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SECURITE AU LABORATOIRE

Pierre Payment et Michel Trudel

1. INTRODUCTION

La sécurité au laboratoire ne commence
pas seulement lorsqu'il s'agit de manipu-
ler un virus reconnu hautement infectieux
pour l'homme. La règle d'or est que tous
les échantillons pathologiques, le sang et
le sérum (même normal), les cultures cel-
lulaires, les virus, les produits chimiques
et les produits radioactifs doivent être
manipulés avec soin. La liste des virus
pathogènes pour l'homme s'allonge de
jour en jour et des virus apparemment
inoffensifs deviennent meurtriers dans
certaines conditions de laboratoire où
leur concentration est artificiellement
augmentée de plusieurs logarithmes. Le
Conseil de recherches médicales du Cana-
da a publié une liste assez complète des
virus et du niveau de confinement requis
pour leur manipulation (CRM, 1979). On
peut consulter aussi le rapport Laboratory
safety for arbovirus and certain other viruses
of vertebrates. (1980). Plusieurs produits
chimiques d'utilisation courante sont très
toxiques ou reconnus cancérigènes
(acides et alcalis concentrés, acrylamide,
benzidine, bromure de cyanogène, di-
amino-benzidine, dodecyl sulfate de so-
dium, tétroxyde d'osmium, etc.). Enfin,
l'accumulation de radiations, à la suite de

l'utilisation mal contrôlée de l'iode ou du
phosphore radioactif (I125, I131, P32) peut
entraîner des problèmes de santé. Nous
référons le lecteur aux revues de Miller
et al. (1986), Block (1983), Bretherick
(1975) et Steere (1971). On ne saurait donc
trop insister sur l'importance de vérifier
le danger potentiel de tous les produits
utilisés au laboratoire.

Le centre de recherche en virologie a émis
des règles minimales concernant la sécu-
rité au laboratoire (Tableau 1). Certaines
de ces règles peuvent paraître exagérées
ou simplistes, mais l'expérience a
démontré que les accidents, parfois fatals,
avaient généralement pour cause un
relâchement des règles élémentaires de
biosécurité.

Nous possédons les connaissances, les
techniques et l'équipement nécessaire
pour prévenir les infections de labo-
ratoire. Nous devons cependant avoir la
sagesse de les utiliser pour confiner les
agents infectieux ou toxiques. D'ailleurs,
le terme "confinement" a une signification
toute particulière en virologie: il décrit
l'ensemble des méthodes qui régissent la
manipulation d'agents infectieux ou
toxiques dans le laboratoire.
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2. TYPES DE CONFINEMENT

On reconnaît deux types de confinements:
le confinement primaire, soit la protection
du personnel et l'environnement im-
médiat du laboratoire, tel que fourni par
des méthodes microbiologiques adé-
quates, la vaccination du personnel
lorsque disponible, et l'équipement de
laboratoire approprié; le confinement
secondaire réfère à la protection de l'envi-
ronnement extérieur au laboratoire, tel
que fourni par les bonnes pratiques
opérationnelles et les installations appro-
priées. Les trois éléments d'un bon con-
finement regroupent donc: les bonnes
techniques microbiologiques, l'équipe-
ment de biosécurité et les installations
appropriées.

2.1. BONNES TECHNIQUES

L'élément le plus important du confine-
ment est le respect intégral des tech-
niques aseptiques développées en micro-
biologie. Chaque laboratoire devrait
développer ou adopter un manuel d'opé-
ration microbiologique qui identifie les
dangers potentiels et qui définit les
procédures et techniques à utiliser pour la
manipulation des différents agents et pro-
duits afin de minimiser les risques de
contagion ou d'intoxications.

Une bonne hygiène personnelle est une
étape essentielle dans l'élaboration d'une
protection efficace. Le simple fait de se
laver régulièrement les mains et de ne
jamais les porter à la bouche ou aux yeux
constitue une barrière efficace contre plu-
sieurs infections. Le port du masque chi-
rurgical permet aussi de réduire non
seulement le risque d'auto-infection mais
aussi la contamination du matériel utilisé.

Tout liquide, infectieux ou non, doit être
manipulé à l'aide de pipettes ou de dis-
tributeurs appropriés: il est strictement

interdit de pipetter à la bouche, car cette pra-
tique représente un risque élevé d'infection ou
d'intoxication. Il en va de même pour les
fumeurs: il est strictement défendu de fumer
dans les laboratoires, car en plus des dan-
gers évidents, le simple fait de porter la
main à la bouche augmente le risque d'in-
fection. D'autre part, les accidents de tra-
vail devraient toujours être rapportés au
supérieur immédiat et pris en note. Ces
accidents ne se limitent pas seulement
aux coupures, mais aussi éraflures, mor-
sures, piqûres et éclaboussures
(chimiques ou biologiques).

Les surfaces de laboratoire doivent être
décontaminées plusieurs fois par jour au
cours d'un travail constant. L'hypochlo-
rite de sodium à 10-100 mg/L ou le
Wescodyne à 2% sont efficaces contre la
majorité des micro-organismes: il faut
cependant se rappeler que pour être effi-
cace, tout agent décontaminant doit
pouvoir agir pendant un certain temps.
Le phénol à 2% qui a pendant longtemps
été utilisé pour la décontamination des
surfaces est à déconseiller vu sa haute
toxicité: ce produit est facilement absorbé
par la peau et les muqueuses du système
respiratoire et digestif.

Un sarrau (blouse de laboratoire) est
souvent la seule barrière entre nos vête-
ments et le matériel infectieux. Le sarrau
doit être porté, boutons attachés, pendant
toute manipulation de micro-organismes,
produits biologiques ou produits chimi-
ques. Au moment des réunions, de la
pause-café ou des repas, il doit être laissé
au laboratoire. Lorsqu'il se produit un
accident de laboratoire comportant
l'émission d'aérosols, on doit changer de
sarrau.

Autre point important, la décontami-
nation du matériel souillé: les agents
décontaminants dont l'efficacité est re-
connue sont la chaleur et les halogènes (le
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chlore et l'iode sont les plus utilisés à des
concentrations de 10-100 mg/L). La
décontamination par la chaleur à 121°C/
103 kPa de pression, durant 30 minutes,
n'est pas toujours complète: une décon-
tamination d'une heure est recom-
mandée.

2.2. ÉQUIPEMENT DE
BIOSÉCURITÉ

L'équipement de biosécurité comprend
les hottes à débit laminaire et les
différents contenants hermétiques pour
confiner les micro-organismes. La hotte à
débit laminaire constitue l'équipement
principal pour confiner les aérosols infec-
tieux générés par la manipulation des li-
quides biologiques et autres. Trois types
de hotte sont disponibles: deux types avec
ouverture frontale et air circulé filtré
(Classe I et II) qui offrent une protection
au personnel et à l'environnement et un
type (Classe III) complètement étanche,
fournissant le plus haut degré de confine-
ment. Dans le cas de manipulations de
petites quantités de produits toxiques, la
hotte chimique avec évacuation à
l'extérieur est requise.

L'équipement de biosécurité comprend
aussi les éléments pour la protection per-
sonnelle comme: les gants, sarraus,
tabliers, robes chirurgicales, couvre-
chaussures, respirateurs, masques fa-
ciaux, lunettes de sécurité, sacs hermé-
tiques, etc.

2.3. INSTALLATIONS

Au Canada, les Directives concernant la
manipulation de molécules à 'ADN produites
par recombinaison et des cellules et virus ani-
maux (Conseil de recherches médicales du

Canada, 1979), définissent les pratiques
de laboratoires applicables ainsi que le
confinement et les installations appro-
priées au travail microbiologique. On y
définit six niveaux de confinement (A à F)
correspondant au risque inhérent aux
agents étudiés. Ces niveaux de confine-
ment sont équivalents aux niveaux
définis par le National Institute of Health
des États-Unis (PI à P4). Il est recom-
mandé de consulter ces guides pour les
correspondances exactes.
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Tableau 1

Mesures de sécurité

1. Il est strictement interdit de fumer, boire ou manger ailleurs que dans les locaux
réservés à ces fins. La nourriture sera déposée aux endroits désignés à cette fin,
jamais dans les laboratoires.

2. Le port du sarrau est obligatoire pour tout le personnel ayant à manipuler des
produits biologiques humains ou animaux et des produits chimiques: on doit
boutonner son sarrau. On ne doit pas porter le sarrau au cours des réunions, à la
pause-café ou aux repas. On ne doit pas sortir de l'édifice avec un sarrau souillé:
s'en procurer un propre si l'on doit travailler dans un autre édifice. On doit faire
laver son sarrau à toutes les semaines, ou plus souvent si nécessaire.

3. On recommande le port des gants chirurgicaux à usage unique pour toute manipu-
lation d'échantillons humains ou animaux, tels que le sang, les tissus, les selles, etc.

4. On ne doit pas pipetter avec la bouche. On utilise une poire ou tout autre système
convenable. Les poires devront être régulièrement renouvelées ou décontaminées
par un moyen approprié.

5. On doit effectuer toute les manipulations d'échantillons humains ou animaux dans
une hotte laminaire, les échantillons doivent être placés sur une surface adsórbante
plastifiée et doivent être envoyés à la décontamination à la fin du travail. Toutes les
manipulations de produits toxiques doivent être faites sous une hotte chimique.

6. On doit décontaminer les tables de travail après chaque utilisation et à la fin de la
journée avec un agent désinfectant (une solution contenant au moins 10 mg/L de
chlore libre ou 2% de Wescodyne ou de Proviodine).

7. On portera tout le matériel utilisé (verrerie ou matériel à jeter) à la décontamination
avant qu'il soit lavé ou jeté. Le matériel à décontaminer doit être placé dans des sacs
ou contenants sans fuite, fermés hermétiquement, avant de sortir du laboratoire.

8. On doit se laver les mains avec du savon après chaque manipulation et avant de
quitter le laboratoire.

9. On doit effectuer toutes les manipulations de façon à réduire la formation et
l'émission d'aérosols.

10. On doit éviter de souiller les cahiers de laboratoire et les feuilles de travail.

11. Il est interdit aux visiteurs non accompagnés d'entrer dans les laboratoires.

DANS LE CAS D'UN ACCIDENT DE TRAVAIL, ON DOIT:

A) Laver à l'eau toutes les coupures et se rapporter au responsable du laboratoire ou à
son remplaçant.

B) Rincer à l'eau ou à l'eau physiologique toute contamination des yeux avec le
matériel de laboratoire et se rapporter au responsable du laboratoire ou à son
remplaçant.

C) Rapporter au responsable du laboratoire ou à son remplaçant tout autre accident tel
que brûlures, morsures ou piqûres.



CULTURE DE CELLULES EN
FEUILLETS

Pierre Payment et Michel Trudel

1. MILIEUX DE CULTURE

Chaque type cellulaire a des besoins nu-
tritifs bien spécifiques qui sont détermi-
nés non seulement par l'expérience des
chercheurs, mais aussi par l'adaptation de
la population cellulaire au milieu utilisé.
Il y a donc presque autant de variations
dans la composition et l'utilisation des
milieux de culture qu'il y a de types de
cellules en culture.

La majorité des milieux de culture sont
des milieux synthétiques disponibles
commercialement (GIBCO Laboratories
Inc., Grand Island, N.Y.). On y ajoute de
0.5 à 10% de sérum de fœtus de veau
(SFV) ou de sérum de veau (SV). Certains
ajoutent en plus de 1 à 10% d'hydrolysat
de lactalbumine. Ces milieux sont tam-
ponnés par du bicarbonate, ce qui nous
oblige à utiliser des étuves à CO2 (atmo-
sphère contenant 5% de CO2 et 95% d'air)
si les récipients de culture ne sont pas
hermétiques. Les tampons organiques, tel
que l'HEPES (acide hydoxy ethyl pipera-
zine sulfonique), permettent de remédier
aux problèmes inhérents à ces étuves,

mais leur usage n'est pas généralisé, car
plusieurs cellules et virus requièrent la
présence de bicarbonate pour leur crois-
sance.

Voici quelques milieux de culture
couramment utilisés et leur utilisation. Il
ne faut cependant pas oublier que chaque
type cellulaire peut avoir des besoins bien
particuliers: on a donc avantage à bien se
renseigner avant d'en entreprendre la cul-
ture.

Milieu 199 (base saline de Earle): élabo-
ration de la croissance des cultures pri-
maires par l'ajout de 5% à 10% de sérum
de fœtus de veau.

Milieu MEM (Minimal Essential Me-
dium) (base saline de Earle): utilisé pour
l'entretien et croissance des lignées cellu-
laires et parfois pour l'élaboration et le
maintien des cultures primaires. On y
ajoute 10% de sérum de fœtus veau pour
la croissance et de 0.5 à 2% pour le main-
tien.

Milieu EBM (Eagle Basal Medium) (base
saline de Earle): utilisé pour la multi-
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plication et le maintien de lignées di-
ploïdes ou continues, en y ajoutant de 0,5
à 10% de sérum de fœtus de veau.

NOTE: Tous ces milieux peuvent aussi être
obtenus avec une base saline de Hank. Cette
base diffère de celle de Earle principalement
par sa concentration cinq fois plus faible en
bicarbonate. Elle est donc moins bien tam-
ponnée et est exposée à des changements plus
rapides de pH.

1.1. UTILISATION DES
ANTIBIOTIQUES

Les antibiotiques sont utilisés en culture
cellulaire pour réduire la contamination
par les bactéries, les champignons et les
mycoplasmes. Leur emploi ne doit pas
servir à camoufler des mauvaises tech-
niques de travail, mais à maintenir en bon
état les cultures cellulaires. Certains types
cellulaires, les cultures primaires et les
lignées diploïdes en particulier, exigent
l'utilisation d'antibiotiques, mais certains
peuvent être toxiques à des concen-
trations trop élevées. Les concentrations
recommandées ne devront donc pas être
augmentées. Le tableau 1 indique les
antibiotiques les plus utilisés et leur con-
centration finale dans le milieu de cul-
ture. On aura avantage à préparer des so-
lutions 100X qui seront conservées à
-20°C, en volumes de 5 mL. On utilisera
une solution contenant un seul ou plu-
sieurs de ces antibiotiques selon la protec-
tion requise et le spectre d'activité des
antibiotiques.

1.2. PRÉPARATION,
STÉRILISATION
ET CONSERVATION

L'apparition sur le marché de milieux
synthétiques en poudre a simplifié la
préparation des milieux de culture. Ces
milieux sont offerts en sachets contenant
suffisamment de poudre pour préparer 5

ou 10 litres de milieu complet par la
simple addition d'eau. La qualité de l'eau
utilisée est sans doute la composante la
plus importante: l'eau devrait être tri-
distillée, mais en pratique, on utilise de
l'eau bi-distillée-déminéralisée, ou puri-
fiée dans des systèmes spéciaux (Mil-
lipore Corp., Bedford, Mass.). Il faudra
ajouter du bicarbonate de sodium et
ajuster à pH 7.2-7A avant de stériliser à
froid sur des membranes filtrantes de
0.22 um. Le milieu est réparti en
bouteilles qui seront conservées à 4°C à
l'abri de la lumière. Conserver les milieux
préparés et vendus sous forme concen-
trée liquide (2X, 5X ou 10X) à 4°C, mais on
y ajouter de la glutamine avant de les
utiliser. Ces milieux sont très pratiques
pour les laboratoires utilisant seulement
de faibles quantités de milieux de culture:
il suffit d'y ajouter de l'eau tri-distillée
stérile.

Les quelques règles suivantes sont
simples mais elles permettront d'éviter
beaucoup de problèmes:

a) Conserver les solutions utilisées à la
température optimale et donner la
préférence aux solutions fraîches
dans la préparation des cultures
(Tableau 2).

b) Protéger de la lumière toutes les solu-
tions et en particulier les milieux de
culture: certaines ondes pro-
voqueraient en quelques heures
seulement la formation de composés
toxiques pour les cellules.

c) S'assurer de la qualité chimique de
l'eau utilisée.

d) Vérifier l'isotonicité du milieu.

e) Utiliser de préférence des solutions à
37°C sur les cellules.
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Tableau 1

Antibiotiques utilisés en cultures cellulaires

Antibiotique

Pénicilline
Streptomycine
Fungizone (Amphotéricine B)
Mycostatine
Kanamycine
Néomycine
Tylocine
Auréomycine
Gentamycine

Micro-organismes
susceptibles

Bactéries Gram +
Bactéries Gram -
Champignons et levures
Champignons et levures
Bactéries et mycoplasmes
Large spectre
Mycoplasmes
Large spectre
Large spectre

Concentration

100 U/mL
100 ug/mL
2.5 ug/mL
100 ug/mL
100 ug/mL
50 ug/mL
60 ug/mL
50 ug/mL
50 ug/mL

Tableau 2

Entreposage des solutions pour culture cellulaire

Solutions

Solutions salines
Milieux de culture (liquides)

- avec glutamine
- sans glutamine

Milieux en poudre
Sérum
Sérum inactivé par la chaleur
Antibiotiques

- lyophilisés
- liquides (100X)

Glutamine (100X, 200 mM)
Trypsine

Versene
Hydrolysats de lactalbumine
Bicarbonate de sodium (7,5%)

Température

20°C

4°C
4°C
4°C

-20°C
4°C

4°C
-20°C
-20°C
-20°C

4°C
20°C

4°C
20°C

Durée

1 an

2 mois3

4-6 mois
1 an

6 mois
6 mois

1 an
6-12 mois

6 mois
2-3 mois

1 semaine
1 an

2-3 mois
1 an

Autres conditions

à l'abri de la lumière

à l'abri de la lumière
à l'abri de la lumière
à l'abri de la lumière

bouteilles hermétiques

Après 2 mois, il est préférable d'ajouter 2 mM de glutamine au milieu de culture
(1 mL/100 mL d'une solution à 200 mM) avant de l'utiliser.
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Tableau 3

Stérilisation des solutions

Autoclaver1

Agar
Glycérol
HEPES

Filtrerb

Glucose (<10%)
Glutamine

Collagénase
Hydrolysat de lactalbumine Sérum
Rouge de phénol
EDTA
Eau
Glucose (>10%)

Trypsine
Vitamines

NaOH 1 N
HC11 N

Acides aminés
Antibiotiques

Bicarbonate de sodium (7.5%)
a Autoclaver 20 min 15 lbs (103 kPa) à 121°C.
b Sur une membrane stérile de 0.2 |xm.

1.3. SOLUTIONS DISPERSANTES

La trypsine peut être obtenue sous forme
cristalline (Millipore Corporation ou
Sigma Chemicals) ou liquide déjà
préparée à 0.25% dans une solution saline
isotonique tamponnée (GIBCO). Cet en-
zyme brise les liens protéiques inter-
cellulaires et libère ainsi chaque cellule. Il
est nécessaire d'arrêter l'action enzyma-
tique de la trypsine sinon les cellules se-
ront tuées. L'addition de milieu de cul-
ture contenant du sérum de fœtus de veau
aux cellules dissociées, remplit cette fonc-
tion car ce sérum contient des inhibiteurs
de la trypsine.

Le versene est une solution à 0.02%
d'EDTA (ethylene diamino acetic acid)
dans une solution saline isotonique tam-
ponnée ne contenant aucun sel de calcium
ou de magnésium. Cette substance, en
agissant comme accepteur des ions biva-
lents ou trivalents, peut provoquer la dis-
sociation des cellules. En effet, les liens
qui retiennent les cellules entre elles ou à

un substrat solide (verre ou plastique)
sont dépendants de la présence de ces
ions. Ici encore, il sera nécessaire de neu-
traliser l'EDTA par l'addition de milieu
de culture contenant de grandes quan-
tités d'ions inorganiques.

Le pH des solutions dispersantes est im-
portant car à un pH inférieur à 7, la tryp-
sine est inactive et à un pH supérieur à 8,
les cellules sont rapidement endom-
magées. Or, c'est en solution alcaline que
la trypsine est la plus active. La trypsine,
pour être plus active, est donc préparée à
pH 7.4 à 7.8.

La température des solutions disper-
santes doit toujours être amenée à 37°C
avant de les placer en contact avec les
cellules. La dispersion du feuillet doit
être rapide sinon les cellules seront
irrémédiablement endommagées. De
plus, l'action des agents dispersants est
optimale à cette température. Différentes
solutions dispersantes sont utilisées dans
nos laboratoires: trypsine-PBS, trypsine-
citrate, trypsine-EDTA et versene. Elles
sont stérilisées par filtration sur mem-
brane 0.22 um stérile.

1.3.1. Trypsine-PBS

Solutions

Trypsine (0.25%) dans de la saline
phosphatée à pH 7.2-7.4

Préparation de la saline phosphatée (PBS:
Phosphate Buffered Saline)

Solution A

NaCl 8.00 g

KC1 0.20 g

Na2HPO4.2H2O 1.15 g

KH2PO4 0.20 g
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H2O à 800 mL

Solution B

CaCl2 0.100 g

ou CaCl2.2H2O 0.132 g

H2O à 100 mL

Solution C

MgCl2.6H2O 0.1 g

H2O à 100 mL

Dissoudre les sels dans l'ordre indiqué
puis mélanger les solutions A et C.
Ajouter lentement le mélange A-C à la
solution B en agitant sans cesse. Stériliser
par filtration sur membrane 0.22 um
stérile ou à l'autoclave: chaque solution
sera traitée séparément pendant 10 min à
100°C, puis le mélange sera effectué de
façon aseptique. Ajouter 0.25% de tryp-
sine purifiée.

1.3.2. Trypsine-citrate

Trypsine (0.25%) dans un tampon citrate
pH 7.8

Préparation du tampon citrate:

Citrate de sodium 2.96 g

NaCl 6.00 g

H2O 1.00 L

Ajuster à pH 7.8.

1.3.3. Trypsine-EDTA

Trypsine (0.05%) et EDTA-disodique
(0.02%) dans du PBS, sans calcium ni
magnésium.

Préparation du PBS sans calcium -
magnésium

NaCl 8.00 g/L

KO 0.20 g/L

Na2HPO4 1.15 g/L

KH2PO4 0.20 g/L

Glucose 0.20 g/L

Le pH de cette solution est de 7.4.

1.3.4. Versene

EDTA disodique (0.02%) dans du PBS sans
calcium ni magnésium.

1.3.5. Utilisation de ces solutions
dispersantes

L'utilisation de ces différentes solutions a un
caractère historique et reflète les besoins par-
ticuliers de certains chercheurs.

La trypsine-PBS est une solution d'utilité
générale. Cependant, à pH 7.2-7.4, l'effet
dispersant de la trypsine est plus lent.
Certains types cellulaires sont très sen-
sibles à une action prolongée de cet en-
zyme; plusieurs préfèrent donc utiliser le
versene ou la trypsine-citrate.

La trypsine-citrate est aussi une solution
d'utilité générale, mais dont le pH est plus
approprié à l'action de la trypsine.

La trypsine-EDTA est utilisée dans cer-
tains laboratoires pour accélérer le pro-
cessus de dispersion cellulaire.

Le versene est surtout utilisé lorsque l'ac-
tion de la trypsine entraîne des pertes
importantes de la viabilité cellulaire par
son action protéolytique.
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1.4. DISPERSION D'UN FEUILLET
CELLULAIRE

1. Vidanger le milieu de culture.

2. Rincer le feuillet cellulaire avec
10 mL d'une solution saline ou de
milieu de culture sans sérum pré-
chauffé à 37°C (si la solution utilisée
pour la dispersion contient de
l'EDTA, rincer le feuillet cellulaire
avec du PBS sans calcium ni magné-
sium ou de la saline).

ou

Rincer le feuillet avec quelques mil-
lilitres de la solution dispersante à
37°C. Il est préférable de déposer les
solutions sur la face opposée au
feuillet cellulaire puis de faire glisser

lentement la solution sur le feuillet.
Pour vidanger, procéder à l'inverse.

3. Ajouter 2 mL de la solution disper-
sante et la répartir sur le feuillet cellu-
laire.

4. Incuber 10-15 minà37°C.

5. Recueillir les cellules en agitant
doucement.

6. Les remettre en suspension dans le
milieu de culture approprié conte-
nant 10% de SFV (le SFV a une action
anti-tryptique).

7. Après le comptage cellulaire, il faut
diluer les cellules dans le milieu de
croissance et les placer dans le réci-
pient approprié.

Figure 1

Flacons poui culture cellulaire

Figure 2

Microcabaret pour culture cellulaire
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1.5. PREPARATION DE CULTURES
PRIMAIRES

1.5.1. Cultures primaires de reins de
singe

IMPORTANT: Les cultures primaires de cel-
lules de reins ou d'autres organes de singe
nécessitent un niveau de confinement de
catégorie C en raison des micro-organismes
pathogènes pour l'homme qu'elles peuvent
contenir (normes du Conseil de recherches
médicales du Canada). Toutes les mani-
pulations devront donc être réalisées à ce ni-
veau de confinement. S'il s'agit de reins
provenant d'autres espèces animales, un ni-
veau de confinement B sera adéquat.

Solutions requises

Tampon ou milieu préchauffé à 37°C pour
le transport des reins après le prélève-
ment et pour le lavage des reins coupés
avant la trypsination.

Trypsine-PBS préchauffée à 37°C pour
disperser les cellules.

Milieu 199-Hank additionné de 2% de SFV
inactivé et de pénicilline (100 U/ mL)
streptomycine (100 |ig/mL) pour l'initia-
tion de la culture.

Milieu 199-Earle, 1% SFV, Pen-Strep pour
le maintien des cellules.

Méthode

1. Prélèvement des reins: Anesthésier,
saigner, raser et laver l'animal, préle-
ver les reins dans une salle d'opéra-
tion en dehors de l'animalerie. Désin-
fecter la peau avec une solution de
Wescodyne avant d'inciser à l'aide
d'instruments stérilisés. Flamber le

tissu sous-cutané, inciser les muscles,
prélever les reins et les placer dans un
bocal stérilisé contenant du PBS. On
doit pratiquer une autopsie sur les
animaux qui seront examinés par un
vétérinaire. Utiliser les reins prove-
nant uniquement d'animaux ne mon-
trant aucun signe de maladie infec-
tieuse. On peut aussi améliorer le
rendement cellulaire en perfusant les
reins in situ avec la trypsine.

2. Transférer stérilement les reins dans
un grand vase de Pétri à l'aide d'une
pince stérilisée (rejeter l'instrument).

3. Enlever la capsule, le tissu conjonctif
et les caillots de sang à l'aide d'une
pince et d'un scalpel stérilisés (rejeter
les instruments).

4. Placer les reins dans un nouveau vase
de Pétri à l'aide d'une pince stérilisée.

5. Culture cellulaire : Couper les cortex
en fragments de tissus d'environ
1 mm3, rejeter la substance médul-
laire.

6. Transférer les fragments dans un er-
lenmeyer de 500 mL contenant
100 mL de PBS,préchauffé à 37°C.

7. Laver trois fois avec 150 mL de PBS
préchauffé à 37°C.

8. Transférer les tissus dans un erlen-
meyer de 500 mL contenant une
barre magnétique.

9. Rincer trois fois avec 150 mL de tryp-
sine-PBS préchauffée à 37°C.

10. Rejeter le dernier rinçage et ajouter
100 mL de trypsine-PBS préchauffée
à 37°C aux fragments de tissus.
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11. Agiter pendant 5 min à l'aide d'une
agitateur magnétique dans une étuve
à 37°C.

12. Rejeter ce premier surnageant.

13. Ajouter 150 mL de trypsine-PBS pré-
chauffée à 37°C, puis replacer dans
l'étuve pendant 30 min.

14. Récupérer le surnageant de chaque
trypsination dans une bouteille à cen-
trifugation contenant 10 mL de SFV
et centrifuger à 100 x g pendant
20 min.

15. Vidanger le surnageant dans un
récipient stérilisé et récupérer le cu-
lot.

16. Préparer 500 mL de milieu 199-
Hank, contenant 2% SFV, 100 U/mL
de pénicilline et 100 (ig/ mL strep-
tomycine, préchauffés à 37°C.
Réserver 300 mL dans un erlenmeyer
de 500 mL, et le reste (10 à 20 mLpar
fraction) serviront à récupérer et rin-
cer les cellules en culot, et iront re-
joindre les 300 mL en attente.

17. Répéter les opérations 15 et 16 jusqu'à
ce que le tissu soit complètement
épuisé.

18. Faire un comptage cellulaire au bleu
de Trypan en considérant le volume
final des fractions de trypsination.
Maintenir les cellules en suspension
avec un agitateur magnétique.

19. Préparer une suspension à 175 000
cellules/mL et placer dans les réci-
pients appropriés.

1.5.2. Cultures de fibroblastes aviaires
(poulet, canard)

1. Prélever stérilement les embryons
des oeufs (poussin de 10-14 jours,
canard de 13-14 jours).

2. Enlever la tête, les ailes et les pattes.

3. Couper en petits morceaux le reste
du corps.

4. Rincer trois fois avec du tampon PBS
(voir 1.5.1).

5. Rincer une fois avec de la trypsine-
PBS.

6. Faire deux trypsinations de 30 min
avec de la trypsine-PBS, à la tempé-
rature de la pièce.

7. Centrifuger pendant 15 min à
800 x g.

8. Suspendre les cellules dans du milieu
MEM-Hank 6% SFV avec Pen-Strep.

9. Faire un comptage cellulaire au bleu
de Trypan.

10. Ajuster la suspension à 800 000 cel-
lules/mL dans du milieu MEM-Hank
6% SFV avec Pen-Strep.

11. Répartir dans les récipients appro-
priés et incuber à 37°C.

12. À la confluence, changer le milieu
pour un mélange 1:4 de milieux
MEM-Hank: MEM-Earle additionné
de 0.5% SFV et de Pen-Strep.
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2. ENTRETIEN DES CULTURES Méthode

2.1. ENTRETIEN DES CULTURES
PRIMAIRES

Les cultures primaires ne peuvent être
maintenues longtemps, contrairement
aux cellules en lignées. Elles sont donc
utilisées directement pour la production
ou l'isolement de virus, quoi qu'il soit
aussi possible de les utiliser au deuxième
ou troisième passage. Dans ce cas, la sen-
sibilité de ces cellules à certains virus est
cependant réduite. Cette option permet
cependant la congélation des cellules au
premier passage et leur utilisation au be-
soin.

Un mélange en parties égales de milieu
MEM-Hank et de milieu MEM-Earle ad-
ditionné de 0.5-2% de SFV permettra de
maintenir la plupart des cultures pri-
maires. Certains types cellulaires re-
quièrent des milieux de culture différents
et il faudra se renseigner sur les besoins
de ces cellules.

2.2. ENTRETIEN DES CULTURES EN
LIGNÉES CONTINUES

Contrairement aux cellules en culture pri-
maire ou aux cellules diploïdes, les cel-
lules en lignées continues peuvent être
sous-cultivées des centaines de fois. Au
cours de ces nombreuses générations, les
caractères originaux des cellules seront
perdus peu à peu et le nombre de chromo-
somes deviendra hétéroploïde. Ces cel-
lules ont un taux de multiplication beau-
coup plus élevé que les autres types, et il
est possible de faire des dilutions des
sous-cultures de 1:5 à 1:20.

Les passages seront faits par trypsination
du feuillet cellulaire, puis par dilution
dans un milieu de croissance.

1. Vidanger le milieu de culture.

2. Rincer la culture avec 5-10 mL de
solution dispersante à 37°C.

3. Incuber à 37°C en présence de 1-2 mL
de solution dispersante.

4. Lorsque le feuillet est détaché, ajouter
5-10 mL de milieu de croissance et
disperser les cellules à l'aide d'une
pipette munie d'une poire.

5. Faire un comptage après coloration
au Bleu de Trypan.

6. Diluer la suspension cellulaire dans
le milieu de croissance et répartir
dans les récipients de culture. La di-
lution à effectuer pour chaque type
cellulaire est déterminée par l'expé-
rience; généralement, une dilution de
1:3 à 1:5 est effectuée.

7. Incuber à 37°C.

8. Changer le milieu de culture pour un
milieu de maintien (milieu addi-
tionné de 2% de SFV), lorsque le
feuillet est confluent,.

9. Il est possible de conserver les cel-
lules dans le milieu de maintien plu-
sieurs semaines en changeant ce mi-
lieu une ou deux fois par semaine. Il
est aussi possible de ralentir le
métabolisme et la croissance des cel-
lules en incubant les cultures à 33 ou
35°C.

Il est avantageux de maintenir une ou
deux bouteilles d'un type cellulaire
donné. Ces cellules seront sous-cultivées
à tous les 7-10 jours. Si l'utilisation d'un
type cellulaire est occasionnelle, il est
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alors préférable de préparer une banque
cellulaire congelée.

Volume de solution selon le type de
récipients:

Surface 25 cm2 75 cm2 150 cm2

Rinçage 5 mL 5 mL 10 mL
Trypsine 2 mL 3 mL 5 mL
Milieu 10 mL 45 mL 100 mL

2.3. ENTRETIEN DES CULTURES DE
CELLULES DIPLOÏDES

Les cultures diploïdes possèdent encore
la plupart des caractères originaux de l'or-
gane d'origine. Ces cellules peuvent être
cultivées jusqu'à environ 50 générations,
puis elles vieillissent, cessent de se diviser
et meurent.

Leur culture exige des précautions beau-
coup plus grandes que la culture des cel-
lules hétéroploïdes ou même des cultures
primaires. Les précautions suivantes sont
vitales pour le maintien des cellules di-
ploïdes de poumon humain (WI-38 par
exemple).

• Utilisation du milieu EBM-D (Eagle
Basal Medium-Diploïd) (base de
Earle) contenant 50 |xg/mL d'auréo-
mycine). (Reconstituer 500 mg d'auréo-
mycine avec 50 mL à 'eau distillée à 37°C,
puis répartir en volumes de 5 mL et con-
geler à -20°C. Ajouter 5 mL/500 mL de
milieu de culture).

• Toutes les solutions qui entrent en
contact avec les cellules doivent être
chauffées à 37°C.

• Toutes les solutions seront ajustées à
pH 7.2 et ne devront jamais dépasser
pH 7.4 même après incubation à 37°C.

• On ne doit jamais déposer les réci-
pients de culture contenant les cellules
sur des surfaces froides (tables en acier
ou autres). Utiliser une surface de pro-
tection, telle que du Styrofoam ou du
carton ondulé.

• Effectuer régulièrement la multi-
plication des cellules: une fois par
semaine, dilution 1:2, confluence en
3 à 4 jours (1 génération).

2.3.1. Élaboration d'une culture
cellulaire à partir de cellules
congelées

1. Ampoule contenant 2 x 106 cellules
dans 1 mL de milieu EBM-D avec
10% de SFV, 10% de glycérol et de
l'auréomycine.

2. Préchauffer à 37°C 20 mL de milieu
additionné de 10% de SFV et
d'auréomycine.

3. Placer l'ampoule pendant 2 min dans
un bain-marie à 37°C.

4. Prélever le contenu de l'ampoule à
l'aide d'une pipette Pasteur stérilisée,
dissocier les cellules et compléter à
20 mL avec le milieu préchauffé.

5. Placer cette suspension cellulaire
dans un flacon de 75 cm2 non fermé
hermétiquement. Incuber à 37°C dans
une étuve à CO2 (5% CO2).

6. Après 24 h, fermer le bouchon
hermétiquement après avoir changé
le milieu pour 20 mL de milieu neuf.

7. Placer à 37°C pendant 6 jours.

8. Effectuer des multiplications régu-
lières.
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2.3.2. Multiplication des cellules
diploïdes

1. Vidanger le milieu et ajouter 5 mL de
trypsine-PBS sur la paroi opposée
aux cellules puis retourner le flacon
lentement pour baigner les cellules.

2. Après 1-2 min, vidanger la trypsine
par le côté opposé aux cellules,
ajouter 2 mL de trypsine-PBS et
placer le flacon à 37°C pendant
10-20 min.

3. Ajouter 5 mL de milieu à 37°C, puis
dissocier les cellules à l'aide d'une
pipette. Compléter avec 35 mL de
milieu et répartir dans deux
bouteilles. Incuber à 37°C.

Il est très important:

• de préchauffer toutes les solutions à
37°C

• de ne jamais placer les bouteilles sur
une surface froide

• de ne jamais les laisser à la tempéra-
ture de la pièce

• de bien dissocier les cellules

• de multiplier par 2 ou par 4 et inverser
à chaque multiplication afin de ne pas
épuiser les cellules

• de toujours utiliser de la trypsine-PBS
et du milieu EBM-D

II est aussi très important de noter le
nombre de passages puisque ces cellules
cesseront de se multiplier après 50 pas-
sages environ. À chaque dilution 1:2 le
nombre de passages (générations) aug-
mente de 1 (on incube la culture pendant
3 à 4 jours). Lors d'une dilution 1:4 le
nombre de passages augmente de 2 (on
incube alors la culture de 5 à 7 jours). En

plus de déterminer le nombre de pas-
sages, il est utile de déterminer le taux de
multiplication de cellules diploïdes. En
effet, ce taux sera différent au cours des
derniers passages.

2.4. COMPTAGE CELLULAIRE

2.4.1. Coloration au violet de cristal

Le cristal violet colore en bleu les noyaux
des cellules et permet d'en faire le comp-
tage, y compris celles en agrégat.

Solution

Cristal violet 1.0 g

Acide citrique 19.2 g

Eau déminéralisée 1.0 L

Dissoudre l'acide citrique dans l'eau puis
ajouter le cristal violet.

Cette solution se conserve à la tempéra-
ture de la pièce.

Méthode

1. Ajouter 0.5 mL de la solution colo-
rante, à 0.5 mL de la suspension cel-
lulaire à compter.

2. Bien mélanger avec une pipette
Pasteur afin de briser les agrégats de
cellules.

3. Placer une goutte dans chaque cham-
bre d'un hématiemètre Neubauer.

4. Compter le nombre de cellules dans
25 petits carrés du centre de chaque
chambre. Il devrait y avoir environ
100 cellules par chambre. S'il y en a
beaucoup plus, on peut compter
seulement 5 chambres au hasard et
multiplier par 5 la valeur obtenue, ou
encore diluer 1:2 ou 1:5 la suspension




























































































