (i.e. la barriére tonsillaire, la barriére intestinale, ou
méme la barriere respiratoire en début d’allaitement ou chez les nourrissons atteints de
dysphagie). Bien que plusieurs barriéres épithéliales se trouvent sur le trajet du lait infecté
dans I'organisme du nourrisson, la dissémination virale se fait trés probablement a travers la
barriere intestinale, notamment en raison de sa grande surface d’échange et de ses capacités

d’adsorption.

Anatomie du systeme digestif

Le systeme digestif permet de décomposer les aliments ingérés afin d’absorber les nutriments
qui les composent. L'appareil digestif est composé du tube digestif ainsi que de glandes
accessoires qui facilitent la digestion (Figure 10). Malgré leur nom, ces organes digestifs
accessoires sont essentiels au fonctionnement de I'appareil digestif (i.e. glandes salivaires,
foie, vésicule biliaire et pancréas). Le tube digestif est unidirectionnel et mesure environ 7,6
metres de long. Il débute a la cavité buccale et se poursuit en pharynx, cesophage, estomac,
intestin gréle et gros intestin pour répondre aux besoins fonctionnels du corps, avant
d’atteindre I'anus. Chaque organe digestif accessoire contribue a la décomposition des
aliments. Dans la bouche, les dents et la langue entament la digestion mécanique, tandis que
les glandes salivaires initient la digestion chimique. Une fois dans l'intestin gréle, la digestion
du bol alimentaire se poursuit grace aux sécrétions enzymatiques de la vésicule biliaire, du

foie et du pancréas. (Université de Californie - Medicine LibreTexts)

Structure et fonction de la barriere intestinale

La barriere intestinale constitue l'interface entre le milieu extérieur et le milieu intérieur de
I’organisme. Une barriere intestinale fonctionnelle permet I'absorption des nutriments et des
liqguides mais empéche le passage de substances nocives telles que les toxines ou certains
agents pathogenes. La dysfonction de la fonction de barriere a été impliquée dans de
nombreuses pathologies telles que des allergies alimentaires (Perrier et al. 2011) ou le
syndrome du célon irritable (Zhou et al. 2009). L'épithélium intestinal est une vaste surface

d’échanges d’environ 300m? composée de trois niveaux de compaction : les plis de Kerckring
g
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(plis transversaux des parois intestinales), les villosités et les cryptes intestinales
(invaginations de I'épithélium intestinal dans le lumen) et les microvillosités (localisées sur la
surface des cellules épithéliales).

Les différents types cellulaires qui composent I’épithélium intestinal permettent a la barriere

d’exercer ses fonctions mécaniques, chimiques et immunologiques.

Figure 10 : L’appareil digestif chez
'THomme.
Le systéeme digestif humain est

o composé du tube digestif (texte en
Glandes salivaires

Langue rose) ainsi que de glandes
accessoires qui facilitent Ia

Oesophage digestion (texte en marron). Le

tube digestif commence a la

Foie bouche et se transforme en

Estomac cesophage, en estomac, en
intestin gréle et en gros intestin

Vésicule biliaire

Duodenum 5 . .
Pancreas pour répondre aux besoins
Colon Jejunum ) fonctionnels du corps, avant
lleumn r Intestin gréle d’atteindre l'anus. Les organes
Cecum - ::IlgestlfsI accleszowes I.scfnt :a
Anus angue, les glandes salivaires, la

vésicule biliaire, le foie et le
pancréas. (Composition originale).

L’épithélium intestinal

La muqueuse intestinale représente une vaste surface d’échange et est composée de plusieurs
niveaux de compaction : les invaginations, les cryptes et les villosités, ainsi que les
microvillosités a la surface de I"épithélium. L’épithélium intestinal est monostratifié et
polarisé. En effet, le pble apical de I'épithélium est en contact avec le lumen intestinal tandis
gue le pole basolatéral est en contact avec la lamina propria. Des cellules souches intestinales
résident a la base ou a proximité des cryptes intestinales et génerent continuellement les
différents types cellulaires qui composent I'épithélium intestinal. Les types de cellules
différenciées sont soit absorbants (les entérocytes et les cellules Microfold (cellules M)), soit
sécrétoires (les cellules caliciformes sécrétant du mucus, les cellules de Paneth sécrétant des
substances antimicrobiennes, les cellules entéroendocrines sécrétant des hormones et les
cellules "Tuft" sécrétant des cytokines chimiosensibles/immunomodulatrices). Ces cellules
différenciées migrent vers |'extrémité de la villosité a I'exception des cellules de Paneth qui

s'enfoncent plus loin dans la crypte a mesure de leur maturation (Figure 11).
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Les entérocytes

Les entérocytes sont les cellules les plus abondantes de I'épithélium intestinal. En effet, dans
I'intestin gréle, ils représentent environ 80 % des cellules de I'épithélium. Ills assurent
I’étanchéité de la barriere intestinale et permettent le transport de molécules du lumen vers
le tissu conjonctif et les vaisseaux sanguins (Atlas of plant and animal histology 2022).

A leur surface apicale, les entérocytes possédent des microvillosités permettant d’augmenter
la surface d’échange avec le lumen intestinal. Plusieurs mécanismes permettent aux
molécules de la lumiere intestinale de franchir la monocouche entérocytaire : par diffusion
passive libre, par diffusion passive facilitée, par transport actif, par transcytose ou par voie
paracellulaire. (Atlas of plant and animal histology 2022)

L'éthanol et de nombreux lipides traversent les entérocytes par diffusion passive libre tandis
que le glucose, certains lipides et les acides aminés franchissent les entérocytes par transport
passif facilité ou par transport actif. En effet, le glucose franchit la membrane apicale de
I'entérocyte par co-transport couplé a un gradient de sodium (permettant au glucose de
pénétrer dans la cellule contre le gradient de concentration en glucose) via le transporteur de
glucose sodique SGLT. Il est ensuite libéré de la cellule au niveau de la membrane basale via
le transporteur GLUT2. (Atlas of plant and animal histology 2022)

Certaines molécules, telles que les immunoglobulines, pénéetrent dans les entérocytes par
endocytose récepteur-dépendante et sont transportées vers les domaines membranaires
basolatéraux par transcytose. La transcytose débute par la formation de vésicules a la base
des microvillosités qui fusionnent ensuite avec des endosomes. Ces derniers liberent de
nouvelles vésicules qui fusionnent avec les membranes basolatérales par exocytose. De cette
fagon, les molécules échappent a la voie de dégradation lysosomale (Atlas of plant and animal
histology 2022). La transcytose peut également avoir lieu dans le sens inverse, de la sous-
mugqueuse vers le lumen, notamment pour le transport des IgA du compartiment vasculaire.

Enfin, I'eau et les ions franchissent I'épithélium intestinal par la voie paracellulaire.

Les cellules Microfold (« cellules M »)

Les cellules M sont majoritairement localisées dans I'épithélium recouvrant les follicules
lymphoides intestinaux ("follicle-associated epithelium", FAE). Les cellules M assurent le
transport de microbes luminaux par transcytose et participent ainsi a la surveillance
immunitaire des muqueuses en fournissant les bactéries ainsi transportées aux cellules
immunitaires sous-jacentes (Dillon et al. 2019). Les cellules M intestinales se distinguent
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morphologiquement des entérocytes adjacents d’une part par I'absence de microvillosités sur
leur surface apicale et d’autre part par la présence d’une poche intra-épithéliale a leur surface
basolatérale qui contient des lymphocytes B et T et occasionnellement des cellules

dendritiques (Kucharzik et al. 2000). Par leur capacité de transcytose accrue, les cellules M

participent également a I’éducation du systeme immunitaire.
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Figure 11 : Structure de I'épithélium intestinal.
L’épithélium intestinal est composé de différents types cellulaires qui sont soit absorbants (les entérocytes

et les cellules Microfold (cellules M)), soit sécrétoires (les cellules caliciformes, les cellules de Paneth, les
cellules entéroendocrines et les cellules "Tuft"). Les cellules caliciformes sécrétent du mucus, les cellules de
Paneth sécretent des substances antimicrobiennes, les cellules entéroendocrines sécrétent des hormones
et les cellules "Tuft" sécrétent des cytokines chimiosensibles/immunomodulatrices. Tous ces types
cellulaires se différencient a partir de cellules souches intestinales résidant a la base ou a proximité des
cryptes intestinales. Des cellules immunitaires sont présentes sous I'épithélium intestinal. Elles sont soit
directement ancrées dans I'épithélium, soit libres dans la lamina propria ou encore, regroupées en amas
appelés follicules lymphoides. L’épithélium situé au niveau de ces follicules lymphoides (FAE, « follicle-

associated epithelium ») est enrichi en cellules M. (Composition originale).

Les cellules caliciformes

Les cellules caliciformes assurent la production du mucus intestinal. Elles sécrétent des

glycoprotéines de mucine, principaux composants macromoléculaires du mucus. Différents
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types de cellules caliciformes peuvent étre identifiés en fonction de leur emplacement et de
leur fonction. En effet, les cellules caliciformes de la crypte colique et de l'intestin gréle
sécrétent en cas de stimulation (e.g. par I'acétylcholine) tandis que les cellules caliciformes
coliques superficielles sécretent constamment pour maintenir la couche de mucus interne

(Dao et al. 2022).

Les cellules de Paneth

Contrairement aux autres types cellulaires de ['épithélium intestinal, apres leur
différenciation, les cellules de Paneth s'enfoncent plus en profondeur dans la crypte a mesure
de leur maturation. Elles peuvent alors étre distinguées des cellules souches intestinales par
leur aspect morphologique colonnaire et par la présence de granules éosinophiles dans leur
cytoplasme. Ces granules contiennent de nombreuses protéines et peptides qui, apres
sécrétion, permettent de moduler le microbiome intestinal et agir sur la réponse
inflammatoire (e.g. a-défensines, lysozyme, TNF, IL-1B, etc). Ces composants sont assemblés
en granules et conditionnés par un vaste réseau de réticulum endoplasmique et d'appareil de
Golgi. Certains composants des granules ne sont pas produits directement par les cellules de
Paneth mais y sont collectés et ajoutés aux granules. Par exemple, les IgA sont produites par
les plasmocytes de la lamina propria puis sont accumulées et ajoutées aux granules des
cellules de Paneth. Les granules sont ensuite libérés dans la lumiere intestinale par la surface
apicale de la cellule de Paneth et exercent un réle microbiocide contre les bactéries, les
champignons, les protozoaires et les virus enveloppés. Les granules des cellules de Paneth
sont sécrétés a la fois de maniere constitutive et en réponse a une exposition a un agent
pathogéne (Lueschow et al. 2020).

Par ailleurs, alors que la plupart des cellules épithéliales sont rapidement remplacées en
guelques jours, les cellules de Paneth peuvent persister pendant pres d'un mois dans

I’épithélium (Lueschow et al. 2020).

Les cellules entéroendocrines

Les cellules entéroendocrines sont les cellules endocrines les plus abondantes dans
I'organisme mais ne représentent que 1 % des cellules de I'épithélium intestinal (Worthington
et al. 2015). Elles produisent et sécrétent des peptides en réponse aux stimuli des nutriments
présents dans la lumiére intestinale. En fonction de leur emplacement dans l'intestin, elles

libérent une série d'hormones peptidiques qui agissent soit localement sur les terminaisons
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nerveuses et les cellules de la paroi intestinale, soit sur des organes a distance (e.g. pancréas)
apres libération dans la circulation sanguine. Outre leur role dans la détection des nutriments,
les cellules entéroendocrines peuvent également reconnaitre les agents pathogenes. Elles
expriment des récepteurs de type Toll (« Toll-Like Receptors ») ainsi que des récepteurs
spécifiques aux métabolites produits par certaines bactéries commensales de l'intestin. Suite
a la détection d'agents pathogenes, ces cellules stimulent les cellules immunitaires voisines

par la production d’hormones et de cytokines (Worthington et al. 2015).

Les cellules « Tuft »

Les cellules "Tuft" sont présentes dans de nombreux tissus tels que les voies respiratoires, la
vésicule biliaire, le thymus, le pancréas, I'urétre et le tube digestif. Le nom "Tuft" (en frangais
"touffe") provient de la morphologie en brosse de sa bordure apicale. Les cellules "Tuft" ont
un corps cellulaire en forme de bouteille et possedent un col apical étroit a partir duquel une
touffe de microvillosités s'étend dans la lumiere intestinale. Ces microvillosités sont plus
longues et plus compactes que celles des entérocytes et sont connectées au réseau de
microfilaments et de microtubules. Certaines cellules "Tuft" posseédent des projections
latérales de leur membrane plasmique qui pénéetrent dans les cellules adjacentes et atteignent
leur noyau. Celles-ci pourraient servir de voie de transport de cargos moléculaires entre la
cellule « Tuft» et les cellules adjacentes. De plus, des protubérances membranaires
semblables a des neuropodes s'étendent le long de la lame basale et participent a la

signalisation paracrine. (Hendel et al. 2022)

Systemes de défense du tube digestif

La lumiere de tube digestif étant en contact avec le milieu extérieur, plusieurs niveaux de
défenses existent dans I'appareil digestif afin de prévenir le passage de substances nocives
dans I'organisme. Dans la lumiere de I'intestin, les sucs biliaires ainsi que les acides gastriques
et pancréatiques dégradent les antigenes et bactéries pathogenes. Dans l'intestin, quatre
acteurs majeurs assurent la fonction de barriere : le microbiote intestinal, le mucus et les
sécrétions de peptides antimicrobiens, I’épithélium intestinal et le tissu lymphoide associé aux

intestins (« gut-associated lymphoid tissue », GALT) (Figure 12).
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La barriere microbiologique (le microbiote intestinal)

La flore commensale est continuellement en contact avec I'épithélium intestinal et inhibe la
colonisation des agents pathogénes par différents mécanismes (e.g. par production de
bactériocines, par modification du pH luminal, par compétition pour les nutriments

nécessaires a la croissance des bactéries pathogénes).

La barriere chimique (le mucus et les peptides antimicrobiens)

Le mécanisme de défense suivant est la couche de mucus. Celui-ci est composé de mucines
sécrétées par les cellules caliciformes et protege la flore commensale. Le mucus contient
également des IgA qui permettent la neutralisation des agents pathogenes et favorisent le
maintien de la flore commensale. Les peptides antimicrobiens produits par les cellules de
Paneth génerent un gradient dans la couche de mucus et contribuent a I'élimination des

bactéries pathogenes.

-\/\r Barriére microbiologique
‘ Bactéries commensales

e \ r c Barriére chimique

J—1
( r /\ ‘ \_ Mucus et peptides

antimicrobiens

Barriére mécanique

Jonctions serrées et
épithélium intestinal

Barriére immunologique
GALT

Figure 12 : Systemes de défenses dans le tube digestif.

Le systéme de défense dans le tube digestif est constitué de 4 acteurs majeurs : le microbiote intestinal
(barriere microbiologique), le mucus et les peptides antimicrobiens (barriere chimique), I'épithélium
intestinal (barriere mécanique), et le tissu lymphoide associé aux intestins (GALT, « gut-associated lymphoid
tissue ») (barriere immunologique). (Composition originale).
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Figure 13 : Les jonctions intercellulaires de la barriére intestinale.

Des complexes jonctionnels entre les cellules épithéliales de la barriére intestinale assurent sa fonction de
barriére. Six grands types de jonctions cellulaires existent : les jonctions serrées, les jonctions d'adhérence,
les desmosomes, les jonctions communicantes, les adhésions focales et les hémidesmosomes. Les jonctions
serrées sont composées de claudines et d’occludines, liées a la protéine zonula occludens 1 (ZO-1) qui
assure la liaison avec le cytosquelette d’actine. Les jonctions d'adhérence sont composées d’E-cadherines.
Les desmosomes sont composés de desmogleine, de desmocolline, de plakoglobine, de plakophiline et de
desmoplakine, qui assurent la liaison aux filaments intermédiaires du cytosquelette. Les jonctions
communicantes servent de ponts cytoplasmiques entre les cellules adjacentes et permettent le transport
de petites molécules. Les adhésions focales et les hémidesmosomes sont composés d’intégrines et
permettent I'adhésion des cellules a la matrice extracellulaire. (Composition originale).
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La barriéere mécanique (I'épithélium intestinal)

La fonction de barriere mécanique est assurée par la présence de complexes jonctionnels
entre les cellules épithéliales. Six grands types de jonctions cellulaires existent dans
I'épithélium intestinal : les jonctions serrées, les jonctions d'adhérence, les desmosomes, les
jonctions communicantes, les adhésions focales et les hémidesmosomes (Figure 13).

Les complexes jonctionnels apicaux sont constitués d'un réseau de protéines de jonction
serrée (les claudines et les occludines). lls sont ancrés dans la cellule via le cytosquelette
d'actine filamenteux. Les protéines de zonula occludens (ZO-1, ZO-2 et ZO-3) assurent la
liaison des protéines de jonction serrée transmembranaires avec le cytosquelette cellulaire.
Les jonctions d'adhérence (composées de protéines E-cadherine) interagissent avec le

cytosquelette d'actine via les cadhérines afin de favoriser I'adhésion cellule-cellule.
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De méme, les desmosomes permettent I'adhésion aux cellules voisines via I'interaction des
protéines de desmosomes (desmogleine, desmocolline, plakoglobine, plakophiline et
desmoplakine) avec les filaments intermédiaires du cytosquelette.

Les jonctions communicantes servent de ponts cytoplasmiques entre les cellules adjacentes
et sont essentielles a la communication et au transport de petites molécules.

Les adhésions focales et les hémidesmosomes favorisent I'adhésion des cellules a la matrice
extracellulaire par I'interaction des intégrines avec les filaments d'actine ou avec les filaments
intermédiaires, respectivement.

Ces six grandes jonctions jouent un rble central dans I'adhésion et la communication

épithéliales ainsi que dans la perméabilité intestinale. (Orr et al. 2019)

La barriéere immunologique (le tissu lymphoide associé aux intestins)

Au niveau des muqueuses de I'organisme, le tissu lymphoide associé aux muqueuses («
mucosa-associated lymphoid tissue », MALT) joue un role essentiel dans I'activation de la
réponse immunitaire. Au niveau du tube digestif, I'ultime systeme de défense de la barriere
intestinale est le tissu lymphoide associé aux intestins (« gut-associated lymphoid tissue »,
GALT) composé de nombreuses cellules immunitaires. Celles-ci sont soit directement
résidantes dans [I'épithélium intestinal (e.g. lymphocytes intra-épithéliaux, cellules
dendritiques envoyant des projections vers la lumiéere intestinale), soit libres dans la lamina
propria (e.g. macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes), ou encore, regroupées en

amas appelés follicules lymphoides (e.g. plaques de Peyer).

Les lymphocytes intra-épithéliaux sont directement enchassés dans I'épithélium intestinal.
Leur phénotype étant similaire a celui des lymphocytes T cytotoxiques, ils liberent des
cytokines lorsqu'ils rencontrent des antigenes et provoquent ainsi la mort des cellules cibles
infectées. Les lymphocytes intra-épithéliaux comprennent essentiellement des lymphocytes T
activés appartenant a deux groupes principaux : ceux exprimant un récepteur T a (TCR) ou
un TCR y& (Sheridan et al. 2010). Des cellules dendritiques sont également enchassées dans
I’épithélium intestinal et émettent des projections a travers la monocouche, leur permettant

de reconnaitre des antigenes directement dans la lumiére intestinale. (Coombes et al. 2008)

Plusieurs types de cellules immunitaires résident dans la lamina propria : des granulocytes,

des mastocytes, des cellules dendritiques, des macrophages, des plasmocytes, des
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lymphocytes B et des lymphocytes T (Hunyady et al. 2000). Certaines cellules dendritiques de
la lamina propria émettent des extensions dendritiques a travers I'épithélium et détectent
ainsi le contenu bactérien de la lumiére intestinale afin de les transmettre aux lymphocytes T
présents dans la lamina propria (Farache et al. 2013). Ces lymphocytes T sont déja activés et

préts a mettre en place une réponse immunitaire adaptative. (Newberry et al. 2016)

Dans la lamina propria, certaines cellules immunitaires se regroupent et forment des follicules
lymphoides. Ceux-ci peuvent étre isolés au sein de la lamina propria ou situés directement
sous I’épithélium, tels que les plaques de Peyer. Les plaques de Peyer sont en contact avec le
FAE, riche en cellules M, et permettent ainsi la surveillance des antigenes transportés par
transcytose par les cellules M. Dans les plaques de Peyer, des phagocytes mononucléaires,
tels que les cellules dendritiques et les macrophages, ainsi que des lymphocytes B déclenchent
des réponses immunitaires spécifiques de I'antigene rencontré (Kobayashi et al. 2019). Les
plaques de Peyer jouent un role essentiel dans I'immunité intestinale et sont présentes au
nombre d'environ 200 dans l'intestin gréle humain, chez I'adulte. Pres de la moitié des plaques

de Peyer sont concentrées dans les 25 cm distaux de I'ileum. (Kobayashi et al. 2019)

Bien que plusieurs niveaux de défense existent dans 'intestin, certains virus ont développé

des mécanismes leur permettant de franchir la barriere intestinale.
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TRANSMISSION DE VIRUS PAR ALLAITEMENT

Les trois principaux virus humains transmis par allaitement

De nombreuses études ont fait état des avantages de l'allaitement maternel, tels que la
protection contre les infections respiratoires, I'obésité et le syndrome de mort subite du
nourrisson (Uwaezuoke et al. 2017). Cependant, bien que I'allaitement soit bénéfique pour le
nourrisson, il peut également transmettre des agents chimiques provenant de la circulation
sanguine maternelle, tels que la nicotine (Primo et al. 2013), I'alcool (May et al. 2016) ou des
drogues (Bartu et al. 2016), ainsi que des agents pathogenes (Lawrence et al. 2004).
Historiguement, le premier virus identifié comme étant transmis par le lait (par J.J. Bittner en
1936) était le virus de la tumeur mammaire de la souris (« mouse mammary tumor virus »,
MMTV) (Andervont et al. 1946). Depuis, trois virus humains ont été reconnus comme étant
efficacement transmis de la meére a I'enfant pendant I'allaitement, entrainant une infection
chronique chez le nouveau-né : le cytomégalovirus (CMV), le virus de l'immunodéficience
humaine de type 1 (VIH-1) et le virus T-lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1) (Lawrence et
al. 2004 ; Van de Perre et al. 2021).

Le taux de transmission du VIH au nourrisson par l'allaitement a été estimé a 14%. Différents
facteurs de risques ont été identifiés et comprennent notamment la charge virale dans le lait,
la durée de l'allaitement, la gravité de l'immunodéficience maternelle et la réponse

immunitaire de la mére au VIH. (Prendergast et al. 2019)

Concernant le virus HTLV-1, la transmission par allaitement se produit chez 10 a 25 % des
nourrissons allaités. D’apres des données épidémiologiques, virologiques et expérimentales,
différents facteurs de risque sont associés a une transmission accrue du virus. En effet, il a été
montré que la transmission du virus HTLV-1 augmente avec la durée de I'allaitement, la charge
provirale dans le sang et dans le lait maternel, ainsi qu’avec les titres d'anticorps dans le sang

maternel. (Prendergast et al. 2019)

Enfin, le CMV est détecté dans le lait maternel de plus de 80 % des femmes séropositives.
L’ADN viral augmente au cours de la lactation et atteint un pic a 4-8 semaines de lactation.

Des facteurs de risque de la transmission du CMV par allaitement ont été identifiés tels que
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I’excrétion précoce du virus infectieux, la charge virale et la durée d'excrétion dans le lait

maternel. (Prendergast et al. 2019)

Ces trois virus peuvent étre transmis sous forme de particules virales libres, comme le VIH-1
(Koulinska et al. 2006) et le CMV (Clarke et al. 2000), ou sous une forme associée aux cellules,
comme le VIH-1 (Koulinska et al. 2006) et 'HTLV-1 (pour revue : Percher et al. 2016). On ne
peut pas exclure que ces virus pourraient étre transmis par des vésicules extracellulaires,
puisqu'il a été démontré que des cellules infectées par le VIH-1 (monocytes, macrophages,
cellules dendritiques et lymphocytes T) et I’'HTLV-1 (lymphocytes T) produisent des vésicules

contenant des entités virales. (Sharif et al. 2020)

Transmission des arbovirus par allaitement

L’excrétion virale dans le lait maternel a été décrite pour plusieurs arbovirus. Dans la plupart
des cas, seul le génome viral a été détecté, mais l'isolement de particules infectieuses dans
certains échantillons souléve d'importantes questions quant au risque de transmission au
nourrisson par I'allaitement. A ce jour, la présence de quatre flavivirus (WNV, DENV, YFV, ZIKV)
et d'un alphavirus (CHIKV) a été rapportée dans le colostrum et/ou le lait maternel humain

(Tableau 2).

Le virus chikungunya

De retour d’une région endémique pour CHIKV, DENV et ZIKV, une femme allaitante de 28 ans
a présenté des symptomes non spécifiques tels que des céphalées légeres, une asthénie et
des éruptions cutanées (Campos et al. 2017). Trois jours apres |'apparition des symptémes,
seule l'infection par CHIKV a été confirmée par RT-PCR. Le génome viral de CHIKV a également
été détecté dans le lait maternel jusqu’a 23 jours apres I'apparition des symptémes, y compris
apres la clairance virale de la circulation sanguine. L'absence de génome viral dans l'urine, le
sérum et la salive du nourrisson a 5 et 15 jours aprées I'apparition des symptémes de la mére

suggere que la transmission du virus par allaitement n’a pas eu lieu.

Le virus de la dengue

La présence du génome viral de DENV a été recherchée dans le lait maternel de 12 meres

allaitantes infectées. Sur les 12 échantillons testés, ’ARNv a été détecté dans 9 d’entre eux
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(75%) avec des charges virales allant jusqu’a 2,5 x 10* copies d'ARNv/mL (Arragain et al. 2017).
Dans le lait maternel, contrairement au sérum, la cinétique de présence de DENV était
caractérisée par une détection prolongée du génome viral allant jusqu'a 14 jours apres
I’apparition des symptomes. (Arragain et al. 2017)

Une autre étude rapporte le cas d’'une femme enceinte infectée par DENV-1 s'étant présentée
aI'nopital de Nouméa (Nouvelle-Calédonie) en juillet 2012. Quatre jours apres la naissance du
nourrisson, celui-ci a développé de la fievre et son infection a été confirmée par RT-qPCR. Bien
gu’une transmission in utero soit probable, plusieurs arguments soulévent des questions
guant a une transmission aprés la naissance de I'enfant. En effet, le sang du cordon ombilical
prélevé le jour de I'accouchement était négatif en RT-qPCR et le nourrisson ne présentait pas
de virémie les deux premiers jours suivant sa naissance. Celle-ci a été mise en évidence a partir
du 4°™e jour de I'enfant. Le travail ayant débuté 2 jours aprés I'apparition des symptédmes de
la meére, il est difficile d’identifier précisément le mode de transmission mere-enfant. Par
ailleurs, la présence de génome viral a été mise en évidence dans le lait maternel a J4 et J6
post-partum, avec des charges virales comparables entre le lait et le sang au méme jour (J4 :
>103 copies/mL, J6 : >10% copies/mL). Enfin, la culture du lait a permis de mettre en évidence

la présence de particules infectieuses de DENV. (Barthel et al. 2013)

Le virus West Nile

En septembre 2002, la premiere transmission possible de WNV par le lait maternel a été
signalée par le Centre de contrdle et de prévention des maladies aux Etats-Unis (« Center for
Disease Control and Prevention », CDC). Une femme de 40 ans a été transfusée apres
I’'accouchement par du sang d'un donneur diagnostiqué ultérieurement comme infecté par
WNV. Au 16e jour apres la transfusion, le génome de WNV a été détecté dans son lait
maternel. L'allaitement ayant débuté le jour de la naissance, des tests de diagnostic
moléculaire et sérologique ont été effectués sur le nourrisson afin d’évaluer la transmission
mais aucun ARNv n'a été détecté (CDC 2002). Le génome viral de WNV a également été
détecté dans le colostrum de femmes infectées avant I'accouchement (jusqu’a 70 jours aprés
I'apparition des symptomes) montrant la capacité du virus a persister dans le lait maternel

(Hinckley et al. 2007).
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Le virus de la fiévre jaune

Suite a la vaccination post-partum contre la fievre jaune, trois cas de transmission mere-
enfant de la souche vaccinale YFV 17DD via I'allaitement ont été suspectés (T. Z. Mann et al.
2018), dont un cas a été confirmé (CDC 2009). Deux semaines aprées son accouchement, une
femme de 22 ans a été vaccinée avec la souche vaccinale 17DD de YFV en raison du contexte
endémique de la fievre jaune au Brésil. Cing jours aprées vaccination, celle-ci a développé des
symptomes légers (maux de téte, faible fiévre, etc). Trois jours apres, soit 23 jours aprés
I'accouchement, le nourrisson allaité a développé une fievre accompagnée de convulsions de
plus en plus fréquentes et intenses. L'infection du nourrisson par la souche 17DD a été
confirmée suite a la détection d’ARNv dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) de I'enfant. La
transmission de la souche vaccinale 17DD par l'allaitement a été confirmée aprés séquencage
de l'isolat du LCR du nourrisson. Comme la souche 17DD peut infecter l'intestin d'Aedes
aegypti mais ne dissémine pas dans les glandes salivaires, celle-ci ne peut pas étre transmise
par le moustique a un nouvel hote (Whitman 1939). La transmission mere-enfant de la souche
vaccinale suite a une vaccination post-partum démontre donc la transmission par allaitement.
Cette transmission étant accompagnée d'une pathogénicité neurologique sévere, le CDC a
recommandé de suspendre la vaccination contre la fievre jaune des femmes allaitantes depuis
2009 (CDC 2010). Enfin, ’'ARNv de la souche vaccinale 17DD a récemment été détecté dans le

lait maternel de femmes vaccinées (Hassan et al. 2022).

Concernant les souches sauvages de YFV, aucun cas de transmission par allaitement n’a été
rapporté a ce jour. Cependant, I'absence de cas documentés ne reflete pas I'inexistence de
cette voie de transmission. En effet, celle-ci est difficile a démontrer chez 'Homme et
surviendrait dans des régions reculées d’Afrique et d’Amérique intertropicale ou aucun suivi
de cette voie de transmission n’est en place. Cependant, une étude menée au Brésil a constaté
la présence du génome viral d’une souche sauvage de YFV dans le lait maternel quatre jours

apres l'apparition des symptomes (Ribeiro et al. 2020).

Le virus Zika

En raison de I'amplitude des récentes épidémies de ZIKV, notamment en Amérique latine en
2015-2016, I'OMS a déclaré une urgence de santé publique de portée internationale et de
nombreuses études ont été menées sur ZIKV. Le génome de ZIKV a été détecté dans le lait
maternel de plusieurs femmes infectées (Sotelo et al. 2017 ; T. Z. Mann et al. 2018 ; Blohm et
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al. 2017 ; Dupont-Rouzeyrol et al. 2016 ; Besnard et al. 2014 ; Cavalcanti et al. 2017 ; Centeno-
Tablante et al. 2021 ; Giovanetti et al. 2018 ; Siqueira Mello et al. 2019 ; Hemachudha et al.
2019). Cette détection a été quantifiée dans plusieurs études, révélant des charges virales
importantes (de 2,9.10* & 2,4.10° copies/mL) (Sotelo et al. 2017 ; Dupont-Rouzeyrol et al.
2016 ; Besnard et al. 2014), significativement plus élevées que celles détectées dans la
circulation sanguine (de 0 a 7,0.10* copies/mL) (Mann et al. 2018). Les charges virales
importantes ont été détectées dans le lait maternel principalement entre 3 et 5 jours apres
I'apparition des symptomes mais celles-ci peuvent également persister bien plus longtemps
(Sotelo et al. 2017 ; Giovanetti et al. 2018), méme aprés clairance virale de la circulation
sanguine (Besnard et al. 2014 ; Sotelo et al. 2017). Ainsi, Sotelo et al. ont détecté une excrétion
virale de ZIKV dans le lait maternel 14 jours (2,4.10° copies/mL), 23 jours, et plus de 30 jours
(2,2.10° copies/mL) apreés l'apparition des symptdmes, démontrant la capacité de ZIKV a
persister dans ce fluide biologique (Sotelo et al. 2017). La présence de particules infectieuses
dans le lait maternel a également été démontrée a plusieurs reprises, aussi bien dans le
colostrum que dans le lait maternel mature (Sotelo et al. 2017 ; Blohm et al. 2017 ; Dupont-
Rouzeyrol et al. 2016 ; Cavalcanti et al. 2017). Cependant, a notre connaissance, le titre viral
n'a jamais été déterminé. Parmi les études rapportant la présence du génome viral et/ou de
particules infectieuses dans le lait maternel, quatre cas de transmission probable de ZIKV de
la mére au nourrisson par le lait maternel ont été rapportés (Blohm et al. 2017 ; Besnard et al.
2014 ; Siqueira Mello et al. 2019). Les infections des nouveau-nés ont été démontrées soit par
une RT-gPCR positive dans des échantillons de sérum et d'urine/salive, soit par le
développement d'une microcéphalie secondaire (microcéphalie post-natale) chez un enfant
(Sigueira Mello et al. 2019). Bien que la transmission par vecteur ne puisse jamais étre exclue,
un cas de transmission de ZIKV a un nouveau-né (Blohm et al. 2018) suggére fortement une
transmission pendant l'allaitement car celui-ci était a I'abri des vecteurs potentiels (logement
confiné et climatisé) et les ARNv extraits du lait maternel et de I'urine du nourrisson
présentaient une identité de séquence de 99 % (Blohm et al. 2017 ; Blohm et al. 2018). De
plus, I'age avancé du nourrisson (5 mois) permet d’exclure une potentielle transmission in
utero et renforce la plausibilité de ce mode de transmission. La transmission virale au cours
de [l'allaitement pourrait donc avoir été impliquée dans l'augmentation du nombre de
nourrissons infectés lors de I'épidémie de ZIKV en Amérique latine (2015-2016), bien que

toute quantification soit impossible en raison de I'omniprésence des moustiques vecteurs.
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Ainsi, la transmission par allaitement des arbovirus, bien que difficile a démontrer, a jusqu'a
présent été confirmée pour YFV et fortement suggérée pour ZIKV. L'allaitement maternel
étant essentiel pour le développement et la survie des nourrissons dans de nombreux pays a
faibles revenus, I'abstinence de cette pratique en raison d'une infection virale maternelle peut
étre fatale pour le nourrisson. Il est donc nécessaire de comprendre les mécanismes
moléculaires et cellulaires impliqués dans la transmission de ces virus pendant I'allaitement
afin de proposer des stratégies thérapeutiques appropriées tout en maintenant le processus

d'allaitement.
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Virus Genre

Caractéristiques de potentielles transmissions d’arbovirus par allaitement

Référence

CHIKV  Alphavirus

¢ Détection du génome viral dans le lait maternel a J3 et J23 apreés |'apparition des symptomes.

* Persistance virale dans le lait apres clairance virale de la circulation sanguine.

Campos 2017

DENV  Flavivirus

¢ Détection du génome viral dans le lait a J1 et J14 aprées I'apparition des symptomes.
e Persistance du génome viral dans le lait.

e Infection du nourrisson allaité mais absence de virémie dans le sang de cordon ombilical.

Arragain 2017

o Détection du génome viral et de particules infectieuses dans le lait.

¢ Infection de nourrissons allaités (absence de viremie dans le sang de cordon ombilical pour I'un d’entre eux).

Barthel 2013

WNV  Flavivirus

o Détection du génome viral dans le lait 16 jours apres transfusion.

CDC 2002

¢ Détection du génome viral dans le colostrum.

Hinckley 2007

YFV  Flavivirus

. . . Couto 2010,
e La vaccination de femmes post-partum a conduit a la présence de génome viral dans le LCR de leur enfant. Mann 2018
e La vaccination de femmes post-partum a conduit au développement d’une méningoencéphalite par un Traiber 2011,
nourrisson allaité. Kuhn 2011
¢ Détection du génome viral d’une souche sauvage dans le lait maternel. Ribeiro 2020

o Détection du génome viral d'une souche vaccinale dans le lait maternel.

Hassan 2022

ZIKV  Flavivirus

o Détection du génome viral et de particules infectieuses dans le lait.

e Persistance jusqu’a J33 apres l'apparition des symptémes.

. N . . . . . Sotelo 2017

 Persistance aprés clairance virale de la circulation sanguine.

¢ Pas de transmission au nourrisson car allaitement suspendu.

 Détection du génome viral et de particules infectieuses dans le lait. Dupont-
Rouzeyrol

e Transmission ? (résultat ambigu pour le seul échantillon sanguin testé) 2016

¢ Détection du génome viral et de particules infectieuses dans le lait.

* Transmission au nourrisson (RT-gPCR+: serum et urine). Blohm 2017 &

« Contact du nourrisson limité avec I'extérieur. Maison climatisée. 2018

* 99% d’identité de séquence entre les isolats du lait de la mére et de I'urine du nourrisson.

Cas1:

¢ Détection de génome viral dans le lait mais pas de particules infectieuses (J5 aprés I'apparition des
symptomes).

¢ Transmission au nourrisson (RT-qPCR+: serum et salive).

Besnard 2014

Cas2: & 2017
» Détection de génome viral dans le lait mais pas de particules infectieuses (J5 aprés I'apparition des
symptomes).
e Persistance aprés clairance virale de la circulation sanguine.
e Transmission au nourrisson (RT-gPCR+: serum et urine).
Cas1:
¢ Détection de génome viral et de particules infectieuses dans le lait.

o . . Cavalcanti
 Pas de transmission au nourrisson (RT-gPCR- : urine) 2017
Cas 2-3-4 :
¢ Pas de génome viral détecté dans le lait.
¢ Détection de génome viral dans le lait.
e Persistance ? Apparition des symptémes de la mére a 9 semaines de gestation mais détection du génome viral Giovanetti
dans le lait a J2 post-partum. 2018

¢ Proximité phylogénique des isolats du lait de la mére et de I'urine du nourrisson.

¢ Détection de génome viral dans le lait.

Siqueira Mello

e Transmission au nourrisson ? (developpement d'une microcéphalie secondaire mais RT-qPCR- : serum) 2019
¢ Détection de génome viral dans le lait. Hemachudha
2019

e Pas de transmission au nourrisson (RT-qPCR- : urine)

Tableau 2 : Arguments épidémiologiques et cliniques de la transmission des arbovirus par allaitement.
Abréviations : Virus chikungunya (CHIKV), virus de la dengue (DENV), virus West Nile (WNV), virus de la
fievre jaune (YFV), virus Zika (ZIKV), Liquide céphalo-rachidien (LCR).
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Mécanismes de franchissement viral de I'épithélium mammaire de la
mere

Franchissement de I'épithélium mammaire par les trois principaux virus transmis par
allaitement

L'excrétion de particules virales dans le lait maternel nécessite une propagation virale de la
circulation sanguine vers les glandes mammaires. Les alvéoles mammaires sont entourées
d'un réseau de capillaires sanguins qui permettent les échanges de nutriments, d'oxygene,
mais aussi d'agents pathogeénes entre la circulation sanguine et les cellules épithéliales
mammaires. Pour étre excrétés dans le lait maternel, les virus doivent franchir une barriére
(e.g. la barriére sang-lait). Différents mécanismes de franchissement viral de I'épithélium
mammaire peuvent étre proposés (Figure 14). Le virus pourrait franchir I'épithélium
mammaire par infection successive des cellules myoépithéliales puis des cellules luminales,
conduisant a la libération de particules virales dans le lait maternel. Le virus pourrait
également franchir [I"épithélium mammaire par transcytose a travers les cellules
myoépithéliales puis luminales. Par ailleurs, des cellules luminales infectées pourraient
desquamer de I'épithélium mammaire, introduisant ainsi des cellules infectées dans le lait. Un
autre mécanisme possible de franchissement de I'épithélium mammaire est le mécanisme
appelé « cheval de Troie ». Ce mécanisme est caractérisé par une transmigration de cellules
infectées a travers I'épithélium mammaire depuis la circulation sanguine. Les cellules
infectées ayant transmigré pourraient alors produire des particules virales localement dans le
lait maternel. Ces particules virales pourraient ensuite infecter les cellules luminales par leur
pble basal. Par ailleurs, les cellules luminales pourraient produire des vésicules contenant des
particules virales. Enfin, le virus pourrait induire une rupture de l'intégrité de la barriere

épithéliale, permettant un passage des particules virales par voie paracellulaire (Figure 14).
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des cellules a travers de cellules et infection des de vésicules Iépithélium
myoépitheliales les cellules luminales cellules luminales contenant des et passage
puis luminales myoépitheliales infectées particules virales paracellulaire

et luminales
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o ©
Figure 14 : Mécanismes hypothétiques de franchissement viral de I’épithélium mammaire.

Différents mécanismes de franchissement viral de I'épithélium mammaire peuvent exister. Le virus pourrait
infecter ou étre transporté par transcytose par des cellules myoépithéliales puis des cellules luminales,
conduisant a la libération de particules virales dans le lait maternel. Des cellules luminales infectées
pourraient se détacher de I'épithélium mammaire. Des cellules immunitaires infectées pourraient
transmigrer a travers I'épithélium mammaire depuis la circulation sanguine, par un mécanisme appelé
« cheval de Troie ». Les cellules infectées ayant transmigré pourraient alors produire des particules virales
localement dans le lait maternel. Ces particules virales pourraient ensuite infecter les cellules luminales par
leur pole basal. Par ailleurs, les cellules luminales pourraient produire des vésicules contenant des particules
virales. Enfin, les particules virales pourraient franchir I'épithélium par voie paracellulaire suite a la rupture
de la barriere mammaire. (Composition originale).

Dans le cas du VIH, le passage de la barriere mammaire ne se fait pas par infection directe de
I'épithélium, car les cellules épithéliales mammaires n'expriment pas le récepteur CD4 a leur
surface et ne sont pas sensibles a l'infection par le VIH-1 (Dorosko et al. 2010). En effet,
I’analyse de I'expression du récepteur CD4 et des co-récepteurs CCR5 et CXCR4 dans des
cellules épithéliales primaires de glande mammaire a démontré une localisation
cytoplasmique des co-récepteurs. Selon les échantillons, la protéine CD4 était soit non-
exprimée soit détectée dans le noyau (Dorosko et al. 2010). Les particules virales présentes
dans le lait maternel pourraient étre produites par les cellules immunitaires locales ou avoir
franchi 1'épithélium mammaire par transcytose comme le suggérent les observations en
microscopie électronique dans les cellules épithéliales mammaires primaires (Dorosko et

al.2010).

Pour le virus HTLV-1, un contact cellulaire est nécessaire pour une transmission virale efficace
de la cellule infectée a la cellule cible (pour revue : Percher et al. 2016), sauf pour les cellules
dendritiques qui peuvent étre infectées directement par des virions libres (Jones et al. 2008).

Jusqu’a présent, aucune étude n’a détecté de virions libres dans le lait maternel des femmes
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infectées (Millen et al. 2022). La source potentielle d'infection dans le lait maternel serait donc
les cellules infectées. En effet, des cellules mononucléaires infectées par 'HTLV-1 ont été
détectées dans le lait de meres séropositives au début de la lactation (Kinoshita et al. 1984).
Comme il a été estimé qu’un enfant allaité ingére en moyenne 108 leucocytes par jour, les
lymphocytes infectés pourraient constituer une source importante de transmission de I’"HTLV-
1 par allaitement (Percher et al. 2016). Par ailleurs, les cellules myoépithéliales mammaires
sont permissives a l'infection par I'HTLV-1 et sont capables de transférer l'infection aux
lymphocytes du sang périphérique (LeVasseur et al. 1998). Les cellules luminales de glande
mammaire, isolées a partir du lait maternel, sont sensibles a I'infection par I’'HTLV-1 (Southern
et al. 1998). De plus, la biopsie mammaire d’un homme infecté (atteint de gynécomastie, un
développement anormal de la glande mammaire chez ’'Homme), a révélé la présence de
cellules épithéliales mammaires infectées par I’'HTLV-1 (Loureiro et al. 2000). Ces données
soutiennent I'hypothése selon laquelle les cellules myoépithéliales et/ou luminales peuvent

constituer un réservoir et un mode de transmission de I’"HTLV-1 par le lait.

Dans le cas du CMV, chez des femmes porteuses d'une infection latente, une réactivation du
virus se produit dans la glande mammaire durant la lactation et entraine I'excrétion du CMV
dans le lait maternel. Par ailleurs, des leucocytes infectés par le cytomégalovirus murin
(MCMV) ont été détectés dans le lait maternel murin, prélevé chez des souris présentant une
infection aiglie ou latente. De plus, l'injection intrapéritonéale de ce lait maternel entraine
une transmission du MCMV aux souriceaux et une dissémination de particules infectieuses
dans différents organes, dont le cerveau. L'identification de la nature des entités virales dans
le lait maternel permettrait de mieux comprendre les mécanismes de franchissement de la

barriere mammaire par le CMV et sa transmission par allaitement. (Wu et al. 2011)

En plus de ces 3 virus humains efficacement transmis par allaitement, la transmission de

certains arbovirus est débattue depuis quelques années.

Franchissement de I'épithélium mammaire par les arbovirus

A ce jour, la dissémination des arbovirus dans les glandes mammaires et leur excrétion dans
le lait maternel ont été trés peu étudiées. Seul I'exemple de ZIKV a été étudié par notre équipe

(Hubert et al. 2019) et par Regla-Nava et al. (Regla-Nava et al. 2019).
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Nous avons montré que ZIKV dissémine dans les glandes mammaires de souris 12952/SvPas-
Ifnarltm1Agt (A129) apres inoculation intra-péritonéale ou sous-cutanée (Hubert et al. 2019).
Chez ’'Homme, les cellules épithéliales mammaires primaires sont permissives a |'infection par
ZIKV, ce qui suggere que I'épithélium mammaire humain pourrait étre la source des particules
virales détectées dans le lait maternel des meres infectées. Comme ['épithélium mammaire
est composé de deux types de cellules épithéliales, nous avons évalué si les cellules
myoépithéliales et/ou les cellules luminales sont permissives a l'infection. En utilisant des
lignées cellulaires de phénotype luminal (MCF-7) ou myoépithélial (MDA-MB-231), nous avons
montré que les deux types cellulaires sont infectés de maniére productive par ZIKV (Hubert et
al. 2019). Les cellules myoépithéliales ont également été décrites comme étant infectées in
vivo aprés une infection retro-orbitale de souris AG129 (Regla-Nava et al. 2019), confirmant

nos résultats.

Les cellules luminales étant spécialisées dans I'excrétion de diverses molécules (e.g. protéines,
lipides, lactose, etc.) dans le lait maternel, leurs mécanismes de sécrétion pourraient étre
exploités par ZIKV pour I'excrétion de particules virales dans le lait maternel. Par ailleurs,
I'ARNv a été détecté dans le lait maternel d'une femme infectée jusqu'a 33 jours apres
I'apparition des symptomes, apres clairance virale de la circulation sanguine. Il serait donc
intéressant de réaliser une étude a long terme pour déterminer la durée de détection de ZIKV
dans les glandes mammaires car celles-ci pourraient jouer un role de réservoir viral et

expliquer la persistance du virus dans le lait maternel.

De plus, les expériences de notre laboratoire ont été réalisées sur des souris non allaitantes,
il serait donc intéressant d'étudier la dissémination virale dans les glandes mammaires a
d'autres stades de son développement (i.e. pendant la gestation ou la lactation), car
d'importants changements structurels et métaboliques se produisent. L'effet de la lactation a
été étudié par Regla-Nava et al. qui ont observé des charges virales élevées dans les glandes
mammaires de souris lactantes de 5 a au moins 11 jours apres |'infection. La prolifération des
cellules épithéliales mammaires pendant la lactation pourrait contribuer au réle de réservoir
des glandes mammaires en lactation. De plus, les changements phénotypiques induits par la
différenciation cellulaire, survenant pendant la phase de lactation, pourraient augmenter la

sensibilité des cellules épithéliales alvéolaires luminales a l'infection par ZIKV.
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L'ensemble de ces résultats suggere un role de I'épithélium mammaire dans la production et
I'excrétion des particules virales dans le lait maternel. Nous ne pouvons pas exclure que les
leucocytes infectés par ZIKV (e.g. monocytes, lymphocytes, etc.) puissent contribuer a I'entrée
de ZIKV dans le compartiment lactifere lors de leur transmigration de la circulation sanguine
vers le lait maternel, par le mécanisme de " cheval de Troie ". Par ailleurs, la persistance de
I'ARNv dans le lait maternel suggere I'existence d'un réservoir au sein de la glande mammaire.
Les cellules immunitaires infectées pourraient migrer a travers |'épithélium mammaire
pendant |'état virémique, puis des particules virales nouvellement produites pourraient
infecter les cellules luminales, servant de réservoir viral pendant la lactation. Comme la nature
des entités virales infectieuses dans le lait maternel (particules libres, associées aux cellules

ou enveloppées de vésicules) est inconnue, ces trois mécanismes sont plausibles a ce jour.

Effet du lait maternel sur I'infectiosité virale

Effet du lait entier

La stabilité du virus dans le lait est indispensable a sa transmission par allaitement. L'effet du
lait maternel humain sur l'infectiosité virale a été recherché dans plusieurs études, sur les trois
principaux virus transmis par le lait : le VIH-1, le CMV et I'HTLV-1.

Il a été démontré, in vivo et in vitro, que le lait maternel humain induit une diminution de
I'infectiosité du VIH-1. La pré-incubation du VIH-1 avec du lait maternel humain conduit a une
réduction dose-dépendante de l'infectiosité de celui-ci in vitro, et a une diminution de la
transmission orale a un modéle murin in vivo (Wahl et al. 2012). Un mécanisme antiviral a été
suggéré par Mabuka et al, qui ont montré que des anticorps spécifiques du VIH capables de
cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) sont courants dans le lait maternel et
sont associés a un risque réduit de transmission chez les femmes ayant une charge virale
élevée (Mabuka et al. 2012). Par ailleurs, il a été démontré qu'un autre composant du lait
maternel, la LF, interfere avec l'infection par le VIH-1 (Puddu et al. 1998 ; Campbell et al. 1995),
probablement en inhibant I'adsorption virale.

Concernant la transmission du CMV pendant I'allaitement, il a été montré que différents
composants du lait maternel ont des effets opposés sur la transmission virale. Clarke et al. ont
montré que la vitamine A, la monolaurine et la LF ont un effet antiviral, tandis que les
prostaglandines PGE2 et PGF2a favorisent la réplication virale (Clarke et al. 2000). Ils ont

également constaté que des formes solubles du récepteur viral ICAM-1 sont présentes dans
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le lait maternel et pourraient entrer en compétition avec les récepteurs cellulaires pour la
liaison du CMV, ce qui entrainerait une réduction de |'adsorption des particules virales sur la
membrane de la cellule cible.

Enfin, il a été largement déterminé que I'allaitement maternel de plus de 6 mois est associé a
la transmission mére-enfant de I’"HTLV-1 par allaitement (Wiktor et al. 1997). L'effet du lait
maternel ou de ses composants sur l'infectiosité de I’'HTLV-1 n'a pas encore été étudié mais,
les concentrations des composants variant au cours de l'allaitement, il est plausible que

certains d'entre eux aient un effet sur la transmission de I’'HTLV-1.

Effet de la lactoferrine

La diminution de l'infectiosité virale dans le lait maternel a souvent été associée a la présence
de la LF (mentionnée ci-dessus), une protéine du lait liant le fer (Figure 15). En effet, il est
largement admis depuis les années 1990 que la LF inhibe la réplication virale en interférant
avec |'adsorption a la membrane cellulaire de virus tels que le virus de I'hépatite C (HCV) (Ikeda
et al. 1998 ; lkeda et al. 2000), le rotavirus (Superti et al. 1997), le poliovirus (Marchetti et al.
1999 ; Seganti et al. 2004), le VIH-1 (Puddu et al. 1998 ; Campbell et al. 1995 ; Moriuchi and
Moriuchi 2001 ; Berkhout et al. 2004), le virus de I'herpés simplex de type 1 (HSV-1) (Hammer
et al.2000 ; Marchetti et al. 1996 ; Marchetti et al. 1998 ; Siciliano et al. 1999 ; Hasegawa et al.
1994), le virus de I'herpés simplex de type 2 (HSV-2) (Hammer et al. 2000 ; Marchetti et al.
1998), et le CMV (Clarke et al. 2000 ; Campbell et al. 1995 ; Swart et al. 1999a ; Swart et al.
1999b ; Beljaars et al. 2004). Plusieurs mécanismes ont été décrits a différentes étapes du
cycle viral. La LF inhibe tres probablement I'entrée du virus en se liant soit aux particules
virales, soit aux cellules cibles, empéchant ainsi leur interaction. En effet, il a été démontré
gue la LF est capable de se lier aux protéines d’enveloppe virale telles que E1 et E2 de HCV (Yi
et al. 1997) ou gp120 du VIH-1 (Swart et al. 1996), ainsi qu'aux héparines membranaires
pendant l'infection par le CMV (Damiens et al. 1998 ; Mann et al. 1994 ; Van Berkel et al. 1997 ;
Zou et al. 1992). D'autres équipes ont également découvert que la LF pouvait agir au cours des
étapes ultérieures du cycle viral. Superti et al. ont suggéré que la LF interfere non seulement
avec l'entrée du virus, mais également avec la synthese d’antigénes viraux au cours de
I'infection par le rotavirus (Superti et al. 1997). Enfin, Ng et al. ont suggéré que la LF inhibe la
transcriptase inverse, la protéase et l'intégrase du VIH-1 (T. B. Ng et al. 2001).

D'autre part, il a également été démontré que la LF exerce un effet proviral sur la réplication

de I'HTLV-1. La LF augmente l'activité du promoteur LTR (Long Terminal Repeat) de I'"HTLV-1,
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entrainant une expression virale accrue (Moriuchi et al. 2001). Moriuchi et al. ont également
découvert que la protéine virale Tax trans-active le promoteur du gene codant la LF dans les
cellules myéloides différenciées (HL-60) ou les cellules épithéliales mammaires (MCF-7),
induisant I'expression de la LF et facilitant ainsi la transmission de I’'HTLV-1 par le lait (Moriuchi

et al. 2006).

Liaison de la LF aux particules virales : Liaison de la LF aux cellules cible :
HCV, RV, PV, VIH-1, HSV-1, HSV-2, CMV PV, CMV, SINV, SFV, JEV, MAYV, DENV, TOSV,
CHIKRY, ZIKV
A LF
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Figure 15 : Mécanismes d'inhibition de l'infectiosité virale par la lactoferrine.

La lactoferrine (LF) inhibe I'entrée virale en se liant soit aux particules virales, soit aux cellules cibles. La LF
se lie aux particules virales du virus de I'hépatite C (HCV), du rotavirus (RV), du poliovirus (PV), du virus de
I'immunodéficience humaine de type 1 (V-1), du virus de I'herpés simplex type 1 (HSV-1), du virus de
I'herpes simplex type 2 (HSV-2) ou du cytomégalovirus (CMV). La LF se lie aux cellules cibles, inhibant
I'infection parle PV, le CMV et des arbovirus (en rouge) tels que le virus Sindbis (SINV), le virus Semliki forest
(SFV), le virus de I'encéphalite japonaise (JEV), le virus Mayaro (MAYV), le virus de la dengue (DENV), le virus
Toscana (TOSV), le virus du Chikungunya (CHIKV) ou le virus Zika (ZIKV). La LF inhiberait également des
étapes intracellulaires du cycle viral comme la transcription inverse (RT), la synthése des protéines virales
ou l'intégration provirale dans le génome de la cellule héte par des mécanismes encore inconnus.
(Composition originale).
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Effet des acides gras libres

La réduction de l'infectiosité virale peut également étre associée a une activité antivirale des
lipides du lait maternel (Figure 16). Welsh et al. ont montré que les acides gras insaturés et
les monoglycérides présents dans le lait maternel inactivent les virus enveloppés mais pas les
virus non enveloppés (Welsh et al. 1978), ce qui suggere un effet des lipides du lait maternel
sur I'enveloppe virale de nature lipidique. Thormar et al. ont confirmé ces résultats, mais ont
également constaté que les lipides acquierent des propriétés antivirales apres le stockage du
lait maternel a 4 °C et dans I'estomac des nourrissons dans I'heure qui suit |'alimentation
(Thormar et al. 1987). Pfaender et al. ont montré qu'aprés un stockage a 4 °C, les
concentrations en acides gras libres dans le lait maternel augmentent, ce qui pourrait
expliquer I'effet antiviral observé. lls ont suggéré qu’apres réfrigération ou congélation du lait,
les membranes des globules gras seraient altérées, exposant ainsi le coeur de triglycérides aux
lipases présentes dans le lait. La dégradation des triglycérides par les lipases expliquerait donc
I’augmentation des acides gras libres (Pfaender et al. 2013)(Isaacs et al. 1986).

La pré-incubation des virus enveloppés avec des acides gras libres altere l'intégrité de
I'enveloppe virale (Thormar et al. 1987 ; Kohn et al. 1980), confirmant leur réle antiviral. Les
virus enveloppés testés étaient le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), 'HSV-1, le virus
Maédi-Visna (MVV) (Thormar et al. 1987), le virus Sendai (SeV), le virus de la maladie de
Newcastle (NDV), le virus de l'influenza de type A (IAV), le virus Sindbis (SINV) et WNV (Kohn
et al. 1980). Une autre observation confirmant ce modele a été faite par Thormar et al. qui
ont observé que le lait écrémé est nécessaire pour que les lipides deviennent antiviraux, ce
qui suggere que les lipases présentes dans la fraction écrémée dégraderaient les triglycérides

des globules gras présents dans la fraction créeme.

Lipases
év Triglycéride  Glycérol
Membranedu —, L
Globule globule gras Réfrigération N .
gras Coeurde ——»
triglycérides

Interaction des
acides gras avec
Altération de I'enveloppe virale
I'intégrité de
O

I'enveloppe virale
Figure 16 : Mécanisme hypothétique d'inhibition de l'infectiosité virale par le lait conservé a 4°C.
Les globules gras contenus dans le lait maternel sont composés d’un coeur de triglycérides recouvert d’une
membrane. La réfrigération du lait maternel entrainerait une altération de I'intégrité de la membrane des
globules gras, rendant les triglycérides accessibles aux lipases contenues dans le lait. Les lipases digereraient
les triglycérides en glycérol et en acides gras libres, qui interagiraient avec I'enveloppe des particules virales.
(Composition originale, inspirée de Pfaender et al. 2013).

A
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Effet du lait maternel sur les arbovirus

L'effet du lait maternel sur l'infectiosité des arbovirus a été étudié pour la premiere fois en
1977 par Welsh et al. qui ont montré que le lait maternel avait une activité antivirale sur la
réplication du virus Getah (GETV), du virus Ross river (RRV), du virus Semliki forest (SFV), SINV
et du virus Bebaru (BEBV) (Tableau 3). lls ont identifié I'origine de I'activité antivirale comme
étant la neutralisation par les IgA pour GETV, RRV et SFV (mais aucune n'a été observée pour
SINV ou BEBV) et la fraction créme pour le SFV (Welsh et al. 1978). Puis, en 1980, Kohn et al.
ont identifié les acides gras libres comme étant responsables de l'inhibition de SINV et de WNV
(Kohn et al. 1980). Les acides gras libres interagissent également avec le virus HCV, comme
I'ont constaté Pfaender et al. Bien que HCV ne soit pas un arbovirus, il fait partie de la famille
des Flaviviridae et présente de nombreuses similitudes avec les arbovirus appartenant au
genre Flavivirus, tels que ZIKV, YFV et DENV. Il a été démontré que la conservation du lait
maternel a 4 °C était responsable des activités anti-HCV (Pfaender et al. 2013) et anti-ZIKV
(Pfaender et al. 2017). Enfin, il a récemment été démontré que la fraction créeme est
responsable de l'activité anti-ZIKV du lait maternel humain stocké a -20 °C, +4 °C, +22 °C ou
+37 °C car celle-ci entraine une altération de l'intégrité des particules virales (Conzelmann et
al. 2019). Ces résultats suggerent que les acides gras libres pourraient avoir un effet antiviral
sur ZIKV.

Par ailleurs, il a été démontré que la LF avait un effet antiviral sur les arbovirus tels que SINV
(Waarts et al. 2005), SFV (Waarts et al. 2005), le virus de I'encéphalite japonaise (JEV) (Chien
et al. 2008), le virus Mayaro (MAYV) (Carvalho et al. 2014), DENV (Chen et al. 2017), le virus
Toscana (TOSV) (Pietrantoni et al. 2015), CHIKV (Carvalho et al. 2017) et ZIKV (Carvalho et al.
2017). La LF interfere principalement avec I'entrée virale en interagissant avec les HSPG qui
sont liés par les flavivirus avant I'interaction avec leurs récepteurs cellulaires (Kim et al. 2017).
Enfin, il a récemment été suggéré que certains composants de la fraction lactosérum peuvent
également étre antiviraux. Les vésicules extracellulaires et les glycosaminoglycanes contenus
dans le lait maternel empéchent I'adsorption virale de ZIKV et du virus Usutu (USUV) a la

surface cellulaire (Francese et al. 2020).

Il est essentiel d'étudier I'effet du lait maternel sur la stabilité et l'infectiosité des arbovirus
car des charges virales élevées sont présentes et persistent dans le lait maternel des méres
infectées, représentant un risque de transmission au nouveau-né et de développement de

symptomes graves. Bien que |'effet du lait maternel ait été étudié sur des arbovirus tels que
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GETV, RRV, SFV, SINV, WNV, BEBV et récemment ZIKV, aucune donnée n'est encore disponible

concernant d'autres arbovirus qui sont possiblement transmis pendant I'allaitement, tels que

YFV (Traiber et al. 2011 ; Kuhn et al. 2011), DENV (Brueckner et al. 1956) et CHIKV (Friis et al.

1982).

Arbovirus Composant antiviral testé Référence
GETV IgA Welsh 1978
RRV IgA Welsh 1978
IgA Welsh 1978
SFV Créme Welsh 1978
Lactoferrine Waarts 2005
SINV Acides gras Kohn 1980
Lactoferrine Waarts 2005
WNV Acides gras Kohn 1980
4°C Pfaender 2017, Conzelmann 2019
-20°C Conzelmann 2019
22°C Conzelmann 2019
ZIKV 37°C Conzelmann 2019
Lactoferrine Carvalho 2017
Vésicules extracellulaires Francese 2020
Glycoaminoglycanes Francese 2020
JEV Lactoferrine Chien 2008
MAYV Lactoferrine Carvalho 2014
DENV Lactoferrine Chen 2017
TOSV Lactoferrine Pietrantoni 2015
CHIKV Lactoferrine Carvalho 2017
Vésicules extracellulaires Francese 2020
usuv
Glycoaminoglycanes Francese 2020
HCV 4°C Pfaender 2013

Tableau 3 : Inhibition de I'infectiosité des arbovirus par les composants du lait maternel.
Les virus indiqués dans le tableau sont des arbovirus a I’exception du virus de I'"hépatite C (gris). Celui-ci a
été ajouté car il fait partie de la famille des Flaviviridae et présente de nombreuses similitudes avec les
arbovirus appartenant au genre Flavivirus. Abréviations : Virus Getah (GETV), virus Ross river (RRV), virus
Semliki forest (SFV), virus Sindbis (SINV), virus West Nile (WNV), virus Zika (ZIKV), virus de I'encéphalite
japonaise (JEV), virus Mayaro (MAYV), virus de la dengue (DENV), virus Toscana (TOSV), virus chikungunya
(CHIKV), virus Usutu (USUV) et virus de I’'hépatite C (HCV).
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Mécanismes de franchissement viral de I'épithélium intestinal du
nourrisson

Franchissement de la barriére intestinale par les virus transmis par voie orale

En raison de sa surface et de ses capacités d’absorption, la barriére intestinale constitue une
cible de choix pour les virus transmis par voie orale. A l'aide de différents modéles
expérimentaux in vitro (e.g. pour le virus de I'hépatite A (HAV)), in vivo (e.g. pour le VIH) et ex
vivo (e.g. pour le norovirus), divers mécanismes de franchissement de la barriére intestinale
ont été proposés. Certains virus infectent les entérocytes sans induire de rupture de la
monocouche intestinale, comme le virus HAV (Blank et al. 2000) ou le VIH (Fotopoulos et al.
2002), tandis que d'autres induisent une perte de l'intégrité de la barriere, comme le rotavirus
(Dickman et al. 2000) et le CMV (Maidji et al. 2017). D’autres virus franchissent la barriere
intestinale par transcytose a travers les entérocytes, tels que le VIH (Bomsel et al. 1997) et
HTLV-1 (Martin-Latil et al. 2012), ou a travers les cellules M tels que le VIH (Fotopoulos et al.
2002), le PV (Ouzilou et al. 2002) et le NV (Gonzalez-Hernandez et al. 2013) (Figure 17).

A la fin des années 1980, un modeéle in vitro de barriére intestinale a été mis au point a l'aide
de la lignée cellulaire Caco-2 (issue d'un adénocarcinome colorectal humain). Les cellules
Caco-2 cultivées sur des filtres en polycarbonate pendant environ 20 jours forment une
monocouche étanche de cellules différenciées et polarisées qui permet d'étudier le

franchissement des virus et l'intégrité de la barriere intestinale.

Grace a ce modele, il a été démontré que la lignée cellulaire Caco-2 est permissive au HAV
(Blank et al. 2000), au VIH (Fotopoulos et al. 2002) et au rotavirus (Dickman et al. 2000).
L'infection par HAV entraine une production de particules virales par les poles apicaux et
basolatéraux de la monocouche, avec une efficacité de production plus faible du coté
basolatéral. Cette infection n’entraine pas de perte d'intégrité de I'épithélium. L'infection des
cellules Caco-2 par le VIH dépend de I'expression de récepteur galactosyl-céramide (GalCer)
et n'entraine aucune perturbation de lintégrité de la barriere intestinale. En revanche,
I'infection des entérocytes par le rotavirus conduit a une rupture de la barriere intestinale soit
par altération des jonctions serrées, soit par apoptose NSP4-dépendante induite par voie

mitochondriale (Dickman et al. 2000 ; Martin-Latil et al. 2007). Il est intéressant de noter que
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le rotavirus est produit sous forme de grandes vésicules contenant plusieurs virions dans les

féces de souris et de porcs (Santiana et al. 2018).

D'autres virus franchissent la barriere intestinale par transcytose a travers les entérocytes. Il
a été montré pour le VIH que ce dernier est capable de franchir une monocouche étanche de
cellules Caco-2 par transcytose dépendante de |'expression du récepteur GalCer (Bomsel
1997). Bomsel et al. ont également montré que pendant la transcytose depuis le pole
basolatéral vers le pole apical, des immunoglobulines intracellulaires ciblent les particules
virales, inhibant ainsi le transport viral a travers la cellule (Bomsel et al. 1998). Notre
laboratoire a démontré la transcytose du virus HTLV-1 en utilisant le modele in vitro Caco-2
(Martin-Latil et al. 2012). Ce franchissement de la monocouche entérocytaire n'implique pas

d’altération de I'intégrité de la barriere épithéliale, ni d’infection des entérocytes.

D'autres virus franchissent la barriere intestinale par transcytose a travers les cellules M. Il a
été démontré sur le modele in vitro Caco-2 enrichi en cellules M que les particules de VIH sont
transportées a travers les cellules M par transcytose. En effet, pour induire la différenciation
en cellules M, des lymphocytes B ont été ajoutés au pdle basolatéral des monocouches de
Caco-2 et la différenciation des cellules M a été vérifiée d’une part par microscopie et d’autre
part en mesurant la capacité de transcytose des monocouches cellulaires. Seuls les virions de
type X4 franchissent les cellules M par transcytose (Fotopoulos et al. 2002). Il a également été
démontré que le poliovirus franchit les cellules M par transcytose in vitro (Ouzilou et al. 2002).
De plus, apres l'infection d'explants de plaques de Peyer humaines par le poliovirus de type 1,
les particules virales adherent de préférence aux cellules M. En effet, des vésicules
intracellulaires contenant des virions ont été observées par microscopie électronique dans les
cellules M. L’internalisation du poliovirus dans les cellules M a également été confirmée in
vivo sur un modele simien (Takahashi et al. 2008). Enfin, le norovirus franchit les épithélia
intestinaux murins polarisés in vitro par transcytose a travers les cellules M (Gonzalez-
Hernandez et al. 2013). Ces résultats ont été confirmés in vivo sur un modéle murin. Apres
inoculation orale du norovirus, la déplétion transitoire des cellules M est associée a une
diminution de l'infection (Gonzalez-Hernandez et al. 2014). Il a également été montré que le
norovirus est excrété dans les feces sous forme de vésicules contenant de nombreuses

particules virales qui restent intactes pendant la transmission féco-orale (Santiana et al. 2018).
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Franchissement de la barriére intestinale par les arbovirus

Dans le contexte de I'allaitement maternel, les arbovirus sont susceptibles d'atteindre la
barriére intestinale car le pH de |I'estomac des nouveau-nés est tamponné par le lait maternel
et donc significativement plus élevé que le pH de I'estomac d'un adulte (Miclat et al. 1978).
En effet, I'estomac de I'adulte présente un pH de 1,5 a 3,5 (MedlinePlus Medical Encyclopedia)
tandis que celui du nourrisson est de 7,5 a 8,5 a la naissance (Miclat et al. 1978). Il a été
démontré que les arbovirus comme ZIKV (Miiller et al. 2016) ou TBEV (Gresikova-Kohutova
1959) sont stables a faible pH, voire dans les sucs gastriques pour TBEV (Pogodina et al. 1958).
A ce jour, TBEV et ZIKV sont les seuls arbovirus dont la capacité a franchir la barriére intestinale

a été étudiée dans des modeles expérimentaux (Figure 17).

A I'aide du modéle cellulaire Caco-2, Yu et al. ont montré que TBEV franchit les monocouches
intestinales par transcytose au début de l'infection et par voie paracellulaire cing jours apres
I'infection en raison d'une altération de l'intégrité de la barriere (Yu et al. 2014). Pour ZIKV,
notre laboratoire a montré que I'exposition de différents clones de Caco-2 a plusieurs souches
de ZIKV (isolées au Brésil en 2016 ou en Polynésie frangaise en 2013) conduit a leur infection.
En utilisant le modéle de monocouche Caco-2 polarisée, il n’a été observé aucune altération
de l'intégrité de la barriere épithéliale et avons constaté une production de particules virales
infectieuses a la fois du c6té apical et basolatéral. Bien que I'efficacité de production soit plus
faible du coté basolatéral, ZIKV semble capable de franchir la barriere intestinale in vitro. In
vivo, nous avons démontré que l'inoculation intra-gastrique de ZIKV a des souriceaux A129
conduit a leur infection associée a une neuro-invasion et a un taux de mortalité élevé (Hubert

et al. 2020).
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Voie Infection de Transcytose a travers Transcytose a travers

paracellulaire I'entérocyte I'entérocyte la cellule M
RV, CMV RV*, VIH, HAV, ZIKV VIH, HTLV-1, TBEV VIH, PV, NV

O O O O

Figure 17 : Mécanismes suggérés de franchissement de la barriére intestinale par les virus.

La barriere intestinale peut étre franchie par des virions libres par passage paracellulaire par le rotavirus
(RV) et le cytomegalovirus (CMV). D’autres virus franchissent I'épithélium intestinal par infection des
entérocytes, tels que le RV (* : aprés passage paracellulaire), le virus de I'immunodéficience humaine (HIV),
le virus de I'népatite A (HAV) et le virus Zika (ZIKV). Le franchissement par transcytose a travers les
entérocytes est observé pour le HIV, le virus T-lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1) et le virus de
I'encéphalite a tiques (TBEV). Enfin, le HIV, le poliovirus (PV) et le norovirus (NV) franchissent la barriere
intestinale par transcytose a travers les cellules Microfold (cellules M). Les seuls arbovirus (en rouge) qui
ont été signalés comme franchissant la barriere intestinale sont TBEV et ZIKV. (Composition originale).
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Projet doctoral
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OBIJECTIFS DU PROJET DOCTORAL

Objectifs pour I'axe 1 - ZIKV

En raison de la difficulté de démontrer la transmission d’un arbovirus par allaitement, la
transmission de ZIKV par allaitement est débattue depuis quelques années. Au laboratoire, la
transmission de ZIKV par allaitement a été démontrée dans le modele murin A129 et les
mécanismes associés ont été étudiés. La dissémination du virus aux glandes mammaires de
souris infectées a été observée, et I'infection de I'épithélium mammaire a été étudiée a I'aide
de plusieurs modéles expérimentaux (i.e. glandes mammaires murines, cellules primaires de
glande mammaire humaine et lignées cellulaires de glande mammaire humaine). La sensibilité
a l'infection par voie orale a été démontrée chez les souriceaux A129 et le franchissement de

la barriére intestinale a été démontré in vitro.

Cependant, chez 'Homme, certaines études de cas rapportent une transmission de ZIKV de
meres infectées a leur nourrisson tandis que d’autres décrivent une absence de détection de
génomes viraux et de développement de symptomes chez le nourrisson allaité. La
transmission par allaitement semblant donc non-systématique, ce projet de recherche a pour
but d’étudier :

e La nature infectieuse et la forme des entités virales du lait maternel pour ZIKV.

e 'effet des composants du lait maternel sur I'infectiosité de ZIKV.
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Objectifs pour I’axe 2 - YFV

La transmission de YFV par allaitement a été décrite chez I’'Homme pour la souche vaccinale,
conduisant au développement de symptdmes neurologiques séveres chez le nourrisson. Ce
projet de recherche a pour but d’identifier les mécanismes de transmission par allaitement de
YFV et de comparer ceux de la souche vaccinale et de souches sauvages du virus afin d’évaluer
si ces dernieres pourraient également étre transmises de la mere a I'enfant au cours de
I'allaitement.

Trois étapes de la transmission par allaitement seront étudiées :

¢ La dissémination virale jusqu’a la glande mammaire dans un modéle expérimental murin,
J

ainsi que les mécanismes de franchissement de I'épithélium mammaire.

o 'excrétion du virus dans le lait maternel.

e Le franchissement de I'épithélium intestinal du nourrisson et les mécanismes associés.
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Matériel & Méthodes
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Lignées cellulaires

Les lignées cellulaires Vero E6 (fibroblastes rénaux simiens, CRL-1586, ATCC), Caco-2
(entérocytes humains, Clone TC7, SCC209, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA), MDA-MB-
231 (cellules myoépithéliales mammaires humaines, HTB-26, ATCC) et MCF-7 (cellules
luminales mammaires humaines, HTB-22, ATCC) ont été utilisées. Les lignées cellulaires Vero
E6, Caco-2 et MDA-MB-231 ont été cultivées en milieu DMEM supplémenté de I-glutamine
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), de 10% de sérum de vceu foetal (SVF,
Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), de 100 U/mL de penicilline, et de 100
ug/mL de streptomycine (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Les cellules ont
été maintenues a 37°C et 5% de CO2 pour la culture. Les cellules MCF-7 ont été cultivées en
milieu DMEM/F12 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) supplémenté de 10%
de SVF, de 100 U/mL de penicilline, de 100 pug/mL de streptomycine, de 20 ng/mL d’hEGF
(Peprotech, East Windsor, NJ, USA), de 0,5 pug/mL d'hydrocortisone (Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, MO, USA) et de 10 pg/mL d'insuline (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA).

Souches virales

Toutes les expériences avec ZIKV ont été réalisées en utilisant deux souches virales
appartenant a la lignée asiatique : une souche isolée au Brésil en 2016 (Brazil/2016, GenBank :
KU991811) et une souche isolée en Polynésie Francaise en 2013 (PF13, GenBank : KX369547).
Les expériences avec YFV ont été réalisées avec 3 souches virales : une souche isolée a Dakar
en 1965 (HD1279, U52413, U23574), la souche Asibi isolée au Ghana en 1927 (Asibi, Centre
de ressources biologiques, Institut Pasteur, Paris, France) et la souche vaccinale 17D-204
(Vaccin Stamaril, Sanofi Pasteur, Lyon, France).

Afin de produire les inocula viraux utilisés dans nos expériences, les suspensions virales ont
été ajoutées a des cellules Vero E6 a 37°C et 5% de CO2 pendant 2h dans du DMEM - 2% SVF
- 1X pénicilline/streptomycine. Aprés 2h d’adsorption virale, I'inoculum a été retiré et
remplacé par du DMEM- 2% SVF - 10 mM Hepes (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Apres 2 jours de culture pour ZIKV et 3 jours de culture pour YFV, les surnageants
ont été prélevés puis centrifugés a 500 g pendant 10 minutes et aliquotés pour étre stockés a
-80°C. Le titre viral de ces suspensions a été déterminé par titrage en plages de lyse (décrit ci-

dessous).
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Modele animal

Les souris de fond génétique 129S2/SvPas-Ifnarltm1Agt (A129) ont été utilisées pour réaliser
les expériences. Ces souris sont immunodéprimées par knock-out du récepteur aux
interférons de type | (Van den Broek et al. 1995) et permettent d’étudier I'infection par ZIKV
(Dowall et al. 2016) et YFV (Meier et al. 2009)(Yan et al. 2020). Elles ont été hébergées et
élevées dans les animaleries de I'Institut Pasteur qui sont accréditées par le ministere frangais

de l'agriculture pour I'élevage et la réalisation d'expériences sur des rongeurs vivants.

Déclaration éthique

Les expériences sur les animaux ont été réalisées conformément aux réglementations
francaises et européennes sur les soins et la protection des animaux de laboratoire (Directive
CE 2010/63, Loi frangaise 2013-118, 6 février 2013). Toutes les expériences avec ZIKV ont été
approuvées par le Comité d'éthique #89 et enregistrées par le Ministere frangais de
I'Enseignement Supérieur, de la Recherche et de I'Innovation (MESRI) sous la référence
« APAFIS#16119-2018071314475930 v1 » (date d'approbation : 19 novembre 2018). Pour
YFV, les expériences ont été approuvées par le Comité d’éthique #89 et enregistrées par le
MESRI sous la référence « APAFIS#31829-2021052812549296 v1 » (date d’approbation : 31
mai 2021). L'utilisation de souris génétiqguement modifiées (A129) a été approuvée par les
instances institutionnelles et le MESRI sous la référence n° 2194 (date d'approbation : 6

octobre 2017).

Infection des animaux et prélévement d’échantillons

Pour les expériences ZIKV in vivo, des souris femelles A129 agées de 6 a 13 semaines ont été
hébergées et accouplées conformément aux recommandations en matiere de bien-étre
animal. Les souris A129 lactantes ont été infectées par voie sous-cutanée entre 1 et 11 jours
post-partum avec 10° UFP de la souche Brazil/2016 de ZIKV. Des échantillons de sang ont été
prélevés 3 jours apres l'infection dans des tubes contenant 15 mM d'EDTA (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) et soumis a des titrages en plages de lyse et a des
extractions d'ARN afin de vérifier I'infection des meres. Pour le préléevement d'échantillons de
lait a 4 jours post-infection, les meres ont été isolées de leurs souriceaux pendant environ
2h30 a 3h, pour permettre I'accumulation de lait maternel dans les glandes mammaires. Afin

de stimuler I'éjection du lait des alvéoles vers les canaux lactiferes, les méres ont été injectées
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par voie intra-péritonéale avec 250 pL d'ocytocine (Ocytovem, Ceva Santé Animale, Libourne,
France) et mises en contact avec leurs souriceaux pendant quelques minutes. Les méres ont
été étroitement surveillées afin de permettre aux souriceaux de commencer a téter mais de
les empécher de boire tout le lait maternel. Aprés la stimulation, les méres ont été
anesthésiées par injection intra-péritonéale avec 100 pL d'un mélange anesthésique
contenant 5 mg/kg de xylazine (Rompun, Bayer, Leverkusen, Allemagne) et 80 mg/kg de
kétamine (Imalgene, Boehringer Ingelheim, Ingelheim am Rhein, Allemagne). Le lait maternel
a été recueillia I'aide d'une pipette Pasteur en massant les glandes mammaires. Afin d’évaluer
la transmission virale, les rates ont été prélevées sur les souriceaux euthanasiés et soumises

a une extraction d'ARNv et a une RT-gPCR (décrites ci-dessous).

Pour les expériences YFV in vivo, des femelles A129 ont été infectées par voie sous-cutanée
avec 10° UFP des souches Dakar ou Asibi de YFV. Des échantillons sanguins ont été prélevés a
J3 et J5 post-infection pour I'expérience avec la souche Dakar et a J3, J4 et J6 pour |'expérience
avec la souche Asibi. Le sang a été centrifugé a 2000 g pendant 15 minutes afin d’isoler le
plasma. Apres euthanasie des animaux, des glandes mammaires thoraciques, abdominales et
inguinales ont également été prélevées, apres perfusion des animaux et élimination du
ganglion lymphatique présent dans les glandes abdominales. Les glandes mammaires ont été
broyées (Bullet Blender Storm shredder, Dutscher, Bernolsheim, France) en présence de billes
d’acier de 3,2 mm (Next Advance, Troy, MO, USA) et centrifugées a 2000 g pendant 10
minutes. La présence d’ARNv et de particules infectieuses a été déterminée par RT-qPCR et

titrage en plage de lyse, respectivement (décrits ci-dessous).

Isolement des fractions du lait maternel

Pour séparer les différentes fractions du lait maternel, les échantillons de lait entier ont été
centrifugés a 5000 g pendant 15 minutes. La creme, le lactosérum et le culot cellulaire ont
ensuite été séparés et lavés 2 fois dans du PBS a 5000 g pendant 15 minutes afin de purifier

ces différentes fractions.
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Extractions d’ARN

Les ARNv ont été extraits d'échantillons de plasma, de lait entier, de créme, de lactosérum, de
rates et de glandes mammaires, a I'aide du mini kit d'ARN viral QlAamp (Qiagen, Hilden,
Allemagne). Les organes ont été conservés a -80°C avant les extractions d'ARNv. Le jour des
extractions d’ARN, les organes ont été décongelés dans du PBS, broyés et centrifugés a 2000
g pendant 10 minutes. Les surnageants ont été utilisés pour les extractions d'ARNv.

Les ARN intracellulaires totaux ont été extraits des cellules Caco-2 a I’aide du kit « RNeasy Plus
Mini Kit » (Qiagen, Hilden, Allemagne) selon le protocole du fournisseur et quantifiés a I'aide

de la technologie NanoDrop (ND-1000, Labtech).

RT-qPCR

La transcription inverse a été réalisée a I'aide d’amorces hexamériques aléatoires (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) et du kit de transcriptase inverse Maxima H Minus
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La PCR quantitative a été réalisée en utilisant
5 uL d'ADNc matrice, avec 10 pL de MasterMix (iTag Universal SYBR Green Supermix, Biorad,
Hercules, CA, USA) et 500 nM de chaque amorce spécifique des séquences virales NS5 et NS3

de ZIKV et YFV, respectivement.

Amorce sens Amorce antisens
(;ifl) 5'-AAR TAC ACA TAC CAR AAC AAA GTG GT-3' 5'-TCC RCT CCC YCT YTG GTC TTG-3'
(ss\?;) 5’-GCG TAA GGC TGG AAA GAG TG-3’ 5’-CTT CCT CCC TTC ATC CAC AA-3’

Le programme suivant a été utilisé pour I'amplification : 10 minutes a 95°C, suivi de 40 cycles
de 15 secondes a 95°C, 20 secondes a 60°C et 30 secondes a 72°C (Mastercycler Eppendorf
Realplex, Hambourg, Allemagne). L'analyse a été réalisée soit par normalisation par rapport a
I'expression du gene de ménage hPRT (Amorce : Sens : 5’- CCT GGC GTC GTG ATT AGT GAT -
3’; Antisens : 5’- AGA CGT TCA GTC CTG TCC ATA A -3’), soit par quantification du nombre de
copies d’ARNv, réalisée a I'aide d’une courbe standard d'un plasmide codant pour les génomes

viraux de ZIKV ou YFV.
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Titrage en plage de lyse

Des cellules Vero ont été exposées a des dilutions en série (au 10°™¢) d'échantillons de plasma,
de lait entier, de creme, de lactosérum ou de surnageant de broyat de glande mammaire, dans
du DMEM-2% SVF pendant 2h a 37°C et 5% de CO2. Apres adsorption virale, les inocula ont
été retirés et remplacés par du DMEM - 2% SVF - 1,6% carboxyméthylcellulose (CMC). Les
cellules ont été cultivées, a 37°C et 5% de CO2, pendant 5 jours et 6 jours pour ZIKV et YFV,
respectivement. Apres 3 lavages dans du PBS, les cellules Vero ont été fixées dans du
paraformaldéhyde (PFA) a 4% pendant 15 minutes a température ambiante (RT) et colorées
avec du cristal violet (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). Les foyers infectieux ont été

comptés manuellement.

Immunomarquages et cytométrie en flux

Apres purification des culots cellulaires par 2 lavages dans du PBS, des anticorps anti-
CD16/CD32 murin (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ont été ajoutés
pendant 20 minutes a RT afin de bloquer la reconnaissance des anticorps de souris. lls ont été
dilués dans du tampon MACS contenant du SVF - 2% EDTA - 0,5% BSA (EDTA : Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA. BSA : Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) a un ratio de 2:50
(volume:volume). Aprés un lavage dans du PBS a 400 g pendant 4 minutes, les antigénes
extracellulaires ont été marqués pendant 1h a RT dans l'obscurité (rapport 1:50 pour
anticorps:MACS) comme suit : anti-CD45 murin marqué eF450 (eBioscience, San Diego, CA,
USA), anti-CD24 murin marqué APC (eBioscience, San Diego, CA, USA), anti-EpCAM marqué
PE-Cy7 (eBioscience, San Diego, CA, USA) et anti-CD49f murin marqué PE (eBioscience, San
Diego, CA, USA). Les étapes suivantes ont toutes été réalisées dans I'obscurité. Aprés 2 lavages
dans du PBS, les cellules ont été fixées avec de la PFA a 4% pendant 15 minutes a RT. Apres 2
lavages dans du PBS, les cellules ont été remises en suspension dans du PBS contenant 10%
de fixateur « Cell fix » (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Les acquisitions ont été faites
au CytoFLEX S (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) et analysées sur le logiciel Kaluza (Version

2.1, Beckman Coulter, Brea, CA, USA).
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Co-cultures

Aprés isolement du culot cellulaire (comme décrit ci-dessus), un million de cellules du lait ont
été diluées en série (au tiers) et cultivées avec des cellules Vero E6 dans du DMEM - 2% SVF
pendant 2h a 37°C et 5% de CO2. Du DMEM - 2% SVF - 1,6% CMC a été ajouté et les co-cultures
ont été maintenues pendant 6 jours a 37°C et 5% CO2.

Apres 3 lavages dans du PBS, les cellules Vero ont été fixées dans de la PFA a 4% pendant 15
minutes a RT et colorées avec du cristal violet. Les foyers infectieux ont été comptés

manuellement.

Tests de viabilité cellulaire

Les cellules Vero ou Caco-2 ont été incubées avec du DMEM - 2% SVF, du diméthyl sulfoxide
(DMSO), ou différentes concentrations d'acides gras libres, de LF ou de LA pendant 2h a 37°C.
Les tapis cellulaires ont été lavés et cultivés dans du DMEM - 2% SVF a 37°C et 5% de CO2.
L’activité métabolique cellulaire a été évaluée apres 48h de culture par un test colorimétrique

au MTT (bromure de thiazolyl bleu tétrazolium, Sigma-Aldrich).

Test d’activité antivirale de la lactoferrine, de la lactalbumine et des
acides gras libres sur les cellules Caco-2

Les cellules Caco-2 ont été incubées avec du DMEM - 2% SVF ou différentes concentrations
d'acides gras libres, de LF, ou de LA pendant 1h a 37°C avant infection par ZIKV a une
multiplicité d'infection (MOI) de 1 (souche PF13 pour la LF et la LA ; souche Brazil/2016 pour
les acides gras). Les inocula viraux ont été ajoutés a des cellules Caco-2 dans du DMEM - 2%
SVF pendant 2h a 37°C et 5% de CO2 puis remplacés par du DMEM - 2% SVF. Les cellules ont
été cultivées a 37°C et 5% de CO2 pendant 48h. Les tapis cellulaires ont été lavés 2 fois dans
du PBS et soumis a une extraction des ARN intracellulaires totaux puis a une RT-gqPCR afin

d’amplifier le génome viral (comme décrit ci-dessus).

Test d’activité antivirale du DMSO, de |’éthanol, de la lactoferrine, de
la lactalbumine et des acides gras libres sur le virus Zika

Des particules de ZIKV ont été incubées avec du DMEM - 2% SVF ou différentes concentrations
de DMSO, d’éthanol, de LF, de LA ou d’acides gras (aux concentrations présentées en figure

20) pendant 1h a 37°C avant infection de cellules Caco-2 a une MOI de 1 (souche PF13 pour la
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LF et la LA ; souche Brazil/2016 pour les acides gras et les solvants). Les inocula viraux ont été
ajoutés sur les cellules Caco-2 dans du DMEM - 2% SVF, cultivées ensuite pendant 2h a 37°C
et 5% de CO2. Les inocula ont été remplacés par du DMEM - 2% SVF et les cellules ont été
cultivées a 37°C et 5% de CO2 pendant 48h. Les tapis cellulaires ont été lavés 2 fois dans du
PBS et soumis a une extraction des ARN intracellulaires totaux puis a une RT-qPCR afin

d’amplifier le génome viral (comme décrit ci-dessus).

Cinétiques de 'effet antiviral des acides gras libres sur I'infectiosité du
virus Zika

Des particules de ZIKV (10° UFP) de la souche Brazil/2016 ont été incubées avec du DMEM -
2% SVF, de la PFA a 4%, des acides gras libres (aux concentrations présentées en figure 20) ou
le solvant utilisé pour les diluer. A Oh, 1h, 4h ou 6h post-incubation, les titres viraux ont été

déterminés par titrage en plages de lyse sur cellules Vero (comme décrit ci-dessus).

Résistance électrique trans-épithéliale

Afin d’évaluer l'intégrité des tapis cellulaires, la résistance électrique trans-épithéliale (TEER)
a été mesurée a l'aide d'un Ohmmeétre (EVOM2, WPI, Sarasota, FL, USA). Au cours de la culture
des barriéres intestinales, la TEER a été mesurée avant le changement du milieu de culture.
Afin d’évaluer 'effet de l'infection sur l'intégrité de la barriere intestinale, la TEER a été
mesurée a 2h, 24h et 48h post-infection par la souche Dakar de YFV (MOI 1) ou post-
traitement avec de 'EDTA 25% (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Différenciation des cellules Caco-2 in vitro

Des cellules Caco-2 ont été ensemencées sur des filtres Transwell d’une porosité de 3 um
(Polycarbonate, Costar, Glendale, AZ, USA). Les cellules ont été cultivées pendant 3 semaines
et la TEER a été mesurée tous les 2 jours afin de suivre I'étanchéité des barriéres. Les milieux
de culture apicaux et basolatéraux ont été changés tous les 2 jours, aprés mesure de la TEER.
Lorsque la TEER dépasse 250 Ohm.cm?, les barriéres sont estimées imperméables. Les
monocouches polarisées ont été observées par microscopie électronique (en collaboration

avec Philippe Roingeard, Université de Tours).
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Immunofluorescence

Les cellules Caco-2, ou les barrieres Caco-2 cultivées sur filtre Transwell, ont été infectées ou
non par la souche Dakar de YFV (MOI 1). A 24h ou 48h post-infection, aprés 2 lavages dans du
PBS, les monocouches ont été fixées en PFA a 4% puis perméabilisées dans du PBS - 0,5%
Triton 100X (Biorad) pendant 15 minutes a RT. Aprés saturation dans du PBS - 0,05% Tween20
- 5% BSA (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA), les cellules ont été immunomarquées pendant
2h & 4°C a l'aide d’anticorps dirigés contre la protéine de jonctions serrées ZO-1 (1/100°™e,
anticorps de lapin, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) dans du tampon
PBS - 0,2% BSA - 0,2% Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). Des anticorps
secondaires anti-lapin marqués au AlexaFluor-546 ont été ajoutés (anticorps d’ane, au
1/500%™e, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) pendant 1h & RT
dans du tampon PBS — 0,2% BSA. Les cellules Caco-2 non polarisées ont également été
marquées au DAPI (0,6uM, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) pendant 5 minutes a RT puis
montées sur lame dans du milieu Slowfade Diamond (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Les membranes des filtres transwell ont été découpées de leur support a I'aide d’un
scalpel et montées entre lame et lamelle dans du milieu Fluoromount-G (Southern Biotech,
Birmingham, AL, USA). Les échantillons ont été observés par microscopie a fluorescence sur

un microscope classique (EVOS FL, Life technologies).

Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel Prism 9.1.0. Le nombre
d'expériences et les tests statistiques utilisés sont détaillés dans les légendes des figures et

présentés sous forme de moyenne * déviation standard (SD).
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AXE 1 : Le virus Zika.

Il a été suggéré a plusieurs reprises que ZIKV était potentiellement transmis par allaitement.
Cependant, la présence des moustiques vecteurs dans les régions endémiques rend difficile la
démonstration de ce mode de transmission. Des études épidémiologiques ont rapporté la
présence d’ARNv dans le lait maternel de femmes infectées par ZIKV. Une étude rapporte
également la nature infectieuse du lait maternel mais le titre viral n’a, a notre connaissance,
jamais été déterminé. N’ayant pas acces a du lait maternel de femmes contaminées
actuellement, nous avons utilisé le modéle murin A129, fréquemment utilisé pour I'étude de
I'infection par ZIKV (Dowall et al. 2016). Notre but était de confirmer la présence d’ARNv et
de particules infectieuses dans le lait maternel et de déterminer le titre viral, afin d’aider a
évaluer le risque que représente le lait maternel des femmes infectées pour leurs nourrissons.
Par ailleurs, nous avons étudié la forme des entités infectieuses dans le lait maternel. En effet,
notre but était d’identifier si le virus est présent sous forme libre ou associée aux cellules dans
le lait maternel afin d’apporter de nouvelles hypothéses sur 'origine du virus dans le lait

maternel et les mécanismes de franchissement de I'épithélium mammaire.

Nature des entités virales excrétées dans le lait maternel.

Des particules libres du virus Zika sont présentes dans le lait maternel de souris infectées et le
virus est efficacement transmis aux souriceaux allaités.

Afin d’étudier I'excrétion de ZIKV dans le lait maternel et déterminer le titre viral, nous avons
utilisé le modele murin A129 (figure 18). Aprés parturition, des femelles allaitantes ont été
infectées par 10° UFP de ZIKV. Les femelles ont été infectées entre 1 et 11 jours aprés la mise
bas, selon le jour de parturition. Celui-ci ne peut pas étre prévu le méme jour pour toutes les
femelles car il dépend du moment de la fécondation (contact avec les males pendant environ
une semaine) et de la durée de gestation qui peut varier de plus ou moins 2 jours. A 3 jours
post-infection, des prélevements sanguins ont été effectués afin de vérifier I'infection des
souris allaitantes. A 4 jours post-infection, les rates des souriceaux ont été récupérées afin
d’évaluer la transmission de ZIKV tandis que le lait maternel a été prélevé afin de rechercher

et de quantifier la présence du virus.
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Figure 18 : Des particules libres du virus Zika sont présentes dans le lait maternel de souris infectées et le
virus est efficacement transmis aux souriceaux allaités.

(A) Des souris A129 ont été infectées ou non (MOCK) entre 1 et 11 jours aprés la mise bas avec 10° UFP de
la souche Brazil/2016 du virus Zika (ZIKV) par voie sous-cutanée (SC). A 3 jours post-infection, des
échantillons sanguins ont été prélevés chez les méres afin de vérifier leur infection. (B) Les ARN viraux
(ARNv) de ZIKV dans le plasma ont été amplifiés par RT-qPCR a I'aide d’amorces spécifiques de la séquence
virale NS5 (n = 33 souris) et la présence de particules infectieuses a été déterminée par titrage en plages de
lyse sur cellules Vero (n = 23 souris). (C) Les rates des souriceaux ont été prélevées a 4 jours post-infection
afin de rechercher la présence de ZIKV par RT-gPCR et ainsi évaluer la transmission virale (n = 83
souriceaux). (D) Le lait maternel a été prélevé a 4 jours post-infection afin de rechercher la présence de
ZIKV. La centrifugation du lait entier permet de séparer trois fractions : la creme, le lactosérum et le culot
cellulaire. Les fractions liquides ont été purifiées par 3 lavages en PBS et (E) la présence de ZIKV a été
recherchée par titrage en plages de lyse sur cellules Vero. **** : Significativement différent (p < 0,0001)
par le test de Mann-Whitney (p < 0,05).
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La présence d’ARNv et de particules infectieuses a été recherchée dans le plasma des meres
par RT-gPCR (a I'aide d’amorces spécifiques de la séquence virale NS5) et titrage en plages de
lyse sur cellules Vero, respectivement (figure 18). Chez les souris infectées, environ 2 x 10%
copies d’ARNv ont été détectées par millilitre de plasma, variant de 3,1 x 10° 4 6,3 x 108
copies/mlL. Le titre viral moyen est de 1,6 x 10° UFP/mL et varie de 6 x 10° 8 6,2 x 10° UFP/mL
selon les échantillons. Ces résultats confirment l'infection virale des souris femelles

allaitantes.

Dans les rates des souriceaux, la présence de I’ARNv de ZIKV a été recherchée par RT-qPCR.
Plus de 90% des souriceaux allaités ont été infectés, avec en moyenne 42,3 copies d’ARNv
détectées par milligramme de rate. Le poids des rates des animaux infectés varie de 11 a 68

mg selon I’age des souriceaux.

Le lait entier des souris a été centrifugé afin de séparer les différentes fractions qui le
composent : la créme, le lactosérum et le culot cellulaire. Les fractions liquides (créme et
lactosérum) ont été séparées et purifiées par 3 lavages en PBS. Le titre viral a été déterminé
dans ces fractions liquides, par titrage en plages de lyse sur cellules Vero. Nous avons détecté
en moyenne 3,41 x 108 UFP/mL de lait entier (+ SD = 4,8 x 108, 11 échantillons). Dans la créme
et le lactosérum, nous avons détecté 1,09 x 107 UFP/mL (+ SD = 107, 5 échantillons) et 1,12 x

10° UFP/mL (+ SD = 1,4 x 10°, 5 échantillons), respectivement.

Ces résultats montrent la présence d’un haut titre de particules virales infectieuses dans le lait
maternel des souris infectées post-partum, confirmant que le lait maternel pourrait conduire

a une transmission du virus par allaitement.

Le lait maternel contenant un grand nombre de cellules maternelles, qui sont transmises au
nourrisson pendant I'allaitement, des cellules infectées pourraient étre présentes et participer
a la transmission de ZIKV au nouveau-né. Nous avons donc tenté d’identifier les types

cellulaires présents dans le lait murin et étudié leur capacité a transmettre ZIKV.
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Identification des types cellulaires du lait murin et présence de virus Zika associé aux cellules.

Les souris allaitantes ont été infectées selon le méme protocole que dans la figure précédente
(figure 18). Le lait prélevé a 4 jours post-infection a été centrifugé afin d’isoler le culot
cellulaire (figure 19-A). Celui-ci a été lavé 3 fois en PBS afin d’éliminer les particules libres
présentes dans les fractions liquides. Le culot cellulaire purifié a été soumis a des
immunomarquages contre les antigenes CD45, CD24, EpCAM et CD49f. Par cytométrie en flux,
selon I'expression du CD45 et du CD24, nous avons identifié les cellules immunitaires et
épithéliales, respectivement (figure 19-B). Dans les échantillons des souris MOCK et des souris
infectées par ZIKV, en moyenne 2,85% et 1,28% de cellules CD45-positives ont été détectées,
respectivement. Concernant les cellules CD24-positives, elles représentent en moyenne 70,9%
et 88,5% des cellules du lait des souris MOCK et ZIKV respectivement, démontrant la présence
d’une majorité de cellules épithéliales dans le lait murin. Ces résultats sont comparables au
lait humain car 1 a 2% de leucocytes et 60 a 98% de cellules épithéliales (luminales,
myoépithéliales et précurseurs confondus) ont été détectées dans le lait mature (Witkowska-

Zimny et al. 2017).

Parmi les cellules CD45-négatives, |'expression des marqueurs CD24 et CD49f nous a permis
d’identifier deux populations cellulaires: les progéniteurs luminaux immatures
(CD24Meh/CD49f"ieh) et les cellules luminales matures (CD24M&"/CD49f™ed) (figure 19-C). Dans
tous les échantillons de lait, les cellules les plus abondantes étaient CD24"&"/CD49f™ed avec
une moyenne de 68% dans les échantillons MOCK et 79,1% dans les échantillons ZIKV. Dans
certains échantillons (ZIKV : 5/7, MOCK : 2/2), une population de cellules CD24"&"/CD49fMieh 3
été détectée, variant de 1,24% a 8,6% de cellules dans les échantillons MOCK et de 1,88% a
15,2% dans les échantillons ZIKV. Cette population cellulaire correspond aux progéniteurs

l[uminaux immatures.
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Figure 19 : Identification des types cellulaires du lait murin et présence de virus Zika associé aux cellules.
(A) Le lait maternel prélevé a 4 jours post-infection a été centrifugé afin de séparer la creme, le lactosérum
et le culot cellulaire. Les cellules ont été lavées 3 fois en PBS afin d’éliminer les particules libres du virus Zika
(ZIKV), présentes dans les fractions liquides. (B) Le pourcentage de cellules immunitaires (CD45-positives)
et épithéliales (CD24-positives) a été déterminé par immunomarquage puis cytométrie en flux (ZIKV : n =7,
dans 3 expériences distinctes. MOCK : n = 2, dans 2 expériences distinctes). (C) Parmi les cellules CD45-
negatives, le pourcentage de cellules épithéliales luminales matures et immatures a été déterminé selon
I’expression du marqueur CD49f. (D) La capacité des cellules du lait a transmettre I'infection a été évaluée
par co-culture d’un million (1M) de cellules du lait avec des cellules Vero (n = 6 en duplicats) en présence
de carboxymethyl-cellulose (CMC). Aprés 6 jours de co-culture, les cellules Vero ont été lavées 3 fois en PBS
et fixées en paraformaldéhyde 4% puis marquées au cristal violet. Le nombre de foyers infectieux a été
compté manuellement. * : Significativement différent (p = 0.0015) selon le test de Mann—Whitney (p <
0,05).
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Nous avons ensuite étudié si les cellules du lait sont infectées. Il n’a pas été possible d’analyser
leur infection par immunomarquage et cytométrie en flux car aucun signal n’a été détecté,
probablement di a une trop faible expression de la protéine d’enveloppe dans les cellules du
lait car celles-ci sont métaboliquement tres peu actives. Afin d’amplifier le signal, nous avons
évalué la capacité des cellules du lait a transmettre I'infection a des cellules Vero, permissives
a linfection par ZIKV (figure 19-D). Un million de cellules du lait murin ont été co-cultivées
avec des cellules Vero en présence de CMC. Apres 6 jours de co-culture, les tapis cellulaires
ont été lavés 2 fois en PBS, fixés en PFA 4% et colorés au cristal violet afin de quantifier le
nombre de foyers d’infection. Le nombre de foyers d’infection dans les échantillons ZIKV varie
de 1,65 x 10 3 2,3 x 10* cellules infectieuses par million de cellules, avec une corrélation entre
les titres viraux déterminés dans le lait entier et le nombre de cellules infectieuses dans les
mémes échantillons (Test de Spearman, rho = 0,9). Le lait maternel de souris infectées

contient donc du virus associé aux cellules.

Le lait maternel murin contenant du virus infectieux, nous nous sommes demandé si des
stratégies de traitement du lait maternel ou des composants de celui-ci pourraient altérer

I'infectiosité de ZIKV.

Effet des composants du lait sur I'infection par le virus Zika.

Pour qu’un virus soit transmis par allaitement, il est nécessaire que celui-ci soit stable dans le
lait maternel et que son infectiosité soit conservée (Van de Perre et al. 2021). Différents
composants du lait maternel peuvent montrer un effet antiviral tels que les immunoglobulines
de type A, le lyzozyme, la lactoferrine (LF) ou les acides gras libres (pour revue : Desgraupes
et al. 2021). Nous nous sommes intéressés a la capacité de certains composants du lait a
inhiber ou diminuer I'infection par ZIKV : la LF et les acides gras libres, ainsi que la lactalbumine
(LA) (protéine la plus abondante du lait maternel). Nous avons étudié leur capacité a inactiver
ZIKV dans le but de disposer d’outils pouvant potentiellement étre considérés a des fins

préventives ou thérapeutiques, dans le cadre de la transmission de ZIKV par allaitement.

Dans le lait maternel humain, les concentrations en acides gras libres varient
considérablement en fonction de I'alimentation des méres, de la période de lactation, du

moment de la tétée, etc (Ballard et al. 2013)(Bobinski and Bobiriska 2020)... Les concentrations
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en acides gras du lait maternel ont été décrites par Cruz-Hernandez et al. (a 4 semaines post-
partum) (figure 20) (Cruz-Hernandez et al. 2013). Dans cette étude, les acides gras saturés
C10:0, C14:0 et C18:0 sont en moyenne a une concentration de 0,6 mg/mL, 2 mg/mL et 2
mg/mL, respectivement. Les acides gras insaturés C18:1, C18:2 et C18:3 sont en moyenne a
une concentration de 12,3 mg/mL, 5,6 mg/mL et 0,5 mg/mL, respectivement.

Concernant la LF et la LA, leurs concentrations décroissent au cours de la lactation. En effet,
dans le colostrum, la LF et la LA sont a 3,16 mg/mL et 3,62 mg/mL respectivement, tandis que

dans le lait mature, 0,9 mg/mL et 2,68 mg/mL sont détectés (figure 21).

Nous avons utilisé les cellules Caco-2 (lignée entérocytaire humaine) afin d’étudier I'effet de
la LF, de la LA et des acides gras libres sur I'infection par ZIKV car, lors de la transmission virale
par allaitement, I'épithélium intestinal du nourrisson entre en contact avec le lait maternel

infecté et constituerait une des portes d’entrées du virus dans I'organisme (Hubert et al.

2020).
Concentrations en acides gras dans le lait maternel (en mg/ml)
(4 semaines post-partum) Figure 20 : Concentrations en acides gras libres
dans le lait maternel humain a 4 semaine post-
0,6 partum.
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Figure 21 : Echelle de variation des concentrations
en lactoferrine et lactalbumine au cours de
I'allaitement.
Le contenu en lactoferrine et lactalbumine dans le
'_' lait décroit au cours de la lactation. D’aprés Yang
et al. (Yang et al., 2018), la lactoferrine dans le
3 colostrum est a environ 3,16 mg/mL puis décroit
362 jusqu’a 0,9 mg/mL dans le lait mature. D’aprés
}—' Lénnerdal et al. (Lénnerdal et al., 1976), la
lactalbumine est a 3,62 mg/mL dans le colostrum
et décroit a 2,68 mg/mL dans le lait mature.
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Effet de la lactoferrine, de la lactalbumine et des acides gras sur la viabilité des cellules Caco-
2.

Puisque le lait contaminé entre en contact avec I'épithélium intestinal du nourrisson lors de
I’allaitement, nous avons réalisé les expériences sur la lignée cellulaire Caco-2 (de phénotype
entérocytaire). Afin d’évaluer I'effet de ces composants sur I'infection par ZIKV, nous avons
commencé par controler leur cytotoxicité sur les cellules Caco-2 (figure 22). Des cellules Caco-
2 ont été incubées avec différentes concentrations de LF, de LA ou d’acides gras libres pendant
2ha 37°C. Apres un lavage et 48h de culture, la viabilité cellulaire a été déterminée par un test
au MTT. Aucune des concentrations de LF et de LA testées (de 0,5 a 5 mg/mL) n’a d’effet
notable sur la viabilité des cellules Caco-2. Pour les acides gras saturés, les concentrations
inférieures ou égales a 2 mg/mL ne sont pas cytotoxiques pour les cellules Caco-2. Pour les
acides gras insaturés C18:1, C18:2 et C18:3, les concentrations maximales non cytotoxiques
sont de 4 mg/mL, 3,5 mg/mL et 0,8 mg/mL, respectivement.

Dans nos expériences suivantes, seules des concentrations non cytotoxiques ont été utilisées.
Pour tous les acides gras, a I'exception de C18:1 et C18:2, les concentrations moyennes du lait
maternel (présentées en figure 20) ont été utilisées. Pour C18:1 et C18:2, a défaut de pouvoir
utiliser les concentrations physiologiques moyennes car celles-ci sont cytotoxiques, les
concentrations maximales non cytotoxiques ont été utilisées (4 mg/mL et 3,5 mg/mL) (figure

20).
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Figure 22 : Effet de la lactoferrine, de la lactalbumine et des acides gras libres sur la viabilité des cellules
Caco-2.

(A) Des cellules Caco-2 ont été incubées avec du milieu de culture (NT), du diméthyl sulfoxide (DMSO) ou
différentes concentrations de lactoferrine, de lactalbumine ou d'acides gras libres pendant 2h a 37°C. Les
tapis cellulaires ont été lavés en milieu de culture et cultivés pendant 48h a 37°C avant le test de viabilité
cellulaire au MTT (Lactoferrine et lactalbumine : n =2, en triplicats. Acides gras : n = 1, en triplicats). Aprés
5h de culture en présence de MTT, I'absorbance des surnageants cellulaires a été mesurée par
spectrophotométrie a 540 nm afin d’évaluer la viabilité cellulaire. (B) Les résultats ont été normalisés par
rapport a I'absorbance des cellules non traitées.
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Effet de I'éthanol et du diméthyl sulfoxide sur I'infectiosité des particules du virus Zika.

Les acides gras étant insolubles en phase aqueuse, ces derniers ont été resuspendus en
éthanol ou en DMSO. Nous avons donc controlé I'effet de ces solvants sur 'infectiosité des
particules virales de ZIKV (figure 23). Les virions ont été pré-incubés, pendant 1h a 37°C, avec
différentes concentrations en éthanol ou en DMSO avant l'infection de cellules Caco-2 a une
MOI de 1. A 48h post-infection, aprés lavage des tapis cellulaires en PBS et extraction des ARN

intracellulaires totaux, les ARN viraux ont été amplifiés par RT-qPCR.

Parmi les concentrations testées, les concentrations maximales d’éthanol (10%) et de DMSO
(16%) ont induit une légére diminution (d’'un facteur 10) du nombre de copies d’ARNv
détectées par microgramme d’ARN total dans les cellules Caco-2. Pour les concentrations
inférieures, aucun effet sur le nombre de copies intracellulaires d’ARNv n’a été constaté. En
effet, pour toutes ces conditions, environ 10* copies d’ARNv ont été détectées par
microgramme d’ARN total. Ces concentrations en solvants ont donc pu étre utilisées pour les

expériences.

Figure 23 : Effet de I’éthanol et du
105 diméthyl sulfoxide sur l'infectiosité des
particules du virus Zika.

10% — B Des particules du virus Zika (ZIKV) ont été
- incubées avec du milieu de culture (NT) ou
différentes concentrations d'éthanol ou de
102 diméthyl sulfoxide (DMSO) pendant 1h a
37°C avant l'infection ou non (MOCK) de
10" cellules Caco-2 (MOl 1). A 48h post-
infection, les tapis cellulaires ont été lavés
T T T T T deux fois en PBS. Apres extraction des ARN
2% 10% 0,5% 4% 16% intracellulaires totaux, les ARN viraux
Ethanol DMSO (ARNv) ont été amplifiés par RT-qPCR a
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La lactoferrine, la lactalbumine et certains acides gras libres n’ont pas d’effet sur I'infectabilité
des cellules Caco-2 par le virus Zika.

Nous avons étudié I'effet de la LF, de la LA et des acides gras libres sur l'infectabilité des
cellules Caco-2 par ZIKV (figure 24). Ces cellules ont été pré-incubées, avant infection, avec
des concentrations physiologiques des différents composants : 1 a 3 mg/mL de LF et de LA, ou
les concentrations en acides gras libres présentées en figure 20. Aprés pré-incubation des

cellules Caco-2 avec les composants d’intérét pendant 1h a 37°C, celles-ci ont été infectées

102



par ZIKV a une MOI de 1. A 48h post-infection, aprés lavage des tapis cellulaires en PBS et

extraction des ARN intracellulaires totaux, les ARN viraux ont été amplifiés et quantifiés par

RT-gPCR.

Aucun effet antiviral significatif n’a été constaté entre les infections par des particules virales
non traitées ou pré-incubées avec de la LF ou de la LA. En effet, pour chacune de ces
conditions, environ 10° copies d’ARNv ont été détectées par microgramme d’ARN total. En
revanche, pour les acides gras libres, bien qu’aucun effet antiviral n’ait été constaté de facon

significative, une légere augmentation du nombre de copies intracellulaires d’ARNv a été

observé (d’un facteur 10).

Ces résultats suggérent que la LF, la LA et les acides gras libres ne diminuent pas la sensibilité

des cellules Caco-2 a l'infection par ZIKV.
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Figure 24 : La lactoferrine, la lactalbumine et certains acides gras libres n’ont pas d’effet sur I'infectabilité
des cellules Caco-2 par le virus Zika.

(A) Les cellules Caco-2 ont été incubées avec du milieu de culture (NT) ou différentes concentrations de
lactoferrine, de lactalbumine ou d'acides gras libres pendant 1h a 37°C avant infection par le virus Zika
(ZIKV) (MOI 1). Pour chaque acide gras libre, la concentration utilisée est celle présentée précédemment en
figure 20. A 48h post-infection, les tapis cellulaires ont été lavés deux fois en PBS. Aprés extraction des ARN
intracellulaires totaux, les ARN viraux (ARNv) ont été amplifiés par RT-qPCR a I'aide d’amorces spécifiques
de la séquence virale NS5. (B) Les résultats sont exprimés en nombre de copies d’ARNv (déterminées a
I’aide d’une courbe standard) et normalisés par rapport a la quantité d’ARN totaux. (n = 1, en triplicats).
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Certains acides gras libres inhibent I'infectiosité des particules du virus Zika, contrairement a
|a lactoferrine et a la lactalbumine.

Afin d’étudier I'effet de la LF, de la LA et des acides gras libres sur I'infectiosité des particules
virales de ZIKV, des virions ont été pré-incubés avec ces composants avant l'infection de
cellules Caco-2 a une MOI de 1 (figure 25). A 48h post-infection, aprés lavage des tapis
cellulaires en PBS et extraction des ARN intracellulaires totaux, les ARN viraux ont été amplifiés

par RT-qPCR.

Aucune différence significative du nombre de copies d’ARNv par microgramme d’ARN total
n’a été constatée entre les cellules infectées par des particules virales non traitées ou pré-
incubées avec de la LF ou de la LA : environ 10° copies/ug d’ARN total sont détectées dans les
deux conditions. Concernant les acides gras libres, suite a la pré-incubation de ZIKV avec
C10:0, C18:0, C18:1 ou C18:2, aucun ARNv n’a été détecté dans les cellules Caco-2. Pour les
acides gras C14:0 et C18:3, des diminutions d’un facteur 100 et d’un facteur 10 ont été

observées, respectivement.
D’apres ces résultats, la LF et la LA n’altereraient pas 'infectiosité des particules de ZIKV aux

concentrations physiologiques, tandis que les acides gras libres testés sembleraient inactiver,

plus ou moins efficacement, les particules virales.
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Figure 25 : Certains acides gras libres inhibent I'infectiosité des particules du virus Zika, contrairement a
la lactoferrine et a la lactalbumine.

(A) Des particules du virus Zika (ZIKV) ont été incubées avec du milieu de culture (NT), de la lactoferrine, de
la lactalbumine ou des acides gras libres (aux concentrations déterminées en figure 20) pendant 1 ha 37 °C
avant infection ou non (MOCK) de cellules Caco-2 (MOI 1). A 48 h post-infection, les tapis cellulaires ont été
lavés deux fois en PBS. Apres extraction des ARN intracellulaires totaux, les ARN viraux (ARNv) ont été
amplifiés par RT-gPCR a I'aide d’amorces spécifiques de la séquence virale NS5. (B) Les résultats sont
exprimés en nombre de copies d’ARNv (déterminées a I'aide d’une courbe standard) et normalisés par
rapport a la quantité d’ARN totaux. (n = 1, en triplicats).
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Effet des acides gras sur la viabilité des cellules Vero.

Afin d’étudier plus en détail I'inactivation des particules virales de ZIKV par les acides gras
libres, nous avons réalisé des cinétiques de titrage des particules virales infectieuses en plages
de lyse sur cellules Vero. Afin d’utiliser ce modele cellulaire, nous avons d’abord controlé
I'effet des acides gras libres sur la viabilité des cellules Vero (figure 26). Celles-ci ont été
incubées avec différentes concentrations d’acides gras libres pendant 2h a 37°C. Aprés un

lavage et 48h de culture, la viabilité cellulaire a été déterminée par un test au MTT.

Les acides gras C10:0, C18:0 et C18:1 n’ont pas d’effet sur la viabilité des cellules Vero jusqu’a
1 mg/mL (concentration maximale testée). En revanche, les acides gras C14:0, C18:2 et C18:3,
peuvent étre utilisés sur les cellules Vero a des concentrations maximales non cytotoxiques

de 0,8 mg/mL, 0,6 mg/mL et 0,2 mg/mL, respectivement.

Dans nos expériences, les concentrations en acides gras présentées précédemment (telles
gu’indiquées en figure 20) ont pu étre utilisées pour la pré-incubation des particules virales.
Les inocula ont ensuite été dilués au moins au 10°™¢ avant I'infection des cellules Vero, afin de

déposer des concentrations en acides gras non cytotoxiques.
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Figure 26 : Effet des acides gras sur la viabilité des cellules Vero.

(A) Des cellules Vero ont été incubées avec du milieu de culture (NT), du diméthyl sulfoxide (DMSO) ou
différentes concentrations d'acides gras libres pendant 2h a 37°C. Les tapis cellulaires ont été lavés en milieu
de culture et cultivés pendant 48h a 37°C avant le test de viabilité cellulaire au MTT (n = 1, en triplicats).
Aprés 5h de culture en présence de MTT, I'absorbance des surnageants cellulaires a été mesurée par
spectrophotométrie a 540 nm afin d’évaluer la viabilité cellulaire. (B) Les résultats ont été normalisés par
rapport a I'absorbance des cellules non traitées.
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Cinétigues d’inactivation des particules du virus Zika par les acides gras libres.

Afin d’étudier plus en détails I'inactivation des particules virales de ZIKV par les acides gras,
nous avons étudié I'effet de ces derniers sur I'infectiosité du virus au cours du temps (figure
27). Des particules de ZIKV ont été pré-incubées avec du milieu de culture, de la PFA 4% (afin
d’inactiver les particules virales), des acides gras libres (aux concentrations physiologiques
présentées en figure 20) ou le solvant utilisé pour les remettre en suspension (a des
concentrations identiques). A différents temps post-incubation (Oh, 1h, 4h et 6h), les inocula
viraux ont été titrés en plages de lyse sur cellules Vero. Apres 5 jours de culture, les tapis
cellulaires ont été lavés 2 fois en PBS, fixés en PFA 4% et colorés au cristal violet afin de

quantifier les foyers infectieux.

Comme attendu, aucune inactivation des particules virales non traitées n’a été observée au

cours du temps tandis que la PFA inactive ZIKV en moins d’1h (premier temps testé).

Les acides gras étant resuspendus en éthanol ou en DMSO, les particules virales ont été pré-
incubées soit avec l'acide gras dans son solvant, soit avec le solvant seul (a la méme
concentration). La pré-incubation des particules virales avec de I'éthanol ou du DMSO a
entrainé une légere diminution de l'infectiosité virale pour la plupart des concentrations
testées, sauf pour le contréle C18:0 qui a diminué d’un facteur 10° a 6h d'incubation.
Cependant, C18:0 diminue l'infectiosité de ZIKV deés 1h d’incubation et inactive totalement les
particules virales des 4h, lorsque ce n’est pas le cas pour le solvant. Ces résultats suggerent

donc que I'acide gras C18:0 inactive les particules virales de ZIKV.

Contrairement au C18:0, les autres acides gras saturés C10:0 et C14:0 n'ont exercé aucun effet
sur l'infectiosité du virus jusqu'a 6h d’incubation. Enfin, concernant les acide gras insaturés, le
mono-insaturé C18:1 inactive ZIKV en moins d’1h tandis que les acides gras poly-insaturés

C18:2 et C18:3 l'inactivent en 4h.
En conclusion, les acides gras saturés C10:0 et C14:0 ne semblent pas impacter I'infectiosité

de ZIKV aux concentrations testées tandis que les acides gras insaturés C18:1, C18:2 et C18:3,

ainsi que le C18:0, inhibent de fagon significative I'infectiosité des particules virales.
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Figure 27 : Cinétiques d’inactivation des particules du virus Zika par les acides gras libres.

(A) Pour déterminer si les acides gras libres exercent une activité antivirale, 10° UFP de particules du virus
Zika (ZIKV) ont été incubées avec du milieu de culture (NT), du paraformaldéhyde a 4 % (PFA), des acides
gras libres (AG) ou le solvant utilisé pour les diluer (solvant) pendant 6 h. A plusieurs temps post-incubation
(Oh, 1h, 4h et 6h), les titres viraux ont été déterminés par titrage en plages de lyse sur cellules Vero. Apres
5 jours a 37°C en présence de carboxymethyl-cellulose (CMC), les cellules Vero ont été lavées 3 fois en PBS
et fixées en paraformaldéhyde 4% puis marquées au cristal violet. (B) Le nombre de foyers infectieux a été
compté manuellement et les titres viraux ont été représentés en fonction du temps. (n = 4, en triplicats)
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AXE 2 : Le virus de la fievre jaune.

Chez 'Homme, la transmission de la souche vaccinale de YFV par allaitement a été décrite,
conduisant au développement de symptdmes neurologiques séveres chez le nourrisson. Afin
de renseigner sur le risque de transmission par allaitement de souches sauvages de YFV, nous
avons étudié les mécanismes associés a la transmission par allaitement : (i) la dissémination
virale jusqu’a la glande mammaire, (ii) I'excrétion du virus dans le lait maternel et (iii) le

franchissement de I'épithélium intestinal du nourrisson et les mécanismes associés.

Mécanismes de franchissement de la barriere épithéliale mammaire
de la mere.

Dissémination de la souche Dakar du virus de la fiévre jaune aux glandes mammaires de
souris.

Pour qu’un virus soit transmis par allaitement, il est indispensable que ce dernier dissémine
jusqu’aux glandes mammaires et franchisse une barriére (e.g. la barriere épithéliale
mammaire). Afin d’étudier la capacité de YFV a disséminer jusqu’aux glandes mammaires, le
modeéle murin A129 a été utilisé (figure 28). Les souris A129 sont un modéle pertinent pour
I’étude de l'infection par YFV et développent une pathologie viscérotrope rappelant la fievre
jaune humaine (au lieu des signes encéphalitiques généralement observés chez la souris)
(Meier et al. 2009). Des souris femelles ont été infectées par 10° UFP de la souche Dakar de
YFV par voie sous-cutanée. A 3 et 5 jours post-infection, des prélévements sanguins ont été
effectués afin de vérifier I'infection des souris et, aprés euthanasie, des glandes mammaires
thoraciques, abdominales et inguinales ont été prélevées (figure 28). Aprés broyage et
clarification des glandes mammaires, la présence d’ARNv et de particules infectieuses a été
recherchée par RT-qPCR (a I'aide d’amorces spécifiques de la séquence virale NS3) et titrage

en plages de lyse sur cellules Vero, respectivement.

Apres extraction des ARN présents dans le plasma des souris, I’ARNv de YFV a été quantifié
par RT-gPCR. Dés J3, en moyenne 3,1 x 10% copies d’ARNv ont été détectées par millilitre de
plasma tandis qu’a J5, environ 4,5 x 10% copies/mL ont été détectées, confirmant I'infection

des souris.
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Figure 28 : Dissémination de la souche Dakar du virus de la fievre jaune aux glandes mammaires de souris.
(A) Des souris A129 ont été infectées avec 10° UFP de la souche Dakar du virus de la fiévre jaune (YFV) par
voie sous-cutanée (SC). A 3 et 5 jours post-infection, des échantillons sanguins ont été prélevés afin
d’évaluer I'infection des souris. Aprés euthanasie, des glandes mammaires (B) thoraciques, abdominales et
inguinales ont été prélevées. (C) Aprés centrifugation du sang, les ARN du plasma ont été extraits. Les ARN
viraux (ARNv) ont été amplifiés par RT-qPCR a I'aide d’amorces spécifiques de la séquence virale NS3. (D)
La présence de YFV dans les glandes mammaires a été recherchée par RT-qPCR et titrage en plages de lyses
sur cellules Vero. (n = 1, 3 souris par groupe)
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Pour les glandes mammaires, toutes contiennent de I’ARNv et des particules infectieuses mais
les résultats sont apparemment tres variables selon les souris et selon les paires de glandes
mammaires. En effet, en termes de cinétique, I’ARNv n’a pas été détecté a J3 dans les glandes
thoraciques et inguinales tandis qu’environ 6,7 x 10% copies ont été détectées par milligramme
de glande abdominale. A J5, les charges virales dans les glandes thoraciques, abdominales et
inguinales varient respectivement de 3,2 x 10°3 2,5 x 10%, 4,6 x 10°39x 10%2 et 5,4 x 10° 3 8,2
x 10! copies par milligramme de glande. Cependant, bien que des différences de cinétique et
de charges virales aient été observées, I’ARNv est détecté dans la glande mammaire chez
toutes les souris infectées (6/6).

Concernant les titrages en plages de lyse, a J3, aucune particule infectieuse n’a été détectée
dans les glandes mammaires. A J5, bien que des particules infectieuses aient été détectées,
les titres viraux sont tres variables selon les souris et les glandes mammaires. En effet, les
titres viraux varient de 0 a 5,7 x 10° UFP par glande thoracique, de 0 a 4 x 10° UFP par glande

abdominale et de 0 a 7,8 x 10% UFP par glande inguinale, au sein d’une méme expérience.
Bien qu’il soit difficile d’interpréter en termes de quantification (I’expérience ayant été

réalisée avec 3 animaux par groupe), ces résultats démontrent néanmoins la dissémination de

la souche Dakar de YFV aux glandes mammaires de souris infectées.
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Dissémination de la souche Asibi du virus de la fievre jaune aux glandes mammaires de souris.

Afin de confirmer et de compléter les résultats concernant la dissémination de YFV aux
glandes mammaires murines, une autre souche sauvage du virus a été étudiée : la souche Asibi
(figure 29). Des souris femelles ont été infectées par 10° UFP de la souche Asibi de YFV par
voie sous-cutanée. A 3, 4 et 6 jours post-infection, des prélévements sanguins ont été
effectués afin de vérifier I'infection des souris et, aprés euthanasie, des glandes mammaires
thoraciques, abdominales et inguinales ont été prélevées. Apres broyage et clarification des
glandes mammaires, la présence d’ARNv et de particules infectieuses a été recherchée par RT-

gPCR et titrage en plages de lyse sur cellules Vero, respectivement.

Apres centrifugation des échantillons sanguins et extraction des ARN présents dans le plasma,
I’ARNv de YFV a été quantifié par RT-qPCR. Contrairement a la cinétique observée avec la
souche Dakar, les charges virales de la souche Asibi dans le plasma augmentent au cours du
temps. Nous détectons en moyenne 1,9 x 103, 5 x 10* et 8,1 x 10° copies d’ARNv par millilitre

de plasma a J3, J4 et J6 respectivement, confirmant I'infection des souris.

Concernant les glandes mammaires, toutes contiennent de I’ARNv mais les résultats montrent
a nouveau une grande variabilité selon les souris et selon les paires de glandes mammaires.
Concernant la cinétique de dissémination aux glandes mammaires, I’ARNv n’est pas détecté a
J3, sauf dans les glandes thoraciques d’une seule souris. Les charges virales augmentent
ensuite a J4 et J6. A J4, les charges virales varient de 0 3 4,6 x 10° copies d’ARNv/mg de glande
thoracique, de 0 a 2,2 x 10* copies d’ARNv/mg de glande abdominale et de 0 a 1,1 x 10°
copies/mg de glande inguinale. A J6, les charges virales varient de 4,4 x 10' a 8,4 x 10* copies
d’ARNv/mg de glande thoracique, 6,5 x 10* a 8,6 x 103 copies/mg de glande abdominale et 1,2
x 10 a4 1,2 x 10° copies d’ARNv/mg de glande inguinale. Néanmoins, '’ARNv est détecté dans

la glande mammaire a J6 chez toutes les souris infectées (5/5).
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Figure 29 : Dissémination de la souche Asibi du virus de la fiévre jaune aux glandes mammaires de souris.
(A) Des souris A129 ont été infectées avec 10° UFP de la souche Asibi du virus de la fiévre jaune (YFV) par
voie sous-cutanée (SC). A 3, 4 et 6 jours post-infection, des échantillons sanguins ont été prélevés afin
d’évaluer I'infection des souris. Aprés euthanasie, des glandes mammaires (B) thoraciques, abdominales et
inguinales ont été prélevées. (C) Apres centrifugation du sang, les ARN du plasma ont été extraits. Les ARN
viraux (ARNv) ont été amplifiés par RT-qPCR a I'aide d’amorces spécifiques de la séquence virale NS3. (D)
La présence de YFV dans les glandes mammaires a été recherchée par RT-qPCR et titrage en plages de lyses
sur cellules Vero. (n = 1, 5 souris par groupe). N.B.: Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec
Jeanne Pascard, étudiante en stage de Master 2.
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Concernant les titres viraux, aucune particule infectieuse n’a été détectée dans les glandes
inguinales, a aucun des temps testés. En revanche, dans les glandes thoraciques et
abdominales, les titres viraux augmentent au cours du temps. En effet, en moyenne 6,7 x 10°
UFP/glande et 9,2 x 10? UFP/glande sont détectées dans les glandes thoraciques et
abdominales a J4, tandis que 1,6 x 10’ UFP/glande et 1,1 x 10° UFP/glande sont détectées a
J6.

Bien qu’il soit difficile d’interpréter en termes de quantification (I’expérience ayant été
réalisée avec 5 animaux par groupe), ces résultats démontrent néanmoins la dissémination de
la souche Asibi de YFV aux glandes mammaires de souris infectées, confirmant les résultats

observés avec la souche sauvage Dakar.

Les lignées épithéliales de glande mammaire MDA-MB-231 et MCF-7 sont sensibles et
permissives a I'infection par les souches Dakar, Asibi et 17D-204 du virus de la fiévre jaune.

Apres dissémination virale jusqu’a la glande mammaire, afin que la transmission par
allaitement puisse avoir lieu, il est nécessaire que le virus franchisse I’épithélium mammaire
pour atteindre le lait maternel. Un des mécanismes possibles de franchissement de cet
épithélium est I'infection productive des cellules épithéliales mammaires. Nous nous sommes
doncintéressés au tropisme de YFV dans la glande mammaire. Dans ce but, nous avons étudié
la sensibilité et la permissivité de lignées cellulaires mammaires humaines de phénotype
myoépithélial (MDA-MB-231) ou luminal (MCF-7) a trois souches de YFV: les souches

sauvages Dakar et Asibi, ainsi que la souche vaccinale 17D-204 (figure 30).

Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 ont été infectées a une MOI de 1 par les souches Dakar,
Asibi et 17D-204 (figure 30). Aprés 2h d’adsorption, les tapis cellulaires ont été lavés avec du
milieu de culture et incubés a 37°C. A 2h, 24h et 48h post-infection, les ARN intracellulaires
totaux ont été extraits et les ARNv ont été amplifiés par RT-gPCR afin d’évaluer I'infection des
cellules. Les résultats, exprimés en -ACt, ont été normalisés par rapport a I'expression du géne
HPRT (hypoxanthine ribosyltranferase). Pour les 3 souches, une multiplication du génome viral
est observée au cours du temps, aussi bien dans les cellules MDA-MB-231 que dans les cellules

MCF-7, montrant la sensibilité de ces deux types cellulaires mammaires a l'infection par YFV.
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Figure 30 : Les lignées épithéliales de glande mammaire MDA-MB-231 et MCF-7 sont sensibles et
permissives a I'infection par les souches Dakar, Asibi et 17D-204 du virus de la fiévre jaune.

(A) Des lignées cellulaires myoépithéliales MDA-MB-231 (MDA) et luminales MCF-7 (MCF-7) de glande
mammaire humaine ont été infectées ou non (MOCK) par les souches Dakar (Dakar), Asibi (Asibi) ou 17D-
204 (17D) du virus de la fiévre jaune (YFV) (MOI 1). A 2h, 24h et 48h post-infection, la sensibilité et la
permissivité des cellules a été étudiée. (B) Apres extraction des ARN intracellulaires totaux, les ARN viraux
ont été amplifiés par RT-gPCR a I'aide d’amorces spécifiques de la séquence virale NS3. Les résultats sont
exprimés en -ACt par rapport a I'expression du gene hPRT. La production de particules virales infectieuses
a été mesurée par titrage des surnageants en plages de lyse sur cellules Vero. (Dakar : n = 1, en triplicats.
Asibi et 17D : n = 2, en triplicats). N.B.: Les expériences avec les souches Asibi et 17D-204 ont été réalisées
en collaboration avec Jeanne Pascard, étudiante en stage de Master 2.
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Afin d’étudier la production de particules virales infectieuses par ces deux types cellulaires,
les surnageants ont été prélevés et titrés par la méthode des plages de lyse sur cellules Vero
(figure 30). Pour les 3 souches de YFV, nous observons une augmentation du titre viral au
cours du temps dans les surnageants, démontrant une production de particules virales
infectieuses par les deux types cellulaires. En effet, a 48h post-infection, en moyenne 2,2 x 108
UFP/mL et 2 x 108 UFP/mL sont détectées dans les surnageants des cellules MDA-MB-231 et
MCF-7 infectées par la souche Dakar, respectivement. Pour la souche Asibi, environ 4,5 x 10’
UFP/mL et 1,3 x 108 UFP/mL sont détectées dans les surnageants des cellules MDA-MB-231 et
MCF-7 a 48h, respectivement. Pour la souche 17D-204, environ 2,1 x 10’ UFP/mL et 1,2 x 10’
UFP/mL sont produites dans les surnageants des cellules MDA-MB-231 et MCF-7 a 48h,

respectivement.

Ces résultats démontrent la capacité des 3 souches de YFV a infecter les lignées de cellules
myoépithéliales (MDA-MB-231) et luminales (MCF-7) de facon productive. L’efficacité

d’infection par les différentes souches de YFV testées semble comparable.

Présence de particules virales infectieuses libres de la souche Asibi du virus de la fievre jaune
dans le lait maternel de souris infectées.

Apres dissémination virale a la glande mammaire et infection de I'épithélium, pour qu’un virus
soit transmis au nourrisson par allaitement, il est nécessaire que celui-ci franchisse la barriere
mammaire et soit présent dans le lait maternel. Nous avons donc étudié la capacité de YFV a
étre excrété dans le lait maternel a I'aide du modeéle murin A129 (figure 31). Dans ce but, des
souris allaitantes ont été infectées, entre 1 et 8 jours aprés parturition, avec 10> UFP de la
souche Asibi de YFV par voie sous-cutanée. A 4 jours post-infection, des prélévements
sanguins ont été réalisés afin de vérifier I'infection des souris. A 5 jours post-infection, le lait
maternel a été prélevé et titré par la méthode des plages de lyse pour déterminer le titre viral.
Afin d’étudier la présence de particules infectieuses libres dans le lait maternel, celui-ci a été
centrifugé et les différentes fractions qui le composent (la creme, le lactosérum et le culot
cellulaire) ont été séparées. Aprés élimination du culot cellulaire, le lactosérum et la creme
ont été purifiés par 2 lavages en PBS et titrés en plages de lyse sur cellules Vero. Les titres
viraux obtenus dans la creme ne sont pas présentés ici car nous n’avons pas obtenu de

résultats en raison d’un probleme technique lors de I'expérience.
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Chez les souris infectées, en moyenne 10* copies d’ARNv (+ SD = 7,2 x 10%) et 1,7 x 103 UFP (+

SD = 3,2 x 103) ont été détectées par millilitre de plasma, confirmant I'infection des souris.
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Figure 31 : Présence de particules virales infectieuses libres de la souche Asibi du virus de la fiévre jaune
dans le lait maternel de souris infectées.

(A) Des souris A129 ont été infectées, 1 a 8 jours apreés la mise bas, avec 10° UFP de la souche Asibi du virus
de la fiévre jaune (YFV) par voie sous-cutanée (SC). A 4 jours post-infection, des échantillons sanguins ont
été prélevés afin de vérifier I'infection des souris. Le lait maternel a été prélevé a 5 jours post-infection et
titré par la méthode des plages de lyse sur cellules Vero. (B) Aprés centrifugation du sang, les ARN viraux
(ARNv) du plasma ont été quantifiés par RT-qPCR a I'aide d’amorces spécifiques de la séquence virale NS3.
Les particules virales infectieuses ont été quantifiées par titrage en plages de lyse sur cellules Vero (n=1, 4
souris MOCK, 6 souris YFV). (C) Le lait maternel a été titré entier ou a été centrifugé afin de séparer les
différentes fractions qui le composent. Apres élimination du culot cellulaire et de la creme, le lactosérum a
été purifié par 2 lavages dans du PBS puis titré par la méthode des plages de lyse sur cellules Vero. Ces
expériences ont été réalisées en collaboration avec Jeanne Pascard, étudiante en stage de Master 2.
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Concernant les échantillons de lait, 5 souris infectées sur 6 ont produit des volumes suffisants
pour étudier la présence de particules infectieuses dans le lait maternel. Dans le lait entier, les
titres viraux ont été quantifiés par titrage en plages de lyse et varient de 1,7 x 102 a 6,3 x 10°
UFP/mL de lait (2,5 x 103 UFP/mL en moyenne). Dans le lactosérum, en moyenne 6,4 x 10?
UFP/mL ont été détectées, démontrant la présence de particules infectieuses libres dans le

lait maternel.

Ces résultats indiquent la nature infectieuse du lait maternel de souris infectées par la souche
Asibi de YFV et montrent la présence de particules virales infectieuses sous forme libre dans
le lait maternel murin. Le lait maternel pourrait donc étre véhicule de YFV et représenter un

risque de transmission virale au nourrisson.

Apres franchissement viral de I'épithélium mammaire et stabilité du virus dans le lait
maternel, la derniere étape de la transmission virale par allaitement est le franchissement
d’un épithélium chez le nourrisson. Bien que plusieurs barrieres épithéliales se trouvent sur le
trajet du lait infecté dans I'organisme du nourrisson (i.e. la barriere tonsillaire, la barriére
intestinale ou méme la barriere pulmonaire, notamment chez les nourrissons atteints de
dysphagie), la dissémination virale se fait trés probablement a travers la barriére intestinale,

du fait de sa grande surface d’absorption.
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Mécanismes de franchissement de la barriére intestinale du
nourrisson.

La barriere intestinale représente une porte d’entrée dans I'organisme de I'"h6te pour de
nombreux virus transmis par voie orale (e.g. I'HAV, le rotavirus, le poliovirus, le norovirus, le
VIH, le CMV, I'HTLV-1 et le ZIKV). Différents mécanismes de franchissement ont été acquis par
ces virus au cours de I'évolution : par voie paracellulaire aprés rupture de l'intégrité de la
barriere intestinale, par infection des entérocytes, par transcytose a travers les entérocytes
ou enfin, par transcytose a travers les cellules M. Dans cette partie, nous avons étudié la

capacité de YFV a franchir la barriere intestinale et décrit les mécanismes associés.

Les cellules de la lignée entérocytaire humaine Caco-2 sont sensibles et permissives a
I'infection par les souches Dakar, Asibi et 17D-204 du virus de la fieévre jaune.

Apres ingestion du lait maternel par le nourrisson, celui-ci circule dans son tractus digestif et
entre en contact avec son épithélium intestinal. Nous avons donc étudié la sensibilité et la
permissivité d’une lignée humaine de cellules entérocytaires (les cellules Caco-2) a I'infection
par les 3 souches de YFV : les souches sauvages Dakar et Asibi, ainsi que la souche vaccinale
17D-204 (figure 32). Les cellules Caco-2 ont été infectées a une MOI de 0,1 ou de 1. Aprés 2h
d’adsorption virale, les tapis cellulaires ont été lavés en milieu de culture puis cultivés pendant
2h, 24h ou 48h a 37°C. Aprés un lavage en PBS, les cellules ont été lysées et les ARN
intracellulaires ont été extraits puis amplifiés par RT-gPCR (a I'aide d’amorces spécifiques de
la séquence virale NS3) afin d’évaluer I'infection des cellules. Les résultats, exprimés en -ACt,
ont été normalisés par rapport a I'expression du gene de référence HPRT. Pour les 3 souches,
une multiplication du génome viral est observée dans les cellules Caco-2 au cours du temps,

montrant leur sensibilité a I'infection par YFV.

Afin d’évaluer la production de particules virales infectieuses par les cellules Caco-2, les
surnageants de culture ont été prélevés a 2h, 24h et 48h post-infection et titrés en plages de
lyse sur cellules Vero. Pour les 3 souches virales, une augmentation du titre viral est observée
au cours du temps, démontrant la permissivité de ces cellules a I'infection par YFV. Pour la
souche Dakar, une augmentation d’un facteur 10° est observée entre 2h et 48h post-infection
a MOl de 0,1 tandis qu’a MOl de 1, le titre viral augmente d’un facteur 4,7 x 10%. Pour la souche
Asibi, entre 2h et 48h post-infection 8 MOI de 0,1, une augmentation d’un facteur 1,7 x 10*
est observée tandis qu’a MOI de 1, le titre viral augmente d’un facteur 3 x 10% Enfin, aprés
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infection par la souche 17D-204, le titre viral augmente d’un facteur 4,8 x 103 3 MOl de 0,1 et
d’un facteur 4,7 x 10* 3 MOI de 1, entre 2h et 48h. Ainsi, a 48h post-infection, les titres viraux
dans les surnageants des cellules infectées a MOI de 1 par les souches Dakar, Asibi et 17D-204

sont de 1,3 x 10’ UFP/mL, 1,4 x 10’ UFP/mL et 1,2 x 10’ UFP/mL, respectivement.

Ces résultats démontrent la capacité des 3 souches de YFV a infecter les cellules Caco-2 de
facon productive. Les titres viraux détectés a 48h post-infection étant de I'ordre de 10’
UFP/mL, I'infection par les 3 souches virales semble comparable. Les cellules Caco-2 étant
permissives a I'infection par YFV, un mécanisme de franchissement de la barriére intestinale
pourrait étre I'infection productive de celle-ci. Afin d’investiguer cette hypothése, des cellules

Caco-2 ont été différenciées en un modele d’épithélium intestinal in vitro.
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Figure 32 : Les cellules de la lignée entérocytaire humaine Caco-2 sont sensibles et permissives a
I'infection par les souches Dakar, Asibi et 17D-204 du virus de la fiévre jaune.

(A) Des cellules Caco-2 ont été infectées ou non (MOCK) par les souches Dakar (Dakar), Asibi (Asibi) ou 17D-
204 (17D) du virus de la fievre jaune (YFV) a une MOI de 0,1 ou de 1. A 2h, 24h et 48h post-infection, la
sensibilité et la permissivité des cellules ont été étudiées. (B) Apres extraction des ARN intracellulaires
totaux, les ARN viraux ont été amplifiés par RT-qPCR a |'aide d’amorces spécifiques de la séquence virale
NS3. Les résultats sont exprimés en -ACt par rapport a I'expression du géne HPRT. La production de
particules virales infectieuses a été mesurée par titrage des surnageants en plages de lyse sur cellules Vero
a 2h, 24h et 48h post-infection. (Dakar et 17D : n = 3, en triplicats. Asibi : n = 2, en triplicats). * et ** :
Significativement différent (* : P-value = 0,0156. ** : P-value = 0,0039) par le test de Wilcoxon (P-value <
0,05).
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Modéle de barriére intestinale différenciée et polarisée in vitro.

Afin d’étudier le franchissement de la barriere intestinale par YFV, nous avons utilisé un
modeéle connu d’épithélium intestinal différencié in vitro (figure 33) (Balimane et al. 2005).
Des cellules Caco-2 ont été ensemencées sur des filtres Transwell composés d’'une membrane
contenant des pores de 3um de diametre. Les cellules ont été cultivées pendant 3 semaines a
37°C et leurs milieux de culture, dans les compartiments apicaux et basaux, ont été changés
tous les deux jours afin de permettre la croissance cellulaire. Apres 3 semaines de culture, des
monocouches intestinales étanches sont obtenues. Les cellules sont différenciées et forment
des microvillosités a leur pole apical. La polarisation des barrieres intestinales a été vérifiée
par I'observation des microvillosités apicales par microscopie électronique (en collaboration

avec Philippe Roingeard, Université de Tours).

L'intégrité des monocouches intestinales a été suivie par mesure de la TEER (résistance
électrique trans-épithéliale) au cours du temps. La TEER d’un filtre vide est d’environ 100
Ohm.cm? tandis que I'ensemencement de cellules sur celui-ci entraine une augmentation de
la TEER. Lorsque celle-ci dépasse 250 Ohm.cm?, les barriéres intestinales sont considérées
comme étant étanches (Srinivasan et al. 2015). A 21 jours post-ensemencement, la TEER

atteint un plateau (a environ 600 Ohm.cm?) et témoigne de I'étanchéité des épithélia.

Ce modele de monocouche intestinale différenciée in vitro a été utilisé afin d’étudier le

franchissement de la barriere intestinale par YFV.
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Figure 33 : Modéle de barriére intestinale différenciée et polarisée in vitro.

(A) Des cellules Caco-2 ont été ensemencées sur des filtres Transwell d’'une porosité de 3 pm. Les cellules
ont été cultivées pendant 3 semaines et la résistance électrique trans-épithéliale (TEER) a été mesurée tous
les 2 jours afin de suivre I’étanchéité des barriéres. (B) Lorsque la TEER dépasse 250 Ohm.cm? (cadre rose),
les barrieres deviennent imperméables. (C) Les monocouches différenciées sont polarisées et développent
des microvillosités au pole apical, observées par microscopie électronique (en collaboration avec Philippe
Roingeard).

125



L’infection par la souche Dakar du virus de la fievre jaune n’altére pas la distribution de la
protéine de jonctions serrées Z0O-1 dans les barriéres intestinales in vitro.

Nous avons commencé par étudier si I'exposition des cellules Caco-2 a YFV induit une
altération de la distribution des jonctions serrées (figure 34). Dans ce but, des cellules Caco-2
ont été infectées a MOI de 1 puis la distribution de la protéine de jonctions serrées ZO-1 a été
observée par immunomarquage et immunofluorescence a 24h post-infection (figure 34-A).
Suite a I'observation de plusieurs champs a I'aide d’'un microscope photonique classique, un
marquage membranaire de la protéine ZO-1 a été observé dans les cellules infectées et non-

infectées.

Nous avons ensuite réalisé des observations de la distribution de la protéine ZO-1 sur le
modele de barriére intestinale polarisée (figure 34-B) afin d’étudier si YFV induit une rupture
de l'intégrité de I'épithélium intestinal. Les barrieres intestinales ont été infectées par la
souche Dakar de YFV a une MOI de 1 au pdle apical des cellules puis la distribution des
jonctions serrées a été observée par immunofluorescence suite a I'immunomarquage de la
protéine ZO-1 (figure 34-B). L’analyse d’un grand nombre de champs a révélé une distribution
caractéristique de la protéine ZO-1, en « nid d’abeille », conforme avec une barriere integre

(figure 34-C) aussi bien dans les barrieres infectées et non-infectées.
Le virus ne semble donc pas altérer la distribution de la protéine de jonctions serrées ZO-1.

Afin de compléter ces observations qualitatives faites par immunofluorescence, nous avons

étudié I'effet de I'infection sur I’étanchéité des barrieres par mesure de la TEER.
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Figure 34 : L'infection par la souche Dakar du virus de la fiévre jaune n’altére pas la distribution de la
protéine de jonctions serrées ZO-1 dans les barriéres intestinales in vitro.

(A) Des cellules Caco-2 cultivées en puits ont été infectées (Dakar) ou non (MOCK) par la souche Dakar du
virus de la fiévre jaune (YFV) (MOI 1). A 24h post-infection, la protéine de jonctions serrées Zonula
occludens 1 (ZO-1) et les noyaux cellulaires ont été marqués a I'aide d’anticorps anti-ZO-1 et de DAPI,
respectivement. L'observation de plusieurs champs a été réalisée a I'aide d’un microscope optique classique
(n = 1) (un champ présenté par condition, au grossissement 20X). (B) Les monocouches Caco-2, cultivées
sur filtre Transwell d’une porosité de 3 um, ont été infectées (Dakar) ou non (MOCK) par la souche Dakar
de YFV (MOI 1). A 48h post-infection, les monocouches ont été immunomarquées a 'aide d’anticorps
dirigés contre la protéine de jonctions serrées ZO-1 puis la distribution de ZO-1 a été observée par
immunofluorescence (n = 1). (C) Plusieurs champs ont été observés a faible grossissement au microscope
EVOS (un champ présenté par condition, au grossissement 40X).
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L’'infection par la souche Dakar du virus de la fievre jaune n’altére pas I'étanchéité de la
barriére intestinale in vitro.

Afin de confirmer et de quantifier les observations faites précédemment sur I’étanchéité des
barrieres intestinales suite a I'infection par YFV, I'intégrité des monocouches cellulaires a été
évaluée par mesure de la TEER (figure 35). L'étude de la distribution de la protéine ZO-1 a
permis une observation qualitative de I'intégrité des jonctions serrées. Ici, la mesure de la
TEER permet d’affiner I’étude de I’étanchéité des barrieres car c’est la résistance a un courant

électrique qui est mesurée.

Les barrieres intestinales ont été traitées a I'EDTA (qui induit une ouverture des jonctions
serrées), infectées par la souche Dakar de YFV a une MOI de 1, ou non infectées. Suite au
traitement a 'EDTA, une chute de la TEER est observée. En effet, a 2h post-traitement, la TEER
est de 150 Ohm.cm? et est donc passée en dessous du seuil de perméabilité de 250 Ohm.cm?.
Cependant, bien que la manipulation des barrieres intestinales ait induit une légere
diminution de la TEER, aucune différence n’est observée entre les barriéeres infectées ou non-
infectées a 2h, 24h et 48h post-infection. Ces résultats suggerent que l'infection par YFV

n’altere pas 'intégrité du modele de monocouches intestinales in vitro.

D’apres les 2 techniques testées, I'exposition des monocouches a YFV n’entrainerait pas de

rupture de la barriere intestinale in vitro.
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Figure 35 : L'infection par la souche Dakar du virus de la fievre jaune n’altére pas I’étanchéité de la
barriére intestinale in vitro.

(A) Les monocouches Caco-2, cultivées sur filtre Transwell d’'une porosité de 3 um, ont été infectées ou non
(MOCK) par la souche Dakar du virus de la fievre jaune (YFV) (MOI 1) ou traitées a 'EDTA afin d’induire

I'ouverture des jonctions serrées. (B) La résistance électrique trans-épithéliale (TEER) a été mesurée 5 et 9

jours avant l'infection afin de vérifier I'’étanchéité des barriéres avant infection. Apres I'infection, la TEER a

été mesurée a 2h, 24h et 48h afin de suivre I'effet des traitements sur I'intégrité des barriéres (n = 1). Cadre

rose : zone de perméabilité des barriéres intestinales.
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Les souches Dakar, Asibi et 17D-204 du virus de la fievre jaune franchissent le modeéle de
barriére intestinale polarisée in vitro.

Apres avoir observé que I'exposition a YFV n’induit pas de rupture des barrieres Caco-2, nous
avons étudié la capacité du virus a franchir I’épithélium intestinal. Des barrieres de cellules
Caco-2 ont été obtenues selon le protocole décrit précédemment en figure 33 (figure 36). La
TEER a été suivie au cours de la culture des monocouches de cellules Caco-2 afin d’évaluer la
formation puis I'intégrité des barrieres. Apres 3 semaines de culture, les barrieres intestinales
ont été infectées par leur p6le apical a MOI de 1 par les 3 souches de YFV : les souches Dakar,
Asibi et 17D-204. A 2h, 24h, 48h et 72h post-infection, les surnageants des compartiments
apicaux et basaux ont été prélevés et titrés par la méthode des plages de lyse sur cellule Vero

afin d’étudier la présence de particules virales infectieuses (figure 36).

Pour toutes les barrieres intestinales utilisées, la TEER a été mesurée au cours du temps et
dépasse le seuil de perméabilité & 250 Ohm.cm?. A 21 jours post-ensemencement, la TEER des
barriéres utilisées pour I'infection par la souche Dakar a atteint environ 550 Ohm.cm? tandis
gue, pour les barrieres infectées par les souches Asibi et 17D-204, celle-ci a atteint environ
790 et 820 Ohm.cm?, respectivement. Toutes les monocouches obtenues sont donc étanches

et ont pu étre infectées par YFV pour étudier le franchissement viral.

Dans le compartiment apical, une augmentation du titre viral est observée au cours du temps
pour les trois souches de YFV, traduisant une production de particules infectieuses par le pble
apical des monocouches. En effet, une augmentation d’environ un facteur 10°, 3 x 10! et 10*
est constatée entre 2h et 48h post-infection pour les souches Dakar, Asibi et 17D-204
respectivement. Ainsi, a 48h post-infection, les titres viraux atteignent en moyenne 6,6 x 10’
UFP/mL, 5,5 x 10* UFP/mL et 1,4 x 10° UFP/mL pour les souches Dakar, Asibi ou 17D-204,

respectivement.

Dans le compartiment basal, aucune particule infectieuse n’est détectée a 2h post-infection
pour les 3 souches virales, confirmant I’étanchéité des barrieres intestinales. Pour les souches
17D-204 et Asibi, aucune particule virale n’est détectée dans le compartiment basal jusqu’a
24h et 48h post-infection respectivement, tandis que pour les monocouches infectées par la
souche Dakar, 5,9 x 10® UFP/mL et 5,5 x 10° UFP/mL sont détectées dans le compartiment

basal a 24h et 48h post-infection. Pour les monocouches infectées par la souche Asibi, ce n’est
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qu’a partir de 72h que 1,2 x 10> UFP/mL sont détectées. Enfin, pour la souche 17D-204,
environ 3,4 x 10> UFP/mL et 10° UFP/mL sont produites par le pdle basal a 48h et 72h post-

infection.
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Figure 36 : Les souches Dakar, Asibi et 17D-204 du virus de la fiévre jaune franchissent le modéle de
barriére intestinale polarisée in vitro.

(A) Des cellules Caco-2 ont été cultivées sur des filtres Transwell d’'une porosité de 3um pendant 3
semaines. Les monocouches différenciées ont été infectées ou non (MOCK) par les souches Dakar (Dakar),
Asibi (Asibi) ou 17D-204 (17D) du virus de la fievre jaune (YFV) (MOI 1). La présence de particules
infectieuses de YFV dans les surnageants apicaux et basolatéraux des barriéres a été déterminée par titrage
en plages de lyse. (B) La résistance électrique trans-épithéliale a été mesurée tous les 2 jours afin de suivre
I’étanchéité des barriéres pendant leur culture. Lorsque la TEER dépasse 250 Ohm.cm? (cadre rose), les
barriéres deviennent imperméables. Les barriéres imperméables ont été infectées aprés 21 jours de
culture. (C) La présence de particules infectieuses a été recherchée dans les compartiments apicaux et
basolatéraux par titrage en plages de lyse sur cellules Vero a 2h, 24h et 48h post-infection. Pour les
échantillons MOCK, seul le temps 48h est représenté sur les graphes mais des valeurs identiques (nulles)
ont été obtenues a chaque temps testé. (Dakar : n = 3, en triplicats. Asibi : n = 1, en triplicats. 17D : n = 2,
en triplicats.). * et ** : Significativement différent (* : P-value = 0,0156. ** : P-value = 0,0039) par le test
de Wilcoxon (P-value < 0,05).
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Ces résultats montrent la capacité de YFV a franchir le modele de barriere intestinale in vitro
et suggerent des différences d’efficacité de franchissement selon les souches virales.
Cependant, les expériences avec les souches 17D-204 et Asibi ayant été faites 2 fois et 1 fois
respectivement, il est indispensable de répéter ces expériences afin de confirmer les
différences d’efficacité de franchissement observées selon les souches. Enfin, les titres viraux
augmentant au cours du temps (y compris au péle apical des cellules) le franchissement de la

barriére intestinale pourrait provenir d’une infection productive de I'épithélium.

Les souches Dakar, Asibi et 17D-204 du virus de la fiévre jaune se répliquent dans les
barriéres intestinales polarisées in vitro.

Afin de vérifier I'lhypothese d’une infection productive des barrieres intestinales par YFV, nous
avons vérifié I'infection des monocouches Caco-2 (figure 37). Aprés infection a MOI de 1 par
les souches Dakar, Asibi et 17D-204 au pole apical des monocouches, les ARN intracellulaires
ont été extraits a 2h, 48h et 72h post-infection. Les ARNv ont ensuite été retro-transcrits et
amplifiés par RT-qPCR a I'aide d’amorces spécifiques de la séquence virale NS3. Les résultats
sont exprimés en nombre de copies d’ARNv et normalisés par rapport a la quantité d’ARN

intracellulaires totaux.

Pour les trois souches de YFV, une augmentation du nombre de copies intracellulaires d’ARNv
est observée au cours de temps. En effet, entre 2h et 48h post-infection, une augmentation
d’un facteur d’environ 200, 50 et 5000 est constatée dans les cellules infectées par les souches

Dakar, Asibi et 17D-204 respectivement, traduisant une multiplication du génome viral.

Ces résultats indiquent que les barrieres intestinales in vitro sont sensibles a I'infection par les
3 souches de YFV. Afin de confirmer ces résultats, les expériences avec les souches Asibi et
17D-204 doivent étre répétées. Un mécanisme de franchissement de la barriére intestinale
par YFV pourrait donc étre par infection des cellules épithéliales et production de particules

virales infectieuses par leur p6le basal.
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Figure 37 : Les souches Dakar, Asibi et 17D-204 du virus de la fiévre jaune se répliquent dans les barriéres
intestinales polarisées in vitro.

(A) Des cellules Caco-2 ont été cultivées sur des filtres Transwell d’'une porosité de 3um pendant 3
semaines. La résistance électrique trans-épithéliale a été mesurée tous les 2 jours afin de suivre I'étanchéité
des barriéres (les résultats sont présentés sur la figure précédente, figure 34). Les monocouches ont été
infectées ou non (MOCK) par les souches Dakar (Dakar), Asibi (Asibi) ou 17D-204 (17D) (MOI 1). A 2h, 48h
et 72h post-infection, aprés extraction des ARN intracellulaires totaux, les ARN viraux (ARNv) ont été
amplifiés par RT-gPCR a I'aide d’amorces spécifiques de la séquences virale NS3. (B) Les résultats sont
exprimés en nombre de copies d’ARNv (déterminées a I'aide d’une courbe standard) et normalisés par
rapport a la quantité d’ARN totaux. (Dakar : n = 3, en triplicats. 17D : n = 2, en triplicats. Asibi : n =1, en
triplicats). ** : Significativement différent (P-value = 0,0039) par le test de Wilcoxon (P-value < 0,05).
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DISCUSSION

Trois virus sont reconnus comme étant efficacement transmis par allaitement maternel (i.e.
VIH, HTLV-1 et CMV). Cependant, depuis quelques années de nouveaux arguments suggerent
une transmission potentielle d’autres virus au cours de l'allaitement (i.e. ZIKV, YFV, DENV,
CHIKV, WNV...). Mon projet doctoral a porté sur l'identification des mécanismes de
transmission de ZIKV et YFV par allaitement, au niveau de la glande mammaire, du lait

maternel et de la muqueuse intestinale du nourrisson.

Axe 1 — Le virus Zika

Depuis 2014, la transmission de ZIKV par allaitement est débattue. Des arguments
épidémiologiques et physiologiques en faveur d’une transmission du virus par allaitement ont
été rapportés (e.g. transmission virale au nourrisson allaité, présence d’ARNv dans le lait
maternel, etc.) mais, comme la possibilité d'une transmission vectorielle ne peut jamais étre
exclue, il est presque impossible de démontrer la transmission pendant I'allaitement dans la
population humaine (Van de Perre et al. 2021). Ceci explique le tres faible nombre de rapports
de cas pour lesquels il est démontré que la transmission virale a eu lieu par I'allaitement. En
raison de ce probléeme, les études épidémiologiques et les rapports de cas ne peuvent pas
informer sur I'importance relative de ce mode de transmission. Il est donc nécessaire d’évaluer
la transmission par allaitement et d’étudier les mécanismes associés sur modele animal. Au
laboratoire, nous avions précédemment démontré la transmission de ZIKV par allaitement sur
le modeéle murin A129 (Hubert et al. 2020) mais, chez 'Homme, certaines études de cas ont
décrit une absence de détection de '’ARNv dans les échantillons sanguins ou urinaires des
nouveau-nés allaités (Hemachudha et al. 2019 ; Cavalcanti et al. 2017). Cette absence de
détection d’ARNv pourrait témoigner d’'une absence de transmission virale par allaitement.
Des facteurs biologiques régulant I'efficacité de cette voie de transmission pourraient donc
exister (e.g. charge virale dans le lait, forme virale dans le lait, statut immunologique de la
mére, stade de la lactation, composition du lait maternel, etc.) comme cela a été décrit pour
d’autres virus transmis par allaitement (e.g. le CMV, HTLV-1 et le VIH (Prendergast et al.
2019)). Nous avons étudié le role du lait maternel et de ses composants dans la transmission

de ZIKV par allaitement.
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Nous avons précédemment démontré la capacité de ZIKV a disséminer jusqu’aux glandes
mammaires de souris infectées. Ici, nous avons étudié la capacité de ZIKV a étre excrété dans
le lait maternel. Des titres viraux de l'ordre de 10° PFU/mL ont été détectés dans le lait
maternel de souris allaitantes infectées. Parmi les 12 échantillons de lait testés, les titres
viraux varient de 6,33 x 10* 4 1,08 x 10° PFU/mL de lait. La nature infectieuse du lait maternel
avait également été rapportée par Regla-Nava et al. dans le lait maternel de souris AG129
mais le titre viral n’avait pas été déterminé. En effet, le lactosérum avait été isolé puis passé
plusieurs fois sur cellules Vero afin d’amplifier I'infection (Regla-Nava et al. 2019). Chez
I'Homme, la nature infectieuse du lait de meres infectées par ZIKV avait été rapportée dans 5
études de cas (Sotelo et al. 2017 ; Blohm et al. 2017 ; Blohm et al. 2018 ; Dupont-Rouzeyrol et
al. 2016 ; Cavalcanti et al. 2017) par I'observation d’un effet cytopathogene lors de I’exposition
de cellules (Vero ou LLC-MK2) au lait infecté, tandis qu’une seule étude de cas a rapporté une

absence d’effet cytopathogene d’un échantillon de lait maternel (Besnard et al. 2014).

Pour mieux caractériser le virus présent dans le lait maternel, nous avons séparé et isolé les
différentes fractions qui le composent. Dans les fractions liquides (i.e. creme et lactosérum),
des particules virales infectieuses ont été détectées : en moyenne 10’ et 10° PFU/mL ont été
détectées dans la creme et le lactosérum, respectivement. Ces résultats démontrent que des
particules virales infectieuses libres sont présentes dans le lait maternel, confirmant que le
lait maternel pourrait étre véhicule de ZIKV et conduire a une transmission du virus par
allaitement. Pour le VIH, qui est transmis par allaitement, le lait maternel contient également
des particules infectieuses (10° PFU/ml a 6 mois de lactation) (Koulinska et al. 2006) et les
hautes charges virales dans le lait ont été identifiées comme facteur de risque de la
transmission du VIH par allaitement (Van de Perre et al. 2012). Il est également intéressant de
noter que, chez ’'Homme, I’ARNv de ZIKV a été détecté dans le lait maternel 3 jours avant
I'apparition des symptémes de la mére (Hemachudha et al. 2019), renforgant le risque de
transmission au nourrisson. Plusieurs mécanismes de franchissement de [I'épithélium
mammaire pourraient expliquer l'origine des particules virales dans le lait maternel. Les
particules virales libres pourraient avoir été excrétées par les cellules épithéliales luminales
mammaires car elles produisent le lait maternel. En effet, nous avions précédemment
démontré la permissivité des cellules épithéliales primaires de glande mammaire humaine a
l'infection par ZIKV (Hubert et al. 2019), ainsi que la permissivité des lignées cellulaires

mammaires MDA-MB-231 (phénotype myoépithéliale) et MCF-7 (phénotype luminal) (Hubert
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et al. 2019). Bien que cela soit moins probable, les particules virales pourraient également étre

produites localement dans le lait maternel par des cellules infectées.

Nous avons donc recherché la présence de cellules infectées dans le lait maternel. Nous avons
d'abord essayé de rechercher la présence de cellules infectées par cytométrie en flux. Nous
avons utilisé des anticorps dirigés contre la protéine E de ZIKV (ainsi que des anticorps dirigés
contre les marqueurs cellulaires CD24, CD49f, EpCAM et CD45) mais nous n'avons pas réussi
a détecter de signal positif. Nous pensons que cette absence de signal est due au fait que les
cellules du lait ne répliquent pas activement le virus dans le lait et que le niveau d’expression
de la protéine E est donc trop faible pour détecter un signal fluorescent par cytométrie en
flux. Pour vérifier cette hypothese, nous avons essayé d’amplifier la production de ZIKV en
réalisant des co-cultures avec des cellules Vero, permissives a I'infection. Cette technique nous
a permis d'amplifier le signal : les particules virales ont été transmises aux cellules Vero
démontrant la présence de virus dans la fraction cellulaire. Chez 'Homme, une unique étude
de cas mentionne la présence d’un autre arbovirus, le CHIKV, dans la fraction cellulaire du lait
d’une mere infectée (Campos et al. 2017). Des virus pour lesquels la transmission par
allaitement est démontrée sont également présents sous forme cellule-associée dans le lait
des meres infectées : le VIH (Koulinska et al. 2006) et le virus HTLV-1 (pour revue : Percher et

al. 2016).

Le nombre de foyers infectieux dans les échantillons ZIKV varie de 1,65 x 10* 3 2,3 x 10* cellules
infectieuses par million de cellules, avec une corrélation entre les titres viraux déterminés
dans le lait entier et le nombre de cellules infectieuses dans les mémes échantillons. De méme,
pour le VIH, le nombre moyen de cellules infectées dans le lait maternel est de 10* cellules
infectées par million de cellules (Koulinska et al. 2006), avec également une corrélation entre
les titres en particules libres et les cellules infectées (Koulinska et al. 2006). Dans nos
expériences, nous ne pouvons pas parler de cellules infectées car, avec la technique des co-
cultures, nous avons observé une transmission de I'infection. Les cellules pourraient donc étre
infectées ou bien, des particules virales pourraient étre adsorbées a la surface cellulaire. Afin
de discriminer ces deux hypotheses, il serait nécessaire de réaliser les co-cultures apres
traitement (ou non) des cellules du lait avec de la trypsine afin de décrocher les particules
virales adsorbées. Cependant, les quantités de lait récoltées étant tres variables et parfois trop

faibles (de 0 a 300 pl par souris), il serait difficile d’obtenir suffisamment de cellules du lait
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pour réaliser cette expérience. Nos résultats démontrent I'existence de virus associé aux
cellules dans le lait maternel. Les mécanismes de franchissement de I’épithélium mammaire
impliquant des cellules pourraient étre le « cheval de Troie » (transmigration de cellules
infectées a travers I'épithélium) ou la desquamation de cellules épithéliales mammaires dans
le lait maternel. Bien que peu probable, les cellules présentes dans le lait pourraient produire
des particules virales localement. En outre, les cellules du lait pourraient jouer un role dans la
transmission de ZIKV par allaitement. |l serait nécessaire d’étudier leur stabilité dans le tractus

digestif du nouveau-né et leur capacité a atteindre et franchir I'épithélium intestinal.

Pour décrire plus précisément le contenu cellulaire du lait maternel et ainsi identifier les types
cellulaires potentiellement infectieux, nous avons réalisé des expériences de cytométrie en
flux en utilisant des marqueurs de cellules épithéliales (CD24) et immunitaires (CD45). Nous
avons observé une majorité de cellules épithéliales allant de 74,4% a 99% contre une moyenne
de 1,28% de cellules CD45-positives dans le lait maternel mature des souris infectées,
comparables aux valeurs observées dans le lait maternel des souris MOCK. Ces résultats, sont
comparables aux études réalisées avec du lait humain (Witkowska-Zimny et al. 2017) :
Witkowska-Zimny et al. ont détecté de 60% a 98% de cellules épithéliales dans le lait humain
mature et moins de 2% de cellules immunitaires. Nous avons précisé le type de cellules
épithéliales détectées afin de déterminer si des cellules luminales, myoépithéliales ou
progénitrices de glande mammaire sont présentes dans le lait maternel. En utilisant les
marqueurs CD49f, CD24 et EpCAM, nous avons montré que le lait maternel des souris
infectées par ZIKV contient des cellules luminales matures (74,8%) et parfois des progéniteurs
immatures (4,28%), mais aucune population claire de cellules myoépithéliales n'a été détectée
(bien gu’un marquage des cellules myoépithéliales de glande mammaire serait nécessaire
pour identifier cette population cellulaire). Comme les cellules mammaires luminales sont
permissives a l'infection par ZIKV (Hubert et al. 2019) et sont majoritaires dans le lait maternel
murin, elles pourraient étre infectées ou porter des particules de ZIKV adsorbées a leur
surface. Un mécanisme de franchissement de I’épithélium mammaire par ZIKV pourrait donc
étre le détachement de cellules luminales mammaires infectées de I'épithélium mammaire,
introduisant ainsi du virus associé aux cellules dans le lait maternel. Ces résultats n’excluent
pas la potentielle présence de cellules immunitaires infectées dans le lait maternel mais étant
peu abondante dans le lait mature, leur participation a la transmission de ZIKV par allaitement

serait minoritaire. Dans le colostrum, en revanche, les cellules immunitaires sont tres
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abondantes (184 000 leucocytes/ml dans le colostrum contre 15 000 leucocytes/ml dans le
lait mature (Trend et al. 2015)) et pourraient participer a la transmission du virus par

allaitement.

Nous avons essayé de déterminer si les cellules infectieuses du lait maternel murin sont des
cellules épithéliales et/ou immunitaires. Comme mentionné précédemment, il n’a pas été
possible de détecter la protéine E par cytométrie en flux donc nous avons voulu réaliser les
co-cultures apres déplétion selon le marqueur CD45. Apres immuno-marquage des cellules du
lait par des anticorps anti-CD45 couplés a des billes magnétiques, nous avons séparé les
fractions CD45-positive et CD45-négative avant co-culture de chaque fraction avec des cellules
Vero. Malheureusement, les volumes de lait murin prélevés étant trop faibles, nous n’avons
jamais pu obtenir suffisamment de cellules du lait pour réaliser les déplétions, les contrdles
de déplétion par cytométrie en flux ainsi que les co-cultures. Pour déterminer les types
cellulaires infectés par ZIKV dans le lait maternel, il serait nécessaire d’avoir acces a du lait

maternel de femmes infectées.

La transmission de ZIKV par allaitement a été évaluée par la recherche d’ARNv dans les rates
des souriceaux allaités. Un taux tres élevé de transmission virale (>90%) a été observé, avec
des charges virales spléniques allant de 0,93 a 4 x 10% copies d'ARNv/mg. Ces charges virales
restent relativement faibles, trés probablement en raison du stade tres précoce de l'infection
des souriceaux (Hubert et al. 2020). En effet, les souriceaux ont di étre sacrifiés a J4 post-
infection car tout le lait maternel a été prélevé afin d'étudier I'excrétion de ZIKV dans celui-ci.
Pour étudier la transmission virale aux souriceaux, il est nécessaire de choisir un moment
ultérieur au pic d'excrétion de ZIKV dans le lait maternel, lorsque I'épithélium intestinal des
souriceaux a été exposé a plusieurs reprises a du lait infecté. Cependant, ayant déja démontré
la transmission de ZIKV aux souriceaux dans une étude précédente (Hubert et al. 2020), la
quantification de I'ARNv dans les rates des souriceaux n'a été réalisée ici que pour vérifier s'il
y avait eu transmission du virus. Ces résultats apportent néanmoins une information
supplémentaire a notre étude précédente car nous avions démontré la transmission du virus
a des souriceaux agés de 1 a 3 jours tandis qu’ici, ZIKV est transmis a des souriceaux plus agés
(jusqu’a 11 jours au moment de l'infection des méres), méme quand l'imperméabilité de la
barriére intestinale augmente (Holmes et al. 2006). Le taux trés élevé de transmission virale

aux souriceaux que nous avons obtenu dans nos expériences pourrait étre expliqué par le
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statut immunologique de notre modele animal car les souris A129 ne possedent pas de
récepteurs aux IFN de type |. Chez I’'Homme, la transmission au nourrisson a été rapportée
chez 4 enfants allaités (Blohm et al. 2017 ; Besnard et al. 2014 ; Giovanetti et al. 2018) tandis
gue 2 études montrent une absence de transmission au nourrisson (Cavalcanti et al. 2017 ;

Hemachudha et al. 2019).

Afin de comprendre les différences de transmission virale observées chez 'Homme, nous
avons étudié si certains composants du lait maternel pourraient réguler la transmission de
ZIKV pendant l'allaitement. Nous avons étudié I'effet de la LF, de la LA et des acides gras libres
sur l'infection par ZIKV.

Nous n’avons pas observé d’effet de la LF et de la LA (aux concentrations physiologiques) sur
I'infection des cellules Caco-2 (ni lors de la pré-incubation des cellules avant infection, ni lors
de la pré-incubation des particules virales avant infection). En revanche, il a été montré que
la LF interfére avec les particules virales du VIH-1 (Puddu et al. 1998)(Campbell et al. 1995) et
les cellules cibles lors de l'infection par le CMV, bien que ces virus soient transmis par
allaitement (Ng et al. 2015).

Concernant les acides gras libres, nous avons démontré que les acides gras a longue chaine
carbonée C18:0 C18:1, C18:2 et C18:3 entrainent une inactivation des particules de ZIKV.
D’aprés des études précédentes, les acides gras libres interagiraient avec I'enveloppe virale
des virus enveloppés, entrainant une altération de I'intégrité de celle-ci (Welsh et al. 1978).
Afin de vérifier cette hypothese, les particules virales de ZIKV, traitées ou non par ces
différents acides gras, pourraient étre observées par microscopie électronique, comme cela a
été fait pour le VSV (Thormar et al. 1987). Aprés coloration négative par l'acide
phosphotungstique, la pénétration du colorant dans les particules virales témoigne de
I’altération de I’'enveloppe virale. L'intégrité des particules virales suite a I'incubation avec les
acides gras pourrait également étre étudiée par des tests en présence de RNase. La
dégradation de I’ARNv suite au traitement par la RNase témoigne de |'altération de I'intégrité

des particules virales.

Les lipides étant les composants les plus variables du lait maternel (Koletzko et al. 2001), il
pourrait étre intéressant de prendre en compte le contenu en acides gras du lait des meres
infectées dans I'évaluation du risque de transmission de ZIKV a leur nourrisson. Par ailleurs,

différentes techniques permettent de faire varier le contenu en acides gras du lait maternel,
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telles que I'adaptation de I'alimentation de la mere ou la supplémentation orale en acides
gras, et pourraient étre discutées dans la prévention de la transmission de virus enveloppés
par allaitement. De plus, il a été déterminé dans plusieurs études que le lait maternel exerce
une activité antivirale lorsque celui-ci a été conservé a 4 °C ou -20°C. Le contenu en acides gras
étant plus élevé a 4°C, ces derniers pourraient étre responsables de I'activité antivirale
observée (Pfaender et al. 2013). Pfaender et al. ont suggéré que la conservation du lait
maternel entrainerait une altération de I'intégrité de la membrane des globules gras, rendant
le coeur de triglycérides accessible aux lipases présentes dans le lait. Les triglycérides seraient
alors digérés, générant une augmentation des acides gras libres dans le lait. Deux observations
renforcent cette hypothese : (i) la pré-incubation de ZIKV avec la fraction créeme entraine une
inactivation du virus (ii) mais, si les fractions du lait sont séparées avant la
réfrigération/congélation du lait (et non apres), I'activité antivirale de la creme est perdue
(Thormar et al. 1987). Ces résultats suggérent qu’un facteur du lait écrémé est nécessaire a
I'activité antivirale de la creme (probablement les lipases). Le role des lipases dans I'activité
antivirale du lait a ensuite été confirmé par Thormar et al. qui ont réfrigéré les échantillons en
présence ou en absence d’inhibiteurs de lipase. La préincubation du virus avec du lait réfrigéré
a entrainé une chute du titre viral tandis que la préincubation avec du lait réfrigéré contenant
des inhibiteurs de lipases n’a pas entrainé de modification du titre viral. En outre, la
conservation du lait a 4°C ou -20°C serait également une technique envisageable pour
inactiver les particules virales présentes dans le lait maternel des femmes infectées. A noter
gue les lactariums conservent les dons de lait a -20°C avant de les donner aux nourrissons,

limitant ainsi le risque de transmission virale.

En conclusion, les deux formes virales (particules libres et cellules infectieuses) présentes dans
le lait maternel pourraient jouer un réle dans la transmission de ZIKV par allaitement. En effet,
I’estomac des nourrissons étant tamponné par le lait maternel, le pH gastrique des nouveau-
nés est d’environ 7 (Miclat et al. 1978). Les particules libres de ZIKV étant stables a pH 7(Mdller
et al. 2016), elles pourraient atteindre la muqueuse intestinale du nourrisson et étre
transmises a ce dernier. Par ailleurs, certaines cellules maternelles étant transmises au
nourrisson au cours de l'allaitement (Cabinian et al. 2016 ; Aydin et al. 2018), les cellules
infectieuses pourraient participer a la transmission de ZIKV. En effet, |’allaitement entraine un
microchimérisme maternel, c’est-a-dire, un transfert et une implantation de cellules

maternelles dans la muqueuse intestinale du nourrisson (Molés et al. 2017b). Enfin, nos

143



résultats sur |'effet antiviral des acides gras pourraient étre considérés dans la lutte et dans

I’évaluation du risque de transmission de ZIKV par allaitement.

Axe 2 — Le virus de la fiévre jaune

La transmission de YFV par allaitement a été décrite chez I’'Homme pour la souche vaccinale,
conduisant au développement de symptdmes neurologiques séveres chez le nourrisson. Afin
de renseigner sur le risque de transmission par allaitement de souches sauvages de YFV et de
déterminer les mécanismes associés, nous avons étudié les trois étapes chronologiques de la
transmission par allaitement : (i) la dissémination virale jusqu’a la glande mammaire, (ii)
I’excrétion du virus dans le lait maternel et (iii) le franchissement de I'épithélium intestinal du

nourrisson et les mécanismes associés.

Nous avons commencé par étudier la capacité de YFV a disséminer jusqu’aux glandes
mammaires chez la souris. Aprés infection, les 2 souches sauvages testées (Dakar et Asibi) ont
été détectées dans les glandes mammaires thoraciques, abdominales et inguinales des souris
mais des différences ont été observées selon les glandes mammaires. En effet, pour la souche
Asibi, bien qu’une augmentation du titre viral ait été observée dans les glandes thoraciques
et abdominales au cours du temps, aucune particule infectieuse n’a été détectée dans les
glandes inguinales (a aucun des temps testés et chez aucune des 15 souris). Pour la souche
Dakar également, des titres viraux plus faibles (d’un facteur 10 000) ont été détectés dans les
glandes inguinales (maximum 7,8 x 10% UFP/glande & J5) par rapport aux glandes thoraciques
(maximum 5,7 x 10® UFP/glande a J5) et abdominales (maximum 4 x 10° UFP/glande a J5). Ces
résultats pourraient étre dus a la distance des glandes inguinales par rapport au point
d’injection situé entre les omoplates. Par ailleurs, les expériences avec les 2 souches ayant été
faites séparément, nous ne pouvons pas comparer leur efficacité de dissémination, les charges
virales et les titres viraux. Ces expériences seront répétées et réalisées en parallele afin de
pouvoir confirmer et comparer les résultats obtenus en termes d’efficacité. Néanmoins, la
dissémination virale de YFV aux glandes mammaires est démontrée.

Par ailleurs, il serait intéressant d’étudier et de confirmer la dissémination aux glandes
mammaires de la souche vaccinale de YFV car sa transmission par allaitement et sa présence
dans le lait maternel sont démontrées chez I'Homme. Enfin, nous avons réalisé ces
expériences chez des souris non allaitantes, il serait donc intéressant d’étudier la

dissémination virale dans les glandes mammaires a d'autres stades de leur développement
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(pendant la gestation ou la lactation), car des changements structurels et métaboliques

majeurs se produisent.

YFV disséminant aux glandes mammaires, nous nous sommes ensuite intéressés a son
tropisme dans cet organe. Plus précisément, nous avons étudié la sensibilité et la permissivité
des cellules épithéliales de glande mammaire, a I'aide de lignées cellulaires de phénotype
luminal (MCF-7) ou myoépithélial (MDA-MB-231). Nous avons observé que les deux lignées
sont sensibles a I'infection par les 3 souches de YFV testées et produisent des titres viraux
supérieurs a 107 PFU/ml a 48h post-infection. Il serait nécessaire de confirmer ces résultats
sur d’autres modeles tels que des cellules primaires de glande mammaire humaine ou
d’étudier le tropisme viral dans la glande mammaire de souris infectées. En effet, I'étude du
tropisme sur modele murin permettrait de confirmer la permissivité des cellules épithéliales
mammaires mais également d’étudier celle des autres types cellulaires présents dans les
glandes mammaires (e.g. adipocytes, cellules endothéliales, cellules immunitaires, etc).
L'immunomarquage des molécules CD31 et CD45 permettrait d’identifier les cellules
endothéliales et immunitaires respectivement, tandis que des colorants (tels que le LipidTOX)
peuvent étre utilisés pour marquer les adipocytes. L'infection des cellules peut ensuite étre
étudiée par cytométrie en flux (a I'aide d’un marquage de la protéine E du virus). Si I'infection
des cellules épithéliales de glande mammaire était ainsi confirmée, une hypothese de
mécanisme de franchissement de I'épithélium mammaire serait I'infection productive des
cellules myoépithéliales puis des cellules luminales, aboutissant a la production de particules
infectieuses dans le lait maternel. Afin d’étudier la plausibilité d’un tel mécanisme, il serait
intéressant d’étudier le mécanisme de franchissement de I'épithélium mammaire a I'aide de
modeles de barriére in vitro. Les lignées cellulaires MCF-10A et MCF-10F (cellules épithéliales
mammaires) peuvent étre cultivées sur filtres Transwell et forment des barrieres mammaires

imperméables (Chin et al. 2018)(Marshall et al. 2009)(Zhang et al. 2022).

De maniere générale, les travaux sur le tropisme viral dans la glande mammaire in vivo sont
rares. A notre connaissance, seule la dissémination de ZIKV et de MMTV a été étudiée dans
les glandes mammaires murines (Hubert et al. 2019 ; Parisi et al. 2022). Aprés l'infection par
ZIKV, le virus dissémine jusqu’aux glandes mammaires abdominales ou des charges virales de
I’ordre de 10° copies d’ARNv ont été détectées par milligramme de glande (Hubert et al. 2019).

Concernant le MMTV, celui-ci est introduit dans les glandes mammaires par des lymphocytes
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B ou des cellules dendritiques infectées (Parisi et al. 2022). De méme, le tropisme viral dans
les glandes mammaires murines a été étudié uniquement pour ces deux virus. En effet, il a
précédemment été observé au laboratoire (données non publiées), que les cellules
immunitaires (CD45+) et les cellules non-immunitaires et non-endothéliales (CD45-/CD31-) de
glandes mammaires murines sont infectées in vivo (Thése Hubert 2019). Concernant le MMTV,
celui-ci infecte les cellules épithéliales mammaires lors de leur division a la puberté ou
pendant la gestation (Ross et al. 2010) et les tumeurs viro-induites se développent a partir des
cellules luminales de la glande mammaire (Parisi et al. 2022). Enfin, la sensibilité des lignées
cellulaires épithéliales de glande mammaire humaine a été montrée pour différents virus. En
effet, les cellules MDA-MB-231 sont notamment sensibles a I'infection par le CMV (Branch et
al. 2021) tandis que les cellules MCF-7 sont sensibles a I'infection par le CMV (Branch et al.

2021) et le virus de la maladie de Newcastle (Ghrici et al. 2013).

Suite a la dissémination de YFV aux glandes mammaires murines, nous avons étudié la
capacité du virus a étre excrété dans le lait maternel. Dans ce but, et n’ayant pas acces a du
lait maternel de femmes infectées, nous avons utilisé le modéle murin A129. Nous avons mis
en évidence la nature infectieuse du lait maternel de souris infectées par la souche sauvage
Asibi, dans lequel nous avons détecté des titres viraux variants de 1,7 x 10> UPF/ml a 6,3 x 103
UFP/ml. La présence de virus infectieux dans le lait maternel renforce la possibilité d’une
transmission de souches sauvages de YFV par allaitement. Ces titres viraux sont cependant
plus faibles que ceux que nous avons observés pour ZIKV. En effet, les titres viraux de ZIKV
dans le lait maternel murin varient de 10° & 10° UFP/ml. Nous nous sommes également
intéressés a la forme virale dans le lait maternel et avons recherché la présence de particules
libres de YFV dans les mémes échantillons de lait. Apres élimination du culot cellulaire et de
la créme, nous avons détecté des titres viraux variants de 0 a 2,13 x 103 UFP/ml dans le
lactosérum, confirmant la présence de particules libres. Il serait intéressant de déterminer
I'origine de ces particules virales dans le lait maternel et donc d’étudier les mécanismes de
franchissement de I'épithélium mammaire (comme mentionner ci-dessus). La présence de
cellules infectées sera également étudiée apres isolement du culot cellulaire du lait maternel
de souris infectées, de méme que décrit précédemment pour ZIKV (par co-cultures avec des
cellules Vero en présence de CMC). Par ailleurs, il sera également intéressant d’investiguer
I’excrétion d’autres souches virales de YFV dans le lait maternel telles que la souche vaccinale

qui est transmise par allaitement chez 'Homme.
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Enfin, pour compléter les résultats obtenus avec le lait murin, la stabilité du virus dans le lait
maternel humain est en cours d’étude au laboratoire. Nous collaborons avec le Dr Virginie
Rigourd, directrice du lactarium de I’hopital Necker, qui nous fournit des échantillons de lait
maternel de donneuses consentantes. Les expériences sont réalisées directement le jour des
prélevements afin de ne pas modifier la composition du lait maternel par conservation de

celui-ci.

Le lait maternel murin étant infectieux et ’ARNv de YFV (souches 17DD et sauvage) ayant été
détecté dans le lait maternel humain, celui-ci pourrait étre véhicule du virus. Apres ingestion
de lait maternel infecté, pour qu’il y ait transmission virale au nourrisson, le virus doit franchir
un épithélium. Nous avons étudié le franchissement de I'épithélium intestinal car celui-ci se
trouve sur le trajet du lait infecté dans le tractus digestif et est une porte d’entrée connue
pour de nombreux virus, notamment pour les arbovirus ZIKV et TBEV. Nous avons montré que
les cellules Caco-2 (lignée entérocytaire) sont sensibles et permissives a I'infection. Bien qu’il
soit nécessaire de répéter les expériences avec la souche Asibi, la permissivité des cellules
Caco-2 a l'infection par les 3 souches virales semble comparable (environ 107 UFP/ml sont
détectées a 48h post-infection). Nous avions précédemment montré la permissivité des
cellules Caco-2 a l'infection par ZIKV mais les titres viraux détectés étaient de I'ordre de 10°

UFP/ml a 48h post-infection.

Nous avons ensuite étudié le franchissement de la barriere intestinale a I'aide d’'un modele in
vitro permettant I'obtention d’'une monocouche épithéliale polarisée. Nous nous sommes
d’abord intéressés a I'effet de I'infection YFV sur I'intégrité de la barriere intestinale et nous
avons observé que le virus n’entraine pas de rupture de I’épithélium intestinal in vitro. En
effet, nous avons évalué I'intégrité des monocouches par mesure de la TEER avant et apres
infection et nous n’avons pas observé de différence de résistance entre les monocouches
infectées et non infectées, tandis que le traitement par ’'EDTA a bien induit une chute de celle-
ci, démontrant que la barriére reste étanche aprés infection (au moins jusqu‘a 48h post-
infection). Par ailleurs, nous avons immuno-marqué la protéine de jonctions serrées ZO-1 et
nous avons observé une distribution membranaire continue dans les barrieres intestinales
infectées et non infectées, par immunofluorescence. Cette expérience sera répétée et
complétée par I'étude des niveaux d’expression protéique de ZO-1 par Western-Blot. Enfin,

des analyses histologiques de coupes de tissus intestinaux pourraient étre réalisées chez des
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souriceaux infectés par voie intra-gastrique, ou bien des analyses de la distribution des

jonctions serrées par immunofluorescence.

Les épithélia intestinaux étant étanche apres exposition a YFV in vitro, nous avons ensuite
étudié la capacité du virus a franchir la barriere intestinale. Nous avons observé que les 3
souches virales infectent et franchissement les monocouches intestinales in vitro. Les cellules
Caco-2 polarisées produisent des particules infectieuses aussi bien du c6té apical que
basolatéral. Du c6té apical, les cellules infectées par les souches Dakar, 17D-204 et Asibi
produisent 6,6 x 10’ UFP/ml, 1,4 x 10° UFP/ml et 5,5 x 10* UFP/ml & 48h post-infection,
respectivement. De méme, du coté basolatéral, le franchissement semble plus efficace pour
la souche Dakar que pour les souches 17D-204 puis Asibi. En effet, des particules infectieuses
ont été détectées dans le compartiment basolatéral a partir de 24h pour la souche Dakar (5,9
x 103 UFP/ml), 48h pour la souche 17D-204 (3,4 x 102 UFP/ml) et 72h pour la souche Asibi (1,2
x 102 UFP/ml). Cependant, I'expérience de franchissement de barriére par la souche Asibi
n’ayant été réalisée qu’une seule fois, il est indispensable de répéter celle-ci afin d’observer
si des différences d’efficacité de franchissement existent réellement. Bien que la production
de particules infectieuses soit moins importante du c6té basolatéral qu’apical, les 3 souches
virales franchissent la barriere intestinale in vitro. Afin de confirmer le mécanisme de
franchissement viral, des observations par microscopie électronique seront réalisées pour
vérifier I'infection des barriéres et le franchissement de la barriéere intestinale par YFV sera
étudié in vivo. Apreés infection de souriceaux du modéle A129 par voie intra-gastrique,
I'infection de ces derniers et la dissémination aux différents organes seront étudiées. Par
ailleurs, l'infection de leur épithélium intestinal sera évaluée et le tropisme de YFV y sera
déterminé par immunomarquage et cytométrie en flux. De plus, d’autres modeles permettent
d’étudier les interactions hote-pathogene au niveau de I’épithélium intestinal tels que les
organoides ou les entéroides intestinaux humains (Zachos et al. 2016). Ces modeles
permettent |'obtention de sphéroides tri-dimensionnels contenant les différents types
cellulaires de I’épithélium intestinal, permettant ainsi I’étude des différents types cellulaires
infectés. Enfin, le virus circulant dans le tractus digestif du nourrisson, il serait intéressant

d’étudier la stabilité de YFV a pH faible et dans les sucs gastriques.
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En conclusion, les mécanismes cellulaires étudiés dans ce projet sont comparables entre les
souches 17D-204, Dakar et Asibi. A l'instar de la souche vaccinale 17D-204, les souches
sauvages testées disséminant aux glandes mammaires murines, franchissant I’épithélium
mammaire de la mere et I'épithélium intestinal du nourrisson, celles-ci pourraient étre
transmises par allaitement au nouveau-né.

L’étude des mécanismes de transmission par allaitement est nécessaire a la prévention et a
I’évaluation des risques de transmission d’une mere infectée a son enfant allaité. Cependant,
d’autres modes de transmission reposent sur la présence de virus infectieux dans le lait
maternel. En effet, les produits laitiers peuvent étre a I'origine de la transmission de virus par
I’alimentation. Le TBEV peut étre transmis suite a I'ingestion de lait ou de produits laitiers
contaminés (Buczek et al. 2022) et des virus tels que le virus de I'hépatite E (Santos-Silva et al.
2022), le virus Maédi-Visna (Kalogianni et al. 2020) ou le virus de l'arthrite encéphalite caprine
(Narayan et al. 1985) ont été détectés dans le lait d’animaux infectés (e.g. vaches (Santos-Silva
et al. 2022), chévres (Santos-Silva et al. 2022) et moutons (Kalogianni et al. 2020)). Il serait
intéressant d’évaluer le risque de leur transmission par l'alimentation et d’étudier des
stratégies d’inactivation virale par traitement du lait contaminé (e.g. pasteurisation holder,

pasteurisation pretoria, congélation...) afin de controler leur transmission.
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Abstract: Most viruses use several entry sites and modes of transmission to infect their host (par-
enteral, sexual, respiratory, oro-fecal, transplacental, transcutaneous, etc.). Some of them are known
to be essentially transmitted via arthropod bites (mosquitoes, ticks, phlebotomes, sandflies, etc.), and
are thus named arthropod-borne viruses, or arboviruses. During the last decades, several arboviruses
have emerged or re-emerged in different countries in the form of notable outbreaks, resulting in a
growing interest from scientific and medical communities as well as an increase in epidemiological
studies. These studies have highlighted the existence of other modes of transmission. Among them,
mother-to-child transmission (MTCT) during breastfeeding was highlighted for the vaccine strain
of yellow fever virus (YFV) and Zika virus (ZIKV), and suggested for other arboviruses such as
Chikungunya virus (CHIKV), dengue virus (DENV), and West Nile virus (WNV). In this review, we
summarize all epidemiological and clinical clues that suggest the existence of breastfeeding as a ne-
glected route for MTCT of arboviruses and we decipher some of the mechanisms that chronologically
occur during MTCT via breastfeeding by focusing on ZIKV transmission process.

Keywords: arboviruses; mother-to-child transmission; breastfeeding; breast milk; intestinal ep-
ithelium; mammary epithelium; Zika virus; yellow fever virus; dengue virus; Chikungunya virus;

West Nile virus; barrier crossing mechanisms; viral transmission

1. Introduction: Arboviruses, Breastfeeding, and Milk-Borne Viruses

In 1881, Carlos Finlay was the first to hypothesize that a virus, especially yellow fever
virus (YFV), was able to be transmitted by mosquitoes [1]. As a revolution in the virology
field, Finlay’s hypothesis was furthermore confirmed in 1900. Thereafter, other viruses
were found to be transmitted by mosquitoes and other arthropods, such as ticks, phle-
botomes, or sandflies. In this context, the World Health Organization (WHO) [2] defined in
1967 arthropod-borne viruses or “arboviruses” as viruses that are naturally maintained
through biological transmission between susceptible vertebrate hosts by hematophagous
arthropods. Nowadays, more than 500 arboviruses have been identified, belonging to
different viral families and orders (Flaviviridae, Togaviridae, Rhabdoviridae, Reoviridae, Bun-
yavirales) but sharing the characteristic of being transmitted by arthropod vectors. About
20% of them are known to be pathogenic for humans [3].

In humans, arbovirus infections are essentially characterized by an asymptomatic
carriage or the development of mild non-specific symptoms such as fever, rash, arthralgia,
myalgia, or conjunctivitis [4]. More specifically, some arboviruses can also cause severe
symptoms such as brain disorders (West Nile virus (WNV), tick-borne encephalitis virus
(TBEV), Zika virus (ZIKV), etc.), hemorrhagic fevers (Crimea-Congo hemorrhagic fever
virus (CCHFV), YFV, dengue virus (DENV), etc.) [5], and/or severe arthritis (Chikungunya
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virus (CHIKYV), Sindbis virus (SINV), Ross River virus (RRV), etc.) [6]. Although arboviruses
are transmitted via arthropod bites, other modes of transmission have been highlighted
during the last ten years.

Since ZIKV infections of pregnant women were revealed to be associated with severe
outcomes in fetuses (called congenital Zika syndromes (CZS)), mother-to-child transmis-
sion (MTCT) of arboviruses must be further studied. MTCT of arboviruses could occur
before (antenatal or congenital), during (perinatal), and after (post-natal) delivery. While
prenatal MTCT of arboviruses and underlying mechanisms are nowadays well studied,
especially for ZIKV, perinatal and post-natal transmissions remain understudied. Perinatal
transmission of arboviruses to newborns could occur during delivery in case of lesions
that allow blood exchanges between a viremic mother and her infant. Nowadays, perinatal
transmission of arboviruses during delivery is considered low but has not really been
investigated.

In this review, we focus on post-natal transmission of arboviruses during breastfeeding
and the associated mechanisms.

Breastfeeding is defined as a post-natal continuum of the link between the mother and
the child. In opposition to the prenatal link of the mother—fetus dyad ensured by blood
exchanges through the placenta, the post-natal link between the mother and her newborn(s)
during breastfeeding is not systematic. This cultural practice is heterogeneously distributed
across the world: according to UNICEF, 20% of children who live in high income countries
never receive breast milk, against only 4% in low and middle income countries.

The WHO recommends to initiate breastfeeding within the first hour of life and keep
exclusively breastfeeding during the first six months to a year of life, depending on the
newborn’s and mother’s needs. Breastfeeding has been shown to provide many benefits to
the newborns. Not only does it meet the infant’s nutritional needs by providing energy and
nutrients, but it also promotes cognitive development and protects the newborn against
infectious and chronic diseases [7]. In order to meet the changing needs of the infant as
it grows, the composition of breast milk evolves between the first hours and weeks after
delivery. The first milk, called colostrum, plays an essential role in the post-natal maternal
immunity transfer as it is rich in blood factors such as maternal immune cells. As the
colostrum’s composition in lactose and lipids increases, the milk becomes more nutritious
and is first called “transitional”, then “mature” [8].

Although breast milk provides the newborn with nutritious, developmental, and
protective factors, it can also transmit deleterious chemical agents from the maternal
bloodstream such as nicotine [9], alcohol [10], and drugs [11], or pathogens such as bacteria
or viruses [12]. Historically, the first milk-borne virus identified was the Mouse Mammary
Tumor Virus (MMTV) [13]. Since then, three viruses were recognized to be efficiently
transmitted from mother to child during breastfeeding in humans, resulting in a chronic
infection in the newborn: cytomegalovirus (CMV), human immunodeficiency virus type 1
(HIV-1), and human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) [12,14]. Because components of
other viruses were detected in the colostrum and the breast milk (infectious viral particles,
viral genome, viral proteins), questions concerning the potential transmission of other
viruses during breastfeeding have been raised. Several arboviruses have been detected
in breast milk of infected mothers, raising alarm concerning the risk of transmission of
arboviruses to newborns during breastfeeding [15-25].

2. Epidemiological and Clinical Aspects of Milk-Borne Arboviruses

Several arboviruses have been described as being excreted in breast milk. In most
cases, only the viral genome was detected, but isolation of infectious particles from some
samples raises important questions regarding the risk of transmission to the infant through
breastfeeding. To date, the presence of four flaviviruses (WNV, DENV, YFV, ZIKV) and one
alphavirus (CHIKV) have been reported in colostrum and/or human breast milk (Table 1).

CHIKV—After returning from a region endemic for CHIKV, DENV, and ZIKV, a
28-year-old woman developed non-specific symptoms such as rashes and headaches with
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asthenia [15]. Three days after the onset of symptoms, only CHIKV infection was confirmed
by RT-PCR. CHIKV viral genome was also detected in breast milk 3 and 23 days after the
onset of symptoms, including after viral clearance from the bloodstream, demonstrating
viral persistence of CHIKV in breast milk. Breastfeeding of the 3-month-old infant was
interrupted as soon as the symptoms appeared, thus avoiding infection of the baby.

DENV—The viral genome of DENV has been detected in breast milk of infected
women from the first day to 14 days after onset of symptoms. The viral excretion kinetics of
DENYV in breast milk of infected women was monitored a few days before or after delivery
during a dengue epidemic in New Caledonia (December 2012 to October 2013) [16]. Unlike
viremia, whose representative curve over time has the appearance of a peak, the viral excre-
tion of DENV RNA in breast milk is characterized by a plateau associated with prolonged
detection of the viral genome 18 days after birth [16]. In this study, neonatal infection
associated with lack of viremia in umbilical cord blood suggests potential transmission
through breast milk. In another study, infectious particles of DENV were isolated from
breast milk, and MTCT of DENV during breastfeeding was strongly suggested in an infant
with DENV infection after being breastfed by an infected woman [18].

WNV—On 2 September 2002, a 40-year-old woman gave birth and received two red
blood cell concentrates from a donor, later diagnosed as infected with WNV. Thirteen days
later, anti-WNV-specific immunoglobulins M (IgM) were detected in the cerebrospinal fluid
(CSF), confirming mother’s infection with WNV. At day 16, WNV genome was detected
in her breast milk. Since breastfeeding was started on the day of birth, molecular and
serological diagnosis tests were performed on the infant, and no viral RNA was detected
but WNV-specific IgM were present [19]. The viral genome of WNV was also detected in
the colostrum of other women who had been infected before delivery [20].

YFV—Following vaccination against yellow fever, three cases of MTCT of the YEV
17DD vaccine strain via breastfeeding were suspected [22], of which one case was con-
firmed [21]. On 7 April 2009, a 22-year-old woman who gave birth by caesarean section
went to the hospital for post-surgical intervention and received the vaccine strain 17DD of
YFV because of the endemic context of yellow fever in Brazil. From 15 April, 23 days after
delivery, the breastfed infant developed fever accompanied by increasingly frequent and
intense convulsions. On 19 April, viral RNA from the 17DD strain as well as YFV-specific
IgM were detected in the cerebrospinal fluid (CSF) of the infant. Although the breast
milk was not tested, transmission of the YFV vaccine strain 17DD by breastfeeding was
confirmed following sequencing of the isolate from the infant’s CSE. Although the presence
of the 17DD vaccine strain was not investigated in breast milk, it was found that wild-type
YFV is excreted in breast milk four days after the onset of symptoms [26]. The transmission
of the 17DD vaccine strain to infants through breastfeeding was accompanied by severe
neurological pathogenicity, forcing authorities to contraindicate vaccination against yellow
fever during breastfeeding.

ZIKV—Due to the amplitude of recent ZIKV outbreaks, especially in Latin America in
2015-2016, the WHO declared a public health emergency of international concern (PHEIC)
and more studies were conducted on ZIKV. The viral genome of ZIKV has been detected
in the breast milk of several infected women [17,22,23,25,27-32]. This was quantified in
several studies, revealing substantial viral loads (2.9.104 to 2.4.10° copies/mL) [17,25,27],
significantly higher than those detected in the blood circulation (0 to 7.0.10* copies/mL) [22].
Large viral loads were mostly detected in breast milk between 3 and 5 days after the onset of
symptoms, however they could also persist far longer [17,30] and even after viral clearance
from the blood stream [17,27]. Thus, Sotelo et al. found a viral excretion of ZIKV in breast
milk 14 days (2.4.100 copies/mL), 23 days, and more than 30 days (2.2.10° copies/mL) after
the onset of symptoms, demonstrating the ability of ZIKV to persist in this biological fluid
and to be excreted during lactation [17]. The presence of infectious particles in breast milk
has also been repeatedly demonstrated in both colostrum and breast milk [17,23,25,28]
but, to our knowledge, the viral titer was never determined. Among the studies reporting
the presence of viral genome and/or infectious particles in breast milk, four cases of
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probable transmission of ZIKV from mother to infant through breast milk have been
found [23,27,31]. The newborns’ infections were demonstrated either by positive RT-qPCR
in serum and urine/saliva samples, or by the development of secondary microcephaly
(post-natal microcephaly) by one infant. Although vector-borne transmission can never be
excluded, one case [24] of ZIKV transmission to a newborn strongly suggests transmission
during breastfeeding as ZIKV vRNAs extracted from breast milk of the infected mother
and urine of the 5-month-old infant showed sequence identity to 99% [23,24]. In addition,
the advanced age of the infant (5 months) and the fact that he was sheltered from potential
vectors (air-conditioned housing) strengthen the plausibility of this mode of transmission.
Viral transmission during breastfeeding could therefore have been involved in the increase
of infected infants during the ZIKV epidemic in Latin America (2015-2016), though any
quantitation is impossible due to mosquito vectors pervasiveness.

Table 1. Epidemiological and clinical evidence of milk-borne arboviruses.

Virus Genus Evidence of MTCT during Breastfeeding References
) e  Viral genome detected in breast milk 3 and 23 days after symptom onset. )
CHIKV Alphavirus o Persistence in breast milk after viral clearance from the blood stream. [15]
e  Viral genome detected in breast milk 1 to 14 days after symptom onset.
e Persistence of viral genome in breast milk. [16]
e Infection of breastfed newborn but absence of viremia in umbilical cord blood.
DENV Flavivirus
e  Viral genome and infectious viral particles in breast milk.
e Infection of breastfed newborns (while absence of viremia in umbilical cord blood [18]
of one of them).
e  Viral genome detected in breast milk 16 days after transfusion. [19]
WNV Flavivirus
e Viral genome detected in colostrum. [20]
e Vaccination of breastfeeding mothers after delivery led to the presence of viral
genome in their infant’s CSF. [21,22]
YFV Flavivirus ~ ®  Vaccination of breastfeeding mothers after delivery led to the development of
meningoencephalitis by her newborn. [33,34]
e Viral genome of wild-type YFV detected in breast milk. [26]
e  Viral genome and infectious particles detected in breast milk.
e  Persistence up to 33 days after symptom onset. [17]
e DPersistence after clearance from the blood stream.
ZIKV Flavivirus e No transmission to the newborn but breastfeeding was avoided.

Viral genome and infectious particles detected in breast milk.
Transmission unclear (the only serum sample tested gave ambiguous results). [25]
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Table 1. Cont.

Virus

Genus

Evidence of MTCT during Breastfeeding References

Viral genome and infectious particles detected in breast milk.

Transmission to the newborn (RT-qPCR+: serum and urine).

Limited contact of the newborn with the exterior. Air-conditioned house. [23,24]
99% of sequence identity between mother’s breast milk and infant’s urine isolates.

Case 1:

Viral genome but no infectious particles detected in breast milk (day 5
post-symptom onset).
Transmission to the newborn (RT-qPCR+: serum and saliva).

Case 2: [27,35]

Viral genome but no infectious particles detected in breast milk (day 5
post-symptom onset).

Persistence after clearance from the blood stream.

Transmission to the newborn (RT-qPCR+: serum and urine).

Case 1:

Viral genome and infectious particles detected in breast milk.

No transmission to the newborn (RT-qPCR-: urine). (28]

Cases 2-3-4:

No viral genome in breast milk.

Viral genome detected in breast milk.

Persistence? Mother presented symptoms at 9 weeks of gestation but viral genome

detected 2 days post-delivery. [30]
Sequences of mother’s breast milk and infant’s urine clustered together.

Viral genome detected in breast milk.
Transmission to the newborn? (development of secondary microcephaly. But [31]
RT-qPCR-: serum).

Viral genome detected in breast milk.
No transmission to the newborn (RT-qPCR-: urine). [32]

Abbreviations: Chikungunya virus (CHIKV), Dengue virus (DENV), West Nile virus (WNV), Yellow fever virus (YFV), Zika virus (ZIKV),
Cerebrospinal fluid (CSF), Reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR).

Thus, MTCT of arboviruses, although difficult to demonstrate, has so far been con-
firmed for YFV and strongly suggested for ZIKV. As breastfeeding is essential for the
development and survival of infants in many underdeveloped countries, abstinence from
this practice due to maternal viral infection can be fatal for the infant. Therefore, it is neces-
sary to understand the molecular and cellular mechanisms involved in the transmission of
these viruses during breastfeeding in order to propose appropriate therapeutic strategies
while maintaining the breastfeeding process.

3. Mother-to-Child Transmission of Arboviruses during Breastfeeding and
Underlying Mechanisms

Conceptually, three main steps chronologically occur during MTCT of viruses dur-
ing breastfeeding (Figure 1). First, viral tropism and/or dissemination to the mother’s
mammary glands is a prerequisite for the virus to be excreted in breast milk. Then, viral
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particles need to cross the mammary epithelium to be delivered into the breast milk. Mech-
anisms involved in the productive infection of epithelial cells, their associated secretory
machinery as well as the physiology of the blood—milk barrier are important elements to
better understand this first step. Secondly, sufficient structural stability and persistence of
viral infectivity in breast milk need to be guaranteed for a virus to be transmitted during
breastfeeding. The efficiency of several treatments of contaminated breast milk (pasteuriza-
tion, freezing, etc.) to decrease viral infectivity are also addressed. Third, transmissibility
of milk-borne arboviruses to the breastfed newborn relies on the ability of the virus to cross
anatomical epithelial barriers of the tonsillar, respiratory, and/or gastro-intestinal tracts.
Identification of entry sites and facilitating factors could help to implement prevention
strategies. Since MTCT of arboviruses during breastfeeding has been neglected for a long
time, we emphasized this section on ZIKV, for which data were obtained in our laboratory
and others.
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Figure 1. A chronology of the three main events occurring during viral mother-to-child transmission by breastfeeding.

The first event consists of viral dissemination to mother’s mammary glands where viral infectious entities need to cross

the mammary epithelium to be excreted in breast milk (red box). Then, viral infectious entities that could be either cell-

associated viruses (CAVs), free viruses (FVs) or vesicle-cloaked viruses (VCVs) transit in breast milk in the presence of
diverse components such as milk fat globules (MFGs) or immunoglobulins A (IgA). At this stage, conservation of viral
infectivity needs to be ensured in breast milk (blue box). Finally, viral infectious entities can cross tonsillar (TE), respiratory
(RE), and/or intestinal (IE) epithelia to infect the breastfed newborn. As an example, viral infectious entities present in the

small intestine’s lumen need to cross the monostratified intestinal epithelium to reach the lamina propria (LP) (green box).

Step 1. Viral dissemination to mammary glands and excretion in breast milk.

The mammary gland structure and cell—The presence of mammary glands is an
exclusive characteristic of mammals. Unlike other organs, they develop both before and
after birth and undergo numerous structural and functional changes during the life of
female mammals, making them a dynamic organ. As exocrine glands, their main function
is to produce and excrete breast milk [36].

Like most organs, the mammary glands are made up of different cell types (stem
cells, epithelial cells, fibroblasts, adipocytes, endothelial cells, immune cells, neural cells)
participating in the structure and function of the organ [36]. Epithelial cells form a ramified
milk-producing structure that is anchored in a mass of fibro-adipose connective tissue, the
mammary stroma, which is composed of fibroblasts and adipocytes (Figure 2). Endothe-
lial, immune, and neural cells are primarily involved in the vascular supply, lymphatic



Viruses 2021, 13,1312

7 of 25

Stroma

Epithelial
structure

drainage, and innervation of the mammary glands, and are essential for their development
and functioning.
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Figure 2. General organization of the mammary gland and its epithelium. The mammary epithelium (pink) is a ramified

structure embedded in a fibro-adipose connective tissue: the mammary stroma (yellow). The epithelial structure is ramified

into different levels of lactiferous ducts leading to milk-producing alveoli. The bistratified mammary epithelium (black box)

is composed of luminal cells (pink) in contact with the lumen (white) and myoepithelial cells (orange) in contact with both
the basement membrane (blue) and the stroma.

The structure of the mammary epithelium varies between the milk ducts and the
mammary alveoli, but its general composition is common to both structures (Figure 2). The
mammary epithelium is composed of two cellular layers linked by intercellular junctions:
an internal layer in contact with the lumen of the mammary alveoli and lactiferous ducts
(luminal cells), and an outer layer resting on basal lamina in contact with the mammary
stroma (myoepithelial cells) [36].

The mammary gland as a target of viral infection—The excretion of viral particles
into breast milk requires viral spread from the bloodstream to mammary glands. Mammary
alveoli are surrounded by a network of blood capillaries that allow exchanges of nutrients,
oxygen, and also pathogens between the bloodstream and the mammary epithelial cells.
To be excreted into breast milk, viruses need to cross a barrier (e.g., blood—milk barrier).

For HIV, mammary barrier crossing does not occur by direct infection of the epithelium
as mammary epithelial cells do not express the CD4 receptor at their surface [37,38] and
are not susceptible to HIV-1 infection [38]. Viral particles in breast milk could be produced
by local immune cells or could have transcytosed across the mammary epithelium as
endocytosed virions were observed in primary mammary epithelial cells [38].

For HTLV-1, the virus in breast milk is cell-associated [39]. Leukocytes [39] that
transmigrated across the blood-milk barrier and mammary epithelial cells [40] are found
infected in breast milk.

For CMYV, local viral reactivation in lactating mammary glands leads to CMV shedding
into breast milk [41]. Infected leukocytes also cross the blood—-milk barrier as they are
detected in breast milk [42].

To this day, dissemination of arboviruses to female mammary glands and subsequent
excretion in breast milk are understudied. Therefore we put the emphasis on ZIKV, for
which data were obtained in our laboratory [43] and by Regla-Nava et al. [44].

In our laboratory, we showed that ZIKV disseminates to the mammary glands of
129S2/SvPas- Ifnar1"™48! mice (A129) after intra-peritoneal or sub-cutaneous inoculation.
We also demonstrated that primary human mammary epithelial cells are permissive to a
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productive ZIKV infection, suggesting that the human mammary epithelium could be the
source for viral particles detected in the breast milk of infected mothers. As the mammary
epithelium is composed of two types of epithelial cells, we assessed whether ZIKV infects
myoepithelial or luminal cells. Using luminal-like and myoepithelial-like cell lines, we
showed that both cell types are productively infected by ZIKV [43]. Myoepithelial cells
were also shown to be infected in vivo after systemic infection of AG129 mice by ZIKV [44],
confirming our results. As luminal cells specialize in the excretion of various molecules
(proteins, lipids, lactose, etc.) in breast milk, their secretory mechanisms could be exploited
by ZIKV for the viral shedding into breast milk. Since viral RNA has been detected in the
breast milk of an infected woman up to 33 days after the onset of symptoms, it would
be interesting to perform a long-term study to determine how long ZIKV is detected in
mammary glands. Indeed, mammary glands could play the role of reservoir and explain
the persistence of the virus in breast milk, since VRNA was absent from the woman’s
bloodstream while present in breast milk.

Furthermore, our experiments were carried out on non-lactating mice so it would
be interesting to study viral dissemination to mammary glands at other stages of its
development (during gestation or lactation), as important structural and metabolic changes
occur. The effect of lactation was studied by Regla-Nava et al. who observed high viral
loads in mammary glands of lactating mice at 5 to at least 11 days after inoculation. The
abundance and proliferation of breast epithelial cells during lactation could contribute to
the role of reservoir of the lactating mammary glands. In addition, phenotypic changes
induced by cell differentiation occurring during the lactation phase could allow the luminal
alveolar epithelial cells to be more susceptible to ZIKV infection.

Finally, we observed that pups breastfed by ZIKV-infected mothers did not gain weight
over time while pups breastfed by non-infected mothers grew well. In contrast, orally
infected pups through intra-gastric inoculation did not show any weight loss or stagnation
compared to non-infected pups. Therefore, these results suggest an effect of ZIKV infection
either on the mother’s behavior regarding breastfeeding or on milk composition and/or
excretion from the milk ducts. To address this hypothesis, it could be of interest to study
the effect of ZIKV infection on the mammary gland architecture as well as its milk secretion
and ejection functions.

Taken together, these results suggest a role of the mammary epithelium in the produc-
tion and excretion of viral particles into breast milk, but we cannot exclude that circulating
immune cells infected by ZIKV (e.g., monocytes, lymphocytes, etc.) could contribute
to the entry of ZIKV into the lactiferous compartment during their transmigration from
the bloodstream to breast milk, with the so-called “Trojan horse” mechanism. However,
persistence of viral RNA in breast milk suggests the existence of a reservoir within the
mammary gland. Infected immune cells could transmigrate through the mammary epithe-
lium during the viremic state, then newly produced particles could infect luminal epithelial
cells in the alveolar compartment, serving as a reservoir in the mammary gland as long
as the lactation state is maintained (Figure 3). As the nature of infectious viral entities
(free, cell-associated, or vesicle-cloaked particles) in breast milk is unknown, these three
mechanisms are plausible to this day.

Step 2. Effect of human breast milk on viral infectivity.

Breast milk composition—Breast milk is a biological fluid synthesized by the mam-
mary glands of all female mammals after delivery. Biochemically, whole breast milk is
defined as an emulsion of fatty globules rich in triglycerides (cream) and immersed in a
plasma solution. This plasma solution, or skim milk, is a suspension of insoluble casein
micelles bathed in the lactoserum, also called whey. The lactoserum is particularly rich in
carbohydrates (lactose), proteins (x-lactalbumin, lactoferrin, lysozyme, Igs, etc.), mineral
salts, and vitamins. Breast milk contains maternal immune cells (mainly myeloid precur-
sors, neutrophils, immature granulocytes, and T lymphocytes) [45] and maternal breast
epithelial cells.
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Figure 3. Hypothetical mechanisms of blood-milk barrier crossing by Zika Virus (ZIKV). In order to explain the presence of
ZIKV particles in breast milk of infected mothers, several mechanisms could occur. Free viral particles (dark red) present in
the bloodstream could sequentially infect myoepithelial cells (orange) and luminal cells (pink), resulting in the production
of free viral particles in breast milk. Infected immune cells from the bloodstream (blue) could cross the epithelial barrier via
the paracellular route by the « Trojan horse » mechanism, resulting in the presence of infected cells in breast milk that could
produce viral particles. The viral particles produced could productively infect the luminal cells of the epithelium resulting
in the presence of both cell-free and cell-associated ZIKV in breast milk. Infected epithelial cells could also be found in
breast milk after being split off from the epithelium. Finally, it cannot be excluded that vesicles containing multiple virions
could be produced by the mammary epithelium.

Many studies have reported the benefits of breastfeeding, such as protection against
respiratory infections, obesity, and sudden infant death syndrome [46]. However, although
breastfeeding provides many benefits to the infant, it may also not be recommended in
some cases of viral infection of the mother, as breast milk is a source of transmission of
several viruses [12]. These viruses can be transmitted as free viral particles like HIV-1 [47]
and CMYV [48], or in a cell-associated form, such as HIV-1 [47] and HTLV-1 [39]. Other
viruses could be transmitted through extracellular vesicles, since epithelial cells were shown
to be able to produce vesicle-cloaked viral clusters of rotavirus (RV) or norovirus (NV).
These vesicle-cloaked viral clusters provide an increase in viral stability and multiplicity of
infection [49].

The simultaneous presence of breast milk components and viral entities could lead to
interactions inducing an enhanced or decreased viral transmission to the newborn through
breastfeeding.

Effect of breast milk on the three main milk-borne viruses—The effect of human
breast milk on viral infectivity has been investigated in several studies, on the three main
milk-borne viruses: HIV-1, CMV, and HTLV-1.

It was demonstrated, in vivo and in vitro, that human breast milk induces a decrease
in HIV-1 infectivity. Pre-incubation of HIV-1 with human breast milk leads to a dose-
dependent reduction of HIV-1 infectivity in vitro, and a reduction of oral transmission to
mice in vivo [50]. An antiviral mechanism was suggested by Mabuka et al., as they showed
that HIV-specific antibodies capable of antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
(ADCC) are common in breast milk and are associated with a reduced risk of transmission
in women with high viral loads [51]. Another breast milk component, the lactoferrin (LF),
was shown to interfere with HIV-1 infection [52,53], probably by inhibiting viral adsorption
(Figure 4).
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Figure 4. Inhibitory mechanisms of viral infectivity by breast milk components. Human breast milk contains components
of different natures such as maternal cells (in green), the cream fraction (in yellow), the skim milk fraction composed of
lactoserum (in blue) and casein micelles (in brown) (Figure 4). The cream fraction contains milk fat globules, free fatty
acids (free FAs), and prosta-glandins. The lactoserum contains carbohydrates such as lactose, mineral salts, and a high
diversity of proteins such as immunoglobulins (Ig), lactalbumin (LA), vitamin A, monolaurin, lactoferrin (LF), soluble
viral receptors, and others. Lipases contained in breast milk digest triglyceride hearts of MFG when the milk fat globule
membrane (MFGM) is altered, generating free FA (yellow box). Free FA inactivate enveloped viruses such as Herpes simplex
virus type 1 (HSV-1), Vesicular stomatitis virus (VSV), Maédi—Visna virus (MVV), Sendai virus (SeV), Newcastle disease
virus (NDV), type A Influenza virus (IAV), Measles virus (MV), Hepatitis C virus (HCV), and arboviruses (red) such as
Sindbis virus (SINV), West Nile virus (WNV), Semliki forest virus (SFV), Ross river virus (RRV), Getah virus (GETV), and
Zika virus (ZIKV) by interacting with the viral envelope and altering viral particle integrity (yellow box). Soluble viral
receptors present in breast milk inhibit viral entry of viruses such as Cytomegalovirus (CMV) by interacting with viral
par-ticles contained in breast milk, thus inhibiting viral binding to cell receptors on target cells (blue box, dashed line).
LF inhibits viral entry by binding either to viral particles or to target cells (blue boxes, full line, first row). LF binds to
HCYV, Rotavirus (RV), Poliovirus (PV), type 1 Human immunodeficiency virus (HIV-1), HSV-1, Herpes simplex virus type 2
(HSV-2), or CMV. LF binds to target cells, inhibiting infection by PV, CMV, and arboviruses (red) such as SINV, SFV, Japanese
encephalitis virus (JEV), Mayaro virus (MAYV), dengue virus (DENV), Toscana virus (TOSV), Chikungunya virus (CHIKV),
or ZIKV. LF supposedly inhibits intracellular steps of the viral cycle like reverse transcription (RT), antigen synthesis, or
proviral integration into the host cell genome by yet unknown mechanisms (blue boxes, full line, second and third rows).
Maternal Igs present in breast milk can bind to viral particles, thus inhibiting their infectivity either by antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity (ADCC) or by neutralizing (black boxes, full line) arboviruses (red) such as GETV, RRV, and SFV.

Concerning the transmission of CMV during breastfeeding, it was shown that different
breast milk components have opposite effects on viral transmission. Clarke et al. showed
that vitamin A, monolaurin, and LF have an antiviral effect, while prostaglandins PGE2 and
PGF2« promote viral replication [48]. They also found that soluble forms of viral receptors
compete with cellular receptors for binding of CMYV, leading to a reduced adsorption of
viral particles to the target cell membrane (Figure 4).

Finally, it has been largely determined that breastfeeding over 6 months is associated with
MTCT of HTLV-1 [54]. The effect of breast milk or its components on HTLV-1 infectivity has
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not yet been studied but, as component concentrations vary over time during breastfeeding,
it is quite plausible that some of them may have an effect on HTLV-1 transmission.

Effect of lactoferrin on viral infectivity—The decrease in viral infectivity has often
been associated with the presence of LF (mentioned above), an iron-binding protein present
in breast milk. Indeed, it has been widely accepted since the 1990s that LF inhibits viral
replication by interfering with viral adsorption at the cell membrane (Hepatitis C virus
(HCV) [55,56], RV [57], Poliovirus (PV) [58], HIV-1 [52,53,59], Herpes simplex virus type
1 (HSV-1) [60-64], Herpes simplex virus type 2 (HSV-2) [60,62], and CMYV [48,53,65,66])
(Figure 4). Several mechanisms have been described at different steps of the viral cycle.
LF most probably inhibits the viral entry by binding either to viral particles or to target
cells, thus preventing their interaction. Indeed, it was demonstrated that LF is capable of
binding to viral envelope proteins such as E1 and E2 of HCV [67] or gp120 of HIV-1 [68], as
well as heparins of the target cell membrane during CMV infection [69-72]. Other teams
also found that LF can act during later steps of the viral cycle. Superti et al. suggested that
LF not only interferes with viral entry but also with viral antigen synthesis during active
RV infection, maintaining an antiviral effect after entry [57]. Finally, Ng et al. suggested
that LF could inhibit HIV-1 reverse transcriptase in a dose-dependent manner, and weakly
inhibits HIV-1 protease and integrase [73] (Figure 4).

On the other hand, LF has also been shown to exert a proviral effect on HTLV-1
replication. LF upregulates HTLV-1 LTR promoter activity resulting in an enhanced viral
expression [59]. Moriuchi et al. also found that the viral protein Tax transactivates the LF
gene promoter in myeloid-differentiated cells (HL-60) or mammary epithelial cells (MCF-7),
inducing the expression of LF and thus facilitating milk-borne transmission of HTLV-1 [74].

The effect of LF on arboviruses is detailed in a further paragraph.

Effect of free fatty acids on viral infectivity—The reduction of viral infectivity can
also be associated with an antiviral activity of lipids in breast milk. Welsh et al. showed that
unsaturated fatty acids and monoglycerides present in breast milk inactivate enveloped
viruses but not non-enveloped ones [75], suggesting that breast milk lipids disorganize the
viral envelope. Thormar et al. confirmed these results but also found that free fatty acids
become antiviral after breast milk storage at 4 °C and in infants’ stomachs within 1 h of
feeding [76]. It was shown by Pfaender et al. that after storage at 4 °C, concentrations of
free fatty acids in breast milk increase, which could explain the antiviral effect observed.
They suggested that, upon freezing and thawing, milk fat globule membranes surrounding
milk fat globules (MFGs) become altered and triglycerides inside the MFGs become ac-
cessible to lipases present in breast milk, resulting in an increase of free fatty acids [77,78].
The pre-incubation of enveloped viruses with free fatty acids impairs the integrity of the
viral envelope [76,79], confirming their antiviral role. The enveloped viruses tested were
Vesicular stomatitis virus (VSV), HSV-1, Maédi-Visna virus (MVV) [76], Sendai virus (SeV),
Newecastle disease virus (NDV), type A influenza virus (IAV), SINV and WNV [79]. An-
other observation confirming this model was made by Thormar et al. who observed that
the skim fraction is needed for the lipids to become antiviral, suggesting that the lipases
present in the skim fraction alter MFG integrity in the cream fraction [76] (Figure 4).

The effect of free fatty acids on arboviruses is discussed in the next paragraph.

Effect of breast milk on arboviruses—The effect of human breast milk on arboviral
infectivity was first studied in 1977 by Welsh et al., who showed that breast milk has an
antiviral activity on the replication of Getah virus (GETV), RRV, Semliki forest virus (SFV),
SINV and Bebaru virus (BEBV). They identified the origin of the antiviral activity as being
IgA neutralization for GETV, RRV, and SFV (but none was observed for SINV or BEBV)
and the cream fraction for SFV [75] (Figure 4). Then, in 1980, Kohn et al. identified the
free fatty acids as being responsible for the inhibition of SINV and WNYV infectivity [79].
Free fatty acids also interact with HCV, as found by Pfaender et al. Although HCV is
not an arbovirus, it is part of the Flaviviridae family and presents many similarities with
arboviruses belonging to the Flavivirus genus, such as ZIKV, YFV, and DENV. It was shown
that the storage of breast milk at 4 °C was responsible for both anti-HCV [77] and anti-
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ZIKV [80] activities. Finally, it was recently shown that the cream fraction is responsible
for anti-ZIKV activity of human breast milk stored at —20 °C, +4 °C, +22 °C, or +37 °C by
altering viral particle integrity [81].

In addition, LF was shown to have an antiviral effect on mosquito-borne viruses such
as SINV [82], SFV [82], Japanese encephalitis virus (JEV) [83], Mayaro virus (MAYV) [84],
DENYV [85], Toscana virus (TOSV) [86], CHIKV [87], and ZIKV [87]. LF mostly interferes
with viral entry by interacting with heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) that are bound
by flaviviruses before the receptor-mediated entry into the cell [88] (Figure 4).

Finally, it was recently suggested that components of the whey fraction can also be
antiviral. Extracellular vesicles and glycosaminoglycans contained in breast milk prevent
viral attachment to the cell surface of ZIKV and Usutu virus (USUV) [89].

It is essential to investigate the effect of breast milk on arbovirus stability and in-
fectivity as high viral loads are present and persist in breast milk of infected mothers,
thus representing a risk of transmission to the newborn and development of severe symp-
toms. Although the effect of breast milk has been studied on arboviruses such as GETV,
RRYV, SFV, SINV, WNV, BEBYV, and recently, ZIKV, no data are yet available concerning
other arboviruses that are probably transmitted during breastfeeding, such as YFV [33,34],
DENV [90], and CHIKV [15].

Milk treatment strategies to inactivate milk-borne viruses—Different strategies,
based on heating or freezing milk, have been tested to find efficient ways to neutral-
ize viral infectivity in breast milk samples (Table 2) and allow women of any country to
provide their infants with the benefits of breastfeeding, despite their infection. Eradication
methods of viruses from breast milk that would not impair the structure or the amount
of immunological and nutritional factors in breast milk would be a crucial tool to protect
newborns from chronic infection.

The effect of long or rapid heating of milk samples containing infectious particles
from CMV-positive mothers has been assessed. The Holder pasteurization process consists
of heating at 62.5 °C for 30 min and was shown to effectively inactivate CMV particles
in breast milk [91,92]. High-temperature short time (HTST) treatment consists of heating
the milk samples at 72 °C for a few seconds and was also shown to efficiently neutralize
CMV particles contained in breast milk [93]. Finally, freezing milk samples at —20 °C
provided unclear results concerning the risk of transmission of CMV through breastfeeding.
Although it was observed that milk storage at —20 °C for 3 days decreases 99% of viral
infectivity [91], several research teams observed contradictory effects. Either the infectivity
was not completely eliminated [94], or it was not eliminated in all the samples tested [95].
Therefore, CMV particles were not efficiently eliminated from breast milk stored at —20 °C,
regardless of the length of storage from 4 to 10 days [94-96]. When the length of freezing
was extended to 20 days, viral particles were completely inactivated in the milk samples [96].
The differences observed between these studies could depend on the viral load in the
different breast milk samples. Among these strategies, only HTST treatment and freezing
at —20 °C do not significantly impair breast milk composition in immunological and
nutritional components [93,97].

The effect of different breast milk heating strategies on HIV-1 infectivity has been
studied. The Holder pasteurization process was proven effective at viral inactivation
in breast milk [98] but it leads to a decrease of IgA [99], vitamins [100], and LF [101].
Pretoria pasteurization consists of bringing water to a boil and immediately placing a jar
of milk inside (while having removed the water from the heat source). This technique
heats the milk to about 56 to 62.5 °C for 10 to 15 min. This technique is effective at viral
inactivation [102] and does not significantly impair the immunological factor content of
breast milk [103]. Flash-heat treatment consists of placing a jar of milk in water, then
bringing it to a boil. This process was shown to efficiently inactivate HIV-1 particles in
breast milk [103,104] without decreasing immunological components [105]. Although some
of these treatments are effective and feasible at home, the WHO does not recommend any of
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these heat strategies but favors that HIV-positive mothers keep breastfeeding their infants
while receiving highly active antiretroviral therapy (HAART) [106].

Table 2. Viral inactivation strategies in breast milk.

Virus Treatment Vlf‘al ) Immunological (IgA, LE, Lysozym.e). or Nutritional References
Inactivation Components Composition
Holder
Pasteurization + Decrease of immunological components [91,97,100,101]
(62.5 °C-30 min)
HTST . . .
(72°C-5-15'5) + No significant decrease of immunological components [93]
CMV Freezing
(-20°C) o . .
~ No significant decrease of immunological components [97]
Viral inactivation References
3 days + [91]
4-10 days +/— [94]
7 days +/— [95]
10 days - [96]
20 days + [96]
Holder
Pasteurization + Decrease of immunological components [97-101]
HIV-1 (62.5 °C-30 min)
Pretoria
pasteurization + No significant decrease of immunological components [102,103]
(56-62.5 °C-10-15 min)
Flash-heat + No significant decrease of immunological components [103-105]
HTLV-1 (j?féj% h) + ND [107]
+4°C
(at least 1 day) * ND (811
+37°C
ZIKV (atleast 2 h) + ND [81]
—20°C
(at least 10 h) * ND (811
+22°C
(at least 10 h) * ND (811
Pasteurization + ND 80]

(62.5 °C-30 min)

Legend: +: successful inactivation of viral infectivity. -: unsuccessful inactivation of viral infectivity. ~: unclear. +/—: not completely
inactivated. ND: not determined.

The effect of milk treatment strategies on HTLV-1 infectivity has unfortunately been
understudied. To our knowledge, only freezing at —20 °C has been studied. This technique
destroys the HTLV-1-infected cell content in breast milk [107]. In endemic regions such
as Japan, pregnant women are screened for HTLV-1 antibodies [108]. When a mother is
identified as infected, bottle feeding is recommended. Although this strategy was proven
to be effective at decreasing MTCT of HTLV-1 during breastfeeding [109], it deprives
newborns of the benefits of breastfeeding. Thus, milk treatment strategies would enable
infected mothers to keep breastfeeding.

Very few studies have investigated the effect of milk treatment strategies on ar-
boviruses. To our knowledge, the effect of different milk storage temperatures on viral
infectivity has only been studied on ZIKV. As mentioned previously, breast milk storage at
20 °C, +4 °C, +22 °C, or +37 °C [81] and breast milk pasteurization [80] successfully inacti-
vate viral particles. Although these studies provide valuable information, viral inactivation
was observed using breast milk from healthy mothers after incubating free viral particles.
In breast milk of infected mothers, however, the virus could be cell-free, cell-associated,
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or even vesicle-cloaked, possibly making these milk treatments inefficient against ZIKV
in vivo.

Step 3. Transmission to the newborn via oral route.

After ingestion of breast milk, milk-borne viruses need to cross an epithelial barrier
in order to disseminate into the host organism. They can cross the tonsillar and intestinal
barriers, which are located on the way of infected breast milk in the digestive tract, or
they could even cross the respiratory barrier as many newborns are affected by dysphagia.
Dysphagia is characterized by a difficulty in swallowing and can result in the penetration
of breast milk into the lungs. Although it is difficult to evaluate the incidence of dysphagia
among infants, it was reported that it may affect up to 25% of all children [110].

3.1. Viral Crossing of the Tonsillar Barrier

The tonsillar barrier—Tonsils are lymphoid organs located in both the nasal and
buccal cavities and play an important role in the immune response against respiratory and
orally transmitted microorganisms.

In the buccal cavity, the tonsillar barrier is a pluristratified squamous epithelium
that forms deep tonsillar crypts, at the base of which are found micropore cells that are
specialized in antigen transport. Beneath the epithelium are located lymphatic nodules
with germinal centers that participate in the immune function of the tonsils by producing
new lymphocytes and activating the immune response [111]. Although tonsils allow
recognition and elimination of foreign organisms, some viruses are able to cross them,
either by infection or by transcytosis.

Tonsillar barrier crossing by orally transmitted viruses—Tonsillar barrier crossing
has been determined for Epstein-Barr virus (EBV) and HIV.

It has been well documented that EBV particles are secreted into patients’ saliva [112-115]
at high viral loads [113]. Two mechanisms of oral transmission were found. First, Tugizov et al.
showed that EBV can cross an in vitro model of the tonsillar barrier through both apical-
to-basolateral (AP-to-BL) and basolateral-to-apical (BL-to-AP) transcytosis, with approxi-
mative efficiencies of 10 and 20%, respectively. AP-to-BL transcytosis of EBV is initiated
by macropinocytosis while caveolin-dependent endocytosis mediates BL-to-AP transcy-
tosis [116]. Secondly, it was found that EBV infects the epithelial barrier, using primary
tonsillar epithelial cells [117] or a stratified epithelium in vitro [118], resulting in a release
of infectious viral particles by the BL pole.

HIV, a milk-borne virus, targets different cell types in the tonsils. In the late 1990s,
HIV was shown to infect tonsillar leucocytes either on infected patients [119,120] or when
exposed in vitro to cell-free HIV [121]. Another study identified HIV-infected immune cells
in mechanically disaggregated human tonsillar tissue after in vitro infection as expressing
CD4 (T cells), CD11c (dendritic cells), or CD68 (monocytes) [122]. However, in order
to reach these immune target cells in vivo, the virus would have to cross the external
epithelium. No mechanism has yet been determined but Maher et al. showed that HIV
particles are capable of binding to external epithelial cells [123]. Although the mechanism
of HIV crossing is not known, it was shown using simian models that cell-free HIV infects
external epithelial cells within the tonsils of infected macaques [124], suggesting that the
virus could reach the germinal centers by productively infecting the epithelial barrier. As
viral entities of HIV from breast milk can be either cell-free or cell-associated [47], several
mechanisms could co-exist to enable HIV crossing through the tonsillar barrier.

3.2. Viral Crossing of the Respiratory Barrier

In the first instance, it might seem peculiar to address interactions between milk-borne
viruses and the respiratory barrier. However, the respiratory barrier crossing by milk-borne
viruses could be relevant in the context of MTCT of arboviruses during breastfeeding as
newborns are often affected by dysphagia, a process implicating breast milk penetration into
the respiratory tract during drinking [110]. As breast milk of arbovirus-infected mothers
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contains high viral loads and/or infectious particles, this biological fluid may thus represent a
risk of transmission to the newborn via the respiratory tract during breastfeeding.

The respiratory system is composed of the upper and lower respiratory tracts. The
upper part refers to the nasal cavity, pharynx, and larynx. The lower part refers to the
trachea, bronchi, bronchioles, and alveoli.

The respiratory epithelium varies in structure throughout the respiratory tract. Four
different structures are found: the pseudo-stratified epithelium (in the nasal cavity and
in the highest part of the lower tract), the stratified squamous epithelium that lines the
pharynx, the simple cuboidal epithelium located in the bronchioles, and the simple squa-
mous epithelium that allows gas exchanges in the alveoli [125]. Although different defense
mechanisms co-exist along the respiratory tract, some viruses have acquired the ability
to bypass them in order to infect the organism. Among them, rhinoviruses [126], coron-
aviruses [127,128], Respiratory Syncytial Virus (RSV) [129,130], and influenza viruses [131]
alter the respiratory barrier integrity resulting in its disruption, while MERS-CoV [132] can
also productively infect the respiratory epithelium and be released from its BL side.

Concerning arboviruses, ZIKV, JEV, WNV, and USUV were shown to productively
infect primary nasal epithelial cells cultivated in air-liquid interface (ALI) conditions [133].
While no disruption of the barrier function was observed, only JEV and WNV were shown
to efficiently be released basolaterally and cross the respiratory barrier. Those first data, in
accordance with the detection of arboviral RNA in nasopharyngeal swabs, could also be
a clue for potential infection of the newborn respiratory epithelium through exposure to
contaminated breast milk.

3.3. Viral Crossing of the Intestinal Barrier

The intestinal barrier—The intestinal barrier is a vast semi-permeable barrier that
allows the absorption of nutrients while preventing the transport of pathogens. The
intestinal barrier is a monostratified epithelium composed of different cell types. The most
abundant cells are enterocytes, but other cells are found such as goblet cells, Paneth cells,
and microfold cells (M cells) that all differentiate from intestinal stem cells located at the
bottom of deep intestinal crypts (Figure 5). Under the epithelial monolayer is located the
gut-associated lymphoid tissue (GALT), which is composed of isolated immune cells that
are anchored to the monolayer or free in the lamina propria, lymphoid follicles such as
Peyer patches and mesenteric lymph nodes. Overlying the follicles, the follicle-associated
epithelium (FAE) is enriched by M cells that play a major role in the immune response
and tolerance as they have a high capacity of transcytosis, thus allowing antigens crossing
toward immune tissues. Although the intestinal epithelium is a tight monolayer expressing
tight junction proteins that allow the barrier function, and containing the GALT that
allows its immunologic function, some viruses have developed mechanisms to cross the
intestinal barrier.

Intestinal barrier crossing by orally transmitted viruses—Several orally transmitted
viruses have been found to cross the intestinal barrier: viruses transmitted through the
oro-fecal route such as Hepatitis A virus (HAV), RV, PV, and NV, or viruses transmitted
during breastfeeding such as HIV, CMV, and HTLV-1. A variety of mechanisms have been
acquired by these viruses in order to cross the intestinal barrier (Figure 5). Some infect
enterocytes without inducing a disruption of the monolayer, like HAV [134] or HIV [135],
while others induce a loss of barrier integrity, like RV [136] and CMV [137]. Another
viral crossing mechanism consists in transcytosis through enterocytes by viruses such as
HIV [138] and HTLV-1 [139], or through M cells like HIV [135], PV [140], and NV [141]
(Figure 5).
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Figure 5. The intestinal barrier: anatomy and viral crossing. (A) The intestinal barrier is a monostratified epithelium
composed of different cell types that all differentiate from pluripotent stem cells (yellow) located at the bottom of the
crypts: enterocytes (orange), goblet cells (pink), Paneth cells (blue), and microfold cells (M cells) (green). Underlying
the epithelium, the gut-associated lymphoid tissue is composed of free and anchored immune cells. Over the lymphoid
follicles, the follicle-associated epithelium is enriched by M cells. (B) The intestinal barrier can be crossed by paracellular
crossing by Rotavirus (RV), by enterocyte infection by RV (*: after paracellular crossing), Human immunodeficiency
virus (HIV), Hepatitis A virus (HAV), and Zika virus (ZIKV), by transcytosis through enterocytes by HIV, type 1 Human
T-cell lymphotropic virus (HTLV-1), and Tick-borne encephalitis virus (TBEV), or by transcytosis through M cells by HIV,
Poliovirus (PV), and Norovirus (NV). The only arboviruses (red) that were reported to cross the intestinal barrier are TBEV

and ZIKV.

In the late 1980s, an in vitro model of an intestinal barrier was developed using
the Caco-2 cell line (from a human colorectal adenocarcinoma). Caco-2 cells grown on
polycarbonate filters for approximatively 20 days form a tight monolayer that allows
studying viral crossing and barrier integrity. Using this model, the Caco-2 cell line was
shown to be permissive to HAV [134], HIV [135], and RV [136]. The infection by HAV leads
to a production of viral particles by both AP and BL sides with a lower production efficiency
from the BL side and without loss of epithelium integrity. HIV infection of Caco-2 cells is
dependent on the expression of a receptor called galactosyl-ceramide (GalCer) and leads to
no disruption of the intestinal barrier. The infection of enterocytes by RV induces either
an alteration of tight junctions or apoptosis in Caco-2 monolayers in vitro, and leads to a
rupture of the intestinal barrier [136]. The apoptosis is induced through the mitochondrial
pathway [142] and is dependent on the NSP4 viral protein. Interestingly, RV was shown to
be produced in the form of large vesicles containing several virions in the feces of mice and
pigs [49].

Other viruses cross the intestinal barrier by transcytosis through enterocytes. It was
shown for HIV that the virus crosses a tight Caco-2 monolayer by transcytosis that is
dependent on GalCer expression [138]. Bomsel et al. also showed that during BL-to-AP
transcytosis, intracellular Igs target the viral particles, thus inhibiting the viral transport
across the cell [143]. Transcytosis of HTLV-1 was demonstrated by our team using the
in vitro model of Caco-2 tight monolayer [139]. We showed that transcytosis of HTLV-1
through enterocytes does not alter barrier integrity or the virus’s ability to infect underlying
human dendritic cells.

Transcytosis of viral particles across the intestinal barrier was also shown to occur
in M cells. It was shown on an in vitro model of Caco-2 monolayers enriched with M
cells that HIV particles are transported across M cells by transcytosis. Briefly, to induce
M cell differentiation, B cells were added to the BL side of Caco-2 monolayers and M cell
differentiation was checked by microscopy and by measuring the transcytosis capacity
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of the monolayers. Only X4 virions were found to cross M cells by transcytosis [135].
PV was also shown to cross M cells by transcytosis [140]. It was found that after PV
type 1 infection of human Peyer’s patches explants, viral particles would preferentially
adhere to M cells, and intracellular vesicles containing virions were observed by electron
microscopy. The penetration of PV into M cells was also confirmed in vivo on a simian
model [144]. NV was shown to cross polarized murine intestinal epithelia in vitro by
transcytosis through M cells [141]. These results were confirmed in vivo on a mouse
model. After oral inoculation of NV, transient depletion of M cells was associated with a
decreased infection [145]. Interestingly, it was also shown that NV is shed in feces in the
form of vesicles containing numerous viral particles that remain intact during feco-oral
transmission [49].

3.4. Viral Crossing of Epithelial Barriers by Arboviruses

After inoculation of infected breast milk through the oral tract, milk-borne arboviruses
could cross the three epithelial barriers mentioned above: the tonsillar, the respiratory, and
the intestinal barriers.

No arbovirus has yet been found to cross the tonsillar barrier, possibly due to the lack
of research on that topic. The tonsillar epithelium could be an entry site for arboviruses
as infected breast milk is in contact with the tonsils during its transit in the oral tract. The
mechanisms described above for orally transmitted viruses could be used by milk-borne
arboviruses to cross the tonsillar barrier.

Concerning the respiratory barrier crossing, several arboviruses (JEV and WNV) were
shown to cross an in vitro model of the nasal epithelium, but no study was performed
on primary human airway epithelia. Although the mechanisms described could be used
by milk-borne arboviruses, viral dissemination into the host organism most likely occurs
across the intestinal barrier.

In the context of breastfeeding, arboviruses are likely to reach the intestinal barrier as
the pH of newborns’ stomachs is buffered by breast milk and significantly higher than the
pH of an adult stomach [146]. Arboviruses like ZIKV [147] or TBEV [148] were shown to be
stable at low pH or even in gastric juices for TBEV [149]. To this day, TBEV and ZIKV are
the only arboviruses that have been shown to cross the intestinal barrier in experimental
models. Using the Caco-2 model, Yu et al. showed that TBEV crosses the monolayers via
transcytosis during the early stage of infection, and via the paracellular route five days
after infection because of an impaired barrier integrity [150] (Figure 5). In our laboratory,
we showed that the exposure of different Caco-2 clones to several ZIKV strains (isolated in
Brazil in 2016 or in French Polynesia in 2013) leads to their infection. Using the polarized
Caco-2 monolayer model, we observed no alteration of the epithelial barrier integrity and
found a production of infectious viral particles from both the AP and BL sides, with a
lower production efficiency from the BL side (Figure 5). In vivo, we demonstrated that oral
inoculation of ZIKV to newborn A129 mice leads to their infection associated with neuro-
invasion and a high mortality rate [151]. Additionally, we showed that the infection of
breastfeeding dams post-partum results in a transmission of ZIKV RNA to their pups [151],
thus demonstrating that breastfeeding might be a transmission route of ZIKV.

4. Discussion, Unanswered Questions and Future Directions

Both epidemiological and physiological evidence has been obtained regarding MTCT
of arboviruses during breastfeeding. Viral genomes of CHIKV, DENV, WNV, and ZIKV
were detected in mature breast milk or colostrum of infected women and shown to persist
for long periods of time, even after viral clearance from the bloodstream (CHIKV and ZIKV).
Additionally, infectious viral particles of DENV and ZIKV were detected in breast milk.
Due to either limited volumes or low viral loads, the infectious nature of breast milk was not
assessed for CHIKV, WNV, and YFV, but the existence of infectious particles in breast milk is
not excluded. In several cases, newborns of arbovirus-infected mothers were also infected
while no viral genome was detected from umbilical cord blood, eliminating the possibility
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of transplacental transmission. Although it is difficult to exclude a possible vector-borne
transmission, two arguments demonstrate YFV transmission through breastfeeding and
strongly suggest ZIKV transmission. First, three cases of transmission of the vaccine strain
17DD of YFV (17DD-YFV) occurred after post-partum vaccination of breastfeeding mothers,
leading to the infection of their newborn with 17DD-YFV. Because the 17DD-YFV can infect
the Aedes aegypti midgut but does not disseminate to the salivary glands, preventing its
transmission to a novel host [152-155], the infection of the newborns with this vaccine
strain demonstrates the transmission through breastfeeding. In parallel, WT YFV was
shown to be excreted in breast milk, as VRNA was recently detected in mature milk [26].
Secondly, ZIKV was transmitted from a mother to her child and sequencing of breast
milk and urine isolates revealed 99% of sequence identity. The advanced age of the child
(5-month-old) excludes transplacental transmission and his very limited contact with the
exterior, as well as the air-conditioning, limit a possible mosquito-borne transmission.

To explain MTCT during breastfeeding, three mechanisms are mandatory: viral
dissemination to the mammary gland, viral stability in breast milk, and epithelial bar-
rier crossing.

Due to the lack of studies on viral infection of the mammary glands, only ZIKV was
shown, by our team, to disseminate to mammary glands after sub-cutaneous infection.
Although we showed an important role of the mammary epithelium in viral replication
and excretion into breast milk, other mechanisms cannot be excluded. As maternal immune
cells cross the blood-milk barrier during lactation, infected immune cells could be present
in breast milk. Immune cells in lactiferous ducts could also produce viral particles that
could infect the epithelium, creating a viral reservoir that would explain the persistence of
ZIKV in breast milk after its clearance from the bloodstream [17]. Finally, a desquamation
of the mammary epithelium could lead to the presence of infected epithelial cells in breast
milk. To determine which mechanism is responsible for breast milk infectivity, the form of
the virus in breast milk should be identified using milk from infected mothers. As there is
no ongoing epidemic, mice models are essential. Mouse milking was described in several
publications [156-158] but the process is delicate and provides small volumes of breast
milk, making it complicated to determine whether infected cells are present.

For breast milk to be infectious, viral stability needs to be maintained. Several studies
have found an antiviral effect of breast milk on arboviruses. Since 1977, the cream fraction
has been thought to be responsible for inactivating enveloped viruses in breast milk but
recent data have challenged this assumption, as it was determined in several studies that
the antiviral activity is only observed after milk treatment (4 °C or heat treatment). Fresh
milk did not show any antiviral activity on ZIKV (or HCV) and still represents a risk in
transmission of infectious particles to the newborn during breastfeeding.

LF was shown to inhibit the infection by many mosquito-borne viruses by interacting
with HSPG, but all studies (except one [85]) were performed in vitro, in the absence of
breast milk and its multiple components. One study was performed on mice models but
the virus was pretreated with LF alone in vitro before being injected intra-cranially. The
study of each breast milk component on its own is not relevant to the overall effect of
breast milk on viral infectivity. For CMV and HIV-1, different breast milk components
were shown to be antiviral on their own; however, both these viruses are still transmitted
during breastfeeding. Therefore, two approaches should be prioritized to appropriately
investigate the effect of breast milk on viral infectivity: the study of viral inactivation
in vitro should be performed in the presence of fresh breast milk from either infected or
non-infected mothers (as it was shown by Conzelmann et al. that preincubation of ZIKV
with fresh breast milk does not result in viral inactivation), and in vivo studies should be
carried out to study transmission and infection of breastfed pups. Animal models were
used to demonstrate the transmission during breastfeeding of DENV [90], WNV [159], and
SFV [159] using hamster pups, as well as ZIKV [151] and WNV [160] using mouse pups.

After oral inoculation, arboviruses present in breast milk need to cross an epithelial
barrier. It could be either the tonsillar, intestinal, or respiratory barrier, but milk-borne
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arboviruses most likely cross the intestinal barrier. Today, the only arbovirus for which
MTCT through breastfeeding has been studied, in an experimental murine model, is ZIKV.
We showed, in vivo, that ZIKV is transmitted from infected mothers to breastfed newborn
mice and we identified, in vitro, that the intestinal barrier allows viral replication and
excretion of infectious virions from both AP and BL sides of polarized enterocyte-like cells.
Although ZIKV crosses the intestinal barrier, it does not exclude a potential role of the
other epithelial barriers as the ability of ZIKV to cross them has not been investigated. For
other flaviviruses potentially transmitted during breastfeeding, such as DENV or YFV, the
intestinal barrier could be an entry site as they share many similarities with ZIKV.

5. Conclusions

Although the main transmission route of arboviruses is vector-borne, other modes
of transmission have been determined following large outbreaks that occurred in the
last decades. Neglected for long, MTCT during breastfeeding was found for the vaccine
strain of YFV, strongly highlighted for ZIKV, and suggested for CHIKV, DENV, and WNV.
Additionally, a milk-borne transmission of TBEV to humans following the consumption of
infected dairy products was also demonstrated, thus highlighting viral stability in milk.
However, the only arbovirus for which MTCT during breastfeeding has been studied at this
point is ZIKV, which disseminates to the mammary glands of infected mothers, is excreted
into breast milk, and crosses the intestinal barrier, infecting newborn mice. Understanding
the mechanisms of dissemination to the mammary gland, excretion into breast milk, and
epithelial barrier crossing is essential to develop efficient tools to prevent the transmission
of infectious viral particles to the newborn. Breast milk from infected mothers would
allow us to determine the nature of viral entities, and more advanced culture tools such
as organoids could bring new insight concerning the associated mechanisms. Finally, the
study of the mechanisms associated with viral inactivation in breast milk could allow us to
improve milk treatment strategies.

Additionnal remark about the search strategy: The search strategy was devised on
the PubMed database for articles published up to 28 February 2021. Briefly, it included
searches for the following items: $1 (“Arbovirus Infections” [Mesh]) OR (arbovirus OR
arbovirus infections OR flavivirus OR togavirus OR bunyavirus OR reovirus); $2 (“Breast
Feeding” [Mesh:NoExp] OR “Milk, Human” [Mesh]) OR (breast feeding OR breastmilk
OR breast milk OR breast fed OR breastfed OR human milk OR lactation); the combination
of these two search strategies produced 405 results. A second search strategy included
a combination of $3 (“Arbovirus Infections” [Mesh]) OR (arbovirus OR arbovirus infec-
tions OR flavivirus OR togavirus OR bunyavirus OR reovirus)) AND ((“Breast Feeding”
[Mesh:NoExp] OR “Milk, Human” [Mesh]) OR (breast feeding OR breastmilk OR breast
milk OR breast fed OR breastfed OR human milk OR lactation)) with $4 ((“Disease Trans-
mission, Infectious” [Mesh:NoExp]) OR “Infectious Disease Transmission, Vertical” [Mesh])
OR ((transmission OR detection OR persistence) AND (virus)) that led to 196 references.
The search strategy was initiated by C. Cecilio and one author (S.D.) screened the titles and
abstracts of articles identified from the database search. For potentially eligible articles,
full-text papers were obtained and independently processed for data extraction by S.D.,
PE.C and A.V. In very few cases, responding to such requirements, works found on Google
Search were also included.
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Abstract: Zika virus (ZIKV) is a mosquito-borne RNA virus belonging to the Flavivirus genus of the
Flaviviridae family. During the 60 years following its discovery in 1947, ZIKV caused little concern
for public health as the associated infection was reported as mostly asymptomatic or inducing
mild symptoms. However, since 2013, severe neurological symptoms have been associated with
ZIKV infection, compelling the World Health Organization to declare a Public Health Emergency of
International Concern. Among those symptoms, neurological birth defects may affect children born to
mothers infected during pregnancy. Additionally, during the past 8 years, ZIKV transmission through
breastfeeding has repeatedly been suggested in epidemiological studies and demonstrated on a
mouse model by our team. To better understand the biological factors controlling ZIKV transmission
through breastfeeding, we investigated the nature of the viral entities excreted in the breast milk
of infected dams and evaluated viral transmission to breastfed pups. We show that both cell-free
and cell-associated virus is excreted into breast milk and that ZIKV is efficiently transmitted to the
breastfed pups. Additionally, we studied murine breast milk cell types, and identified a majority of
mammary luminal cells. Finally, we investigated the effect on ZIKV infectivity of several breast milk
components that are antiviral against different viruses such as lactoferrin (LF) and lactalbumin (LA),
or free fatty acids (FFA). We showed no effect of LF and LA, whereas FFA inactivated the virus. These
results bring new insight concerning the mechanisms of ZIKV transmission during breastfeeding and
identify biological factors modulating it. These elements should be considered in risk assessment of
ZIKV mother-to-child transmission.

Keywords: mother-to-child transmission; breastfeeding; milk cells; antiviral; fatty acids

1. Introduction

Zika virus (ZIKV) is an arthropod-borne virus (arbovirus) belonging to the Flaviviridae
family and to the Flavivirus genus. It was first identified in 1947 in the Zika forest in
Uganda and caused little concern for public health as ZIKV infection was reported as being
mostly asymptomatic or associated with mild symptoms. During the following 60 years,
only 14 human cases were reported in Southeast Asia and Africa [1]. In 2007, the first
Zika fever outbreak ever described occurred in Yap islands, resulting in the infection of
approximatively 5000 inhabitants (73% of the population) [2]. An even larger outbreak
occurred in 2013-2014 in French Polynesia, causing approximatively 28,000 estimated cases
of infection [3]. Two small outbreaks occurred that same year in New Caledonia where
1400 cases were described and in the Cook Islands where over 900 cases were reported [4].
Following the introduction of ZIKV in Brazil in 2015 [5], a large outbreak happened causing
440,000 to 1,300,000 cases [6], thus compelling the World Health Organization to declare a
“Public Health Emergency of International Concern”.
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As 80% of ZIKV infected individuals remain asymptomatic, the number of cases
estimated during these epidemics is undervalued. After a small incubation period, 20%
of infected people developed mild symptoms such as fever, skin rashes, and joint pain.
However, since 2013, severe neurological symptoms have been associated with ZIKV
infection [7]. In adults, Guillain—Barre syndrome (GBS) is the most common neurological
complication, but other pathologies have been reported such as sensory polyneuropathy,
sensory neuronopathy [7], and meningitis [8]. During the French Polynesian outbreak,
the risk of developing a ZIKV-related GBS was estimated to be 0.24 per 1000 cases of
infection [9]. Neurological birth defects, called the congenital Zika syndrome, have also
been associated to ZIKV infection: children born to mothers infected during pregnancy can
develop severe microcephalies, ocular abnormalities, or show decreased brain tissue [10].

ZIKV is mostly transmitted to humans by Aedes aegypti mosquitoes but interhuman
transmission can also occur during sexual intercourse or from mother-to-child in utero [11].
During the past 8 years, ZIKV transmission through breastfeeding has repeatedly been
suggested in epidemiological studies [12] and has been demonstrated on a mouse model
by our team [13]. Epidemiological studies have reported the presence of viral RNA (VRNA)
and/or infectious particles in the breast milk of infected mothers as well as viral persistence
in breast milk after clearance from the blood stream [12]. In addition, a case of secondary
microcephaly was recently reported in a breastfed infant who was negative for ZIKV at birth
and showed a normal head circumference. The newborn was exclusively breastfed and
ZIKV was isolated in the mother’s breast milk [14], raising concern about the transmission
of ZIKV during breastfeeding.

Breast milk is mainly composed of water and contains maternal cells, carbohydrates
(e.g., lactose), fat, proteins, and minerals [15]. In human breast milk, both breast-derived
and blood-derived cells are found. Blood-derived immune cells represent a small minority
of the milk cells (<2% in mature human milk), whereas the vast majority come from the
mammary gland (luminal, myoepithelial, progenitor, and stem cells). Among those, luminal
and myoepithelial cells represent 98% in human milk [16]. The different components of
breast milk can be separated by centrifugation into a cell pellet, the lactoserum and the
cream fraction. The lactoserum, also called whey, is the liquid fraction rich in proteins,
lactose, and minerals, whereas the cream fraction contains the milk fat globules (MFG). The
latter are composed of a triple-layered milk fat globule membrane (MFGM) surrounding
a triglyceride core [17]. The composition of breast milk varies with different factors such
as the species, nutrition, or stage of lactation [15]. Indeed, during the first hours after
birth, the breast milk is rich in immunological components and called colostrum, whereas
transitional and mature milk produced in the following weeks become richer in nutritional
factors and poorer in leukocytes.

Although protective components are transmitted to the newborn during breastfeed-
ing, deleterious factors such as drugs or pathogens can also be passed on. For humans,
three viruses are recognized as efficiently transmitted during breastfeeding: human im-
munodeficiency virus type 1 (HIV-1), human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1), and
cytomegalovirus (CMV) [12]. These milk-borne viruses are excreted in human breast milk
in a cell-free (HIV-1 [18], CMV [19]) or cell-associated (HIV-1 [18], CMV [19], HTLV-1 [20])
form and transmitted to the infant, resulting in a chronic infection.

As breast milk components and viral entities are simultaneously present in the milk,
their interaction could lead to an enhanced or decreased viral transmission to the newborn
during breastfeeding. Indeed, some breast milk components such as prostaglandins [21]
have been shown to be proviral, whereas others such as lactoferrin (LF), monolaurin, or
free fatty acids [12] are antiviral. Breast milk has been suggested to have an antiviral effect
on some arboviruses [22], but it was further shown that the antiviral effect on ZIKV was
caused by the storage of breast milk samples at 4 °C [23]. The authors showed that the
storage of the samples leads to an increase in the free fatty acid content [24] and suggested
a role of the latter in viral inactivation. Although milk stored at 4 °C exerted an antiviral

199



200

Viruses 2022, 14, 851

30f 15

effect, fresh breast milk from healthy donors was then tested and shown not to inactivate
ZIKV [25], raising alarm concerning its transmission during breastfeeding.

Although cases of probable transmission of ZIKV from infected mothers to breastfed
newborns have been reported [12], other case reports showed a lack of transmission by
breastfeeding [26]. Therefore, biological or genetic factors controlling the transmission
should be investigated (viral load, viral form, immunological status, stage of lactation, etc.).

In this paper, by using an established murine model for ZIKV infection [27], we show
the infectious nature of breast milk isolated from ZIKV-infected dams and we identify the
nature of viral entities in breast milk as being both cell-free and cell-associated. We also
determine that the majority of milk cells in murine breast milk are mammary epithelial cells.
Finally, we investigate the effect of several breast milk components on ZIKV infectivity
(LE lactalbumin (LA), and free fatty acids) in order to better understand the biological
factors regulating the transmission.

2. Materials and Methods
2.1. Animal Model

A129 mice (12952 /SvPas-Ifnarltm1Agt) were used to carry out the experiments, a
well-established model to study ZIKV infection. They were housed and bred at the animal
facilities of the Institut Pasteur which are accredited by the French Ministry of Agriculture
for breeding and performing experiments on live rodents.

2.2. Ethics Statement

Experiments on animals were performed in compliance with French and European
regulations on care and protection of laboratory animals (EC Directive 2010/63, French Law
2013-118, 6 February 2013). All experiments were approved by the Ethics Committee #89
and registered by the French “Ministere de I'Enseignement Supérieur, de la Recherche et de
I'Innovation” under the reference “APAFIS#16119-2018071314475930 v1” (date of approval:
19 November 2018). Use of genetically modified mice (A129) was approved by the institu-
tional instances and the French “Ministere de I’Enseignement supérieur, de la Recherche et
de I'Innovation” under the reference no. 2194 (date of approval: 6 October 2017).

2.3. Virus Strains and Cell Lines

All experiments were carried out using two ZIKV strains belonging to the Asian
lineage (Brazil /2016, GenBank: KU991811; H/PF13, GenBank: KX369547), amplified in
Vero E6 cells as previously described [28]. ZIKV suspension was added to Vero E6 cell
monolayers at 37 °C and 5% CO; for 2 h in DMEM supplemented with 2% fetal bovine
serum (FBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 100 U/mL penicillin,
and 100 pg/mL streptomycin (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). After
adsorption, the inoculum was removed and replaced by DMEM containing 2% FBS and
10 mM Hepes (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). After 2 days of culture,
supernatants were centrifuged at 500x g for 10 min and aliquoted for storage at —80 °C
until titration by plaque forming assay. These supernatants were used as inoculum for
animal infections and in vitro experiments.

Vero E6 cells (CRL-1586, ATCC) and Caco-2 cells (Clone TC7, SCC209, Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, MO, USA) were grown in DMEM medium supplemented with L-glutamine
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 10% FBS, 100 U/mL penicillin, and
100 pg/mL streptomycin. They were maintained at 37 °C and 5% CO, for culture.

2.4. Mouse Infection and Sample Collection

For in vivo experiments, 6- to 13-week-old A129 females and males were housed and
bred for mating according to animal welfare recommendations. Lactating A129 mice were
infected subcutaneously from 1 to 11 days post-partum with 10® PFU of the Brazil /2016
strain of ZIKV. Blood samples were collected at 3 days post-infection in tubes containing
15 mM EDTA (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and subjected to
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plaque forming assays and RNA extractions to monitor the mothers’ infection. For milk
sample collection at 4 days post-infection, the dams were isolated from their pups for 2 h 30
to 3 h to allow the accumulation of milk in the mammary glands. To stimulate the ejection
of milk from the alveoli into the lactiferous ducts, the dams were injected intra-peritoneally
with 250 uL of ocytocine (Ocytovem, Ceva Santé Animale, Libourne, France) and put in
contact with their pups during a few minutes. The dams were watched closely to let the
pups start suckling but prevent them from drinking all the breast milk. After stimulation,
the dams were anesthetized by intra-peritoneal injection with 100 uL of an anesthetic mix
containing 5 mg/kg of xylazine (Rompun, Bayer, Leverkusen, Germany) and 80 mg/kg
of ketamine (Imalgene, Boehringer Ingelheim, Ingelheim am Rhein, Germany). Breast
milk was collected with a Pasteur pipette by massaging the mammary glands. To evaluate
the transmission, spleens were collected from euthanized pups and subjected to RNA
extraction and RT-qPCR.

2.5. Milk Fraction Isolation

To separate the different fractions of breast milk, whole milk samples were centrifuged
at 5000 x g for 15 min. The cream fraction, the whey, and the cell pellet were then separated
and washed twice in PBS at 5000 g for 15 min in order to increase their purity.

2.6. Viral RNA Extraction

vRNAs were extracted from plasma samples (obtained by blood centrifugation at
2000x g for 15 min), whole milk, cream fractions, whey fractions, and spleens, using the
QIAamp viral RNA mini kit (Qiagen, Hilden, Germany). Spleens were stored at —80 °C
before vVRNA extractions. Spleens were thawed in PBS and dissociated using the Bullet
Blender Storm shredder (Dutscher, Bernolsheim, France) in the presence of 3.2 mm steel
beads (Next Advance, Troy, MO, USA). Spleen suspensions were centrifuged at 2000 x g
for 10 min and the supernatants were used for vRNA extractions.

2.7. RT-gPCR

Reverse transcription was performed using random hexamers and the Maxima H
Minus Reverse-Transcriptase kit (Invitrogen). Quantitative PCR was performed using 5 uL.
of template cDNA, with 10 uL of MasterMix (iTaq Universal SYBR Green Supermix, Biorad,
Hercules, CA, USA), 500 nM of each ZIKV NS5-specific primer (Forward: 5-~AAR TAC
ACA TAC CAR AAC AAA GTG GT-3'; Reverse: 5'-TCC RCT CCC YCT YTG GTC TTG-
3'), and using the following program: 10 min/95 °C, followed by 40 cycles of 15s/95 °C,
20 s/60 °C, and 30 s/72 °C (Mastercycler Eppendorf Realplex, Hamburg, Germany).
Quantification analysis was realized using a standard curve of a ZIKV-encoding plasmid.

2.8. Viral Titration by Plaque Forming Assays

Vero cell monolayers were exposed to 10-fold dilutions of plasma, whole milk, cream,
and whey samples in DMEM-2% FBS during 2 h at 37 °C and 5% CO,. After viral adsorp-
tion, the inocula were removed and replaced with DMEM-2% FBS-1.6% carboxymethyl
cellulose. The cells were cultured for 5 days at 37 °C and 5% CO,. After three washes
in PBS, Vero monolayers were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 15 min at room
temperature (RT) and colored with crystal violet (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA).

2.9. Co-Culture

Infectious center assays were performed by co-culturing milk cells with Vero E6 cells
after 3-fold dilutions of 1 million milk cells in DMEM-2% FBS for 2 h at 37 °C and 5% CO,.
DMEM-2% FBS-1.6% carboxymethyl cellulose was added and the co-cultures were kept for
6 days at 37 °C and 5% CO,.

After three washes in PBS, Vero monolayers were fixed in 4% PFA for 15 min at RT
and colored with crystal violet.
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2.10. Immune Staining and Flow Cytometry

After washing the cell pellets from breast milk samples twice in PBS, anti-mouse
CD16/CD32 antibodies (Invitrogen) were added for 20 min at RT in order to block mouse
antibody recognition. They were diluted in MACS buffer (FBS-2% EDTA-0.5% BSA) at
a ratio of 2:50. After a wash in PBS at 400x g for 4 min, the extracellular antigens were
stained for 1 h at RT in the dark (ratio 1:50 for antibody:MACS) as follows: anti-mouse
CD45 stained with eF450 (Invitrogen), anti-mouse CD24 stained with APC (Invitrogen), and
anti-mouse CD49f stained with PE (Invitrogen). The following steps were all performed in
the dark. After two washes in PBS, cells were fixed using 4% PFA for 15 min at RT. After
two washes in PBS, cells were resuspended in PBS-10% cell fix (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA).

2.11. Cytotoxicity Assays

Vero or Caco-2 cells were incubated with DMEM-2% FBS, dimethyl sulfoxide (DMSO),
or different concentrations of free fatty acids, LF or LA for 2 h at 37 °C. Cell layers were
washed and cultured in DMEM-2% FBS at 37 °C and 5% CO,. Cell viability was assessed
at 48 h of culture by an MTT colorimetric assay (thiazolyl blue tetrazolium bromide, Sigma-
Aldrich). Cytotoxicity results can be found in Supplementary Figures S1 and S2.

2.12. Viral Particle Incubation with Lactoferrin, Lactalbumin, Ethanol, or DMSO

ZIKV particles were incubated with DMEM-2% FBS or different concentrations of LF,
LA, ethanol, or DMSO for 1 h at 37 °C before infection at a multiplicity of infection (MOI)
of 1. ZIKV infectivity was assessed using the Caco-2 cell line as, physiologically, ZIKV
and breast milk are in contact with the newborn’s intestinal barrier. Viral inocula were
added to Caco-2 monolayers in DMEM-2% FBS for 2 h at 37 °C and 5% CO,. The inocula
were replaced by DMEM-2% FBS and the cells were cultured at 37 °C and 5% CO; for 48 h.
Cell layers were washed twice in PBS and subjected to vVRNA extraction and RT-qPCR as
described above.

2.13. Viral Particle Incubation with Free Fatty Acids

Viral inocula were incubated at 37 °C for 0 h, 1 h, 4 h, or 6 h and titrated in triplicates
by plaque forming assays as described below (Tables 1 and 2).

Table 1. Free fatty acids were purchased from Sigma and resuspended at the following concentrations
either in ethanol or DMSO.

Fatty Acid Stock Concentration (mg/mL) Solvent Reference
C10:0 30 Ethanol Sigma C1875
C14:0 12 DMSO Sigma M3128
C18:0 22 Ethanol Sigma 54751
C18:1 100 DMSO Sigma 01008
C18:2 100 DMSO Sigma L1376
C18:3 100 DMSO Sigma L2376

Table 2. ZIKV (10° PFU) was incubated either with DMEM-2% FBS, 4% PFA, or with the following
non-cytotoxic concentrations of free fatty acids.

Assay Concentration

Fatty Acid (mg/mL) Condition
C10:0 0.6 Physiological [29]
C14:0 2 Physiological [29]
C18:0 2 Physiological [29]
C18:1 4 Maximum non-cytotoxic
C18:2 35 Maximum non-cytotoxic
C18:3 0.5 Physiological [29]
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2.14. Cell Incubation with Free Fatty Acids, Lactoferrin, or Lactalbumin

Caco-2 cells were incubated with DMEM-2% FBS or different concentrations of free
fatty acids, LF, or LA for 1 h at 37 °C before ZIKV infection (MOI 1). Viral inocula were
added to Caco-2 monolayers in DMEM-2% FBS for 2 h at 37 °C and 5% CO, then replaced
by DMEM-2% FBS. The cells were cultured at 37 °C and 5% CO for 48 h. Cell layers were
washed twice in PBS and subjected to VRNA extraction and RT-qPCR as described above.
The results can be found in Supplementary Figure S4.

2.15. Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using Prism 9.1.0 software. The number of
experiments and the statistical tests used are detailed in the legends of the figures and
presented as mean =+ SD.

3. Results
3.1. ZIKV Is Efficiently Transmitted to Breastfed Pups

In order to study the transmission of ZIKV to breastfed newborn pups, 6- to 13-week-
old female mice were mated with male mice. They were infected once with ZIKV (10° PFU)
through the subcutaneous route, between 1 and 11 days post-partum depending on the day
of parturition. Infection was assessed by RT-qPCR and plaque assays performed on plasma
samples collected at 3 days post-infection. Breast milk samples and pup spleens were
collected at 4 days post-infection in order to investigate the presence of ZIKV (Figure 1A).
Plasma samples were obtained by blood centrifugation and approximatively 10> vVRNA
copies were detected per microliter of plasma and 108 infectious particles per milliliter of
plasma, confirming the infection of the dams with ZIKV (Figure 1B).
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Figure 1. ZIKV is efficiently transmitted to breastfed pups. (A): Methodology of in vivo infections
and sample collection for all mouse experiments. Female A129 dams were infected at 1 to 11 days
post-partum with 10° PFU of the Brazil /2016 strain of Zika virus (ZIKV) through the subcutaneous
route (SC). Blood samples were collected from the dams at 3 days post-infection to assess ZIKV
infection. Milk samples and pups’ spleens were collected at 4 days post-infection to investigate the
presence of ZIKV. (B): Dam infection was assessed by RT-qPCR (a) (1 = 33 mice) and plaque assays
(b) (n = 23 mice) in the plasma. (C): Transmission was evaluated by RT-qPCR in the spleens of the
pups (n = 83 pups). ****: Significantly different (p < 0.0001) by Mann-Whitney test (p < 0.05).
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Pup infection was investigated by amplifying vRNA from pup spleens by RT-qPCR
(Figure 1C). More than 90% of the pups that were breastfed by ZIKV-infected mothers were
infected, with an average of 42.3 vVRNA copies/mg of spleen.

3.2. Infectious Particles Are Excreted in Murine Breast Milk

To evaluate the risk of transmission of ZIKV to the newborn, the presence of ZIKV
was investigated in breast milk samples of infected dams. The dam infections and sample
collection were performed as previously described and murine breast milk was harvested
at 4 days post-infection (Figure 1A). To assess the infectious nature of the breast milk,
the presence of infectious particles was investigated by plaque assays. The tests were
performed either in whole breast milk samples or in fractions isolated by three spin-wash
cycles (Figure 2A). To assess infectivity of breast milk, the latter was subjected to plaque
assays and revealed 3.41 x 108 PFU/mL (£standard deviation (SD) = 4.8 x 10%, 11 samples)
of whole milk. The cream and whey fractions contained, respectively, 1.09 x 107 (£SD = 107,
5 samples) and 1.12 x 10% (£SD = 1.4 x 10%,5 samples) PFU/mL, demonstrating a high
concentration of free infectious viral particles in murine breast milk (Figure 2B).
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Figure 2. Infectious particles are excreted in murine breast milk. (A): Female dams were MOCK
or ZIKV-infected with the Brazil /2016 strain as described in Figure 1. Breast milk samples were
collected at 4 days post-infection and centrifuged to separate the cream fraction, the whey, and the
cell pellet. The cream and whey fractions were isolated and further centrifuged twice with PBS to
increase their purity. (B): The concentration of infectious viral particles in whole breast milk or breast
milk fractions was determined by plaque assays (whole milk: n = 11; cream and whey: n = 5).

3.3. Murine Breast Milk Cells Are in Majority Mammary Epithelial Cells

To determine which cell types are present in murine breast milk, we isolated the cell
content from murine breast milk samples collected as previously described (Figure 1A).
After separation of the different breast milk fractions by centrifugation, the cell pellet
was washed twice in PBS in order to eliminate free viral particles. Immune staining and
flow cytometry were performed to determine the cell types present in murine breast milk
(Figure 3A). To detect epithelial and immune cells, anti-CD24 and anti-CD45 antibodies
were used, respectively. An average of 70.9% (n = 2) and 88.5% (n = 7) of epithelial cells
were detected in the breast milk of MOCK-infected and ZIKV-infected dams, respectively.
An average of 2.85% and 1.28% of immune cells were detected in MOCK (n = 2) and
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ZIKV (n = 7) breast milk samples (Figure 3B,D). To further characterize the epithelial
cells detected in murine breast milk, CD49f expression was studied as it is differentially
expressed by mammary epithelial cells. Indeed, luminal cells are CD24"g" /CD49f* while
myoepithelial cells are CD241°" /CDA49f*, and progenitor cells (immature luminal cells) are
CD24high /CD49f"ig". In all breast milk samples, the majority of cells were CD24M8h /CD49f*
with an average of 68% in MOCK samples (1 = 2) and 79.1% in ZIKV samples (1 = 7). No
clear population of CD241°" /CD49f* cells was detected in any of the samples, while some
(MOCK: 2/2; ZIKV: 5/7) contained CD24high /CD49fhigh cells ranging from 1.24% to 8.6%
in MOCK samples and 1.88% to 15.2% in ZIKV samples (Figure 3C,E).
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Figure 3. Breast milk cells of infected or non-infected mice are in majority mammary epithelial
cells. (A): Breast milk samples collected from MOCK or ZIKV-infected dams with the Brazil /2016
strain at 4 days post-infection were centrifuged to separate the cream fraction, the whey, and the cell
pellet. The cells were then subjected to two spin-wash cycles in PBS in order to eliminate any free
viral particles left from the liquid fractions. Antigen expression was analyzed by immune staining
and flow cytometry. (B): Anti-CD45 and anti-CD24 antibodies were used to detect and quantify
immune and epithelial cells respectively. (C): CD49f expression was used to identify mammary
epithelial cells among the CD45-negative cells determined in (B). The results of one experiment are
presented (MOCK: n = 2, ZIKV: n = 7). (D): histogram representation of CD45-positive (immune) or
CD24-positive (epithelial) cells in breast milk of MOCK or ZIKV-infected dams (MOCK: n = 2, ZIKV:
n =7). (E): histogram representation of mature and immature luminal mammary cells in breast milk,
determined among the CD45-negative cells (MOCK: n = 2, ZIKV: nn = 7).

3.4. Infectious Cell-Associated ZIKV Is Excreted in Murine Breast Milk

In order to determine whether cells present in the milk are capable of transmitting
the infection, co-cultures were performed between milk cells (purified as previously)
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and permissive target cells (Vero) in presence of carboxymethylcellulose (CMC). Vero
cell infection was assessed by the observation of plaque formation after crystal violet
staining (Figure 4A). In the same murine breast milk samples, the viral titers in whole
milk (Figure 4B) and the number of infectious cells per million of total cells (Figure 4C)
were determined. While viral titers in whole breast milk ranged from 6.33 x 10* to
1.08 x 10° PFU/mL (mean: 3.41 x 108 PFU/mL) in samples collected from ZIKV-infected
dams, the number of cells capable of transmitting the infection ranged from 1.65 x 10! to
2.3 x 10* cells/10° cells (mean: 5 x 103 cells/10° cells), with a correlation between whole
milk titers and the number of infectious cells (Spearman test, rho = 0.9).
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Figure 4. Infectious cell-associated ZIKV is excreted in murine breast milk. (A): Female dams were
MOCK or ZIKV-infected with the Brazil /2016 strain as described in Figure 1. Breast milk samples
were collected at 4 days post-infection and cell pellets were purified by three spin-wash cycles in PBS
to eliminate free viral particles. (B): The viral titers in the same breast milk samples were determined
by plaque assay on Vero cells. (C): For each sample (n = 6), duplicates of one million cells were
serially diluted and co-cultured with Vero cells for 2 h at 37 °C. The cells were then co-cultured in
medium containing carboxymethylcellulose for 6 days at 37 °C. After three PBS washes and PFA 4%
fixation, the cell layers were stained with crystal violet and plaques were counted manually. * and **:
Significantly different (B: p = 0.0015; C: p = 0.023) by Mann-Whitney test (p < 0.05).

3.5. Lactoferrin and Lactalbumin Are Not Antiviral against ZIKV

In order to identify proviral or antiviral breast milk factors, the effect of LF and LA on
ZIKV infectivity was studied by pre-incubation of different physiological concentrations (as
reported in human breast milk [30,31]) of these factors with viral particles and subsequent
infection of Caco-2 cells. The Caco-2 cell line was chosen to assess ZIKV infectivity because,
physiologically, ZIKV and breast milk are in contact with the newborn’s intestinal barrier.
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The infection of the target cells was quantified by RNA extraction and vRNA amplification
by RT-qPCR (Figure 5). Approximatively 10° vRNA copies/ ug of total RNA were detected
in the Caco-2 cells with no significant difference between the non-treated, LF-treated, and
LA-treated virus, suggesting the absence of effect of these factors on ZIKV infectivity.
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Figure 5. Lactoferrin and lactalbumin are not antiviral against ZIKV. ZIKV H/PF13 particles were
incubated with culture medium (NT), lactoferrin, or lactalbumin (at physiological concentrations
of human milk) for 1 h at 37 °C before infection of Caco-2 cells (MOI 1). At 48 h post-infection, cell
layers were washed twice in PBS. After intracellular RNA extraction, viral RNAs were amplified by
RT-qPCR (1 = 3). ns: Non significantly different by Kruskal-Wallis test (p < 0.05).

3.6. Free Fatty Acids Are Antiviral against ZIKV

In order to identify whether free fatty acids exert antiviral activity against ZIKV, as they
have been shown to inactivate other enveloped viruses, viral particles were pre-incubated
with six free fatty acids present in human breast milk (C10:0, C14:0, C18:0, C18:1, C18:2, and
C18:3) before Vero cell infection and titration by plaque assay (Figure 6A). Viral particles
were either pre-incubated with culture medium, PFA 4%, free fatty acids, or the solvent
used to resuspend them (either ethanol or DMSO) (Table 1). The cytotoxicity assays of
free fatty acids on target cells can be found in Supplementary Figure S1 and only non-
cytotoxic concentrations were used for the antiviral assays (Table 2). No inactivation of
the non-treated virus was observed over time, while pre-incubation with PFA 4% resulted
in the inactivation of the virus in less than 1 h (first time point tested) as expected. The
saturated fatty acids C10:0 and C14:0 exerted no effect on ZIKV infectivity for up to 6 h
of incubation while C18:0 became antiviral after 4 h (Figure 6B). The mono-unsaturated
fatty acid C18:1 inactivated ZIKV in less than 1 h of incubation, while the poly-unsaturated
fatty acids C18:2 and C18:3 inactivated ZIKV in 4 h (Figure 6B), suggesting a role of the
unsaturations in viral inactivation. The pre-incubation of the viral particles with ethanol
or DMSO resulted in a slight decrease in viral infectivity for most of the concentrations
tested except for the C18:0 control which decreased 5 log at 6 h of incubation. But as C18:0
inactivated ZIKV in less than 4 h of incubation (when the solvent did not), these results
suggest an antiviral effect of C18:0.
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Figure 6. Free fatty acids are antiviral against ZIKV. (A): The fatty acids tested are either saturated
fatty acids (SFA), mono-unsaturated fatty acids (MUFA), or polyunsaturated fatty acids (PUFA). Their
nomenclature, structure, and abundance in human milk at 4 weeks after delivery (Cruz-Hernandez,
2013) are listed in the table. (B): To determine whether free fatty acids exert antiviral activity, 10° PFU
of ZIKV particles (Brazil/2016) were incubated with culture medium (NT), paraformaldehyde 4%
(PFA), free fatty acids (FFA), or the solvent used to dilute them (solvent) for 6 h. At several time
points (0 h, 1 h, 4 h, and 6 h), the viral titers were determined by plaque assays (1 = 3).

4. Discussion

Since the 2007 outbreak, it has repeatedly been suggested that ZIKV can be transmitted
to newborns through breastfeeding [12]. However, since several case reports described
no transmission of ZIKV from infected mothers to their newborn [26], biological factors
regulating the efficiency of this route of transmission might exist (viral load, viral form,
immunological status, stage of lactation, breast milk composition, etc.). We investigated the
role of breast milk and its components in viral transmission using a well-described animal
model for ZIKV infection: A129 mice.

ZIKV has previously been shown, by our team [28] and Regla-Nava et al. [32], to
disseminate to the mammary glands of infected mice. Here, we investigated the ability
of ZIKV to be excreted in breast milk. High viral titers (10° PFU/mL) were detected in
the breast milk of infected breastfeeding dams. Between the 12 milk samples tested, viral
titers ranged from 6.33 x 10* to 1.08 x 10° PFU/mL of milk. Infectious particles had also
been detected by Regla-Nava et al. in the breast milk of AG129 mice after amplification
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on Vero cells [32]. To better characterize the milk-associated virus, we separated different
milk fractions. The cream and whey fractions were separated from the cell pellet by cen-
trifugation and further isolated by several spin-wash cycles. Infectious viral particles were
found in both fractions at 107 and 10° PFU/mL, respectively. These results demonstrate
that infectious cell-free viral particles are present in breast milk, thus risking transmission
to the offspring. Several mechanisms have been suggested to explain the origin of the viral
particles in breast milk [12]: Free viral particles in breast milk could have been excreted
by mammary luminal epithelial cells as they produce milk and are permissive to ZIKV
infection [28]. Although it is less likely, viral particles could also be locally produced in
breast milk by infected cells.

The cell pellet was also tested to investigate the ability of breast milk cells to transmit
ZIKV. Infectious plaque forming units were detected when co-culturing milk-cells from
infected dams with permissive Vero cells (whereas no plaques were observed using milk-
cells from MOCK-infected mothers), suggesting the existence of cell-associated virus within
breast milk.

To describe more accurately the cell content of the breast milk and thus identify
the potentially infectious cell types, we performed flow cytometry experiments using
epithelial (CD24) and immune (CD45) cell markers. We observed a majority of epithelial
cells ranging from 74.4% to 99% versus an average of 1.28% of CD45-positive cells in
breast milk from infected dams, comparable to values observed in breast milk from MOCK
dams. These results, obtained using murine milk, are comparable to studies performed
on human milk [16]: Witkowska-Zimny et al. detected from 60% to 98% of epithelial cells
in mature human milk and less than 2% of immune cells. As the breast milk composition
fluctuates during lactation, the epithelial-immune cell ratio varies over time. As described
previously, the colostrum is rich in immunological factors whereas the transitional and
mature milks are rich in nutritious elements. Here, in mature milk, we further characterized
the epithelial cells to determine whether luminal, myoepithelial or progenitor cells from the
mammary gland are found in breast milk. Using the CD49f marker, we showed that murine
breast milk of ZIKV-infected mice contains mature luminal cells (74.8%) and immature
progenitors (4.28%), but no clear population of myoepithelial cells was detected. These
results seem coherent with the structure of the mammary epithelium as luminal and
progenitor cells are in contact with the lumen of the lactiferous ducts while myoepithelial
cells are found beneath the tight luminal cell monolayer [33]. As luminal mammary cells
are permissive to ZIKV [28] and predominant in murine breast milk, they could be infected
or carry adsorbed ZIKV particles at their surface in the milk. According to a mechanism
we suggested [12], infected mammary luminal cells could detach from the mammary
epithelium, thus introducing cell-associated ZIKV into the breast milk.

The transmission of ZIKV to breastfed pups was evaluated in the spleens and revealed
a very high rate of viral transmission (>90%), with splenic viral loads ranging from 0.93 to
4 x 102 vRNA copies/mg. The viral loads remain relatively low, most probably due to the
very early stage of the pups’ infection [13].

According to our previous studies, ZIKV is produced in mouse mammary glands with
a peak at 6 days post-subcutaneous infection [28]. Because we observed a reduction in
milk production as early as day 5, breast milk samples had to be collected at day 4. As the
dams were euthanized after harvesting as much breast milk as possible, pup spleens had
to be collected at day 4 as well. However, to optimize the study of the transmission during
breastfeeding and detect higher viral loads, pup spleens should be harvested a few days
after the peak of production and excretion of ZIKV by the mammary gland. Previously,
we already demonstrated that ZIKV is efficiently transmitted during breastfeeding to 1- to
3-day-old pups [13]. Here, we show that older pups are infected through breastfeeding as
well (up to 11 days old), even as the impermeability of the intestinal barrier increases [34].

To understand which biological factors could regulate the transmission of ZIKV during
breastfeeding, we investigated the effect of several antiviral factors of breast milk, such
as LF, LA, and free fatty acids, on ZIKV infectivity. No antiviral effect of LF or LA was
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observed on ZIKYV, although they have been shown to decrease viral infectivity of multiple
viruses, such as HIV-1 and CMV [12,35]: LF prevents viral adsorption at the cell membrane,
either by interacting with the viral particle (e.g., with gp120 of HIV-1 [36]) or with the
target cells (e.g., with heparins [37]). The effect of LF and LA on ZIKV target cells was also
investigated (Supplementary Figure S4) but no antiviral effect was observed at any of the
physiological concentrations tested. Free fatty acids were shown to inactivate enveloped
viruses by interfering with the viral envelope [38]. Here, we studied their effect on ZIKV
to better understand the antiviral mechanism of breast milk stored at 4 °C. Both the
saturated fatty acid C18:0 and unsaturated fatty acids C18:1, C18:2, and C18:3 exerted an
antiviral effect against ZIKV at physiological concentrations. These results confirm the
hypothetical mechanism of viral inactivation in refrigerated or frozen breast milk suggested
by Pfaender et al. [24]. Indeed, they suggested that upon refrigeration, the MFGM becomes
altered, thus exposing the triglyceride core to lipases present in breast milk. The free fatty
acids produced would then alter the viral envelope integrity. However, as breast milk
storage is responsible for the increase in free fatty acids [24], fresh breast milk does not
have an antiviral effect, as demonstrated by Conzelmann et al. [25]. Finally, free fatty acids
did not decrease the infection when target cells were treated before viral adsorption, thus
showing no effect on the cell receptors or on the early steps of the viral cycle.

5. Conclusions

ZIKV transmission through breastfeeding has been described in several cases in past
years but is not systematic. In previous studies, we described the ability of ZIKV to cross the
intestinal barrier of breastfed pups and to be transmitted by breastfeeding to very young
pups (1 to 3 days old) [13]. Here, we show that even older pups (up to 11 days old) are also
very susceptible to infection through breastfeeding. In order to understand the biological
factors regulating this transmission, we performed in vivo infections of breastfeeding A129
dams and showed that ZIKV is excreted into breast milk as both cell-free and cell-associated
virus. Among the different biological factors we investigated (LF, LA, and free fatty acids),
the free fatty acids C18:0, C18:1, C18:2, and C18:3 were shown to exert an antiviral effect.
As the free fatty acid content in breast milk varies with nutrition, these results should be
considered in risk assessment of ZIKV transmission through breastfeeding in order to better
advise infected mothers.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/v14050851/s1, Figure S1: Effect of free fatty acids on the cell
viability.; Figure S2: Effect of Lactoferrin and lactalbumin on the cell viability.; Figure S3: Control of
the effect of the solvents on ZIKV.; Figure S4: Effect of Caco-2 incubation with fatty acids, lactoferrin
or lactalbumin before infection.
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ABSTRACT Zika virus (ZIKV) is a mosquito-borne flavivirus that emerged in the Pacific
islands in 2007 and spread to the Americas in 2015. The infection remains asymptomatic
in most cases but can be associated with severe neurological disorders. Despite massive
efforts, no specific drug or vaccine against ZIKV infection is available to date. Claudins
are tight-junction proteins that favor the entry of several flaviviruses, including ZIKV. In
this study, we identified two peptides derived from the N-terminal sequences of claudin-
7 and claudin-1, named CL7.1 and CL1.1, respectively, that inhibited ZIKV infection in a
panel of human cell lines. Using cell-to-cell fusion assays, we demonstrated that these
peptides blocked the ZIKV E-mediated membrane fusion. A comparison of the antiviral
efficacy of CL1.1 and CL7.1 pointed to the importance of the peptide amphipathicity.
Electron microscopic analysis revealed that CL1.1 altered the ultrastructure of the viral
particles likely by binding the virus lipid envelope. However, amphipathicity could not
fully explain the antiviral activity of CL1.1. In silico docking simulations suggested that
CL1.1 may also interact with the E protein, near its stem region. Overall, our data sug-
gested that claudin-derived peptides inhibition may be linked to simultaneous interac-
tion with the E protein and the viral lipid envelope. Finally, we found that CL1.1 also
blocked infection by yellow fever and Japanese encephalitis viruses but not by HIV-1 or
SARS-CoV-2. Our results provide a basis for the future development of therapeutics
against a wide range of endemic and emerging flaviviruses.

IMPORTANCE  Zika virus (ZIKV) is a flavivirus transmitted by mosquito bites that have
spread to the Pacific Islands and the Americas over the past decade. The infection
remains asymptomatic in most cases but can cause severe neurological disorders. ZIKV
is a major public health threat in areas of endemicity, and there is currently no specific
antiviral drug or vaccine available. We identified two antiviral peptides deriving from the
N-terminal sequences of claudin-7 and claudin-1 with the latter being the most effective.
These peptides block the envelope-mediated membrane fusion. Our data suggested
that the inhibition was likely achieved by simultaneously interacting with the viral lipid
envelope and the E protein. The peptides also inhibited other flaviviruses. These results
could provide the basis for the development of therapies that might target a wide array
of flaviviruses from current epidemics and possibly future emergences.

KEYWORDS antimicrobial peptides, claudin, flavivirus, Zika

any flaviviruses have been at the core of emergencies in recent years (1). The most
recent is the Zika virus (ZIKV), which emerged on Yap Island in 2007, in French
Polynesia in 2013, and in the Americas in 2015. These outbreaks have evidenced that ZIKV

Month YYYY Volume XX Issue XX

Editor Vaithilingaraja Arumugaswami, David
Geffen School of Medicine at UCLA

Copyright © 2022 Zoladek et al. This is an
open-access article distributed under the terms
of the Creative Commons Attribution 4.0
International license.

Address correspondence to Philippe V. Afonso,
philippe.afonso@pasteur.fr.

The authors declare no conflict of interest.

[This article was published on 30 August 2022
with errors in the affiliation line. The affiliation
line was corrected in the current version, posted
on 8 September 2022.]

Received 1 August 2022

Accepted 15 August 2022

10.1128/spectrum.02989-22

Downloaded from https://journals.asm.org/journal/spectrum on 19 September 2022 by 157.99.174.87.

213



214

Human Claudin-Derived Peptides Block ZIKV Fusion

infection can cause severe neurological disorders, including Guillain-Barré syndrome (2),
congenital microcephaly (3), meningoencephalitis (4), and myelitis (5).

Other flaviviruses, such as yellow fever virus (YFV), Japanese encephalitis virus (JEV),
and West Nile virus (WNV), are frequently associated with epidemics. While there are
approved vaccines to prevent some of these infections, there is currently no vaccine
available against ZIKV infection. Furthermore, there is no specific antiviral drug treat-
ment for these infections. The development of a pan-flavivirus treatment is necessary
for treating current epidemics and future emergencies (1).

Peptide-based treatments have gained much attention in recent years as these mol-
ecules may constitute potent and safe antiviral drugs (6). Over the past years, several
peptides with anti-ZIKV properties have been described. Most have been designed
from the sequences of flavivirus envelope (E) proteins. Their mechanisms of action are
quite diverse. Some anti-ZIKV peptides disrupt the integrity of the viral particles, there-
fore preventing infection in vitro (7) and in vivo (8-10), while others have been shown
to interact with viral proteins and interfere with their functions in vitro (11). In many
cases, their mechanism remains unclear (12-14).

We have recently demonstrated that claudin-7 was required for optimal ZIKV repli-
cation in human endothelial cells (15). We showed that claudin-7 is involved in a post-
internalization and pre-replication step, likely during viral sorting in endosomes where
the fusion with endosomal membrane occurs (15). Consequently, we wondered
whether targeting the interactions between claudin-7 and ZIKV could be used as a
strategy to reduce ZIKV infection in human cells. The use of antibodies directed against
claudin-7 was not possible. Indeed, the commercially available antibodies do not rec-
ognize the extracellular loops of claudin-7, where the binding domain to ZIKV is likely
located since the extracellular loops of claudin-1 have been previously reported to
interact with Dengue virus (DENV) (16, 17). Moreover, claudin-7 expression levels in en-
dothelial cells are too low to be detected with antibodies (15, 18). Thus, antibodies
would probably not disrupt the interaction between ZIKV and claudin-7. We, therefore,
designed peptides based on the claudin-7 sequence to block the interaction.

We found that peptides derived from the N-terminal sequences of claudin-7 and clau-
din-1 exhibited antiviral properties against ZIKV in several human cell lines. Both peptides
blocked E-mediated cell-to-cell membrane fusion, with the claudin-1-derived peptide
being the most effective. These peptides did not correspond to the extracellular domains
of the claudins. Therefore, we speculated that the inhibition was achieved by directly
interfering with the interaction between the cellular claudin and the viral prM/E protein.
We aimed at understanding the mechanism of such inhibition and focused primarily on
CL1.1, the most effective peptide. We found that CL1.1 did not alter virus binding to host
membranes or internalization in the target cells. We found that CL1.1 altered the ultra-
structure of the viral particles, which was presumably the consequence of peptides inter-
acting with the virus lipid envelope. Indeed, we found that peptide amphipathicity was
crucial for efficient antiviral activity. However, amphipathicity was not sufficient to inhibit
ZIKV infection as a control peptide with similar amphipathicity, CL7.4, did not inhibit ZIKV
infection. In silico docking, predictions were performed and suggested that the peptides
may also interact with the stem domain of the E protein. Our data suggested that the si-
multaneous interaction of the peptide with the lipid envelope and the E protein may in-
hibit virus fusion by preventing the lipid envelope curvature changes and/or the confor-
mational changes of the E protein. We finally found that CL1.1 also blocked JEV and YFV
infection but not unrelated enveloped viruses, such as HIV-1 and SARS-CoV-2. These find-
ings provided a novel strategy for developing antiviral peptides that could potentially tar-
get a wide range of flaviviruses.

RESULTS

Claudin N-terminus-derived peptides CL1.1 and CL7.1 inhibited ZIKV replica-
tion. We designed 16 overlapping 18-mer peptides covering the entire sequence of
human claudin-7 (S1 Table in Supplemental File 1). Eight peptides could not be synthe-
sized and were therefore abandoned. We tested the capacity of the remaining peptides to
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inhibit ZIKV infection in hCMEC/D3 cells, a human cerebral microvascular endothelial cell
line, in which claudin-7 favors ZIKV replication (15).

ZIKV inocula from the African lineage (5 x 10° PFU/mL) were treated with 50 uM of
the different peptides for 1 h and then led to the adsorption on hCMEC/D3 cells for 2 h
(multiplicity of infection [MOI] of 1). Cells were washed and maintained in a fresh me-
dium containing 50 uM peptides for 48 h, following a screening procedure previously
developed to identify anti-HCV peptides (19). RT-qPCR analyses were performed to
determine the levels of intracellular viral RNA, a readout for ZIKV replication. We found
that a peptide derived from the N-terminus of claudin-7 (Fig. S1 in Supplemental File
1), termed CL7.1, induced a 2-fold reduction of viral RNA levels compared to untreated
cells (Fig. 1A). Treatment with the other claudin-7-derived peptides had no significant
impact on ZIKV infection (Fig. 1A). Of note, the antiviral activity of CL7.1 peptide was
also detected in the absence of pretreatment, when virus and peptide were added
simultaneously to the cell culture (Fig. S2 in Supplemental File 1).

Our data were in line with a previous study showing that a peptide derived from
the N-terminus of claudin-1 (named herein CL1.1) exhibited antiviral activity against
HCV infection of Huh7.5.1 cells (19). We tested the activity of CL1.1 against ZIKV infec-
tion and found that CL1.1 exhibited stronger antiviral activity than CL7.1. Intracellular
viral RNA levels were below the threshold of detection in hCMEC/D3 cells treated with
50 uM CL1.1 (Fig. 1B). Inhibition was dose-dependent, with the ICs, values around
53 = 13 uM for CL7.1 and 0.87 £ 0.11 uM for CL1.1 (Fig. 1Q).

Infectious particle production was assessed in the supernatants of infected hCMEC/
D3 cells. Consistent with the replication data (Fig. 1B), viral production was unaffected
by 50 wM control CL7.4 (see Materials and Methods for justification), significantly
reduced upon treatment with 50 uM CL7.1, and below the detection limit of the assay
in the presence of 50 uM CL1.1 (Fig. 1D).

To assess whether the treatment was cell type-dependent, we tested the impact of
the peptides on ZIKV infection of two human endothelial cell lines - umbilical vein en-
dothelial cells (HUVEC) and bone marrow endothelial cells (TrHBMEC) - and two
human epithelial cell lines - alveolar basal cells (A549) and embryonic kidney cells
(HEK 293T). ZIKV replication and production were significantly reduced in the presence
of 50 uM CL7.1 in the four cell lines we tested, and undetectable in the presence of 50
uM CL1.1 (Fig. 1E and F). A control peptide (50 uM CL7.4) did not inhibit infection in
any tested cell lines (Fig. 1E and F).

To ensure that the inhibition of viral replication and production in the presence of clau-
din-derived peptides were not biased by peptide-induced cell toxicity, we performed MTT
assays on A549 cells treated with increasing concentrations of CL1.1, CL7.1, or CL7.4 (the
control peptide) for 48 h. The assay showed no significant toxicity up to 100 uM for each
peptide. The cytotoxic dose 50 (CDs,) was estimated at 250 = 10 uM for every peptide
(Fig. 1G). The treatment of differentiated monolayers of Caco-2 epithelial cells with 50 uM
CL1.1 did not alter the electric transepithelial resistance, confirming the absence of toxicity
(Fig. S3 in Supplemental File 1). Overall, our results suggested that the antiviral activity of
CL1.1 was not due to peptide-induced cell toxicity.

These results indicated that both CL1.1 and CL7.1 displayed anti-ZIKV activity
regardless of the target cell type, with CL1.1 being more potent. Hence, we prioritized
our study on CL1.1.

CL1.1 neutralized ZIKV particles directly. We wondered whether CL1.1 acted via
an interaction with the target cell or the viral particle. We found that pretreatment of
hCMEC/D3 cells with 10 uM CL1.1 (which did suffice to significantly inhibit ZIKV in
Fig. 1B) did not affect cell susceptibility to ZIKV. Viral replication was comparable
between untreated cells and cells treated with CL1.1 or control peptides (Fig. 2A).

We incubated concentrated ZIKV stocks (1.5 x 107 PFU/mL) with 10 uM CL1.1 or
control peptide for 1 h. The viral inoculum was then diluted by a factor of 30 so that
the final concentrations of peptides were ineffective against ZIKV infection (see
Fig. 1C). The hCMEC/D3 cells were then infected with the treated and diluted inocula.

Month YYYY Volume XX Issue XX

Microbiology Spectrum

10.1128/spectrum.02989-22

3

Downloaded from https://journals.asm.org/journal/spectrum on 19 September 2022 by 157.99.174.87.

215



216

Human Claudin-Derived Peptides Block ZIKV Fusion

Microbiology Spectrum

A Experimental procedure 150
Claudin-derived s .
peptide, 50 uM T 100 <8 ‘.L < :[_ -
s T 3
£ Carx T I o T+
< 5 1 h J
= g 50
— | D@D - s
2h 48h
ZIKV Infection Harvest O——T—T T T T T T T T
F AN AP AT AP AP 42 N D 0
S PN
Replication Dose-response, hCMEC/D3
B 50 C 150 P D 5
CL7.1, ICsy: 53 £ 13 uM
< = CL1.1, ICsy: 0.87 0.1 uM _
T 100 £ 100 2 100
S N ° €
38 T8 ° S~
3 £° 58
g 50 3 50 o £ 50
= z ]
E ° S
[ @
[}
0 0—¥ Y ¥ T 0
0.1 1 10 100 2 S A A
R A0
& S oo
Peptide concentration (uM)
E TrHBMEC HUVEC A549 HEK 293T
150 150 150 150
< < < <
-4 L4 = z z
T 1004 % & T 100 € 10098 - T 100 %
8~ L] 8~ 8~ I 8~ 3
ER) ER S . *% SR T
8 — 2 2" ° - Kokk
g 50 § 50— g 50 P g 50
£ £ £ £
= ®w = = o Nd = & nd
O——T—T 1™ o O——T—T T " O———T1 71"
> N N > AN N @ O AN AN
&F €A% A & € AN N S € AT A
&S o7 o & S o S oo
TrHBMEC HUVEC A549 HEK 293T
150 150 150 150
& L 8 d T 3 . g
o - —+ = — z — Z —
= 100 + =+ . £ 100 :]; T o« = 100 ¢ = 100 .
B3 o 5 & e g Hhk B3 ok
3 50 } 8 50 ¥ 3 50— ° 8 50
a3 a . 3 & a3
o nd nd nd e Nd
O——T—T T ™ O—T—T T ™ L S B B O T ™
> AN A @ O AN AN @ S AN AN @ O AN N
€ AN AT KL AN S LA A F L AN
S o St oo S o & o
G Cell toxicit
150 v
CL7.1, CDsy: 252 10 uM
CL1.1, CDgy: 243 £ 11 M
>
£ 100
a
iz
g 50
—— A
—— o
0= T T
1 10 100

Peptide concentration (uM)

FIG 1 Claudin-derived peptides block ZIKV infection in different cell types. (A) ZIKV inoculum (5 x 10° PFU/mL,
equivalent to an MOI of 1) was treated with 50 uM claudin-7-derived 18-mer peptides or an equivalent volume of
vehicle (DMSO) for 1 h. These inocula were used to infect hCMEC/D3 cells for 2 h, which were subsequently washed
and kept in a fresh medium containing peptides for 48 h. Viral replication was assessed by RT-qPCR on intracellular
RNA. (B) The efficiency of 50 uM CL7.1 or CL1.1 to block ZIKV infection (MOl of 1) was assessed in hCMEC/D3. Viral
replication was assessed by RT-qPCR on intracellular RNA (compared to control peptide CL7.4, or vehicle [DMSO]
alone). (C) Dose-dependent effect of CL7.1 and CL1.1 on ZIKV infection (MOl of 1) in hCMEC/D3. The line represents
the fitted dose-response model for each peptide and the light area represents the 95% confidence interval of the
model. The dashed line represents 50% of viral neutralization. The calculated IC,, is indicated. R* values were 0.9 and
0.7 for CL1.1 and CL7.1, respectively. (D) Supernatants of the cells in (B) were titrated on Vero E6 cells to assess viral
production. (E) The efficiency of 50 uM CL7.1 and CL1.1 to inhibit ZIKV infection (MOI of 1) was assessed in TrHBMEC,
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Forty-eight hours after infection, intracellular viral RNA levels were reduced by 80%
upon treatment with CL1.1 (Fig. 2B).

These results suggested that CL1.1 inhibited viral infection by interacting with ZIKV
particles rather than the target cell. This was consistent with the fact that the peptide-
mediated viral inhibition was independent of the target cell type (Fig. 1E and F).

CL1.1 did not alter early ZIKV interactions with the cell. ZIKV inhibition could be
achieved by preventing viral adsorption to or internalization in the cells. To investigate
these steps of the ZIKV cycle, we used viral binding and internalization assays (Fig. 2C)
that we previously established (15).

We incubated a ZIKV inoculum (5 x 10° PFU/mL) with 10 M CL1.1 or control peptide
(CL7.4) for 1 h and let it adsorb on hCMEC/D3 cells for 1 h at 4°C (MOI of 10). Viral binding
was assessed by RT-qPCR after the removal of unbound viruses by PBS wash. We found
that treatment with CL1.1 did not alter the binding of ZIKV to hCMEC/D3 cells (Fig. 2D).
Heparin, a glycosaminoglycan known to interfere with viral binding to the cell (20), was
used as a positive control and led to an 80% reduction of viral binding (Fig. 2D).

Following binding, the cells were incubated for 2 h at 37°C in a fresh medium con-
taining peptides to enable endocytosis. Viral internalization was assessed by RT-qPCR
after the removal of the viral particles that remained at the cell surface using trypsin.
Treatment with 10 uM CL1.1 did not alter ZIKV internalization in hCMEC/D3 cells
(Fig. 2E). Dynasore, an inhibitor of dynamin that blocks ZIKV internalization (21), was
used as a positive control and led to a 95% reduction of viral internalization (Fig. 2E).

The data showed that CL1.1 blocked ZIKV infection neither at adsorption nor inter-
nalization steps but they should at a later step of the interaction with the cell, for
example, by inhibiting the fusion of the viral envelope with the endosomes.

CL1.1 and CL7.1 blocked the pH-dependent fusion step of the ZIKV cycle. An
approach using ZIKV-induced Aedes albopictus C6/36 syncytium formation has been
previously used to test viral fusion inhibitors (22, 23). We took advantage of this strat-
egy to study the impact of claudin-derived peptides on ZIKV E-mediated fusion.

C6/36 cells were infected with ZIKV for 48 h (MOI of 2), and upon acidification of the
culture medium, cell-to-cell fusion occurred and syncytia were observed. Treatment of the
inoculum with 500 ng/mL of the monoclonal antibody 4G2, which interacts with the E
protein fusion loop (24), led to a reduction of more than 80% of cell-to-cell fusion. Fusion
was not affected by the presence of DMSO (the vehicle) or the control peptide (50 uM
C7.4) (Fig. 3). In the presence of 10 uM CL1.1 or 50 uM CL7.1, syncytium formation was
reduced by 80% and 40%, respectively (Fig. 3). The lower inhibition level of cell-to-cell
fusion achieved with CL7.1 as opposed to CL1.1 was consistent with its lower antiviral po-
tency (Fig. 1 and 3).

These results suggested that CL1.1 and CL7.1 inhibited ZIKV infection by blocking
the pH-dependent E-mediated membrane fusion.

Differences in amphipathicity correlated with differences in antiviral potency
between CL1.1 and CL7.1. Although CL1.1 and CL7.1 differ by only 4 amino acids,
their antiviral potency was significantly different (Fig. 1 to 3). We sought to determine
which amino acids were responsible for this difference.

We used PEP-FOLD3, a peptide-oriented tertiary structure prediction software (25), to
predict the structure of both peptides. According to the software, both peptides form alpha
helices (Fig. 4A), which was consistent with the fact that these peptides have been designed
on the first alpha helix of claudin-1 and claudin-7 (Fig. S1 in Supplemental File 1).

Of these predicted structures, we found that CL1.1 presented three aromatic amino

FIG 1 Legend (Continued)

HUVEC, A549, and HEK 293T cells Viral replication was assessed by RT-qPCR on intracellular RNA (compared to 50 uM
control peptide CL7.4, or vehicle alone). (F) Supernatants of the cells in (E) were titrated on Vero E6 cells to assess viral
production. (G) A549 cells were treated with increasing concentrations of CL1.1, or CL7.1, or control CL7.4 for 48 h.
Cell viability was measured with an MTT assay (compared to control peptide CL7.4 or vehicle alone). The calculated
CD,, for CL1.1 is indicated. Data are presented as individual biological replicates and mean * SEM (A to F) or mean *
SEM (G, n = 3 biological replicates); nd, not detected; ***, P = 0.001; **, P = 0.01; *, P = 0.05 (One-way ANOVA

followed by Dunnett’s post hoc).
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FIG 2 Claudin-derived peptides blocked ZIKV at a post-internalization step without altering cellular
functions. (A) hCMEC/D3 cells were treated with 10 uM CL1.1 for 1 h and extensively washed with
PBS to remove excess peptides. The cells were then infected with ZIKV (MOI of 1) for 48 h. Viral
replication was assessed by RT-qPCR on intracellular RNA (compared to control peptide CL7.4 or
vehicle alone). (B) ZIKV (equivalent MOI of 30) was treated with 10 uM CL1.1 for 1 h. The treated
inocula were then diluted 30-times and used to infect hCMEC/D3 cells for 48 h (MOI of 1). Viral
replication was assessed by RT-gPCR on intracellular RNA (compared to control peptide CL7.4 or
vehicle alone). (C) Experimental procedure of the binding/internalization assay. ZIKV (MOI of 10) was
adsorbed in hCMEC/D3 cells for 1 h at 4°C. The cells were then extensively washed with cold PBS to
remove unbound viruses. Viral binding was analyzed at this stage by RT-qPCR. The cells were then
incubated for 2 h at 37°C to induce internalization, washed with PBS, and treated with Trypsin to
remove viruses that remained at the cell surface. Viral internalization was analyzed at this stage by
RT-gPCR. (D) ZIKV was treated with 10 uM CL1.1 or 200 nwg/mL Heparin for 1 h before the binding
assay. Virus bound to cells was assessed by RT-qPCR (compared to 10 uM control peptide CL7.4, or
vehicle alone). (E) ZIKV was treated with 10 uM CL1.1 or 100 uM Dynasore for 1 h before the
internalization assay, fresh peptide and Dynasore were added during the internalization process.
Viral internalization was assessed by RT-qPCR (compared to control peptide CL7.4 or vehicle alone).
Data are presented as individual biological replicates + SEM; ***, P = 0.001; *, P = 0.05; ns, P >
0.05 (one-way analysis of variance [ANOVA] followed by Dunnett’s post hoc).

acids that were spatially aligned (i.e., F11, F15, W18), whereas CL7.1 only had two (i.e.,
F11, W18) that could play a role in the antiviral effect (Fig. 4A). We tested the impact of
swapping the amino acid in position 15 on antiviral potency of the peptides (Fig. 4B
and Q). ZIKV inocula were treated with 50 uM parental or modified peptides for 1 h
and used to infect hCMEC/D3 cells. Viral production was determined by supernatant ti-
tration at 48 h postinfection. While the resulting CL7.1+F lost its antiviral potency,
CL1.1-F retained its antiviral activity (Fig. 4C). Thus, although the aromatic amino acid
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FIG 3 CL1.1 and CL7.1 blocked ZIKV-induced cell-to-cell fusion in C6/36 cells. C6/36 cells were infected with ZIKV
(MOI of 2) for 48 h before the experiment. The cells were then treated with 10 uM CL1.1, 50 uM CL7.1, or 50 uM
of the control peptide (e, CL74), or 500 ng/mL 4G2 MAb for 1 h. Cell-to-cell fusion was induced for 2 h by
medium acidification, and the cells were fixed, stained with Giemsa, and analyzed with bright-field microscopy
(compared to control peptide CL7.4 or vehicle alone). The fusion index was calculated using the formula: 1 -
(number of cytoplasms/number of nuclei) in fields of 200 = 50 nuclei. The dashed line represents the fusion index
of uninfected cells. Representative images of the cell-to-cell fusion are shown on the right. Scale: 25 wm. Data are
presented as individual biological replicates and mean + SEM; ***, P = 0.001; ns, P > 0.05 (one-way ANOVA
followed by Dunnett’s post hoc). Uncropped source pictures are available in Fig. S7 in Supplemental File 1.

at position 15 had some antiviral function, it was not the primary driver of antiviral
activity.

Using HELIQUEST, a helix analysis software (26), we found that CL1.1 was amphipathic
with a large continuous hydrophobic face (Fig. 4D). The calculated amphipathicity value
of CL1.1 (uH) was 0.3 (27). We found that CL7.1 was slightly less amphipathic, the calcu-
lated uH was 0.2, and had a smaller hydrophobic face (Fig. 4D). This was the consequence
of two polar serine residues (i.e., $4, S12) that were absent in CL1.1 (Fig. 4B). Therefore, we
tested the impact of swapping residues S4 and S12 in CL7.1 with the corresponding non-
polar residues present in CL1.1 (i.e, A4 and 112) and vice-versa (Fig. 4B and C). As
described above, we tested the impact of the modified peptides on ZIKV infection (at
50 wM). The removal of the two serines from CL7.1 (CL7.1—2S) increased the inhibition
capacity of the peptide to a level comparable to that achieved with CL1.1. In contrast, the
introduction of serines into the sequence of CL1.1 (CL1.1+2S) abolished its inhibition po-
tency (Fig. 4C).

Of note, the control peptide (CL7.4, see Materials and Methods) displayed similar
properties to that of CL1.1. It formed an amphipathic alpha helix with a calculated uH
of 0.28 (Fig. S4 in Supplemental File 1).

If amphipathicity were to play a major role in the antiviral activity of the peptides,
the p-enantiomer of CL1.1 should exhibit antiviral properties similar to that of the

Month YYYY Volume XX Issue XX

Microbiology Spectrum

10.1128/spectrum.02989-22

7

Downloaded from https://journals.asm.org/journal/spectrum on 19 September 2022 by 157.99.174.87.

219



220

Human Claudin-Derived Peptides Block ZIKV Fusion

w18
& F11 L15 w18
F11
CL71
L15
w18
F11
F15 F11 w18
CL1.1
F15
B Parent peptides C Parent  Aromatic Polar
CL7.1 MANBGLOLLGFEMABLGW
CL1.1 MANAGLQLLGFILAELGW s
3
Aromatic residue swap e _
28
CL7.1+F MANSGLOLLGFEMAFLGW £
CL1.1-F MANAGLQLLGFILABLGW 3
[
Polar residues swap
CL7.1-2S MANAGLOLLGFIMABLGW
CL1.1+2S MANBGLQLLGFELAFLGW
D
Enantiomer
(mirror)
(© Nonpolar amino acids @) Polar amino acids () Special case amino acids
E Modification of peptide backbone (enantiomer)
1507 —— cLi.1 1507 —— pcL1t
. ICs: 0.71 +0.05 uM c ICso: 0.67 +0.04 uM
(s} o
£ 100 £ 100
N N~
T8 T
= E-] (]
3 50 3 50—
z z
°
0 o—¢ T T
0.1 1 10
Peptide concentration (uM) Peptide concentration (uM)

FIG 4 Amphipathicity was involved in the differences in potency between claudin-derived peptides. (A) The tridimen-
sional structure of CL7.1 (red) and CL1.1 (blue) was predicted using PEP-FOLD3. Three amino acids of interest at positions
11, 15, and 18 are indicated. (B) Sequences of the parental and modified peptides. The swapped amino acids are
highlighted. (C) ZIKV (MOI of 1) was treated with 50 .M of the modified peptides described in (B) for 1 h. These treated
inocula were used to infect hCMEC/D3 cells for 2 h, unbound viruses were washed away, and infected cells were kept in
a fresh medium containing peptides for 48 h. Viral production was assessed by titrating the supernatants (compared to
control peptide CL74 or vehicle alone). (D) Helical wheel projections of CL7.1, CL1.1, and p-CL1.1. Left or right orientations
of the helixes are indicated with an arrow and the hydrophobic faces of each peptide are shown with a black line. (E)
Dose-dependent effect of CL1.1 and p-CL1.1 on ZIKV infection of Vero E6 cells (MOl of 1, Brazil/2016/INMI1 strain). The
dark line represents the fitted dose-response model for each peptide and the light area represents the 95% confidence
interval of the model. The calculated IC,, is indicated. Data are presented as individual biological replicates and mean *+
SEM; **, P = 001; *, P = 0.05; ns, P > 005 (Kruskal-Wallis ANOVA followed by Dunn's post hoc).
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L-enantiomer. A p-enantiomer of an alpha helix forms a mirrored left-handed helix
(Fig. 4D) but retains the same physicochemical properties (28). We found that the anti-
viral activity of p-CL1.1 against ZIKV infection of Vero E6 cells was identical to that of
CL1.1 (Fig. 4E). The calculated IC, values were 0.71 + 0.05 uM and 0.67 = 0.04 uM for
CL1.1 and p-CL1.1, respectively (Fig. 4E).

Taken together, our results indicated that the difference in the anti-ZIKV efficacy
between CL1.1T and CL7.1 correlated with amphipathicity.

CL1.1 altered ZIKV particle ultrastructure without compromising viral integrity.
In some cases, the antiviral activity of amphipathic peptides has been associated with
the capacity of the peptides to disrupt viral lipid envelopes or induce virus aggregation
(8-10, 29). Therefore, we investigated potential peptide-induced alterations in ZIKV
ultrastructure.

We treated a suspension of ZIKV from the Asian lineage (6.5 x 10'° PFU/mL) with 10
1M CL1.1 or a control peptide for 1 h. The viruses were then fixed and analyzed in nega-
tive staining electron microscopy. Under control conditions, all free viral particles were
well defined (Fig. 5A) and spherical (Fig. 5B). In contrast, in the presence of CL1.1, the par-
ticles were angular (Fig. 5A) and significantly less spherical (Fig. 5B). The perimeter of the
CL1.1-treated viruses was also noticeably less electron-dense, whereas the core of the
viruses remained electron-dense (Fig. 5A).

Such changes in ultrastructure could lead to loss of viral integrity. We tested
whether CL1.1 treatment could disorganize the capsid and lead to the release of viral
RNA or make it accessible to RNase A. Using an RNase protection assay (30), we found
that the amount of viral RNA was identical to the untreated virus after treatment with
10 uM CL1.1 or in control peptide, indicating that the genome was well protected in
the presence of the peptide. As a control, we used 1% Triton X-100, a detergent com-
monly used to disrupt lipid envelopes. As expected, viral RNA was degraded upon
RNase A treatment in the presence of Triton X-100 (Fig. 5C). Of note, CL1.1 had no in-
hibitory effect on the RNase A activity because combining Triton X-100 and CL1.1
yielded the same result as the treatment with Triton X-100 alone (Fig. 5C).

These data indicated that CL1.1 induced significant changes in the structure of ZIKV
particles but did not render viral RNA accessible. We speculated that the peptide
bound to the lipid envelope of the virus through its hydrophobic face, rigidifying the
envelope, which induced the morphology changes.

CL1.1 and CL7.1 may also interact with the ZIKV E protein. The amphipathicity of
the peptides seems important for ZIKV inhibition. However, the control peptide CL7.4,
which displayed a similar amphipathic of uH = 0.28, exhibited no antiviral activity. We
hypothesized that the antiviral peptides may also interact with the viral E protein.

We used HPEPDOCK, a protein-peptide docking software (31), to identify the putative
interactions between the claudin-derived peptides and the ZIKV E protein in its prefusion
state (32) because the interaction likely occurred before the pH-dependent conforma-
tional change (Fig. 6A). The software predicted that CL1.1 and CL7.1 would bind to the
stem region between the two envelope-proximal alpha helices H1 and H3 (Fig. 6B).
The hydrophilic faces of the peptides would participate in the protein-peptide
interactions and the hydrophobic faces would be in close contact the lipid envelope
(Fig. 6B). No such interaction was predicted for the control peptide (Fig. S5 in
Supplemental File 1).

These results suggested that the peptides may bridge the stem domain of the ZIKV
E protein near the viral envelope.

CL1.1 neutralized other flaviviruses but not unrelated enveloped viruses. Our
data suggested that the inhibitory peptides may act through interaction with both the
lipid envelope of the virion and the ZIKV E proteins. Alignment of the sequence of the
ZIKV stem domain with the corresponding sequences of other flaviviruses revealed
that the region was highly conserved among flaviviruses (Fig. 6C). Therefore, we postu-
lated that the peptides would exhibit a broad anti-flavivirus activity. We tested the ac-
tivity of CL1.1 (the most effective peptide) on JEV and YFV infections.

JEV and YFV inocula (5 x 10> PFU/mL) were treated with various concentrations of
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FIG 5 Effect of CL1.1 on ZIKV ultrastructure and envelope integrity. (A) ZIKV (6.5 x 10'® PFU/mL, H/PF/2013
strain) was treated with 10 uM CL1.1 for 1 h. The viruses were then analyzed by electron microscopy (the
control peptide was CL7.4, and the vehicle was DMSO). Fields with individual virions are presented. Scale,
50 nm. (B) The sphericity of viral particles was assessed by calculating the ratio between the height (h) and the
length (/) of the particles. Spherical particles have an h: ratio of 1, and elongated particles have an h:l ratio
smaller than 1. (C) ZIKV integrity was assessed by an RNase A protection assay. ZIKV (Brazil/2016/INMI1 strain)
was treated with 10 uM CL1.1 or 1% Triton X-100 (with and without CL1.1) for 1 h, followed by treatment with
RNase A for 1 h. Residual viral RNA was quantified by RT-qPCR (compared to control peptide CL7.4 or vehicle
alone). Data are presented as individual biological replicates and mean = SEM; ***, P = 0.001; ns, P > 0.05 ((B)
Kruskal-Wallis ANOVA followed by Dunn’s post hoc; (C) one-way ANOVA followed by Dunnett’s post hoc).
Uncropped source pictures are available in Fig. S8 in Supplemental File 1.

CL1.1, and we tested the efficacy of infection of Vero E6 cells (MOl of 1) as determined
by titration. We found that CL1.1 effectively inhibited the infection by JEV and YFV in
Vero E6 cells in a dose-dependent manner. The IC,, was comparable to that of ZIKV
with values of 0.87 + 0.11 uM, 0.53 = 0.08 uM, and 0.56 * 0.05 uM for ZIKV, JEV, and
YFV, respectively (Fig. 1C and 7A). In line with our previous observations, the antiviral
properties of p-CL1.1 were comparable to that of CL1.1 (Fig. S6 in Supplemental File 1).

We finally wondered whether the claudin-derived peptides could exhibit a broader
antiviral function, and tested the antiviral activity of 50 uM CL1.1 against HIV-1 and
SARS-CoV-2, two unrelated enveloped viruses. No antiviral activity of CL1.1 against
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FIG 6 Claudin-derived peptides docking to ZIKV surface proteins. (A) The surface of the ZIKV virion was decorated by
membrane (M) and envelope (E) proteins that form a dimer. The different domains of the E protein (STEM, DI to DIII)
are indicated (in pink, red, yellow, and blue). The lipid envelope of the virus is shown. PDB accession number 5IRE. (B)
Molecular docking prediction of CL7.1 (red) and CL1.1 (blue) to the ZIKV surface proteins was obtained using
HPEPDOCK. CL1.1 and CL7.1 insert in-between membrane-proximal alpha helixes H1 and H3 of the stem domain of E
(pink). The right panel is a 70-degree rotation along the y-axis of the left panel. (C) Sequences alignment of stem
domains of E proteins from ZIKV, JEV, YFV, DENV, WNV, USUV, and SPOV is presented. The percentage amino acid
conservation between the viruses and the corresponding secondary structure are indicated. DI to DIIl, domains | to Il
of the envelope protein; STEM, stem domain of the envelope protein; H1 to H3, alpha helixes of the stem domain; M,
membrane protein.

either HIV-1 infection of human primary CD4* T cells or SARS-CoV-2 infection of Vero
E6 cells was detected using flow cytometry (Fig. 7B to C).
In conclusion, CL1.1 seemed to display a specific anti-pan-flavivirus activity.

DISCUSSION

We identified two helical peptides derived from the N-terminal sequences of human
claudin-1 and claudin-7 (named CL1.1 and CL7.1, respectively) that exhibit anti-ZIKV proper-
ties. Fusion assays on mosquito cells revealed that the peptides blocked the pH-dependent
E-mediated fusion. CL1.1 was more potent than CL7.1. We also found that CL1.1 exhibited
broad-spectrum anti-flavivirus properties, as it inhibited infection of Vero E6 cells by JEV and
YFV. Inhibition was independent of the target cell type and antiviral peptides appeared to
interact directly with the ZIKV particles. Claudin-derived peptides were predicted to form
amphipathic alpha helices. These amphipathic helices likely interact with the virus lipid en-
velope. Electron microscopy observations revealed that treatment of virions with CL1.1
modified the shape of the virions. In silico prediction also suggested that claudin-derived
peptides may engage with the stem domain of ZIKV E protein. We, therefore, propose that
claudin-derived peptides inhibit the E-mediated fusion by simultaneously interacting with
the virus lipid envelope and the E-protein, preventing E-protein conformational changes or
alterations in lipid curvature, which are both necessary for the fusion.

We recently demonstrated that claudin-7 is required for optimal ZIKV replication in
human endothelial cells (15). We initially expected that the claudin-7-derived peptides
spanning over the putative ZIKV binding site would bind to the E protein and prevent
the interaction of the virus with claudin-7. Such a strategy was used in other settings
(33). Intriguingly, none of the peptides corresponding to extracellular domains of clau-
din-7 had a significant impact on ZIKV infection of hCMEC/D3 cells. The lack of viral in-
terference with the infection could be the consequence of a poor conformation of the
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FIG 7 CL1.1 neutralized other flaviviruses. (A) Dose-dependent antiviral activity of the CL1.1 was tested on the infection Vero E6 with
JEV (MOI of 1, JEV/G3/RP-9 strain) and YFV (MOI of 1, YFV/17D strain). Viral production was assessed by titrating the supernatants. The
dark line represents the fitted dose-response model, and the light area represents the 95% confidence interval of the model. The
calculated IC,, is indicated. (B) HIV-1 (50 ng/mL) was treated with 50 uM CL1.1 for 1 h. This inoculum was used to infect primary
CD4" T lymphocytes for 3 h. After infection, the unbound virus was washed and cells were kept in a fresh medium containing
peptides for 72 h. Viral infection was assessed through flow cytometry on Gag™ cells (compared to untreated cells; vehicle
corresponds to DMSO, control peptide was CL7.4). (C) SARS-CoV-2 (MOI of 1) was treated with 50 M CL1.1 for 1 h. This inoculum
was adsorbed on Vero E6 cells for 2 h. Then, the unbound virus was washed away, and cells were kept in a fresh medium containing
peptides for 72 h. Viral infection was assessed by flow cytometry on Spike™ cells (compared to untreated cells; vehicle corresponds to
DMSO, control peptide to CL7.4). Data are presented as individual biological replicates and mean * SEM; ns, P > 0.05 (one-way
ANOVA followed by Dunnett's post hoc).

peptides. Extracellular domains of claudins were composed of beta sheets (Fig. S1 in
Supplemental File 1) while the peptides likely form alpha helices in solution (Fig. 4A).

Nevertheless, we found that the peptide corresponding to the N-terminal 18-mer of
claudin-7, named CL7.1, inhibits ZIKV infection in five human cell lines. This was remi-
niscent of a previous study demonstrating that the corresponding peptide derived
from claudin-1, named here CL1.1, inhibits HCV infection in hepatoma Huh7.5.1 cells
(19). CL1.1 is more efficient than CL7.1 in blocking ZIKV infection. Of note, CL1.1 and
CL7.1 only have 4 amino acid differences, but their antiviral efficacy differs by almost 1
log, evidencing the high specificity of these peptides.

The efficacy of CL1.1 was intriguing since claudin-1 is not expressed in hCMEC/D3 cells
(18). Similarly, we found that CL7.1-mediated inhibition is comparable between endothe-
lial and epithelial cells but previously found that claudin-7 does not seem to play a role in
epithelial cell infection (15). We concluded that inhibition was not achieved by interfering
in the interaction between prM/E and claudin. This led us to search for a mechanism of in-
hibition that is independent of expression levels of claudin expression in cells.

When the treatment of ZIKV particles with the claudin-derived peptides was fol-
lowed by dilution and culture with the cells, we found that the inhibition was retained
although slightly lower than that obtained by retaining peptides in the culture me-
dium throughout the experiment. This could be the result of reversibility in the virus-
peptide interactions.

The reversibility of the interaction between CL1.1 and the HCV E1/E2 proteins has
previously been demonstrated by ultracentrifugation (19). Differences in inhibition effi-
cacy could also be explained by the fact that peptides present in the culture medium
could bind and inhibit newly formed particles.

Many antiviral peptides have been described over the years, including against flavi-
viruses, and their mechanisms of action are diverse. Several models suggest that antivi-
ral peptides could induce particle aggregation and/or prevent viral entry to the cell
(10, 34, 35). Here, CL1.1 did not seem to alter viral binding to the cell membrane or
internalization. Electron microscopic observations did not evidence particle aggrega-
tion. In other models, antiviral peptides are virucidal as they form pores in the viral
lipid envelope, disrupting viral integrity (7-10, 30). We found no such effect. Viral RNA
was still protected from RNase in particles upon claudin-derived peptide treatment.
Finally, some antiviral peptides have been shown to block viral fusion (36), which
seems to be the case for the claudin-derived peptides.

Our findings highlighted the importance of the amphipathicity of CL1.1 and CL7.1
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in their ability to inhibit ZIKV infection. Amphipathicity has been previously reported
as key for the antiviral activities of peptides (37). Both - and p-enantiomers of CL1.1
showed an identical affinity for ZIKV, YFV, and JEV. It is recognized that chiral peptides
retain their hydrophobic properties but should have altered affinities for proteins (38).
Since the control peptide CL7.4 has a similar amphipathicity as CL1.1, it suggests that
CL1.1 antiviral activity does not depend solely on peptide-lipid interactions, but that
some interaction between the peptide and the E protein may also be at play.

In silico analyses suggested that CL1.1 and CL7.1 may directly interact with the stem
domain of the ZIKV E protein in an envelope-proximal pocket. This is consistent with
the previous study that showed direct binding of HCV E1/E2 to CL1.1 (19). The stem
domain is highly conserved among flaviviruses, and we found that CL1.1 was also able
to block both JEV and YFV infections. Other groups also suggested that peptides
derived from, or interacting with, the stems of other flaviviruses displayed broad-spec-
trum antiviral properties (8, 36, 39). The stem domain seemed to constitute a promis-
ing target for anti-flavivirus drug design.

The amphipathicity of the peptides combined with the putative location of the
interaction with the E protein (in silico) suggest that claudin-derived peptides likely
bridge the E protein with the virus lipid envelope. This will lead to envelop rigidifica-
tion, hence the change in sphericity observed by electron microscopy. The lack of anti-
viral activity of CL1.1 against HIV-1 or SARS-CoV-2 infections could then be related to
differences in the lipid composition of viral envelopes along with a lack of interaction
sites with Env and spike proteins.

Peptide-based treatments present several advantages. These molecules are often
not cytotoxic, easy to manufacture, and have a high affinity to their targets (6). In addi-
tion, peptides can be designed to penetrate tissues and thus gain access to organs nor-
mally protected by barriers, such as the blood-brain barrier (9) or the blood-placental
barrier (8, 40), both of which are of interest in preventing severe ZIKV brain infections
in adults and fetuses. In some cases, claudin-derived peptides have been described as
potent disruptors of tight junctions in vitro and in vivo, which could promote virus dis-
semination into some tissues and could lead to impaired organ functions (41-44). Our
results showed that CL1.1 did not alter epithelial monolayer integrity.

The main limitation to the use of peptides in therapy is their limited persistence in
vivo, mainly due to degradation by proteases. To counteract this phenomenon, p-enan-
tiomers could be a good alternative, because they have the same efficacy in vitro and
are less susceptible to degradation in vivo (28, 45).

Our findings provided a basis for the development of compounds that could target
a large range of the known flaviviruses (e.g., ZIKV, JEV, YFV) and could also be efficient
against flaviviruses that may emerge in the future. The development of such a mole-
cule would be central to the preparation for future epidemics.

MATERIALS AND METHODS

Cells. Human embryonic kidney HEK 293T (ATCC, CRL-11268), human lung A549 (ATCC, CCL-185),
human colon Caco-2/TC7 (Merck, SCC209), and African green monkey kidney Vero E6 (ATCC, CRL-1586)
epithelial cell lines were maintained in high-glutamine and high-glucose DMEM (Thermo Fisher) supple-
mented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS; Thermo Fisher), 100 U/mL penicillin and
100 ng/mL streptomycin (Thermo Fisher).

Aedes albopictus embryonic C6/36 (ATCC, CRL-1660) cells were maintained in Leibovitz's L-15 me-
dium (Thermo Fisher) supplemented with 10% FBS and antibiotics.

Human cerebral microvascular hCMEC/D3 (Merck, SCC066), human bone marrow TrHBMEC (46), and
primary human umbilical vein HUVEC (ATCC, CRL-1730) endothelial cells were maintained in complete
EndoGRO Basal Medium (Merck) supplemented with 5% FBS, 0.2% EndoGRO-LS supplement, 5 ng/mL
rhEGF, 10 mM L-glutamine, 1 ng/mL hydrocortisone hemisuccinate, 0.75 U/mL heparan sulfate, 50 g/
mL ascorbic acid (Merck), and antibiotics.

Human primary CD4* T lymphocytes were isolated from the blood of healthy donors provided by the
EFS (Etablissement Francais du Sang, the official French blood bank) as previously described (47). The cells
were activated with 1 ug/mL phytohaemagglutinin (Oxoid) for 24 h and then cultivated in RPMI supple-
mented with 10% FBS, 50 IU/mL human IL-2, and antibiotics. Primary CD4" T lymphocytes were left to
expand for 5 to 7 days before use.

All cells were kept at 37°C with 5% CO, except for C6/36 which were kept at 28°C with no CO,.
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Viruses. Zika viruses (ZIKV) were produced on Vero E6 cells. Experiments were performed on strain
AF/1991/HD78788 (African lineage; GenBank accession no. KF383039) unless otherwise indicated. Other
ZIKV strains were tested, including Brazil/2016/INMI1 (Asian lineage, GenBank accession no. KU991811)
and H/PF/2013 (Asian lineage; GenBank accession no. KY766069). Japanese encephalitis virus strain JEV/
G3/RP-9 (48) and yellow fever vaccine strain YFV/17D (GenBank accession no. MG051217) were pro-
duced on C6/36 cells.

HIV NL4-3 strain was produced by calcium-phosphate transfection of HEK-293T cells as previously
described (47).

The SARS-CoV-2 isolate BetaCoV/France/IDF00372/2020 (EVAg collection, Ref-SKU no. 014V-03890)
was kindly provided by the National Reference Centre for Respiratory Viruses hosted by Institut Pasteur
and headed by S. van der Werf.

All infections were performed in 2% FBS media in biosafety level (BSL)-3 facilities.

Peptides. Claudin-derived peptides used in this study (of which sequences are detailed in Table S1
in Supplemental File 1) were synthesized by GenScript (Netherlands). The peptides were initially dis-
solved at a concentration of 5 mM in DMSO (Merck) as stock solution and were then used at various con-
centrations from stock as indicated. The final concentration of DMSO was never greater than 1% (vol/
vol) except in the cytotoxicity assay.

As controls for our experiments, we intended to use scrambled versions of CL7.1 and CL1.1. After multi-
ple failed attempts to synthesize these controls, we opted to use CL7.4, a peptide from our screen that did
not have a significant effect on ZIKV infection but shared common features to CL7.1 and CL1.1 (i.e., similar
alpha-helical structure and amphipathicity value uH = 0.28, see Fig. S4 in Supplemental File 1).

Viral replication assay. Infected cells were washed with PBS and intracellular RNA was extracted
using the Nucleospin 96 RNA kit (Macherey-Nagel). One-step RT-qPCR was performed using the GoTaq
1-Step RT-gPCR kit (Promega) with the following protocol: 15 min at 37°C, 10 min at 95°C followed by 40
cycles consisting of 10 s at 95°C, 30 s at 60°C, and 30 sec at 72°C (QuantStudio 6 Flex real-time PCR sys-
tem, Applied Biosystems). The melting curve was obtained to certify specific amplification. Genome
equivalent concentration was assessed with the standard curve method using known concentrations of
synthetic RNA fragments corresponding to the ZIKV NS5 coding region and was normalized to the
GAPDH level.

The ZIKV NS5 primers used were 5'-AAGTACACATACCAAAACAAAGTG (forward) and 5'-TCCGCTCCC
CCTTTGGTCTTG (reverse). The GAPDH primers used were 5'-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT (forward) and
5'-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG (reverse).

Viral titration assay. Supernatants of ZIKV and YFV infected cells were sequentially diluted 10-fold
and inoculated onto Vero E6 monolayers in 24-well plates. After 1 h of incubation, 2% carboxymethyl
cellulose (CMC; Merck) overlay containing 2% FBS culture medium was added to each well. The cells
were then incubated at 37°C for 5 days. Following the incubation, the CMC overlay was removed and a
PBS - paraformaldehyde 4% (Electron Microscopy Sciences) solution was added to each well and incu-
bated at room temperature for 15 min. The fixation solution was removed, and plates were washed
three times with PBS. Plates were then stained with a 1% crystal violet solution (Merck). The titer was
expressed as PFU.

Alternatively, for JEV infected cells, plates were incubated at 37°C for 2 days after adding the CMC over-
lay. They were then washed and fixed as described earlier. Cells were then permeabilized with PBS-Triton
0.2% for 3 min, washed three times, and incubated in blocking buffer (PBS, Tween 20 0.1%, and FBS 1%) for
30 min followed by 2 h of incubation with pan-Flavivirus antibody 4G2 purified from the ATCC hybridoma.
Plates were washed three times with PBS followed by an hour-long incubation with a secondary antibody
conjugated to horseradish peroxidase (Bio-Rad). Detection was achieved using the VIP Peroxidase Assay
(Vector) according to the manufacturer's recommendations. The titer was expressed as foci-forming units
(FFU).

Cytotoxicity assay. Confluent A549 monolayers were treated with 0 to 200 M CL1.1 or control
peptide for 48 h at 37°C. We used an equivalent volume of DMSO as a control. Following the treatment,
the medium was swapped for fresh DMEM with 2% FBS in the presence of 1.2 mM MTT. Mitochondrial
reduction of MTT into Formazan was allowed for 4 h. Formazan was dissolved in isopropanol-HCl and
absorbance at 570 nm was measured with a Multiskan FC Microplate Photometer (Thermo Fisher).

Tight-junctions disruption assay. Caco-2/TC7 cells were cultured on Transwell inserts (12 mm di-
ameter, 3 um porosity, polycarbonate, Costar) for 21 days, delimiting apical (upper chamber) and baso-
lateral (lower chamber) compartments. Apical and basolateral media were replaced every 2 days, and
transepithelial electric resistance (TEER) was routinely analyzed (EVOM World Precise Instruments). Once
fully differentiated, the monolayers were treated with 50 ©M CL1.1 or control peptide and TEER was
measured at different time points over a 24 h period. We used 10 uM EDTA (Thermo Fisher) as a control.

Binding and internalization assay. Cells were seeded in 2% FBS medium 24 h before infection.
Prechilled cells were incubated with ZIKV (MOI of 10) for 1 h at 4°C - to block the internalization of the
viruses - in the presence of 10 uM CL1.1 or control peptide. We used 200 ug/mL Heparin (Merck) as a
control. The cells were then washed three times with cold PBS to remove unbound particles. Cell surface
adsorbed ZIKV particles were analyzed by harvesting RNA at this step.

ZIKV internalization was induced by adding a warm medium and keeping the cells at 37°C for 2 h in
the presence of 10 uM CL1.1 or a control peptide. We used 100 M Dynasore (Merck) as a control. The
cells were then treated with 0.05% Trypsin (Thermo Fisher) to remove uninternalized particles, cells
were pelleted, and RNA was harvested.

Cell-to-cell fusion assay. Confluent C6/36 monolayers were infected with ZIKV (MOI of 2) for 48 h to
ensure all the cells were infected before the experiment. The cells were then incubated in fresh RPMI
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1640 medium (Thermo Fisher) incubated for 1 h at 37°C in the presence of 10 uM CL1.1, or 50 uM CL7.1,
or 50 uM the control peptide (i.e., CL7.4). We used 500 ng/mL 4G2 MAb (ATCC hybridoma) as a control.
The medium was then swapped for RPMI-10 mM MES (pH 5.5) or RPMI-HEPES 10 mM (pH 7.0) and cell-
to-cell fusion was allowed for 2 h at 37°C. Cells were then fixed with isopropanol for 15 min at —20°C,
air-dried, and stained with 10% Giemsa solution (RAL Diagnostics). Cell-to-cell fusion was visualized with
bright field microscopy (EVOS M5000, Thermo Fisher). Fusion-index (FI) was quantified using the follow-
ing formula: 1 - (number of cytoplasms/number of nuclei). For the quantification, fields with 200 = 50
nuclei were considered.

In silico peptide structure predictions. Structures of the peptides were predicted using the PEP-
FOLD3 software (25) hosted on the Mobyle platform of the French Ressource Parisienne en Bioinformatique
Structurale (49). The predictions were made using the sequences of CL1.1 and CL7.1, 100 simulations were
performed, and the models were ranked by sOPEP, the best model was considered for analysis.

Amphipathicity of the peptides was explored using HELIQUEST (26). Calculations for the amphipa-
thicity value (uH) of the peptides were conducted using the Eisenberg scale (27).

Electron microscopy. ZIKV was first concentrated by polyethylene glycol 6000 (Merck) precipitation
and purified by centrifugation in a discontinued gradient of sucrose. These sucrose-purified viruses were
used for the electron microscopy experiments.

A ZIKV stock (5 x 10® PFU) was mixed with 10 uM CL1.1 or control peptide for 1 h at 37°C. The differ-
ent mixtures were then fixed by the addition of 4% PFA and 1% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.2) before being placed in contact with Formvar/carbon-coated nickel grids for 5 min.
Negative staining was performed using 2% uranyl acetate (Agar Scientific) followed by transmission
electron microscope analyses (JEM 1011, JEOL).

RNase A protection assay. A ZIKV stock (1 x 10° PFU, H/PF/2013 strain) was mixed with 10 uM
CL1.1 or control peptide for 1 h at 37°C. We used 1% Triton X-100 (Merck) as a control. Then, RNase A
(Thermo Fisher) was added to a final concentration of 100 ug/mL and incubated for 1 h at 37°C.
Ribolock RNase inhibitor (Thermo Fisher) was added to a final concentration of 400 U/mL and incubated
for 10 min at 37°C. Viral RNA was harvested from the solution using the QIAamp Viral RNA kit (Qiagen)
and RT-gqPCR was performed as described above. To ensure that CL1.1 does not prevent RNase A degra-
dation, we used a condition with Triton X-100 mixed with RNase A.

In silico peptide-protein interaction predictions. The interaction model of CL1.1 and ZIKV enve-
lope protein (PBD accession code 5IRE) was generated using HPEPDOCK (31) using the CL1.1 structure
predicted earlier with PEP-FOLD3.

Flavivirus stem sequences alignment. Sequences of the stem domains of the E protein from ZIKV
(GenBank accession no. AHZ13508), JEV (GenBank accession no. M55506), YFV (GenBank accession no.
AAC35899), DENV (GenBank accession no. AAB70694), WNV (GenBank accession no. AAA48498), Usutu
virus (USUV; GenBank accession no. AAS59402) and Spondweni virus (SPOV; GenBank accession no.
AO0Z57820) were aligned using MUSCLE.

Flow cytometry. For Gag staining, infected cells were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for
10 min and incubated with the KC57-PE monoclonal antibody (Beckman Coulter) in PBS, 1% BSA, and
0.05% Saponin (Merck) for 30 min at 4°C. Samples were analyzed on a FACSCanto Il (BD Biosciences).

For Spike staining, infected cells were fixed in 4% PFA for 10 min and staining was performed in PBS,
1% BSA, 0.05% sodium azide, and 0.05% Saponin. Cells were stained with the primary pan-SARS-CoV-2
anti-S mAb102 human monoclonal antibody (50) and secondary Alexa Fluor 477 (Thermo Fisher) for
30 min at 4°C. Samples were analyzed on an Attune NxT (Thermo Fisher).

Quantification and statistical analyses. Graphical representations and statistical analyses were per-
formed using GraphPad Prism version 8.2 for macOS (GraphPad Software). Following a positive normality
test, data were analyzed with a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s post hoc.
Otherwise, data were analyzed with a nonparametric Kruskal-Wallis ANOVA followed by Dunn’s post hoc.
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