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RESUME

Une étude a été menée au Laboratoire Central de L’Elevage (LABOCEL) de Niamey du 23 Mai
2016 au 30 Décembre 2016.

Elle a pour but, d’identifier ‘‘la meilleure eau’’ en terme de qualité, pouvant servir a la préparation

de milieux de culture, afin d’optimiser la production de vaccins sur cellules Vero.

Pour cela, des cellules Vero furent cultivées en lots séparés avec des milieux de culture préparés
avec quatre (4) types d’eau différente : ER (eau du robinet) ; ED (eau minérale Dallol) ; ERD (eau
du robinet distillée) ; EDD (eau minérale Dallol distillée). ER et ED sont considérés comme les
¢chantillons d’eau n’ayant pas subi de traitement et ERD et EDD les mémes échantillons ayant

subi une distillation.

A D’issue de cette étude, nous avions obtenu, aprés comptage des cellules sur lame de Bauer les
résultats suivants : ER : 62.500 cellules /ml ; ED : 412.000 cellules /ml ; ERD : 737.500 cellules
/ml ; EDD : 700.000 cellules /ml. Le rendement en terme de croissance cellulaire est nettement
plus élevé quand les différentes eaux subissent un traitement (distillation).En effet, au niveau de
ER, le rendement aprés traitement est de presque 12 fois plus €levée ; et pour ED presque 2 fois
plus élevé. Ainsi, ’amélioration de la qualité de I’eau servant a la préparation des milieux de
culture au LABOCEL, devrait permettre d’augmenter le volume en termes de rendement du lot

de vaccin d’au moins deux, voire trois fois ; et de réduire le temps de production.

Des recommandations ont été faites pour une amélioration de la formulation de préparation des

milieux de culture.

Mots-clés : vaccin, eau, culture cellulaire, passage des cellules, cellules Vero



ABSTRACT

A study was conducted at the Central Veterinary Laboratory (LABOCEL) of Niamey from 24"
June 2016 to 30™ December 2016.

Its purpose is detecting "best water” in quality terms, which can be used for culture media

preparation, in order to optimize vaccines production on Vero cells.

For this, Vero cells were cultured in separate batches with culture media prepared with four (4)
different types of water: ER (tap water); ED (Dallol mineral water); ERD (distilled tap water);
EDD (Dallol distilled mineral water). ER and ED are considered water samples that have not
been treated, and ERD and EDD the same samples that were treated (distilled).

At the end of this study, we obtained following results after counting cells on Bauer's slide: ER:
62,500 cells / ml; ED: 412,000 cells / ml; ERD: 737,500 cells / ml; ESD: 700,000 cells / ml.
The efficiency in terms of cell growth is significantly higher when different waters gone through
treatment (distillation). Indeed, we find that for ER, efficiency after treatment is almost 12 times
higher; and for ED almost 2 times higher.

Recommendations have been made to improve formulation of culture media preparation.

Keywords: vaccine, water, cell culture, cell passage, Vero cells
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INTRODUCTION

Le Niger, pays sahélien, dispose au ler janvier 2017, d’une population estimée a 21 546 595
de personne (ATLAS, 2018). Son cheptel est de 39.413.000 tétes en 2013 (NIGER, 2014) .
Les productions animales contribuent & hauteur de 13% au Produit Intérieur Brut et 40% du
(PIB) agricole (NIGER, 2010). 11 intervient comme apport a hauteur d’au moins 25% au

budget des collectivités territoriales.

Cependant, de nombreux facteurs freinent I’essor du sous-secteur de 1’Elevage au Niger. On

peut distinguer quatre principales causes qui interagissent d une manicre plus ou moins étroite :

v’ La persistance des maladies animales ;
v' L’insécurité alimentaire du cheptel ;
v’ La faiblesse du systéme de recherche et de vulgarisation en productions animales ;

v' L’environnement institutionnel et financier des filiéres peu performant.

Le Ministere en charge de I’Elevage a congu une Stratégie De Développement Durable
(SDDEL), couvrant la période 2013-2035 (NIGER, 2015), incluant des perspectives
d’orientation a méme de mieux exploiter le potentiel animal, c’est-a-dire d’améliorer la santé
de son cheptel, son niveau de production et la valorisation de ses productions, tant en quantité
qu’en qualité. Par ailleurs, I’intégration du Niger aux ensembles sous régionaux : la
Communauté Economique des Etats de I'Afrique de I'Ouest (CEDEAO) et ; I’Union
économiqgue et monétaire ouest-africaine (UEMOA) implique des actions concertées en termes
de transhumance, de controle sanitaire des animaux et de fiscalisation. Pour sa mise en ceuvre,
trois axes stratégiques sont retenus. Pour le premier axe ; il s’agit d’abord d’améliorer la santé
animale et de garantir la qualité des denrées et des produits issus de 1’élevage. Pour lutter contre
les maladies, un des volets est la prophylaxie médicale c’est-a-dire la vaccination. D’ou la
création du Laboratoire Central de I’Elevage (LABOCEL) ; qui produit des vaccins contre les
maladies prioritaires dont celles dues a des virus. Malheureusement, le LABOCEL rencontre
des difficultés dues a la vetusté du plateau technique, qui fait que le processus de production
est ralenti et le rendement n’atteint pas ’optimum. Il a été constaté une baisse de prolifération
des cellules VERO, ce qui nous amene a investiguer au niveau du dispositif de production d’eau
distillée pour la préparation des milieux de culture. Effectivement ; ce dispositif est défaillant,
on se posait la question a savoir si 1’eau provenant de ce dernier répond aux normes
internationales, concernant les cultures cellulaires, sinon cette eau serait-elle a la base du baisse

de rendement des cellules VERO ?



C’est dans ce contexte que nous avons entrepris ce travail dont I'objectif général est d’accroitre
la production de vaccin sur cellules « VERO » au LABOCEL; en utilisant pour la préparation

des milieux de culture une eau de qualité qui répond aux normes.
De fagon spécifique, il s’agit de :

— Etudier la qualité physico-chimique et microbiologique d’échantillons d’eau

— Evaluer ’effet des types d’eau sur le rendement des cellules VERO.

Cette étude comporte deux parties. La premiere partie qui est une synthese bibliographique
porte sur un rappel sur I’utilisation des cultures cellulaires dans le processus de production de
vaccins, des données générales sur la culture cellulaire et des facteurs susceptibles d’influencer
sa réussite, surtout la qualité de I’eau. Quant a la seconde partie, elle est consacrée a la
présentation du site d’étude, le LABOCEL, a la méthodologie, aux résultats et leur discussion

et aux recommandations.
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PARTIE | :
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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Chapitre | : Vaccins et culture de cellules animales

La culture de cellules animales permet la production de nombreuses molécules thérapeutiques

telles que des vaccins et des protéines recombinantes (BROU, 2012).

La vaccination consiste a introduire chez un individu une préparation antigénique dérivée ou
proche d’un agent infectieux déterminé, de maniére a créer une réponse immunitaire capable
de le protéger contre la survenue d’une maladie liée a cet agent infectieux. Les vaccinations

constituent un instrument essentiel en santé publique (MASSIP, 2002)
1.1.Les différents types de vaccins

1.1.1. Vaccins vivants

Il s'agit de mutants avirulents ou peu virulents, qui ont été sélectionnés a force de passage en
série chez le nouvel hote (lapin, ceufs embryonnés) ou en culture de cellules mais qui ont
conservé la propriété de se multiplier chez I'h6te naturel et donc d'y induire une réponse

immunitaire de longue durée (OGER et al. 2013).

1.1.2. Vaccins tués ou inactivés

Ils sont constitués d'agents infectieux dont on a supprimé toute virulence par inactivation

chimique (formol, propiolactone) ou physique (rayonnements ou chaleur) (OGER et al. 2013).

On retrouve aussi dans cette catégorie les vaccins sous unitaires et peptidiques (figure 1).
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Figure 1:Les différents types de vaccins (QUINTIN-COLONNA, 2007)

1.2 Historique de la vaccination
1.2.1. L’antiquité et la variolisation

Dés I’antiquité, les anciens avaient déja noté que certaines maladies graves interprétées comme
étant des intoxications par des miasmes ambiants, ne pouvaient se contracter successivement a
deux reprises. C’est seulement au XIéme siécle, en Chine, que I’on retrouve des traces précises
de la pratique de la variolisation ; les chinois utilisaient alors le pus ou les squames broyées

d’un patient et les plagaient dans les narines d’un sujet sain (DUIGOU, 2010).
1.2.2. Fondement du principe de la vaccination par Jenner

Le 14 mai 1796, Edward Jenner fait date en établissant une premiére approche scientifique de
la vaccination : il inocule du pus de vache variolée a un jeune enfant James Phipps (CRETOT,
2013). Un mois apres, il vérifie I’immunité en inoculant cette fois du pus humain. Il publie par
la suite un premier trait¢ en 1798 : “An Inquiry into the Causes and Effects of the Variolae
Vaccinae...”. Jenner pose également les bases de la revaccination, observant que I’immunité

n’est pas définitive.



1.2.3. Louis Pasteur et le principe de ’atténuation

Il vaccine en 1885, pour la premiere fois, un enfant mordu par un chien atteint de rage (CURTIS,
2015). Des 1932, la fabrication de vaccins viraux est entreprise avec un réel essor en 1949 grace
al’élaboration des techniques de cultures tissulaires permettant la production en grande quantité

des virus et des vaccins viraux vivants atténués ou inactives.

XXeme. X XTeme gigcle
Développement de différents types de vaccins (2)

6OTSCHLICH Progrés des biotechnologies
Naissance des vaccins Mise au point de vaccins de génie génétique :
polyosidiques (4 partir de la svaccin contre I'hépatite B (MAUPAS)
capsule des bactéries) svaccin contre le papillomavirus
Le sucre est récupéré gréce @ Production d'antigénes par des cellules étrangéres
des détergents puis est purifié (levure, CHO)
Probléme : ce type de vaccin Obtention de vaccins sous-unités recombinants
n‘est pleinement immunogéne
qu'a partir de 2 ans ! Optimisation de l'utilisation des vaccins :

naissance des vaccins combinés qui améliorent la
couverture vaccinale et facilitent l'acte vaccinal

SCHNEERSON et ROBINS

: . Mise au point de candidats-vaccins thérapeutiques
Mise au point de la conjugaison : contre les cancers : possibilité détre utilisés
liaison chimique entre le polyoside comme traitement curatif complémentaire a la
et une profeine « porteuse » qui chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie
rend le polyoside immunogéne dés
les premiéres semaines de vie »

Figure 2: Développement de différents types de vaccins (BOQUEL et al. 2013)

1.3.Culture des cellules animales

Ce sont des cultures in vitro de cellules, de tissus et d'organe dans un milieu artificiel, c'est a

dire, de composition connue et sans variations dues au métabolisme (Georgia & Xavier 2014).
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1.3.1. La cellule animale

La cellule (en latin cellula signifie petite chambre) est I'unité structurale, fonctionnelle et
reproductrice constituant tout ou partie d'un étre vivant (CHELLI, 2013).

Les biologistes distinguent deux types fondamentaux de cellules selon qu'elles possedent ou
non un noyau CHELLI, 2013) :

— Les procaryotes dont I'ADN est libre dans le cytoplasme (les bactéries, par exemple).
Les procaryotes sont des cellules plus primitives, qui sont apparues en premier au cours
de I'évolution, il y a 3, 5 milliards d’années. Ce groupe se subdivise en deux autres :
celui des eubactéries et celui des archeéobactéries.

— Les eucaryotes qui ont une organisation complexe (les animaux et les végétaux),
renfermant de nombreux organites et dont I’ ADN est enfoui dans le noyau entouré¢ d'une

membrane nucléaire.

Nucléole

Noyau
Ribosome

Vésicule

REG

Appareil de Golgi
Cytosquelette

Réticulum endoplasmique lisse
Mitochondries

Peroxysome

Cytosol

Lysosome

Centrosome (constitué de deux centrioles)

Membrane plasmique Figure 3 : cellule animale en 3 D (Google 2017)

Le role des éléments structuraux de la cellule animale (figure 3) sont décrits dans le tableau | :


https://fr.wikipedia.org/wiki/Nucl%C3%A9ole
https://fr.wikipedia.org/wiki/Noyau_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ribosome
https://fr.wikipedia.org/wiki/V%C3%A9sicule_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Appareil_de_Golgi
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cytosquelette
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9ticulum_endoplasmique_lisse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mitochondrie
https://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9roxysome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cytosol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lysosome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Centrosome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Centriole
https://fr.wikipedia.org/wiki/Membrane_plasmique

Tableau I : fonction des organites de la cellules (HARZOUZ, 2017)

Organites
Réticulum endoplasmique lisse

Appareil de Golgi

i
' Structure

Fonction

Cannalicules (petit canaux) délimités
| par une membrane

Plusieurs dictyosomes

Réticulum endoplasmique granuleux

Cannalicules délimités par une
membrane et recouvert de ribosomes

Le noyau

Limité par une enveloppe nucléaire et
il renferme la chromatine, | ou 2
nucléoles et le nucléoplasme

les embalages des protéines

Fabrication des lipides membranaires
et des hormones stéroides

Maturation des protéines
les tris

Synthése des protéines '

Dépositaire de I'information génétique |
de la cellule dont il contréle le |
fonctionnement |

¥

Mitochondrie

Organites délimités par deux
membranes séparées par un espace
intermédiaire.

Cytosquelette (ce n'est pas un
organite)

1.3.2.

Réseau de filaments protéique qui
s'entrecroisent au sein de la cellule

Différents types de cultures cellulaires

Respiration cellulaire qui permet la

synthése d'ATP (source d'énergie pour ‘

la cellule) |
|

Soutien de la cellule, mouvement
l cellulaire et intracellulaire, cohésion
Lentre les cellules.

Il existe trois types de cultures cellulaires: la culture d'organe, les cellules en culture primaire
et les lignées cellulaires (BARLOVATZ, et al., 2003).

1.3.2.1.Culture d'organe

Elle consiste a faire survivre quelques heures a quelques semaines un organe, un tissu ou un de

leurs fragments, en conservant son intégrité et son architecture (JEANNESSON , 2007)
1.3.2.2.Culture primaire

La culture primaire est la culture initiale établie a partir d’un tissu. Sa composition cellulaire
est donc hétérogene et tres proche de celle du tissu originel (JULIETTE, 2014). La nature du
tissu prélevé peut étre différente: soit il s’agit d’un fragment tissulaire solide, soit il s’agit d’une
suspension cellulaire tels que les épanchements pleuraux ou abdominaux (JULIETTE, 2014).

Il faut remonter a la moitié du dernier siécle pour observer les premiéres applications
industrielles des procédés de culture de cellules animales (KRETZMER, 2002).Celles-ci

concernaient principalement la production de vaccin.



1.3.2.3. Lignés cellulaires

Elles sont le plus souvent constituées de cellules tumorales ou de cellules «transformées»,
chimiguement ou via un virus oncogene, et posseédent la caractéristique de pouvoir se diviser
de facon illimitée (LANGDON 2004).

On distingue les lignées cellulaires finies (Tableau Il) qui présentent une dégénérescence des
cellules au bout d’un certain nombre de repiquages, des lignées continues a durée de vie

illimitée.

Tableau Il : Lignées cellulaires les plus utilisées dans les procédés industriels (MARC &
OLMOS 2010)

Cellules Origine Applications
Vero Cellules épithéliales de rein de singe vert Vaccin viraux humains et vétérinaires
ST Cellules épithéliales de testicules de porc Vaccin viraux vétérinaires
MDCK Cellules épithéliales de rein de chien Vaccin viraux vétérinaires
CHO Cellules d’ovaire de hamster chinois Protéines recombinantes
BHK Cellules de rein de bébé hamster Facteur VIII
HEK293 Cellules épithéliales de rein humain | Adénovirus

transformées
PER.C6 Cellules de rétine humaine Protéines recombinantes
NSO Cellules de myélome de souris Protéines recombinantes
Hybridomes | Cellules hybrides murines Anticorps monoclonaux
Sf9 High-5 Cellules d’insectes Protéines recombinantes

1.4.Repiquage

Le repiquage permet une diminution de la densité cellulaire afin de maintenir une croissance
optimale par le biais d’une dilution des cellules, précédée ou non d’une étape de dissociation
enzymatique selon le procéde de culture. Cette technique constitue la premiere étape menant a
une lignée cellulaire, et est indispensable pour le maintien d’une bonne croissance cellulaire.
En effet, si les cellules arrivent a confluence (100% de recouvrement), elles rentrent en phase

plateau, synonyme d’une diminution nette de la croissance (MACLEOD, 2004).




1.4.1. Principe

Le repiquage, ou encore «passage», consiste a ensemencer un nouveau milieu de culture

cellulaire, dés lors que les cellules recouvrent 70 a 90% de la surface du flacon de culture, ou

que le milieu change de couleur, synonyme d’une acidification et donc d’un appauvrissement
en nutriments (MACLEOD, 2004).

1.4.2, Méthode

Pour les cultures en monocouche une premiére étape de trypsination sera nécessaire
(MACLEOD, 2004) :

le milieu de culture est retiré du flacon a I’aide d’une pipette.

les cellules sont ensuite nettoyées deux fois avec une solution tampon PBS pour eliminer
toutes traces de sérum pouvant inactiver la trypsine.

la trypsine est ensuite incorporée dans le flacon contenant les cellules adhérentes, en
prenant bien soin de 1’¢étaler de fagcon homogene de fagon a ce qu’elle agisse sur toutes
les cellules.

Les cellules sont ensuite incubées a 37°C avec une durée d’incubation pouvant varier
de 1 a 20 minutes selon la facilité des cellules a se détacher. Il faut garder a I’esprit que
moins elles sont en contact avec la trypsine, mieux c’est. Ainsi des contrdles réguliers,
toutes les 2 minutes environ, doivent étre réalisés, soit a I’ceil nu, soit au microscope
inversé, afin de contréler le détachement des cellules. Il peut étre intéressant de tapoter
sur le flacon de culture, au moment du contr6le, pour faciliter la dissociation, ou alors
d’utiliser une technique de pipetage/refoulement a 1’aide d’une pipette pour dissocier

les amas cellulaires.
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Trypsination (« passage ») : Utilisation d'une enzyme protéolytique (solution de

trypsine) pour détacher -

les cellules -i) les unes des autres »—<

-ii) du support =

fI{I, ?g:p?rgfrlzt:‘\liﬁfed surnageant, T SR P iRy T SRR T )

et rincer rapidement avec une solution de trypsine (pour éliminer les traces de milieu)

-2. Laisser agir environ 0,5 ml a 1 ml de solution de trypsine sur la culture cellulaire

-3. min) a 37°C et surveiller la dissociation du tapis ce ire
-

.V ot T - - O ,ayz-h, ‘
e : g 2 . & & T
EHTR I e el u-a L E 5 TR

-4. Inactiver la trypsine par adjonction de milieu de culture (action du calcium)
-5. La suspension cellulaire est alors répartie dans plusieurs flacons ou boites de culture
selon la densité désirée 6.
Cultures
secon-
daires
~  moins
denses
que la
culture
2 primaire

Figure 4 : Techniques de culture cellulaire (PEDEUTOUR, 2009)

1.4.3. Comptage des cellules avec I’ hématimetre de Bauer

C’est une méthode d’estimation du nombre de cellules viables d’une suspension cellulaire

(FAO, 2003). Avant de commencer le processus du comptage, des précautions sont a prendre :

— Nettoyer la surface de la lame de numération avec de 1’alcool a 70% en prenant soin de
ne pas gratter la surface

— Nettoyer la lamelle avant de la déposer sur la lame de numération

La présence d’anneaux arc en ciel de Newton (entre la lame et la lamelle) signifie que la
lamelle est bien collée a la lame (FAO, 2003).
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Figure 5: cellule de Newbauer (MIK-MAG, 2018)

1.4.3.1.Instructions chronologiques

Veiller a ’homogénéité et a la représentativité de 1’échantillon de la suspension cellulaire
(FAO, 2003).

— Homogénéiser soigneusement 1’échantillon de la suspension cellulaire ;

— Meélanger 0,5 ml de cette suspension avec 4,5 ml de la solution de bleu de trypan ;

— Homogénéiser le mélange avant de le laisser au repos pendant 10 minutes a la
température ambiante ;

— Homogénéiser le mélange avant d’en prélever 20 ul a 1’aide d’une micropipette ou d’une
pipette pasteur ;

— Déposer immédiatement cet échantillon dans un coin de I’hématimétre et laisser la
suspension s’épandre sous la lamelle par capillarité. Prendre soin de ne pas transférer
trop ou pas assez de suspension cellulaire. Dans le premier cas, aspirer le surplus de
suspension avec un buvard ;

— Observer la lame au microscope avec le grossissement X 10 en faisant la mise au point

sur la partie centrale de 1’hématimetre et sur les lignes de la grille.
1.4.3.2.Interprétation des résultats :

Avec un hématimétre de type New Bauer, le volume de chaque grand carré est Imm x 1mm x
0.Imm = 10“ cm?® le facteur de multiplication sera de 10.000 (FAO, 2003). Le nombre de
cellules par millilitre (N) pour une catégorie donnée (vivantes ou mortes) se calcule comme

suit en tenant compte de la dilution initiale au 1/10°™ dans le bleu de trypan :

m x 10.000 x 10
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*m = moyenne des cellules comptées.

% des cellules mortes : Nombre de cellules colorées x 100

Nombre total de cellules comptées
La numération peut étre inexacte si I’échantillon n’est pas homogeéne ou si la distribution des
cellules n’est pas faite au hasard sur la lame. Pour éviter ce probléme, il faut diluer la suspension
cellulaire de maniere a ne pas avoir plus de 40 cellules par carré. Si deux numeérations different

de plus de 20%, il faut refaire 1’échantillonnage et une autre numération (FAO, 2003).
1.4.4. Cycle cellulaire
Le cycle cellulaire est le processus qui permet la division des cellules. Il est composé de :

L’interphase : caractérisée par un accroissement du volume cellulaire. la
cellule transcrit ses génes et les chromosomes sont dupliqués ;

— La phase mitotique : elle correspond a I'étape de la division cellulaire chez les cellules
non sexuelles des organismes eucaryotes, c'est-a-dire qui possédent un noyau. Elle se
déroule en plusieurs phases, commence apres la duplication de I’ADN et se termine

avec la séparation des deux cellules filles).

Chez les cellules dites « normales », chaque phase du cycle est régulée par un réseau
complexe de kinases, inhibiteurs et autres molécules de signalisation. Des points de
surveillance sont constamment sollicités afin d’arréter la division cellulaire a la moindre
anomalie (KASTAN & BARTEK , 2004). En revanche, les cellules cancéreuses possédent
un cycle cellulaire dérégulé et une absence de points de surveillance (WILLIAMS &
STOEBER, 2012).
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Figure 6: Evolution de la quantité d’ADN par cellule au cours d'un cycle cellulaire
(UNISCIEL , 2018)

1.4.5. Contaminations microbiennes

Au sein d’une culture cellulaire, deux types de contaminations sont possibles: les
contaminations microbiennes et les contaminations par d’autres lignées cellulaires.
Un récapitulatif des différents agents, de leurs conséquences sur la culture, des moyens de

détection ainsi que de lutte est présenté dans le Tableau II.
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Tableau 111 : Données récapitulatives des agents contaminants et de leurs propriétés (LANGDON 2004)

Mycoplasmes

Bactéries

Champignons

Levures

Virus

Aspect

Petits procaryotes de
0,3 a0,8um tres
difficilement visibles
au microscope

Coques, bacilles,
spiralés, etc.

Filaments micellaires,
Spores

Petite forme ovoide,
ou chainettes plus ou
moins ramifiées

Sources de
contamination
Lignées cellulaires
provenant de
I’extérieur

Sérum

Milieu de culture
Manipulateurs

Mauvaise asepsie
Bain Marie
Milieu

Aéro-contamination

Aéro-contamination

Sérum

Lignées cellulaires
provenant de
I’extérieur

Conséquences sur la
culture

Baisse de la croissance
Baisse de 1I’adhérence
Modification
phénotypique

Baisse du pH
Augmentation de la
turbidité et aspect trouble
du milieu

Aspect granuleux de la
culture

Aspect «chevelu» de la
culture

Modification du pH
Aspect trouble du milieu
Modification de pH

Peuvent étre
cytopathogéne

Détection

Culture microbiologique
fluorescence ADN

PCR

Hybridation ADN
Microscope électronique a
transmission
Immunodétection
Observation au microscope
Culture microbiologique

Mise en évidence des spores
Culture microbiologique

Culture microbiologique

PCR

Microscope électronique a
transmission
Immunodétection

Elimination

Antibiotiques:
Quinolone
Tétracycline
Macrolide

Elimination de la lignée ou
Antibiotiques (Pénicilline
et streptomycine)

Antimycotique:
amphotéricine B ou
mycostatine
Antimycotique:
mycostatine
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Chapitre Il : Paramétres influencant la culture cellulaire

Il est nécessaire de connaitre les parametres biologiques de la cellule animale utilisée et de
maitriser leur impact sur la croissance cellulaire et la production de la molécule d’intérét
(BROU, 2012). En effet, la connaissance des parametres optimaux pour la croissance et la
production de la molécule d'intérét permet de définir les conditions opératoires du procédé de
culture.

L'ensemble des facteurs susceptibles d'influencer le comportement des cellules est illustré sur
la figure (Figure 7) :

Environnement Systéme de culture
physico-chimique

Mode d'alimentation
Cellules ensemencées

Agité/statique ; Discontinu Bt
T°, pH, po3 Cellules en suspension/ Discontinu-alimenté & At pIvElregique
Pco2r Posm: sur supports/en agrégats | Continu ‘ oncentration

contraintes, gradients \ I Perfusé

Milieu de culture Bioréacteur
s Taille
Composition; Puissance dissipér
concentrations Mode d'aération
- _ | -
1
) ( | Synthése,
Prolifération Mort cellulaire L Métabolisme ‘ productivité et
S )

J . Mmaturation
4

Figure 7:Facteurs du procédé de culture susceptibles d’influencer le comportement des
cellules animales (MARC & OLMOS 2010)

Selon la figure 7 ; plusieurs paramétres ont une influence sur la prolifération des cellules en
culture :

2.1. La température

La température optimale de croissance est de 37 °C pour les cellules de mammiferes et de 27

°C pour les cellules d’insectes. Ce parametre doit étre rigoureusement controlé dans le

bioréacteur (avec un écart de 0,5 °C) (DUCOMMUN , 2002 ).
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2.2. LepH

Les cellules animales ne tolérent que de faibles variations de pH et doivent ainsi étre cultivees
dans un milieu dont le pH reste compris entre 6,5 et 7,8 selon les cellules, la valeur optimale se
situant géneralement autour de 7,3 (BARBOUCHE, 2008 ; MARC. A, 2010).

2.3. Osmolalité

L’osmolarité optimale pour la culture de cellules animale est de 1’ordre de 300 mOsm. kg-1,
celle-ci est maintenue par la présence de sels dans le milieu (OLSEN, 2008). Cependant, I’ajout
ponctuel de solutions nutritives concentrées ou de base pour contréler le pH est susceptible
d’augmenter cette osmolarité. En cas d’hyperosmolalité (jusqu’a 400 mOsm. kg—1), un
ralentissement de la vitesse spécifique de croissance cellulaire est observé (CHAUDHRY, et
al., 2009) alors que la vitesse spécifique de production est généralement augmentée
(CHERLET, etal., 1999).

2.4. Tension de I'oxygene dissout

La tension de I'oxygéne dissout (DO) est un paramétre qui a une forte influence sur la culture
cellulaire. Par exemple, I'équipe de Sauer et al. (2000) a démontré que l'oxygéne favorise la
différentiation in vitro de cellules souches embryonnaires (ES) en cellules cardiaques et en
cellules hématopoiétiques. Dans les systéemes de culture cellulaire, le taux de consommation
d'oxygene des cellules doit étre déterminé de sorte que I'oxygeéne soit alimenté d'une maniere
précise afin d'éviter des variations ou limitations (KALLOS, et al., 1999).

2.5. Milieux de culture

Le milieu de culture apporte des éléments nutritifs et bioactifs nécessaires au bon
fonctionnement du métabolisme cellulaire. Il peut étre également impliqué dans la protection
des cellules par rapport aux contraintes hydrodynamiques et dans la limitation des variations de
pH par sa fonction tampon.

Selon les milieux cellulaires de base et 1’objectif de culture pour lesquels on les utilise, 1es
composants ne seront pas les mémes. Néeanmoins, il existe des éléments essentiels qui seront
retrouvés dans la plus grande majorité des milieux de bases et qui sont indispensables pour la
survie des cellules (CEZARD, 2013) (Tableau V).
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Tableau IV : Besoins Nutritifs des Cellules (Georgia & Xavier , 2014)

Eau

Na+, K+, Ca®", Mg#, Cl-

Maintien de la PO

Sels minéraux Cu, Zn, Co, Fe Cofacteurs enzymatiques
Réle de facteurs d'adhésion (Ca2+)
Oligoélément
Source d'énergie | Glucose Principale source d'énergie
Glutamine in vitro elle alimente la

néoglucogénése

Acides aminés

GlIn, Leu, Thr, Lys, Trp, Phe, Val, Met, lieu, Tyr,
Cys, Arg, His

Indispensables car ils ne peuvent
pas €tre synthétises in vitro

Vitamines

acide folique, pyridoxal, riboflavine, thiamine,
inositol, acide nicotinique, acide panthoténique,
choline

Coenzyme
Précurseur des bases puriques et
pyrimidiques

Facteurs de PDGF Hypertrophie (augmentation de
croissance FGF taille)
EGF Hyperplasie (augmentation de la
population cellulaire)
Différenciation cellulaire
Facteurs glycoprotéines calcium dépendante ou non Adhésion des cellules au support
d'adhésion fibronectine (fibroblaste)
chondronectine
(chondrocytes)
collagene (toutes les cellules)
Protéines de Albumine Transport des AG

transport

Transferrine

Transport du fer
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Chapitre 111 : Les cellules « VERO »
3.1. Origine et historique de la lignée cellulaire Vero

La lignée Vero fut isolée a partir de cellules épithéliales de rein extraites d'un singe vert africain
(Chlorocebus esp.; précédemment nommee Cercopithecus aethiops, ce groupe de singes ayant
été subdivise en plusieurs especes différentes). La lignée a été développée le 27 mars 1962, par
Yasumura et Kawakita a I'Université de Chiba, au Japon (YASUMURA, et al., 1963). La
souche originale fut nommée « Vero » d'apres l'abréviation de « Verda Reno », qui
signifie « rein vert » en espéranto, tandis que « Vero » signifie « vérité » dans cette méme langue
(SHIMIZU, 1993).

Les cellules Vero ont été cultivées, dans un premier temps, en flacons de Roux
(MONTAGNON, et al., 1981; SAITO, et al., 1981), puis sur micro porteurs lisses ou
macroporeux présentant de nombreux avantages pour la production a grande échelle (WHITE,
1990; SOUZA, 2007).

Figure 8 : Cellules Vero cultivées en flacon de culture cellulaire (en haut apres 2 et 3 jours de
culture) et sur microporteurs (en bas aprés 1 et 3 jours de culture) (PETIOT, 2009)

19


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lign%C3%A9e_cellulaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89pith%C3%A9liale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rein
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorocebus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Universit%C3%A9_de_Chiba
https://fr.wikipedia.org/wiki/Universit%C3%A9_de_Chiba
https://eo.wikipedia.org/wiki/Vero
https://fr.wikipedia.org/wiki/Abr%C3%A9viation
https://eo.wikipedia.org/wiki/Verdo
https://eo.wikipedia.org/wiki/Reno
https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9ranto

3.2.  Caractéristiques des cellules « Vero »

La caractérisation initiale de cette lignée cellulaire en tant que substrat pour la production de

vaccins viraux a €té réalisée dans les années 1980 par I’ Institut Mérieux, maintenant connu sous

le nom de Sanofi Pasteur. Ces propriétés (Tableau V); ont permis 1’utilisation de cette lignée

pour la production de vaccins humains selon les exigences et reglementations imposées par

I’organisation mondiale de la santé (OMS, 1982).

Tableau V: Propriété de la cellule Vero (PETIOT, 2009)

Origine

Rein de singe vert adulte d'Afrique

Transformation

Naturelle : au cours des passages successifs

Tumorigénicité

Non tumorigene (d'apres la définition du WHO) :
Pas de nodules dont la taille augmente avec le temps (>21 j)
Pas de métastases

Caryotype Aneuploide : 58 chromosomes dans 66% des cellules

Culture Adhérente

Reference ATCC CCL81, 124° passage

Tracabilité Suivie depuis son origine, tracabilité compléte (milieu, sérum)
Permissivité SV-40, SV-5, rougeole, arbovirus, reovirus, rubeole,

adénovirus simien, poliovirus, grippe, virus respiratoire syncytial,
virus vaccinia ...

Caractéristique

Ne produit pas d'interférons
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Chapitre 1V : Eau pour culture cellulaire

La qualit¢ de I’eau joue un role important dans la croissance des cultures de cellules
(GROSMAN, 2004).

L’eau utilisée dans les cultures cellulaires doit donc étre exempte de micro-organismes et, en
particulier des endotoxines, des ions inorganiques (métaux lourds tels que le plomb, le zinc,

etc.), et composes organiques (acides humiques, tanins, pesticides, etc.).

Le National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) catégorise 1’eau utilisée
dans les procédures de laboratoire en trois classes (LUC, 2002) .Toutes ces classes sont

détaillées dans le tableau V.

Tableau VI : Spécifications des différents types d’eau purifiée (NCCLS, 1997)

NCCLS
DESCRIPTION

I 1 11
Conductivité 225  C'? 0,1 1,0 10,0
(micromhos/cm, max.)
Résistivité électrique a 25° C 10,0 1,0 0,1
(mégohm.cm, min.)
Matiéres en suspension 2 Filtre 0,2 (um) N/A 3 N/A 3
Silicate (mg/L) 0,05 0,1 1,0
Dénombrement de bactéries 10 1.000 N/A 3
hétérotrophes (UFC/mL, max.)
pH a25°C N/A 3 N/A 3 5,0-8,0
Contaminants organiques? Charbon activé ou alambicou  [N/A 3 N/A 3

0smose inverse

1 : La conductivité est ’inverse de la résistivité électrique
2 : C’est un procédé de purification non évalué par I’utilisateur

3 : N/A = non applicable
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4.1. Eau de type | - NCCLS

L’eau purifiée de type I doit étre traitée au charbon actif et filtrée a 1’aide d’un filtre de 0,2 pm
dans le but d’enlever les maticres organiques dissoutes et les particules (bactéries et autres) de
taille supérieure a 0,2 um. Cette eau n’est pas stérile et doit étre utilisée immediatement apres
sa production. Elle est utilisée pour effectuer des analyses hautement sensibles nécessitant un

minimum d’interférence (ex. cultures cellulaires, préparation d’étalons, etc.).

4.2. Eau de type Il - NCCLS

Cette eau est de qualité inférieure a la précédente. Elle peut servir aux analyses de routine ne

nécessitant pas une eau de type | ou une eau ultra-pure.

4.3. Eau de type 111 — NCCLS

Ce type d’eau peut étre rencontré dans des centres hospitaliers ayant des réservoirs d’eau
purifiée alimentés par un alambic ou d’autres systemes (ex. résine, osmose inverse). Cette eau
peut servir a alimenter des unités de purification d’eau aux points d’usage pour obtenir une
qualité d’eau purifiée supérieure. Elle peut aussi servir au ringage et au lavage de la verrerie de
laboratoire. Cependant, le dernier rincage devrait étre fait préférablement avec une eau de la

méme qualité que celle utilisée pour faire I’analyse.

Au LABOCEL, nous utilisons I’eau de type II pour les cultures cellulaires.
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PARTIE Il :
ETUDE EXPERIMENTALE




Chapitre | : Matériel et méthodes

1.1.

Matériel

L’étude sur les cellules « Vero », s’est déroulée au Laboratoire Central de 1’Elevage
(LABOCEL) de Niamey, du 23 mai 2016 au 16 novembre 20017. Les activités ont été menées

au niveau du Service de Production des Vaccins Viraux (SPVV).

1.1.1. Présentation du LABOCEL

Le Laboratoire Central de I’Elevage (LABOCEL) fut créé en 1965.

Ses missions actuelles, déterminées par 1’Ordonnance n°® 2009-20 du 03 novembre 2009

I’érigeant en établissement public a caractére administration (EPA), sont énumérées ainsi qu’il

suit (NIGER, 2016) :

1)
2)

3)

4)
5)

6)
7)

8)

le diagnostic des maladies animales;

la participation a la conception, I’exécution et le suivi des programmes de recherche
appliquée ;

la participation a la conception et a ’exécution des programmes de surveillance des
maladies ;

les analyses microbiologiques des aliments d’origine animale ;

les analyses biologiques, chimiques et biochimiques des produits et sous-produits
animaux ;

la production et le marketing des produits biologiques y compris les vaccins et les sera,
le recyclage des agents en techniques de diagnostic des agents pathogénes d’intérét
Vvetérinaire ;

la publication des résultats.

Le LABOCEL produit sept (7) types de vaccins, représentés dans le tableau V1.
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Tableau V11 : Différents types de vaccins produits au LABOCEL

Maladies animales

Types de vaccins

La Peste de Petits Ruminants

Vaccin contre la peste de petits ruminants
(OVIPESTIVAC)

La péripneumonie contagieuse des bovins

Vaccin contre la péripneumonie contagieuse des
bovins (PERIVAC)

Le charbon bactéridien

Vaccin contre Le charbon bactéridien
(CARBOVAC)

La pasteurellose des gros ruminants

Vaccin contre la pasteurellose des gros ruminants
(PASTOBOVAC)

Le charbon symptomatique

Vaccin contre Le charbon symptomatique
(SYMPTOVAC)

La pasteurellose des petits ruminants

Vaccin contre la pasteurellose des petits ruminants
(PASTOVAC)

La dermatose nodulaire des bovins et
clavelée des petits ruminants

Vaccin contre la dermatose nodulaire des bovins et
la clavelée des petits ruminants (DERMOVAC)

Ainsi, sur les sept types de vaccins produits au LABOCEL ; deux sont des vaccins viraux

(OVIPESTIVAC et DERMOVAC).
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1.1.2. Matériel technique et biologique

Matériel

Utilisation

Matériel biologique

Cellules VERO certifiées (ATCCE, EACC, PANVAC)

Culture cellulaire

Sérum de veau feetal gamma irradié

Préparation du milieu de culture ; il apporte : facteurs de croissance, fibrinolectine, des éléments tampon

Milieux, solutions et réactifs

Eau (ER ; ED ; ERD ; EDD) ; Milieu d’Eagles modification de Glasgow (GMEM) ;

Solutions méres d’antibiotiques et d’antifongiques

Préparation du milieu de culture

Solution de trypsine /EDTA

Décollage des cellules de la paroi du support

Solution mere de bleu de trypan

Coloration des cellules pour comptage

Equipement

Autoclave, Four pasteur

Stérilisation du matériel

Distillateur

Purification de ’eau

pH metre ; Filtre (millipore ou Seitz) et membranes filtrantes ; Agitateur magnétique

Préparation et stérilisation du milieu de culture

Hotte a flux laminaire de Class Il ; Incubateur normal

Culture cellulaire

Centrifugeuse réfrigérée

Recueil du « dép6t » pour comptage cellulaire

Hématimeétre de Newbauwer

Comptage cellulaire

Microscope inversé

Visualiser et compter les cellules

Consommables de labo

Béchers en verre ; Erlenmeyers ; Flacons pyrex ; Tubes a essai ; Pipettes ;

Eprouvettes graduées ; Flacons de Roux pour culture cellulaire de 25, 75, 150 cm?

Culture cellulaire ; préparation des milieux, comptage cellulaire

ER : eau du robinet
ED : eau minérale Dallol

ERD : eau du robinet distillée
EDD : eau Dallol distillée
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1.2. Méthode d’étude

Elle consiste a faire analyser (analyse physico-chimique et microbiologique) les différents
¢chantillons d’eau au Laboratoire National de Santé Publique et d’Expertise (LANSPEX),
ensuite faire 1’étude au LABOCEL avec utilisant ces échantillons d’eau pour cultiver les

cellules « Vero », afin de détecter leur influence sur ses derniéres.
1.2.1. Méthode d’étude au LANSPEX

Les échantillons d’eau sont prélevés dans des flacons en verre blanc, a haut évasé, avec un
bouchon en verre rodé, d’une capacité de 125 ml, stérilises au préalable. Avant d'étre stérilisés,
les flacons pour la collecte d’eau du robinet doivent recevoir 0,1 mL (2 gouttes) de thiosulfate
de Sodium a 10%.
Avant de prélever I’cau du robinet, la procédure suivante a été suivie :

— Lavage des mains avec de I’cau et du savon ;

— Nettoyage du robinet avec un morceau de coton imbibé avec de I'hypochlorite de sodium

a 100mg/L;

— OQuverture du robinet afin de laisser couler I’eau pendant 1 ou 2 minutes;

— Collection de I’échantillon d’eau au ¥ du volume ;

— Mettre le flacon contenant 1’échantillon dans une caisse d’isopor avec de la glace;

— Sceller, identifier et envoyer la caisse au laboratoire ;

— Le temps entre la collecte et I’examen de 1’échantillon ne doit pas excéder 24 heures.
1.2.1.1.Analyse physico- chimique des échantillons d’eau

Les ions sulfates ; le fer ; le chlore total ; le chlore libre ; les ions nitrates et nitrites ; les
fluorures ; sont déterminés par la méthode de spectrophotométrie. La Méthode du RODIERS
(9 ™ édition) est utilisée pour la détermination du magnésium; calcium ; les ions cacos et

chlorures. Les méthodes de conductimétrie et turbidimétrie sont également utilisées.
a) La spectrophotométrie

Les échantillons d’eau sont préparés de la maniere suivante :

Les deux faces transparentes d’une cuve a faces parallé¢les sont repérées ; ensuite appuyer, sur
le bouton A du « Mode » de I’appareil et remplir la cuve aux % du liquide. Avant chaque
mesure d’absorption (pour ER ; ED ; ERD ; EDD), il faut « faire le blanc » en :
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Remplissant une seconde cuve a faces paralléles d’eau distillée (c’est le liquide employé
pour ici solubiliser la substance suspecte) ;

Choisir la valeur de A (en nm) a I’aide des boutons <€ et » au niveau du symbole £t
du tableau de commandes ;

Introduire la cuve dans le portoir et fermer la porte ;

Appuyer sur le bouton « zéro » : la valeur de A est mise a zéro.

Ensuite mesurer la valeur de 1’absorption de lumiére par la solution :

Utiliser la cuve remplie aux % du liquide.

Juste aprés avoir fait le zéro, remplacer la cuve du « blanc » par 1’échantillon a
analyser et fermer la porte.

Lire la valeur de A et la noter sur le cahier de recherche.

Mesurer ainsi la valeur de A pour une gamme donnée de longueurs d’ondes pour
chaque échantillon.

Remarque : Faire le blanc avant toute nouvelle mesure.

Messages d’erreurs :

L’affichage des données peut clignoter. Dans ce cas, I’échantillon a tester a une valeur de A

supérieure ou inférieure a la gamme spectrophotométrique de I’appareil.

Siona«<-0,1»clignotant : 1’échantillon est trop clair, il faut le concentrer, car la
valeur de A est trop faible.
Siona«>2,...»clignotant : I’échantillon est trop foncé, il faut le diluer avec de 1’eau,

car la valeur de A est trop élevée.

Si tel est le cas, il faut reprendre au début la série de mesures car le liquide a analyser a eté

modifié.

b) La conductimétrie

S'assurer que la température des eaux a tester est identique. Le conductimétre étant branche,

appuyer l'interrupteur sur "On", ensuite immerger la cellule dans I'eau distillée et noter la valeur

affichée.

Répéter la mesure pour I'eau a tester et noter la valeur ;
Rincer la cellule de mesure dans 1'eau distillée, et répéter 1’opération pour les différents
échantillons ;

Immerger la cellule dans la solution initiale et placer I'interrupteur en position "Off".
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c) Turbidimétrie

— Démarrer I’appareil et le mettre sous tension ; laisser préchauffer environ 60 minutes,
choisir le mode ratio ;

— Procéder a I’étalonnage une fois par mois ;

— Vérifier I’étalonnage avant chaque série de mesures avec des étalons de formazine et
noter le résultat sur la feuille de travail ;

— Agiter I’échantillon et remplir dans une cuvette jusqu’au trait (environ 30 ml) ;

— Note : Afin d’éviter que les cuvettes ne s’embuent, s’assurer que les échantillons et les
matériaux de référence sont a la température ambiante avant de procéder aux mesures ;

— Placer la cuvette dans le puit de mesure et fermer le capot et lire lorsque le signal est

stable et noter le résultat.

d) Mesure du pH

Allumer le potentiométre et attendre qu’il se stabilise;

— Laver les électrodes avec de I’eau distillée et les sécher avec du papier absorbant;
— Calibrer I’appareil avec des solutions standard (pH 4 — 7 ou 10);

— Laver de nouveau les électrodes avec de ’eau distillée et les sécher;

— Introduire les électrodes dans I’échantillon a étre examiné et faire la lecture;

— Laver de nouveau et les laisser immergés dans 1’eau distillée;

— Eteindre I’appareil.
1.2.1.2.Analyse microbiologique des échantillons d’eau

Les microorganismes tels que : flore aérobie mésophile ; E. coli ; les coliformes totaux ; les
salmonelles ; les streptocoques fécaux et les anaérobies sulfito - réducteurs ont et été recherché
dans les différents échantillons d’eau. La méthodologie utilisée est mentionnée dans le tableau
VI :
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Tableau V111 : Méthode et milieux de culture / réactifs utilisés pour la détection des germes

Microorganis Milieux Incubation Normes Méthodologies
mes d’identification / (Température
Références °C/Temps Heures)
Flore aérobie | Plate Count Agar (PCA) 30°C 72 NF EN ISO Dénombrement sur
mésophile / Biokar BK144HA 6222, 1999 PCA
Coliformes Gélose Lactosée Biliée 30°C 24 NF ISO 4832, | Dénombrement sur
totaux au crystal Violet et au 2006 VRBL,
Rouge neutre (VRBL) /
Biokar BK152HA
Escherichia Rapid’E.coli / Bio-Rad 37°C 24 EN ISO 16140, | Isolement des
coli 355 5299 2003 souches sur
Rapid’E.coli,
Anaérobies Tryptone Sulfite 37°C 24 NF EN 13401, | Dénombrement sur
sulfito- Cyclosérine (TSC) / 2003 milieu TSC,
réducteurs Biokar BKO31HA
Salmonella Pré-enrichissement
spp. dans I’eau peptonée
tamponnée
Rappaport-Vassiliadis/ | 37°C 24 ISO 6579 2002 | Enrichissement
Conda 1240.00 sélectif avec du
Rappaport-
Vassiliadis
Salmonella-Shigella 37°C 24 Isolement sur le
(Conda 1064.00) / milieu Xylose-
Xylose-Lysine- Lysine-
Désoxycholate (Conda Désoxycholate
610060) (XLD) et
Salmonella-
Shigella (SS).

1.2.2. Méthode d’étude au LABOCEL

Préparer quatre milieux de culture différents avec les quatre types d’eau. A partir de la banque

de cellules « Vero » primaire, des passages successifs sont effectués selon le Mode Opératoire
Standard (MOS) du LABOCEL pour obtenir ainsi une banque de travail.

Les données collectées apres numeérisation sur lame de Bauer; ont été saisies ensemble sur le

support informatique Excel puis codées avant d’étre analysées sur le logiciel minitab. Le test

est basé sur I’analyse de la variance, par modulation du nombre de cellules en fonction du type

d’eau; pour savoir si le traitement a eu un effet significatif sur le nombre des cellules.
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1.2.2.1. Mode Opératoire pour la multiplication des cellules

Des précautions générales pour les travaux de cultures cellulaires doivent étre observées avec

en particulier :

— Iutilisation de hotte a flux laminaire de type Il pour toutes les opérations en circuit
ouvert ;

— le maintien des cellules de lignée selon le systéeme de lot de semence de cellules ;

— Iutilisation des cellules avant leur 20°™ passage depuis la culture mére ;

— la manipulation d’une et une seule lignée de cellules a la fois ;

— le maintien en paralléle de 2 ou 3 séries de culture ;

— le contrdle régulier de 1’absence de contamination mycoplasmique.
1.2.2.2. Procédure

A partir de la banque de travail, prendre deux boites de roux de 175 cm? dans un lot. Faire un pool
et ensemencer de fagcon homogene quatre boites. Constituer quatre lots avec les différents types
d’eau (ER, ED, ERD, EDD).

Effectuer plusieurs passages successifs, en utilisant pour chaque lot la méme eau initiale. Faire des
observations au microscope inversé, et photographier les résultats. Le tapis monocellulaire est
confluent généralement au bout de 3 a 4 jours. Apres plusieurs passages, prendre deux boites de

chaque lot et procéder a la numération cellulaire.

1.2.3. Traitement statistique des données

— Logiciel de saisie des données : Excel 2013

— Logiciel d’analyse statistique : Minitab version 14

— Analyse descriptive : Moyenne, variance avec intervalle de confiance a 95% et risque
alpha a 5%

— Variables qualitatives : Comparées par le test Anova GLM

— Seuil de signification : 0,05
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CHAPITRE Il : Résultats

2.1. Analyse des données

Les résultats de I’analyse de la variance, montrent que les échantillons suivent une loi normale.

La valeur de P —value < 0.05 ; on conclut que la différence des moyennes entre les deux

¢chantillons d’eau est hautement significative (Figure 9).
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Figure 9 : Analyse de la variance par la méthode Anova GLM

2.1.1. Analyse microbiologique des échantillons d’eau

18/11/2018

I1 ressort de I’analyse microbiologique des différents échantillons d’eau (ER, ED, ERD, EDD)

effectuée par le Laboratoire National de Santé Publique et d’expertise (LANSPEX) ; qu’ils sont

exempts de germes, tels que : flore aérobie mésophile ; E. coli ; les coliformes totaux ; les

salmonelles ; les streptocoques fécaux et les anaérobies sulfito -réducteurs.
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2.1.2. Analyse physico chimique des échantillons d’eau

D’aprés les analyses physico-chimiques menées au LANSPEX, la différence essentielle entre
ces quatre types d’eau, réside au niveau de la conductivité qui est une conséquence de la teneur
en éléments minéraux. L’eau du robinet (ER), et I’cau minérale Dallol (ED) n’ayant pas subi
de traitement (distillation), ont une forte teneur en ces sels minéraux. En effet, au niveau du
calcium, pour ER, la teneur est de 10 mg/l ; elle est de 2 mg/l pour ERD ; donc 5 fois plus
élevée. Pour le CaCOg, le rapport est presque de 10 fois plus élevé pour ER par rapport a EDR,

et 12 fois plus élevé pour ED par rapport a EDD (Tableau IX).

Tableau IX : Synthése des résultats de 1’analyse physico chimique des échantillons d’eau
effectuée au LANSPEX

Mg/l ER ED ERD EDD Normes OMS (mg/l)
Sodium 7 6 3 <1 <200
Potassium 4 3 <1 <1 <12
Calcium 10 7 2 1 <200
Magnésium 1 2 0 0 <50
dureté (cacos) 29 26 3 2 <200 mg/l de CaCO3
Chlorures 8.9 7 3.5 4 <250
Fluorures 0.13 0.2 0.08 0.0 <15
Nitrates <0.1 6 <0.1 <0.1 <50
Nitrites 0.0 0.0 <0.002 |00 <3
Chlore libre <0.02 0.0 <0.02 <0.02 -
PH 7.1 6.8 6.8 7.2 6.5-8.5
Sulfates 15 <2 0 0 <250
Fer 0.0 0.1 <2 <2 <0.3
Chlore total 0.0 0.0 0.0 0.0 -
Conductiviteé (us / cm) 99 77 <0.02 0.0 -
Turbidité (unité formazine) |0 0 0 0 <25
ER : eau du robinet ERD : eau du robinet distillée
ED : eau minérale Dallol EDD : eau Dallol distillée

2.2. Résultats obtenus sur le rendement en cellules

Les résultats obtenus au LABOCEL, nous permettent de constater aprés comptage cellulaire
d’échantillons pris au hasard, que les rendements en termes de croissance cellulaire et doses de
vaccins sont nettement plus éleves quand les différentes eaux subissent un traitement

(distillation). Les résultats sont répertoriés dans le tableau X.

33




Tableau X : Résultats obtenus sur le rendement des cellules en fonction des échantillons
d’eau

ER ED ERD EDD

TO

T1

Aspect apreés
trypsination

concentration des
cellules vivantes/
arithmétique)

doses de vaccins

6943 45833 81943 7777
pour 11
doses de vaccins 69 433 458 333 819 433 777767
pour 10l
doses de vaccins 138 867 916 667 1 638 867 1555533

pour 20l

TO : 1° jour ensemencement
T1: TO+4jour

Apres distillation de ces mémes eaux ; on obtient un rendement nettement meilleur, et une meilleure
prolifération des cellules Vero. L’observation des cultures au microscope (Tableau IX) montre que les
cellules des flacons ERD et EDD présentent une meilleure morphologie, un bon aspect et paraissent
normales par rapport a celles des flacons ED et surtout ER ; qui présentent la plus grande conductivite.
Ces derniéres présentent une morphologie filiforme et anormale.
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Chapitre 111 : Discussion

Au terme de 1’étude menée au LABOCEL ; nous avons obtenu comme résultats en terme de
rendement des cellules : ER : 62.500 cellules /ml ; ED : 412.000 cellules /ml ; ERD : 737.500
cellules /ml ; EDD : 700.000 cellules /ml.

Il a été constaté que la densité en terme de rendement des cultures de cellules « Vero » différe
en fonction de I’cau utilisée pour la préparation des milieux de cultures, selon qu’elle ait subi
un traitement (distillation), ou non.

Le paramétre pH ne sera pas pris en compte dans cette étude, car il sera ajusté a 7,2 lors de la
préparation de chaque milieu de culture. De méme, pour le parametre contamination
microbienne, puisque les analyses révelent 1’absence des germes.

Le parameétre prédominant, qui a pu avoir une influence sur les cultures cellulaires reste la
teneur en sels minéraux qui traduisent la conductivité. Cette derniére est tres élevée au niveau
de ER et ED ; les échantillons n’ayant pas subi de traitement, avec respectivement une valeur
de 99 us / cm et 77 ps / cm. Pour les mémes échantillons ayant subi la distillation ; elle est
quasiment nulle.

Les niveaux de contaminants ioniques, en particulier les ions multivalents et les métaux lourds,
doivent étre maintenus bas dans 1’eau utilisée pour les cultures cellulaires. Les métaux lourds -
par exemple, mercure et plomb - sont connus pour étre cytotoxiques (OLIVIERI, et al., 2000).
Une haute concentration ionique (conductivité), peut affecter l'activité enzymatique. Certains
ions peuvent interférer avec la croissance cellulaire ou conduire a une apoptose. Les composes
de carbone organique total (COT) peuvent quant a eux influer sur la croissance cellulaire
(DELISLE, 2011).

Donc nous pouvons deduire de notre étude, que la haute conductivité due a la quantité élevée
d’ions au niveau de ER et ED ; a eu une influence négative sur la croissance cellulaire, soit en
bloquant les activités enzymatiques, soit en conduisant les cellules a une apoptose ou nécrose
par cytotoxicité. D’autant plus que ces éléments minéraux sont présents dans les différentes
formulations de milieu de culture.

Une étude similaire a compare des types d’eau pour cultiver des cellules PER.C6 EpCAM dans
des milieux CDM4PerMab (Hyclone) préts a I'emploi, utilisés comme témoins, ainsi que dans
des milieux en poudre CDM4PERMab (Hyclone) préparés avec de I'eau ultrapure obtenue avec
de I'eau Arium® pro UF et de I'eau RO, respectivement a des fins de test (GROSMAN 2004) .
Les cellules ont été cultivées dans des boites de roux 175Cm? et dans des flacons rotatifs.

Les résultats obtenus sont respectivement :
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— Dans les boites de roux : 1,56. 10 © cellules / ml pour le témoin ; 1,73. 10 © cellules / ml
pour le milieu reconstitué par I’eau Arium ® et, 1,68. 10 ® cellules / ml avec 1’eau ayant
subi une osmose inverse.

— Dans les flacons rotatifs : 5,42. 10 ° cellules / ml pour le témoin ; 6,24. 10 © cellules / ml
pour le milieu reconstitué par I’eau Arium ® et, 4,6. 10 © cellules / ml avec ’eau ayant

subi une osmose inverse.

Un examen microscopique des cellules dans les flacons rotatifs a indiqué que les cellules
cultivées dans un milieu reconstitué avec de I'eau RO semblaient malsaines par rapport aux
cellules cultivées dans un milieu prét & I'emploi et reconstituées avec de l'eau purifiée par le
systeme Arium® pro UF.

Dans les flacons rotatifs, 1’effet de concentrations plus élevées d’endotoxines et de sels
inorganiques dans un milieu reconstitu¢ avec de 1’eau RO entraine une vitesse de croissance
réduite (densité cellulaire et viabilité inférieures) par rapport aux valeurs obtenues pour les
témoins (préts a I’emploi) ou pour les échantillons dans un milieu reconstitué avec de I’ecau
ultrapure Arium®. Ces résultats sont confirmés par les expériences de production
d'anticorps. La production d'anticorps dans des flacons rotatifs de cellules cultivées dans un
milieu reconstitué avec de I'eau ultrapure obtenue a partir du systeme Arium® pro UF était de
0,84 mg / ml (exemple au jour 8) et était donc supérieure aux valeurs obtenues pour la
production d'anticorps avec le fabricant des milieux préts a I'emploi en tant que témoins (0,71
mg / ml) ou dans les échantillons reconstitués avec de I'eau RO (0,42 mg / ml).

Nous concluons donc que la concentration plus ¢élevée d’endotoxines ou de sels inorganiques
dans I’eau RO a entrainé cette diminution de la croissance. Par conséquent, I’eau du systeme
Arium® pro UF convient parfaitement a la culture de cellules PER.C6 EpCAM car ce systeme
d’eau minimise la teneur en impuretés, telles que les ions inorganiques, les composés
organiques et, en particulier, les endotoxines a un niveau exceptionnellement bas, comme cela

a été récemment confirme par de nouvelles expériences (SCHMIDTS, et al., 2012).

C’est ce qui est également ressorti de notre étude ou, la différence essentielle entre les
échantillons d’eau est la teneur en ions inorganiques, qui a dd entrainer une baisse de croissance

au niveau des échantillons ER et ED.
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Chapitre IV : Recommandations

A la suite de notre étude, nous avions constaté que 1’eau utilisée pour la préparation des

milieux joue un réle trés important, voir primordial dans les cultures des cellules animales.
C’est pourquoi nous formulons quelques recommandations qui suivent :

4.1. AuLABOCEL

— Utiliser pour les différents processus de production de vaccins ; I’ecau de qualité type |
— Pour la verrerie, utiliser 1’eau de type 111 ; mais toujours effectuer le dernier ringage

avec de 1’eau de qualité type 1l
4.2. Aux chercheurs

Proposer et aider le LABOCEL a établir un dispositif qui répond aux critéres de préparation et
de pureté pour I’eau. Par exemple un dispositif de préparation de 1’eau de type |, comme décrit
par le NCCLS.

4.3. A ’Etat

Octroyer un financement sous forme de subvention au LABOCEL ; afin de permettre a cette

institution de changer son plateau technique et de former le personnel.
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CONCLUSION

Ces derniéres décennies, la lignée cellulaire Vero a massivement été utilisée par de nombreux
laboratoires pour permettre la production de vaccins a des échelles importantes. A des fins
d’optimisation, il est donc particuliérement utile de connaitre les spécificités de culture, ainsi
que d’avoir un apergu juste du métabolisme de cette lignée.

L’objectif de ce travail était de contribuer & optimiser la production de vaccin sur cellules
« VERO » au LABOCEL. L’amélioration de la qualit¢ de 1’eau servant a la préparation des
milieux de culture devrait permettre d’augmenter le volume en terme de rendement du lot de
vaccin et de reduire le temps et le colt de production.

Les résultats obtenus étaient au-dela des attentes surtout pour 1’échantillon d’eau du robinet
(ER). En effet, aprés distillation, on obtient un rendement 12 fois plus élevé. Ceci du fait que la
conductivité de 1’eau est nettement réduite ; quasiment nulle grace a I’élimination des sels
minéraux. Donc, le traitement a été trés significatif quant a 1’amélioration du procédé de culture
des cellules Vero.

L’utilisation de ’eau de qualité Type |, doit étre respectée rigoureusement tout au long du
processus de production, et pour la verrerie utiliser au moins 1’eau de type II au dernier ringage.
Le respect des différentes recommandations doivent amener le LABOCEL a optimiser encore
plus la production des vaccins sur cellules Vero, et aussi bien la validation de diverses tests
d’analyse biologique, ce qui contribuera de fagon indirecte a une amélioration de la protection

de la santé animale.
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ANNEXE |: Milieu de croissance

Eagle’'s Minimum essential Medium, Glasgow modification-GMEM

Ce milieu est le milieu Minimum essentiel d’Eagle ou MEM (Eagle H.) supplémenté avec le

sérum de veau feetal (entre 5 & 10%) et le bouillon tryptose phosphate (entre 10 et 14%).

Composition par litre de milieu:

MEM poudre .................... 133 ¢
Sérum feetal .................... 30 ml
Sérum de veau................... 70 ml
TPB .o 3g
Bicarbonate de sodium .... ... 22¢g
Mycostatine................. ...... 1 ml
Antibiotique................ ...... 2 ml
Eau distillée ..................... 900 ml

AjusterlepH 7.2 -7.4
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ANNEXE 11 : Solution de Trypsine versene pour les subcultures

Composition

NACL 8g
KCL o 0,4¢g
GlUCOSE ... lg
NAHCO3 ..o 0,58¢g
Trypsin 250 ...ooeiiiiiiii lg
Versene EDTA ..., 04¢g
Rouge de phénol ...................ooiieninie. 0,01g
Antibiotique ........ooviiiiiiii 2ml
Eau distillée ..o 1000 ml
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ANNEXE |11 : Résultats obtenus au LANSPEX pour I’analyse physico-chimique

REPUBLIQUE DU NIGER
MINISTERE DE LA SANTE PUBLIQUE
“"LABORATOIRE NATIONAL DE SANTE

PUBLIQUE ET D'EXPERTISE (LANSPEX)
NIF: 5783

Etablissement Public a Caractére Administratif / (l‘ ANSPEX) :

Niamey, le 31 Mai 2016
RAPPORT D’ESSAIS N° : 0630/EA/16/SPC

Analyses physico-chimiques d’un (01) échantillon d’eau de robinet

Code interne de ’échantillon : 0630/EA/16

Code indiqué : ER

Date de réception de I’échantillon : 19/05/16 Date du début des essais : 27/05/16
Adresse compléte du client : PPAAO, BP : 10037, Niamey, Niger

Référence de la demande: V/B.C. n°0732 du 03/05/16

DETERMINATIONS REF. METHODES | RESULTATS NORMES OMS
Sodium (mg/1) NF T 90019 7 < 200 mg/1
Potassium (mg/1) 4 < 12 mg/1
Calcium (mg/1) 10 < 200 mg/1
Magné:slum (mg/1) RODIER éd. 9 1 < 50 mg/1
Dureté (mg/1 de CaCO3) 29 < 200 mg/1 de CaCO3;
Chlorures (mg/1) 8,9 < 250 mg/1
Fluorures (mg/1) 0,13 < 1,5 mg/1
Nitrates (mg/1) . <0,1 < 50 mg/1
Nitrites (mg/]) Spectrophotomeétrie 0.0 & 3mg§{
Chlore libre (mg/1) < 0,02 -
pH pH-meétre Tyl 6,5-8,5
Sulfates (mg/1) 15 < 250 mg/1
Fer (mg/1) Spectrophotomeétrie 0,0 < 0,3 mg/l
Chlore total (mg/1) 0,0 -
Conductivité (us/cm) Conductimétre 99 -
Turbidité (Unité Turbidimétre 0 < 25 Unité Formazine
Formazine)

NB : Echantillonnage et prélévement par vos soins.

LE CHEF DU SERVICE PHYS -6} ,LE DIRECTEUR GENERAL

Dr. IDRISSA Issiaka

>
séChantillon(s) qui v sont mentionnés. Sa reproduction n’est autorisée que

Ce rapport d’essai est valable unique: T te
~ENR510001.00 Date d’application : 09/04/16 Page 1 sur 2

sous sa forme intégrale.

BP.: 10.465 Niamey - Tél.: (227) 20 74 28 29 - Fax : (227) 20 74 22 57 - E-mail : lanspex@intnet.ne
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REPUBLIQUE DU NIGER
MINISTERE DE LA SANTE PUBLIQUE
“LABORATOIRE NATIONAL DE SANTE

PUBLIQUE ET D’EXPERTISE (LANSPEX)
NIF: 5783

Etablissement Public a Caractére Administratif

Niamey, le 31 Mai 2016
RAPPORT D’ESSAIS N° : 0631/EA/16/SPC

Analyses physico-chimiques d’un (01) échantillon d’eau minérale

Code interne de 1’échantillon : 0631/EA/16
Nom commercial de I’échantillon : DALLOL
Date de réception de I’échantillon : 19/05/16

Date du début des essais : 24/05/16
Adresse compléte du client : PPAAO, BP : 10037, Niamey, Niger
Référence de la demande: V/B.C. n°0732 du 03/05/16

Formazine)

DETERMINATIONS REF. METHODES | RESULTATS NORMES OMS
Sodium (mg/1) 6 < 200 mg/1
Potassium (mg/1) 51 TR 3 < 12 mg/1
Calcium (mg/1) T < 200 mg/1
Magnésium (mg/1) _ 2 < 50 mg/1
Dureté (mg/1 de CaCOa) RODIER ad.5 26 < 200 mg/1 dge/CaC03
Chlorures (mg/1) 7 < 250 mg/1
Fluorures (mg/1) 0,2 < 1,5 mg/1
Nitrates (mg/1) Spectrophotométrie 6 < 50 mg/1
Nitrites (mg/1) 0,0 < 3mg/1
Chlore libre (mg/1) 0,0 -
pH pH-meétre 6,8 6,5 - 8,5
Sulfates (mg/1) . <2 < 250 mg/1
Fer (mg/]) Spectrophotomeétrie 0.1 < 0,3 mg/1
Chlore total (mg/1) 0,0 -
Conductivité (us/cm) Conductimeétre 77 -
Turbidité (Unité Turbidimeétre o < 25 Unité Formazine

NB : Echantillonnage et prélévement par vos soins.

LE CHEF DU SERVICE PHYSICO-CHIMIE

M. ABDOU Abo Lhimie i

2 / ~

Ce rapport d’essai est valable uni
sous sa forme intégrale.

LE DIRECTEUR GENERAL

Dr. IDRISSA ia

q e& u S éthantillon(s) qui v sont mentionnés. Sa reproduction n’est autorisée que
~27 ¢ ENR510001.00 Date d’application : 09/04/16
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REPUBLIQUE DU NIGER
MINISTERE DE LA SANTE PUBLIQUE

LABORATOIRE NATIONAL DE SANTE
PUBLIQUE ET D’EXPERTISE (LANSPEX)

NIF: 5783
Etablissement Public & Caractére Administratif / l‘ ANSPEX
\ )

Niamey, le 26 Mai 2016

RAPPORT D’ESSAIS N° : 0629/EA/16/SPC

Analyses physico-chimiques d’un (01) échantillon d’eau de robinet distillée

Code interne de I’échantillon : 0629/EA/16
Code indiqué de ’échantillon: ERD
Date de réception de I’échantillon : 19/05/16 Date du début des essais : 24/05/16
Adresse compléte du client : PPAAO, BP : 10037, Niamey, Niger
Référence de la demande: V/B.C. n°0732 du 03/05/16

DETERMINATIONS METHODES o RESULTATS
Sodium (mg/1) NF T 90019 3
Potassium (mg/1)  NFT90019 <1
Calcium (mg/1) Titrimétric EDTA RODIER éd. 9 pg.249 | 2
Magnésium (mg/1) Titrimétrie EDTA RODIER éd. 9 pg.249 0o
Dureté (mg/1 de CaCOs) Titrimétrie EDTA RODIER éd. 9 pg.249 | 5
Chlorures (mg/l) Méthode de Mohr RODIER éd. 9 ) pg. 257 3,5
Fluorures (mg/l) bpcctrophotomctrm ' 77?07,7(;8“ T
Nitrates (mg/1) bpectrophotomctne 1 <01
Nitrites (mg/1) Spectrophoi(ﬁétrié' - <0,002 ]
Chlore libre (mg/1) Spectrophotométrie <002
pH ' pH-metre 7 6,8
Turbidité (Unité Formazine) Turbidimetre | 0
Sulfates (mg/1) Spcctrophotomctrxc - | =2
Fer (mg/l) ‘ Spectrophotométrie ' - _j::()i,(i)“;j
Chlore total (mg/l) Spectrophotométrie < 0,02
Conductivité (us/cm) Conductimetre 18 B

NB : Echantillonnage et prélévement par vos soins.
LE CHEF DU SERVICE PHYSICO-CHIMIE

? 2 =
LU Service & . LE DIRECTEUR /]

’ 7 =
M. ABDOU Abjub ’&ﬁ“ Mn,um, 5 : %ES. Q‘ﬂ.v

h,as/ 3
Ce rapport d’essai est valable uniquem 1 le(s) éc mlp/n(sl qui v sont mentionnés. Sa reproductisg 0 ‘gst 1gl>6hs que
sous sa forme intégrale. ‘\_ ENRS)‘QQQ\lOO Date d’application : 09/04/16 ge 1surl
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REPUBLIQUE DU NIGER
MINISTERE DE LA SANTE PUBLIQUE
LABORATOIRE NATIONAL DE SANTE

PUBLIQUE ET D’EXPERTISE (LANSPEX)
NIF: 5783

Etablissement Public a Caractére Administratif / l ANSPEX
\ /

Niamey, le 26 Mai 2016

RAPPORT D’ESSAIS N° : 0628/EA/16/SPC

Analyses physico-chimiques d’un (01) échantillon d’eau minérale Distillée

Code interne de I'échantillon : 0628/EA/ 16 S .
Code indiqué de I'échantillon : EDD
Date de réception de I’échantillon : 19/05/16 Date du début des essais : 23/05/16
Adresse compléte du client : PPAAO, BP : 10037, Niamey, Niger
Référence de la demande: V/B.C. n°0732 du 03/05/16 -
DETERMINATIONS ~ METHODES | RESULTATS
Sodium (mg/1) NF T 90019 L mge o
Potassium (mg/l) NFTO90019 | <,
Calcium (mg/l) Titrimétrie EDTA RODIER éd. 9 pg.249 Ly 7
Magnésium (mg/1) Titrimétrie EDTA RODIER éd. 9 pg.249 e
Dureté (mg/1 de CaCOs) Titrimétrie EDTA RODIER éd. 9 pg.249 2 L
Chlorures (mg/l) Méthode de Mohr RODIER éd. 9 pg.257 4
Fluorures (mg/1) Spectrophotométrie 7(3 .0
Nitrates (mg/1) Spectrophotométrie | < E),_l
Nitrites (mg/1) Spectrophotométrie | *A*(j’() T
Chlore libre (mg/1) Spectrophotométrie < o,()’é”
pH pH-métre x B
Turbidité (Unité Formazine) Turbidimétre o
Sulfates (mg/1) Spectrophotométrie <2
Fer (mg/1) _ Spectrophotométric | 00
Chlore total (mg/1) Spectrophotométrie 0,0
Conductivité (us/cm) Conductimetre 25

>
A :
2 ° ~ .
Ce rapport d’essai est valable k{qg ent pour 3\.échantillon(s) aui v sont mentionnés, Sa reproductiof st-alitoris¢e que
seussafordc inteerale: N a, , pdNRE10001.00 Date d'application : 09/04/16 Page 1 sur 1

BP.: 10.465 Niamey - Tél.: (227) 20 74 28 29 - Fax :(227) 20 74 22 57 - E-mail : lanspex@intnet.ne
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Résultats obtenus au LANSPEX pour 1’analyse microbiologique

ANNEXE IV
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Influence de la qualité de I’eau sur culture de cellules
« VERO » utilisées pour la production de vaccins

Water quality influence on ""VERQO" cells culture used for
viral vaccines production at the Central Veterinary

viraux au laboratoire Central de I’Elevage||Laboratory (LABOCEL) of NIGER
(LABOCEL) du NIGER
Résume Abstract

Une étude a été menée au Laboratoire Central de L’Elevage
(LABOCEL) de Niamey du 24 Juin 2016 au 30 Décembre
2016. Elle a pour but, d’identifier ‘‘la meilleure eau’’ en terme
de qualité, pouvant servir a la préparation de milieux de culture,
afin d’optimiser la production de vaccins sur cellules Vero.
Pour cela, des cellules Vero furent cultivées en lots séparés avec
des milieux de culture préparés avec quatre (4) types d’eau
différente : ER (eau du robinet) ; ED (eau minérale Dallol) ;
ERD (eau du robinet distillée) ; EDD (eau minérale Dallol
distillée). ER et ED sont considérés comme les échantillons
d’eau n’ayant pas subi de traitement et ERD et EDD les mémes
échantillons ayant subi une distillation. A I’issue de cette étude,
nous avions obtenu, aprés comptage des cellules sur lame de
Bauer les résultats suivants : ER : 62.500 cellules /ml ; ED :
412.000 cellules /ml ; ERD : 737.500 cellules /ml ; EDD :
700.000 cellules /ml. Le rendement en terme de croissance
cellulaire est nettement plus élevé quand les différentes eaux
subissent un traitement (distillation).En effet, au niveau de ER,
le rendement aprés traitement est de presque 12 fois plus
élevée ; et pour ED presque 2 fois plus élevé. Ainsi,
I’amélioration de la qualité de I’eau servant a la préparation des
milieux de culture au LABOCEL, devrait permettre
d’augmenter le volume en termes de rendement du lot de vaccin
d’au moins deux, voire trois fois ; et de réduire le temps de
production. Des recommandations ont été faites pour une
amélioration de la formulation de préparation des milieux de

culture.

A study was conducted at the Central Veterinary Laboratory
(LABOCEL) of Niamey from 24™ June 2016 to 30" December
2016. Its purpose is detecting "best water" in quality terms, which
can be used for culture media preparation, in order to optimize
vaccines production on Vero cells. For this, Vero cells were cultured
in separate batches with culture media prepared with four (4)
different types of water: ER (tap water); ED (Dallol mineral water);
ERD (distilled tap water); EDD (Dallol distilled mineral water). ER
and ED are considered water samples that have not been treated,
and ERD and EDD the same samples that were treated (distilled).At
the end of this study, we obtained following results after counting
cells on Bauer's slide: ER: 62,500 cells / ml; ED: 412,000 cells / ml;
ERD: 737,500 cells / ml; ESD: 700,000 cells / ml. The efficiency in
terms of cell growth is significantly higher when different waters
gone through treatment (distillation). Indeed, we find that for ER,
efficiency after treatment is almost 12 times higher; and for ED
almost 2 times higher. Recommendations have been made to

improve formulation of culture media preparation.

Mots-clés : vaccin, eau, culture cellulaire, passage des

cellules, cellules Vero

Keywords: vaccine, water, cell culture, cell passage, Vero cells.

Adresse : Laboratoire Central de I’Elevage, B.P. : 485.Niamey NIGER

Contact : (+227 ) 80 67 70 73/ 99 70 76 93 E-mail : limogenbio@outlook.fr ; issahalimatou@yahoo.fr
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