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Résumé :   

 La thérmostabilité du virus rabique à été étudiée en soumettant la souche ERA produite sur cellules 
Vero à un vieillissement accéléré (7j à 37°C) en présence d’agents stabilisants.  
 L’analyse des résultats obtenus par la méthode de titrage in vivo (inoculation du virus rabique à des 
souriceaux à la mamelle âgés de 3 à 4j) a révéler que : le virus rabique ERA/Vero sans stabilisants se conserve 
bien à -20°C ou à -70°C, assez bien à +4°C, mais qu’il est sensible aux températures supérieures de 25°C et  
37°C. Malgré sa fragilité et sa sensibilité aux températures élevées, le virus de la rage ERA/Vero mis à 37°C 
pendant 7j est retrouvé après analyse à un titre jugé acceptable. Dans les conditions de la pratique, les campagnes 
de vaccinations peuvent se faire de façon moins contraignante liée à la chaîne du froid, puisque la souche de 
virus rabique ERA/Vero peut résister et se maintenir à 37°C.  

 Mis à part le PBS et le saccharose à 2% véhiculé par le tampon ENDERS, tout les autres milieux 
utilisés au cours de cet étude : tampon ENDERS, le sorbitol à 1% véhiculé par le tampon ENDERS, le sorbitol à 
4% véhiculé par le tampon PBS, le sorbitol à 4% véhiculé par l’eau distillée, ont donné un effet stabilisant sur le 
virus de la rage ERA/Vero après 7j d’incubation à 37°C.  
 La formulation qui a donné le meilleur effet stabilisant sur le virus de la rage étant celle du sorbitol à 
4% véhiculé par le tampon PBS. Seul le saccharose s’est révélé inefficace, son utilisation à la concentration de 
2% véhiculé par le tampon ENDERS n’a pas donnée un effet stabilisant sur le virus rabique, voir même un effet 
inverse c'est-à-dire néfaste sur le virus de la rage. 

La solution de sorbitol à 4% véhiculé par le tampon PBS peut constituer une formulation idéale, 
adéquate et économique pour être incorporée dans les préparations vaccinales, afin d’aboutir à la production 
d’un vaccin antirabique thermostable et plus commode notamment dans les conditions drastiques de la pratique. 
Par ailleurs, le virus rabique s’est révélé stable en présence du tampon ENDERS seul sans incorporation de 
sorbitol ou de saccharose, ce qui pourrait constituer à lui seul un bon stabilisant pour le vaccin antirabique. 

 

Mots clés : Virus rabique, stabilisants, thérmostabilité, vaccin antirabique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Summary : 

   
 The thermostability of rabies virus has been studied by subjecting the ERA strain produced on Vero 
cells to an accelerated ageing (37°C for 7days) in the presence of stabilizing agents.  
 The analysis of the results obtained by the method of titration in vivo (inoculation of rabies virus to the 
old of 3 with 4 days suckling-mouse) has to reveal that : the rabies virus ERA/Vero without stabilizers is 
preserved well at -20°C or -70°C, rather well with +4°C, but that it is sensitive to the higher temperatures of 
25°C and of 37°C. In spite of its brittleness and its sensitivity to the high temperatures, the rabies virus 
ERA/Vero put with 37°C during 7j is found after analysis with a titer considered to be acceptable. Under the 
conditions of the practice, the partners of vaccinations can be done in a less constraining way related to the cold 
chain, since the rabies virus strain ERA/Vero can resist and be maintained with 37°C. 

 
 With share the PBS and sucrose with 2% conveyed by the ENDERS buffer, all other mediums used 
during this study: ENDERS buffer, the sorbitol with 1% conveyed by ENDERS buffer, the sorbitol with 4% 
conveyed by PBS buffer, the sorbitol with 4% conveyed by distilled water, gave an effect stabilizing on the 
rabies virus ERA/Vero after 7days of incubation to 37°C.  
 The formulation which gave the best stabilizing effect on the rabies virus being that of the sorbitol with 
4% conveyed by PBS buffer. Only the sucrose appeared ineffective, its use with the concentration of 2% 
conveyed by ENDERS buffer did not give a stabilizing effect on the rabies virus, to even see has to involve an 
opposite effect or harmful on the rabies virus. 
 The solution of sorbitol with 4% conveyed by PBS buffer can constitute an ideal, adequate and 
economic formulation to be built-in the vaccine preparations, in order to lead to the production of a thermostable 
and more convenient rabies vaccine, in particular under the drastic conditions of the practice. In addition, rabies 
virus appeared stable in the presence of ENDERS buffer alone without incorporation of sorbitol or sucrose, 
which could constitute with him only a good stabilizing for the rabies vaccine, without having to make recourse 
to the addition of other products. 

 

Keywords : Rabies virus, stabilizer, thermostability, rabies vaccine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ملخص :                                                                                                                                           

لقد تم  درا سة استقرار فيروس الكلب في الحرارة و ذالك بإخضاع السلالة الفيروسية ERA الناتجة  عن الخلايا Vero لاختبار الاستقرار 

 المتسارع في الحرارة (C°37 لمد ة 7 أيام) في وجود المثبتات.                                                                                                       

آشف تحليل النتائج التي حصل عليها بأسلوب المعايرة في الجسم الحي (إعطاء الفئران الرضيعة التي تتراوح أعمارها بين 3 و 4 أيام فيروس داء 

الكلب) ما يلي : فيروس الكلب Vero/ERA دون مثبتات يخزن جيدا في دراجات الحرارة C°20- أو في C°70- ، بطريقة جيدة إلى حد ما في 

C°4+ لكنه حساس لدرجات الحرارة المرتفعة C°25 وC°37. على الرغم من هشاشته وحساسيته لدرجات الحرارة المرتفعة، تم العثور على 

فيروس الكلب Vero/ERA الموضوع في C°37 لمدة 7 أيام بعد التحليل و بترآيز مقبول. في ظل ظروف ممارسة حملات التلقيح، يمكن لهذه 

.              C°37 لداء الكلب يمكن أن تصمد وتبقى في ERA/Veroالمتعلق بسلسلة التبريد، بما أن السلالة الفيروسية أن تتم بدون التقييد  العمليات

                                                                                                                                         

بصرف النظر عن محلول PBS و السكروز2٪ المحضر بمحلول ENDERS، آل المثبتات الأخرى المستخدمة في هذه الدراسة : محلول 

ENDERS، السوربيتول 1٪ المحضر بمحلول ENDERS، السوربيتول 4٪ المحضر بمحلول PBS و السوربيتول 4٪ المحضر بواسطة الماء 

                                                                                     .37°C لمدة 7 أيام في Vero/ERA المقطر، أظهرت استقرار فيروس الكلب 

الصياغة التي أعطت أفضل أثر على استقرار فيروس الكلب هي السوربيتول 4٪ المحضر بمحلول PBS. وحده السكروز غير فعال، استخدامه 

بترآيز 2٪ بمحلول ENDERS لم يؤدي إلى استقرار فيروس الكلب، أو حتى أدى إلى تأثير معاآس أو سلبي على فيروس الكلب.                    

السوربيتول بترآيز 4٪ المحضر بمحلول PBS يشكل صيغة مثالية مناسبة واقتصادية لإدراجها في الأعمال التحضيرية للقاح، من أجل تحقيق إنتاج 

لقاح ضد داء الكلب مستقر في الحرارة و أسهل استخدما خاصة في الظروف القاسية لممارسة حملات التلقيح . بالإضافة إلى ذلك، فيروس داء الكلب 

                  .لوحده بدون إضافة السوربيتول أو السكروز، مما قد يشكل بحد ذاته مثبت جيد للقاح داء الكلب ENDERSمستقر في وجود محلول  

  

 الكلمات الرئيسية : فيروس الكلب، مثبتات، الاستقرار في الحرارة، لقاح داء الكلب                                                       
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INTRODUCTION 

Dans le monde, plus de la moitié des agents pathogènes connus affectant les humains sont 

d’origine animale et plus de deux cents zoonoses ont déjà été décrites dans le monde depuis 

des siècles et l’intérêt pour ces maladies ne cesse de croître auprès des services de santé 

publique. 

Classée comme zoonose majeure et maladie à déclaration obligatoire par les pouvoirs 

publics algériens (JORA, 1995), la rage sévit toujours à l'état enzootique dans notre pays et a 

fait l'objet de plusieurs études épidémiologiques (Metallaoui, 2009). Elle continue de tuer en 

Algérie par négligence le plus souvent et par ignorance du risque vital. À l’instar des pays 

développés où les vecteurs principaux sont des mammifères sauvages et/ou chauves-souris, 

dans les pays en voie de développement le chien est toujours le vecteur principal. 

Des mesures de surveillance sanitaire en plus de la vaccination, contribuent dans une large 

mesure à la lutte contre cette maladie (Dodet et al., 2010). Dans le vaccin, il est impératif que 

l’intégrité des antigènes viraux soit conservée pour que l’action vaccinante soit efficace 

(Amorij et al., 2008). Un problème fondamental dans la préservation des vaccins viraux est 

la perte du titre du virus liée à des conditions non appropriées de stockage, la sélection du 

milieu stabilisant lors de la production du vaccin constitue également une étape critique 

(Adebayo et al., 1998). 

Le maintien de la stabilité thermique des vaccins est le facteur primordial pour assurer une 

immunisation efficace (Wollf et al., 2008). L’instabilité des vaccins peut être mise en cause 

lorsque ces vaccins sont utilisés à grande échelle dans les régions à climat chaud et où ils 

peuvent accidentellement être exposés aux températures élevées ambiantes, notamment dans 

le cas où la chaîne du froid depuis le laboratoire de fabrication jusqu’au lieu d’utilisation peut 

s’avérer insuffisante (Barme, 1985). 

Les formulations des vaccins qui résistent aux stress de températures, auraient des 

bénéfices majeurs (Levin et al., 2007) : la réduction du gaspillage de vaccins, aide à assurer 

l’efficacité du vaccin, être moins dépendant de la supplémention et de l’équipement de la 

chaîne du froid, l’élargissement des programmes d’immunisation en facilitant le stockage et la 

distribution du vaccin à des températures ambiantes contrôlées, permettre aux activités 

vaccinales de continuer dans les situations émergentes où la chaîne du froid pourrait être 

compromise. 
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Le virus de la rage est un virus fragile (Bevilacqua et al., 2004, Sastre et al., 2007) donc 

particulièrement sensible, et par conséquent il peut se dégrader dans les préparations 

vaccinales ce qui peut diminuer de l’efficacité du vaccin. D’autre part, nous avons constaté 

des baisses du titre viral pendant le stockage et aussi pendant les étapes de lyophilisation. Le 

recours à des agents stabilisants s’avère indispensable pour ce virus.  

Un vaccin antirabique thermostable, promet donc de simplifier la logistique de 

distribution des vaccins et d’améliorer la couverture vaccinale contre cette maladie. Ainsi, 

dans le but d’assurer une meilleure protection des animaux vaccinés contre la rage, nous 

avons étudié la thérmostabilité du virus rabique, en soumettant la souche ERA/Vero utilisée 

dans la production du vaccin antirabique par l’Institut Pasteur de Kouba, à un vieillissement 

accéléré en présence d’agents dits stabilisants.  

Le travail entrepris a consisté à : 

 - Voir dans quelle mesure des agents stabilisants de virus rabique, peuvent améliorer 

sa conservation en vue de leur utilisation dans le vaccin antirabique, même lorsque ces 

derniers sont soumis à des températures élevées pendant des durées prolongées. Le but est la 

production de vaccins antirabiques stabilisés dans des conditions économiques.  

-  Améliorer à l’échelle de laboratoire la conservation des surnageants viraux rabiques 

après leur récolte et qui sont destinés à la préparation du vaccin antirabique. L’incorporation 

de ces produits protecteurs a pour but la conservation pendant une plus longue durée, sans 

induire une altération ou diminution significative du titre.  
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1. Définition de la maladie   

Le mot rabies (rage) a son origine en sanskrit « rabbahs » et grec « lyssa ou lytta », 

signifiant faire violence. 

Cette anthropozoonose, est une infection virale du système nerveux central qui touche 

essentiellement les mammifères à sang chaud et particulièrement les canidés et les espèces 

sauvages (Carnivores et Chiroptères) (Fooks et al., 2003). Elle est transmise accidentellement 

à l’homme et réalise un tableau de méningo-encéphalite indubitablement mortelle (Tiembré 

et al., 2010). Son évolution clinique chez l’homme en fait une des maladies les plus 

dramatiques par les souffrances qu’elle occasionne, aggravée par le maintient et souvent 

l’exacerbation de la conscience qu’ont les malades de leur état.  

2. Importance de la maladie en santé publique 

Historiquement, la rage est l’une des viroses les plus effrayantes de l’homme. Le nombre 

de décès humains dûs à la rage dans le monde est estimé à environ 55 000 par an (Knobel et 

al., 2005, Tiembré et al., 2010). L’Afrique après l’Asie est le deuxième continent le plus 

touché, et paie un lourd tribu à cette maladie avec 44 % du total (Bourhy, 2007). Les 

personnes les plus touchées étant les habitants des communautés rurales défavorisées, en 

particulier les enfants. 

3. Répartition mondiale, sources de contamination et modes de transmission  

Le virus rabique est retrouvé dans le monde entier, chez les animaux terrestres 

domestiques et sauvages, aussi bien que chez  les chauves-souris (Malerczyk et al., 2009). A 

leur contact, l’homme peut se contaminer et constitue en règle générale le maillon final de la 

chaîne infectieuse, car il ne transmet pas la maladie. La maladie ré émerge cependant sous 

forme enzootique particulièrement en Asie, l’Afrique, et l’Amérique latine (Nagarajan et al., 

2009).  

Habituellement transmise à l’homme par morsure, griffure, léchage sur plaie à partir d’un 

animal enragé et par projection de matière infectieuse sur les muqueuses (Warrell et 

Warrell, 2004). Le virus peut être transmis par l’inhalation d’aérosols et des cas de 

transmission par transplantation de cornée ont été décrits chez l’homme (Aubry et Rotivel, 

2001). 
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4. Le risque rabique en Algérie 

En Algérie, la rage est une véritable menace pour la santé publique. Le contexte 

épidémiologique est marqué par une enzootie de rage canine qui accroît le risque pour la 

population humaine. Toutes les études menées sur une période de plus d'un siècle (1894-

2008) convergent sur le rôle de ''réservoir'' que joue le chien dans le maintien et la 

propagation du virus de la rage en Algérie. La répartition géographique de l'infection rabique 

chez les animaux était presque identique depuis plus de 45ans. Si les régions d'extrême Sud 

demeurent indemnes, au Nord, l'infection rabique est importante au niveau des villes du 

centre et de l'Est (Metallaoui, 2009). 

5. L’agent étiologique : Le virus rabique 

 
 5.1. Classification 

Les virus qui induisent la rage appartiennent à l’ordre des Mononegavirales, le prototype 

du genre Lyssavirus et de la famille des Rhabdoviridae.  

Le comité international de taxonomie des virus classifie 7 génotypes avec les 4 génotypes 

récemment identifiés (Johnson et al., 2010a) (Tableau 1). Ceux du génotype 1 sont les plus 

préoccupants tant par leur nombre que par leur répartition géographique quasi mondiale. 
 

Tableau 1 : Classification des genres de lyssavirus, répartition géographique et les 

espèces hôtes correspondantes (Johnson et al., 2010a) 
 

Lyssavirus Génotype Hôte  Distribution géographique 

Virus de la rage classique  

(RABV) 

1 Plusieurs espèces 
 de carnivores et 
de chiroptères  

Monde entier 

Lagos Bat Virus (LBV) 2 Chauves souris Afrique 

Mokola Virus (MOKV) 3 Inconnu Afrique 

Duvenhage Virus (DUVV) 
4  

Différentes  
 
 

espèces de 
 
 

 chauves souris 

Afrique du Sud 

European Bat LyssaVirus  

(EBL1 et EBL 2) 

5 et 6 Europe 

Australian Bat LyssaVirus (ABLV) 7 Australie 

Aravan, Khujand, Irkut, West 

Caucacian Bat Lyssavirus (WCBV) 
Non classé Asie 
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Le génome viral est un ARN monocaténaire, non segmenté de sens négatif 

approximativement de 12Kb (Tordo et al., 1986, Bourhy et al., 2008). Il code pour 5 

protéines structurales : la glycoprotéine (G), la nucléoprotéine (N), matrix protéine (M), 

l’ARN polymérase (L)  et la phosphoprotéine (P) (Faber et al., 2009).  

5.2.2. Les protéines virales et leurs fonctions 

 La glycoprotéine (G) 

C’est la protéine la mieux étudiée sur le plan structural et immunologique. Elle est ancrée 

dans la membrane virale, et forme des peplomères qui se projettent à la surface du virus 

(Benmansour et al., 1992), lui donnant un aspect hérissé sur les images de microscopie 

électronique. Environ 400 spicules de glycoprotéines sont présentes sur la membrane 

plasmique du virus de la rage (Flamand et al., 1993)  

 La protéine (N) 

C’est la protéine la plus abondante dans la particule virale. Elle est étroitement associée à 

l’ARN génomique, sa fonction première est d’encapsider le génome viral et le protéger contre 

la digestion par les ribonucléases (Albertini et al., 2005). 

 La protéine (M) 

C’est la plus petite des protéines virales. Elle tapisse la couche interne de la membrane 

virale (Fig1). Elle est responsable de l’organisation en hélice de la RNP, et le bourgeonnent 

des virions (Wunner et al., 2004). Cette protéine peut être divisée en deux : la protéine M1 

associée à la nucléocapside et la protéine M2 associée à la membrane lipidique (Benmansour 

et al., 1992). 

 La protéine (L) et la protéine (P) 

Cette protéine géante (L pour : large), occupe plus de la moitié du génome rabique 

(Meslin et al., 1999). Avec son cofacteur la protéine P, elles jouent un rôle régulateur dans les 

phénomènes de transcription/réplication (Lahaye et al., 2009).  

Toutes ces protéines jouent un rôle dans la protection contre la rage, cependant, la 

protéine G est le principal antigène viral qui joue un rôle prépondérant dans l’immunité 

antirabique (Cox et al., 1977), et c’est l’élément majeur qui contribue à la pathogenèse de la 

rage (Faber et al., 2007). 
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6.1.1. Incubation  

Cette période silencieuse et asymptomatique peut durer de quelques jours, quelques mois 

(1 à 3 mois), et très rarement quelques années  (Rupprecht et al., 2010).  

Chez l’homme, dans 85 % des cas elle est entre 35 et 90 jours, dans 10 % des cas 

inférieure à 20 jours et dans 5 % des cas supérieure à 3 mois (Bevilacqua et al., 2004), chez 

l’animal, cette période est généralement plus courte (Lepine et Gamet, 1969). 

Puis, les signes précoces commencent à apparaitre, associent : fièvre, des troubles du 

comportement, paresthésie et épuisement (Johnson et al., 2010a). Ensuite, il y a progression 

vers la phase d’état : 

6.1.2. Symptômes chez l’homme 

La forme furieuse « agressive » est la plus décrite chez l’homme (Fooks et al., 2003). 

La phase d’état est spastique (encéphalique) : agitation, confusion, hydrophobie et 

aérophobie, hypersalivation et des convulsions (Plotkin, 2000). La forme paralytique est 

moins fréquente : avec paralysie progressive ascendante, atteignant les membres inférieurs, 

provoquant des troubles sphinctériens, et enfin une paralysie des nerfs crâniens, et le patient 

succombe à un arrêt cardiorespiratoire (Bevilacqua et al., 2004). 

6.1.3. Symptômes chez l’animal 

Dans l’espèce canine, les deux formes (furieuse et paralytique) sont souvent attribuées à 

cette espèce (Hemachudha et al., 2007). Dans la forme furieuse le chien présente des 

troubles hallucinatoires visuels et auditifs, une hypersalivation, une voix rauque, et cherche à 

mordre tous ce qui l’entoure. Alors que dans la forme paralytique ou muette, le chien n’aboie 

pas, il n’y a aucune tendance à l’agressivité, avec dominance des signes paralytiques (Lepine 

et Gamet, 1969). Les bovins présentent en début d’évolution des signes laryngés 

(modification du beuglement) qui peuvent évoquer la présence d’un corps étranger (signe 

trompeur). Le chat présente généralement la forme furieuse, il s’agit d’un animal 

particulièrement dangereux pour l’environnement humain. Perte de méfiance chez le renard, 

qui se rapproche des habitations (Fleury, 2002). 

6.2. Aspect lésionnel de l’infection rabique 

L’infection par le virus rabique, induit la formation de lésions spécifiques dans le système 

nerveux central, observées au microscope optique et caractérisées par des agrégats                   
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de protéines cytosoliques appelées corps de Negri (Ménager et al., 2009), constitués par 

l’accumulation des protéines de nucléocapside virale (Fleury, 2002). 

6.3. Défenses contre l’infection virale 

Lors d’une agression par le virus rabique, l’organisme met en action des mécanismes 

d’immunités innées et adaptatives (Franka et al., 2009). 

Le virus étant incapable de traverser une peau saine, il y a effraction cutanée au moment 

même du contage. Une réaction inflammatoire non spécifique se déclenche induisant la 

production d’interféron (INF) qui va inhiber la réplication virale, et activer les cellules tueuses 

NK et les cellules dendritiques (Brzózka et al., 2005). 

Si le virus rabique n’est pas totalement détruit au stade précédent, la réaction immunitaire 

spécifique se déclenche et implique l’immunité à médiation cellulaire par l’activation de 

lymphocytes T cytotoxiques (CD8) (Hooper, 2005) qui tuent de façon spécifique les cellules 

infectées par le virus rabique, et des lymphocytes T helper (CD4), dont le rôle le plus 

important est un rôle d’aide dans la synthèse des anticorps par les lymphocytes B (Celis et al., 

1988). L’immunité à médiation humorale par les anticorps neutralisants qui est la source la 

plus importante de protection contre l’infection par le virus rabique, les anticorps neutralisent 

le virus avant qu’il n’infecte les cellules nerveuses. La glycoprotéine G est le seul antigène 

rabique capable d’induire la formation d’anticorps neutralisants (Cox et al., 1977, Beckert et 

al., 2009). 

6.4. Diagnostic de la rage 

Le diagnostic de la rage est parfois suggéré par les données épidémiologiques (La 

morsure) et cliniques, mais le seul moyen d'établir un diagnostic fiable de rage est d'identifier 

le virus au moyen de techniques de laboratoire. 

6.4.1. Identification immunohistochimique de l’antigène rabique 

L’immunodetection par immunofluorescence directe (IF), est la technique de référence, 

recommandée par l’OMS et l’OIE pour le diagnostic de la rage. Elle est réalisée par un 

étalement, les antigènes rabiques présents dans le tissu, sont reconnus spécifiquement par des 

immunoglobulines rabiques marqués par un fluorescent. Ces inclusions correspondent à des 

agrégats de nucléocapsides rabiques (OMS, 1973, OIE, 2005). L’immunomarquage à la 

peroxydase, présente quelques analogies avec l’IF, sauf que dans ce cas l’anticorps est couplé 

à une enzyme, la peroxydase (OMS, 1984). 
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6.4.2. L’inoculation à la souris 

Elle consiste en l’inoculation intracérébrale de l’échantillon suspect à des souris ou à des 

souriceaux à la mamelle. Les animaux sont contrôlés tous les jours pendant 28 jours par 

observation des signes cliniques de la rage (OIE, 2005). D’autres moyens son utilisés pour la 

mise en évidence du virus rabique, tel que l’infection de cellules (Neuroblastomes) en culture,  

qui permet de porter rapidement (2-4j) un diagnostic (McElhinney et al., 2008). 

6.4.3. La sérologie 

Le diagnostic sérologique est rarement utilisé, en raison de la séroconversion tardive, il 

n’a donc qu’un intérêt limité dans le diagnostic de la rage. L’OIE a prescrit l’épreuve de 

RFFIT comme technique de titrage des anticorps antirabiques, permettant d'apprécier le degré 

de l'immunité chez les sujets en cours de traitement antirabique ou vaccinés préventivement. 

Une quantité donnée de virus est mélangée à différentes dilutions de sérum à expertisés, et la 

limite de neutralisation est déterminée. La technique ELISA a été acceptée par l’OIE comme 

outil pour le screening (McElhinney et al., 2008). 

Par ailleurs, des techniques de biologie moléculaire par polymérisation en chaîne (PCR) 

(Kissi et al., 1999), permettent la mise en évidence intra vitam, de l’ARN viral dans les 

liquides biologiques (la salive, le LCR, biopsie cutanée, urines) (McElhinney et al., 2008). 

6.5. Prophylaxie et traitement  

Comme l’a démontré Pasteur et ces prédécesseurs il y a maintenant plus de deux cents 

ans, la seule thérapeutique de la rage, réside dans la prévention au moyen de vaccins 

spécifiques.  

6.5.1. La lutte contre la rage 

La voie à suivre devrait être d’éliminer les chiens et les chats errants, d’identifier et 

vacciner tous les autres carnivores domestiques. La vaccination en masse, a été le support de 

la réussite des programmes de contrôle de la rage canine dans certains continents à travers le 

monde, elle a permis d’éliminer la rage humaine (Cleaveland et al., 2006). En plus du succès 

prophylactique obtenu dans certains pays de l’Europe (France) grâce à la vaccination orale, 

exemple de l’utilisation du vaccin atténué SAD B19 (Beckert et al., 2009), consistant à 

déposer sur le terrain des appâts d’abord primitifs, puis fabriqués industriellement, contenant 
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une capsule plastique emplie de vaccin (Aubert, 2003). Une telle politique nécessite toutefois 

un cadre légal fort pour être traduite dans les faits. 

6.5.2. La prophylaxie 

La vaccination préventive, n’est utilisée que pour les personnes en contact avec le virus 

comme les vétérinaires, les fermiers et le personnel de laboratoire qui manipule le virus 

rabique, à cette fin, l’OMS recommande une série primaire d’immunisation à j0, j7, et j28 (ou 

j21) avec rappel (WHO, 2010). 

6.5.3. Le traitement  

Il n’existe aucun médicament efficace pour empêcher le processus viral de continuer une 

fois les premiers symptômes apparus, la seule façon de se protéger contre le virus est de se 

faire vacciner (Koprowski, 2009). Après exposition, il semble essentiel de bloquer le virus 

avant qu’il ne puisse arriver au système nerveux central. Le sérum antirabique d’origine 

humaine ou équine le plus souvent, a fait preuve de son efficacité, et l’action bénéfique du 

sérum antirabique en association au vaccin a été bien démontrée. 

 6.5.3.1. Le traitement local des plaies 

Le traitement local des plaies après exposition revêt une importance capitale. Un 

nettoyage immédiat et soigneux de toutes les blessures qui risquent d’être contaminées par le 

virus rabique, à l’eau et au savon de Marseille, puis un rinçage abondant, mais on diffère la 

suture. Il est conseillé d’appliquer une solution antiseptique, de consulter un médecin qui 

vérifiera la vaccination antitétanique et prescrira éventuellement une antibiothérapie ainsi 

qu’une prise en charge spécialisée (Guérin, 2005, Caron, 2008). 

6.5.3.2. Administration du sérum et du vaccin antirabique  

Le traitement post exposition consiste en une vaccination et une administration obligatoire 

d’immunoglobulines antirabique pour le grade III (personnes sévèrement mordues : blessures 

profondes et multiples, situées au niveau de la tête,...ect), le plus tôt possible, afin d’anticiper 

la réponse immunitaire de la personne qui a eu un contact suspect. Pour cela, l’OMS (WHO, 

2010) a également mis en place un autre protocole d’immunisation approprié. 
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Partie d’une observation empirique d’immunité croisée entre deux maladies, la vaccine   

et la variole, la vaccination est devenue une science à part entière. Débutant par l’isolement de 

l’agent pathogène, sa culture, son atténuation ou son inactivation pour fabriquer un vaccin. 

1. La vaccination et le vaccin antirabique 

La vaccination consiste à introduire chez un individu une préparation antigénique dérivée 

ou proche d’un agent infectieux déterminé, de manière à informer l’organisme des 

caractéristiques de cet agent afin qu’il puisse le reconnaître et se défendre contre lui lorsqu’il 

le rencontre dans la nature (Guérin, 2007). La vaccination joue sur la mémoire immunitaire : 

elle permet la mise en place rapide de moyens de défense spécifiques qui prennent de vitesse 

le développement de l’infection. Le vaccin antirabique est une substance immunogène, 

administrée préventivement ou après exposition. Il suscite dans l’organisme une réponse 

immunitaire (Anticorps et lymphocytes) qui neutralise le virus avant que celui-ci n’atteigne le 

cerveau (Johnson et al., 2010b). Il doit donc être instauré le plus tôt possible après contact 

avec un animal suspect de rage. 

2. Descriptif général du process de formulation d’un vaccin antirabique 

Les vaccins se différencient des produits pharmaceutiques classiques par l'origine 

biologique de leurs principes actifs. Ces derniers proviennent de systèmes de production 

auxquels participent des organismes vivants.  

2.1. Composition d’un vaccin antirabique  

Tant la composition d’un vaccin que la notification de sa composition peuvent varier d’un 

pays à l’autre, les renseignements que l’on peut obtenir, ne permettent pas toujours d’en 

connaitre la composition intégrale. Le vaccin antirabique présente la constitution suivante : 

2.1.1. La souche vaccinale             

Comparativement à la souche des « rues » de virus rabique qui n’a subit aucun traitement, 

isolée à partir d’une population animale domestique ou sauvage (principalement canine),        

et  sert à des travaux de recherche, la souche dite « fixe », dès l’origine et après isolement, est 

cultivée et subie de nombreux passages sur cellules ou sur animal (Lepine et Gamet, 1969). 

Le but est d’obtenir un comportement biologique reproductible et caractéristique. Une fois les 

paramètres fixés et répertoriés, elles sont utilisées pour la production de vaccins antirabiques. 
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Encore appelée souche de « laboratoire », les souches fixes dérivent historiquement de 

trois isolats de virus rabique (Clark et Wiktor, 1972) : 

• La souche Pasteur, isolée d’une vache en 1882, à l’origine des souches : CVS 

(Challenge Virus Standard), PV  (Pasteur Virus) et PM (Pitman-Moore). 

• Une souche isolée d’un chien aux Etats-Unis en 1935, à l’origine des souches SAD 

Street Alabama Dufferin  et ERA (Evelyn Rokitnicki Abelseth). 

• Une souche provenant d’une jeune fille nommée Flury, décédée de la rage en 1939 

aux Etats-Unis, à l’origine des souches Flury LEP (Low Egg Passage) et Flury HEP 

(High Egg Passage). 

2.1.2. L’antigène vaccinal 

L’antigène peut se présenter sous forme d’agent viral entier, vivant ou inactivé : 

 Virus vivants atténués 

L’agent viral a subi une atténuation de son pouvoir pathogène, grâce à des passages 

répétés sur des animaux ou sur des cultures de cellules (Lubroth et al., 2007). Il est capable 

de se multiplier une fois injecté dans l’organisme, mais n’atteint jamais le cerveau (Utilisé 

uniquement pour les animaux cibles, domestiques et sauvages).  

 Virus inactivés ou tués    

L’agent viral est entier, mais inactivé par un procédé chimique (le phénol, la β-

propiolactone BPL) ou physique (les ultra-violets) (Wiktor et al., 1972). Ce procédé le rend 

non infectieux mais capable d’induire une protection immunitaire efficace 

 2.1.3. Le milieu liquide 

Les antigènes vaccinaux baignent dans des milieux spécifiques contenant des minéraux, 

des sucres, des acides aminés, des vitamines et des facteurs de croissance (Pilette, 2009). 

Suivant le mode de production du vaccin, il peut s’agir d’eau ppi, de sérum physiologique, ou 

de liquide plus complexe venant du milieu de culture (Bégué, 2009). 

2.1.4. Les conservateurs et les stabilisants 

Des composants autres que l’antigène entrent dans la formulation finale des vaccins, ces 

composants sont représentés par : les diluants et les tampons pour ajuster le pH du vaccin 

(Contorni et Massimo, 2010), des stabilisants et des agents protecteurs ou conservateurs,          
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qui contribuent à la qualité, la sécurité et l’efficacité du vaccin (Jadhav et al., 2009). Ils sont 

utilisés pour préserver l’activité virale ou pour stabiliser l’antigène (Chun et al., 2004)                  

et pour inhiber ou prévenir la croissance bactérienne (antibiotiques). 

2.1.5. L’adjuvant 

Le mot adjuvant dérive du latin « Adjuvar » signifiant aidé. Ce sont des composants 

utilisés pour augmenter et prolonger la réponse immunitaire du vaccin (Reed et al., 2008). 

Sont utilisés, des sels d’aluminium (hydroxide d’aluminium), des huiles minérales et d’autres 

produits, utilisés uniquement pour les vaccins à usage vétérinaire. 

2.2. Méthode de fabrication du produit biologique 

Les fabricants se sont imposés des contraintes importantes, qui s'ajoutent à un cadre 

réglementaire très strict mis en place par les pouvoirs publics. Les conditions de stérilité                

et d'asepsie sont très strictes. Nous pouvons décrire la chaîne ou le processus de production 

suivant : 

2.2.1. La culture et amplification du virus rabique 

La fabrication d'un vaccin antirabique débute par la création d'une banque de souches 

productrices. Pour cela, nous mettons en culture selon des règles d'asepsie strictes et des 

conditions constantes, la souche productrice (SLT) (Meslin et al., 1999). Ainsi, de grandes 

quantités d’antigène (Récolte virale) qui serviront à la production de vaccins sont obtenues,  

et cela par l’utilisation de différents procédés. Le vaccin antirabique fabriqué au siècle dernier 

par Louis Pasteur était un broyat de moelles de lapins inoculés, inactivés par dessiccation. Les 

vaccins ultérieurs produits sur cerveau d'animaux adultes ou d’animaux nouveaux nés, ont été 

remplacés dans les années 60 par les vaccins produits sur culture cellulaire (Dureux, 1974). A 

travers cette série de mise au point, découle la notion de générations de vaccins antirabiques : 

 Les vaccins à base de tissu cérébral animal    

Les vaccins fabriqués sur cerveau de mouton (Inde) ou de souriceau nouveau-né 

(Amérique du Sud, Algérie...), sont encore très largement utilisés dans les pays en voie           

de développent. 
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 Les vaccins avianisés  

Préparés sur un substrat constitué d’embryons de canard (PDEV) (OMS, 2000). Ce type 

de vaccin a été produit par l’Institut Pasteur d’Algérie, pour usage vétérinaire. 

 Les vaccins préparés sur cultures cellulaires 

Le virus rabique est neurotrope. Chez l’animal infecté après s’être répliqué dans le 

système nerveux central, il diffuse vers plusieurs autres organes dans les quels il se réplique 

souvent très bien. Il n’est donc pas surprenant que le virus rabique puisse être cultivé dans un 

grand nombre de cellules hôtes tel que les cellules BHK-21, NiL-2, Vero, MRC-5, WI-38, 

support très utilisé pour la fabrication de vaccins modernes à la base de la prophylaxie 

antirabique, citons comme exemple : 

• Le vaccin préparé sur cultures de cellules diploïdes humaines (HDCV) (Johnson et 

al., 2010b). 

• Un vaccin purifié préparé sur cultures de cellules d’embryon de poulet (PCECV) 

(Sampath et al., 2010).  

• Et un vaccin purifié préparé sur cultures de cellules Vero (PVRV). Ces cellules  

constituent un substrat cellulaire acceptable pour la multiplication d’un éventail de virus ainsi 

que pour la production de vaccins viraux (polio virus, influenza, entérovirus) (Chen et Chen, 

2009), elles sont couramment utilisées pour la production de vaccin antirabique. 

Certes, à cause de leur coût élevé de production, ces vaccins sont produits et utilisés 

principalement dans les pays développés et d’autres pays émergents ayant maîtrisé cette 

technologie (Algérie, Maroc, Tunisie, Sénégal).  

Entre autre, selon les nouvelles stratégies vaccinales l’antigène peut représenter une partie 

de l’agent viral produisant des vaccins dits génétiques (recombinants) et sous unitaires, qui 

ont fait l’objet de plusieurs publications :  

 Les vaccins recombinés vectoriels  

Ce type de vaccin consiste en l’introduction d’un gène hétérologue (étranger) dans un 

vecteur (virus, bactérie, ADN), lorsque ce vecteur recombiné infecte une cellule, il induit la 

synthèse dans cette même cellule de l’immunogène correspondant (Fischer, 2003), comme 

exemple de ce type de vaccin : le vecteur virus de la vaccine exprimant la glycoprotéine 

rabique. 
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La dernière étape de la production du vaccin antirabique est le contrôle du vaccin qui revêt 

une importance capitale : 

3. Le contrôle du vaccin antirabique 

Soucieux d'assurer la meilleure protection des sujets vaccinés, les contrôles pratiqués tout 

au long de la chaîne de fabrication représentent souvent les trois-quarts du cycle de la 

fabrication. Nous distinguons le contrôle in process et le contrôle réalisé sur le produit fini :  

Le contrôle in process, est fait à différents niveaux de la chaîne de production, en 

commençant par celle des matières premières, des procédés de fabrication, et des tests 

d'efficacité et de pureté. Les phases de contrôle prennent finalement beaucoup plus de temps 

que la fabrication elle-même. Elles comportent : 

3.1. Le contrôle de la stérilité 

Des épreuves de stérilité sont effectuées à chaque stade de la fabrication, ainsi que sur le 

vaccin en vrac et sur le produit fini au moyen de techniques normalisées. Le vaccin doit être  

stérile et exempt de tout agent contaminant. 

3.2. Le contrôle du titre initial  

La technique adéquate de titrage permet de connaitre le nombre ou le rendement  en 

particules virales par millilitre de produit recueilli. Ce titrage est réalisé après récolte de 

l’agent viral. Ce test est assuré in vivo par l’épreuve d’inoculation à un animal de laboratoire 

ou in vitro sur cellules, et des préparations ayant un titre de 10-6DL50/ml à 10-8DL50/ml 

produirons un vaccin ayant une activité antigénique satisfaisante (Kaplan et Koprowski, 

1974, Meslin et al., 1999).  

3.3. Le contrôle de la virulence résiduelle   

En ce qui concerne les vaccins inactivés, les épreuves doivent porter essentiellement sur  

l’absence de virus résiduel vivant pour chaque lot de vaccin (OMS, 1973). 

3.4. Le contrôle d’activité  

Le contrôle lot par lot était assuré par le test de Habel, mais imprécis dans certains cas il a 

été remplacé par le test du NIH (National Institutes of Health) (Krämer et al., 2009). Le 

principe du test NIH consiste à vacciner des souris avec des quantités de plus en plus faibles 
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de vaccin de façon à déterminer la dose minimale encore capable de protéger 50% des 

animaux.  

3.5. Le contrôle d’innocuité 

Le vaccin antirabique doit être parfaitement inoffensif. En plus du type de vaccin, les 

formulations de vaccins (diluants, préservateurs,…ect) et l’addition d’adjuvants, peuvent 

influencer les propriétés toxicologiques du produit biologique d’où l’intérêt de ce contrôle 

(Verdier et al., 2003). La meilleure façon de déceler la présence de ces agents, consiste à 

inoculer le vaccin à un animal de laboratoire de l’espèce choisie pour la production du vaccin 

(OMS, 1973). Tous les animaux d’expérience ne doivent présenter aucun signe de rage ou 

d’autres maladies. 

3.6. Le contrôle de la stabilité du vaccin  

Historiquement, le test de stabilité des vaccins a été basé sur l’observation de la sensibilité 

à la température (Jadhav et al., 2009). En 1980, le test de thérmostabilité a été introduit 

comme un des contrôles pour la libération des lots de vaccin du groupe antirabiques et ceux 

du groupe MMR (WHO, 1992). 

Cependant, il n’existe pas de méthodes simples et peu onéreuses que l’on puisse utiliser 

sur le terrain pour déterminer si un vaccin conservé à la température ambiante a gardé au 

moins l’activité minimale requise .Cette activité ne peut être précisée qu’au moyen d’épreuves 

de laboratoire coûteuses dont les résultats ne sont souvent obtenus qu’après plusieurs mois 

(Galazka et al., 1998). 

3.6.1. Définition de la stabilité d’un vaccin 

La stabilité, comme les autres caractéristiques, est une qualité attribuée à un vaccin 

(Schofield, 2009). Elle se définie comme étant l’habilité à maintenir ces propriétés chimiques, 

physiques, microbiologiques et biologiques selon des limites spécifiées tout au long de sa 

durée de vie (Knezevic, 2009). 

Afin de l'approbation de test clinique, de l'autorisation des vaccins et de la surveillance 

après autorisation, l’OMS (WHO, 2009) a élaboré une série de recommandations et de 

directives pour l'évaluation de la stabilité des vaccins et fournis un ensemble de définitions 

dans ce contexte : 
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3.6.2. Le test de stabilité   

Une série de tests désignés pour obtenir des informations sur la stabilité du vaccin dans le 

but de définir sa durée de conservation et sa période d’utilisation dans des conditions 

spécifiques de conditionnement et de stockage. Ce test est basé sur la détermination du 

changement d’une  propriété du vaccin, qui peut être un indicateur direct ou indirect de 

l’immunogénicité et de l’efficacité.  

3.6.3. Etudes accélérées de stabilité   

Ce sont des études désignées pour déterminer le taux de changement des propriétés du 

vaccin avec le temps, comme conséquences à l’exposition à des températures plus élevées que 

celles recommandées pour le stockage. Ces études peuvent fournir des données utiles pour 

établir la durée de conservation, mais elles ne devraient pas être utilisées pour prévoir les 

conditions réelles de stabilité du vaccin en temps réelle. Elles peuvent aussi fournir des 

informations préliminaires sur la stabilité du vaccin aux stades préliminaires de 

développement et aident dans l’estimation du profil de stabilité du vaccin. 

3.6.4. La durée de conservation du vaccin 

La période durant laquelle, si le vaccin est stocké correctement, est prévu se conformer 

aux spécifications, tel que déterminé par les études de stabilité sur un certain nombre 

d’échantillon de vaccin, la durée de conservation est utilisée pour établir la date d'expiration 

d'échéance du vaccin. En général, la durée de conservation est de 12 à 18 mois pour les 

vaccins liquides et peut éventuellement atteindre 24 mois pour les vaccins lyophilisés (OIE, 

2005). 

L’OMS décrit un test basé sur l'utilisation en routine d'un essai de stabilité accéléré.  Ce 

test consiste en l’exposition du vaccin à 37°C pendant 7jours, le vaccin vivant doit conserver 

un titre minimal de 3log10 pour chaque dose (Kaplan et Koprowski, 1974, Ohtake et al., 

2010). Ce test permet de fournir des informations utiles concernant la stabilité du vaccin à 

+4°C (Peetermans et al., 1976). Dans ce cas, on a la garantie d’un pouvoir immunisant 

suffisant au moment de l’administration du vaccin. 

En plus du contrôle in process, d’autres contrôles sont réalisés sur le produit fini 

notamment, le contrôle de la qualité du vaccin qui est basé sur la vérification pour chaque lot, 

de l’aspect, de la teneur en humidité résiduelle et la teneur totale en protéines, ainsi que le 

contrôle du pH (IPA, 2009). 



Partie bibliographique / Chapitre I / Le vaccin antirabique 
 

 

21 
 

4. Conditionnement et conservation du produit fini (PFC) 

Les vaccins sont des produits biologiques fragiles et d’une durée de vie relativement 

brève. Ils doivent être protégés contre les fluctuations de température, car une interruption de 

la chaîne du froid peut entraîner une réduction de l’efficacité ou de la durée de conservation 

des vaccins (Moscou, 2007). Les vaccins viraux, requièrent un stockage constant à des 

températures contrôlées, allant de -20°C jusqu’à 8°C, cela dépendra de la forme lyophilisée 

ou liquide du vaccin (Rexroad et al., 2002). Une exposition à des températures en dehors de 

celles-ci entraîne une diminution de l’immunogénicité du vaccin.  

Quand toutes les épreuves effectuées sur le vaccin en vrac sont terminées et que leurs 

résultats sont satisfaisants, le vaccin est mis dans des boites. A la fin, les producteurs 

obtiennent un vaccin  stabilisé, standardisé, stérile, conditionné et prêt à l'emploi. 

5. Facteurs influençant l’efficacité de la réponse vaccinale  

Chaque année, l’Institut National de la Santé Animale acquière au près de l’Institut 

Pasteur d’Alger environ 100 000 doses de vaccin à usage vétérinaire. Ces vaccins sont ensuite 

distribués aux vétérinaires des services départementaux (OMS, 1990, IPA, 2009).  

Ainsi, les vétérinaires du secteur privé ont de quoi lutter contre la rage. Malgré tous ces 

efforts consentis, la rage demeure en Algérie une maladie endémique et grave, elle continue 

de faire des victimes humaines et animales. Le facteur principal qui contribue à la persistance 

de la rage dans une région donnée, est le contact avec un animal non vacciné.  

Par ailleurs, dans une enquête menée par Metallaoui (2009) sur la rage en Algérie, 60% 

des cas de rage humaine ne consultent qu'après l'apparition des signes cliniques, seuls 20 % 

des 40% restants consultent immédiatement, 8% consultent après 24 heures, les autres 

tardivement, généralement au delà de 48 heures. L'échec est de 40% malgré une prise en 

charge immédiate pour les motifs suivants : 

• Pas de sérothérapie malgré la profondeur de la morsure ou sa localisation dans 

les zones trop sensibles. 

• Refus de la vaccination par la personne mordue. 

• Vaccination incomplète ou débutée tardivement 24h à 48h après la morsure. 

• Achat du vaccin en retard par négligence ou motif financier. 

Cependant, d’autres facteurs intrinsèques (liés au vaccin) et extrinsèques peuvent être 

responsables de la persistance de ce fléau : 
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5.1. Les facteurs intrinsèques 

Pour être efficace, le vaccin doit être suffisamment antigénique, c'est-à-dire être capable 

de susciter la production d’anticorps en quantités suffisantes pour protéger l’organisme contre 

un contact potentiel. 

5.1.1. Le choix du vaccin 

Dans un pays comme le notre où les besoins sont importants, ce vaccin doit satisfaire aux 

meilleures conditions économiques c'est-à-dire être facile à produire à l’échelle industrielle, 

efficace, peu onéreux et d’emploi commode. Le choix d’un vaccin est à discuter de deux 

principaux points de vue : 

 La valeur antigénique  

Afin d’assurer aux services nationaux responsables de la conduite des campagnes de 

vaccination des chiens, ainsi que les populations habitant dans les zones où ces opérations 

sont menées, de l’efficacité vaccinale, les laboratoires doivent produire des vaccins  ayant une 

activité supérieure à 1U.I par dose de vaccin inactivé à la date de fabrication et capable de 

conserver une activité d’1U.I par dose au minimum pendant une période au moins égale à 6 

mois, dans les conditions habituelles de stockage (2°C et 8°C) (OMS, 1988). Ainsi, le vaccin 

antirabique utilisé, doit avoir une activité au moins égale à 1U.I par dose au moment de son 

administration à l’animal (Krämer et al., 2009). 

 Le mode de présentation du vaccin 

Il parait essentiel de s’orienter vers un vaccin de technologie simple et économique. Un 

facteur majeur contribuant à une couverture vaccinale incomplète est la thermolabilité du 

vaccin, pour cela, il faut que le stockage et le transport du vaccin soit continu dans le froid 

afin d’assurer l’activité requise au moment de l’administration (Friede et Aguado, 2005).  

Les vaccins à virus vivants présentent une certaine fragilité dans leurs conditions de 

préparation et de stockage, ils sont  de ce fait moins stables que les vaccins à virus inactivés. 

Ces derniers doivent cependant contenir une masse importante d’antigènes et nécessitent 

fréquemment la présence d’adjuvant, ce qui explique leur coût de production plus élevé que 

les vaccins à virus vivants. Aussi, plus de 60% des vaccins sur le marché sont sous forme 

liquide (Brandau et al., 2003), ceux ci ,engendrent plus de problèmes de stabilité que les 

vaccins lyophilisés (Abdul-Fattah et al., 2007).  
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5.1.2. La nature, dose et voie d’administration du vaccin 

Les échecs vaccinaux sont généralement imputables à des erreurs inhérentes au protocole 

de vaccination (Nicholson, 1990). La qualité antigénique des vaccins varie selon qu’ils sont 

constitués de germes vivants atténués ou inactivés. Les vaccins à virus vivants engendrent une 

meilleure réponse immunitaire que ceux inactivés. De même, la dose d’antigène administrée 

et le mode de préparation du vaccin peuvent influencer la réponse en anticorps (Guérin, 

2005). Dans le cas de la rage, en plus de l'administration non appropriée de la PPE, le non 

nettoyage des plaies (Johnson et al., 2010b) ou l'administration du vaccin dans un site non 

recommandé peuvent également être associée à des échecs vaccinaux (WHO, 2010). 

5.2. Les facteurs extrinsèques 

5.2.1. La réponse de l’organisme vis-à-vis de l’antigène vaccinal 

L’efficacité d’un vaccin dépend de la réceptivité de l’hôte à l’immunogène, de sa capacité 

à stimuler les moyens de défense de l’organisme mais aussi de l’adaptation de la réponse ainsi 

produite à neutraliser l’agent infectieux. Il s'agit d'une approche préventive et non curative, la 

cible finale du vaccin étant une population constituée de sujets sains. 

Tragiquement, encore des millions d'individus (principalement des enfants) meurent de 

maladies pour les quelles le vaccin préventif existe. Une part significative de ce problème 

résulte de l'instabilité thermique de plusieurs des vaccins actuellement utilisés (Brandau       

et al., 2003). D’où le rôle primordial de la chaîne du froid dans le maintien de l’efficacité 

vaccinale : 

5.2.2. Importance de la chaîne de froid  

Une attention scrupuleuse à la conservation et à la manipulation est nécessaire pour 

garantir l’activité optimale des vaccins. Tout les vaccins sont sensible à la chaleur, nécessitant 

l’utilisation de la chaîne du froid (Braun et al., 2009). La chaîne du froid fait référence à un 

processus de manutention sécuritaire qui permet de maintenir les vaccins à une température 

constante (entre 2ºC et 8ºC) depuis le moment de leur fabrication à celui où ils sont 

administrés (Mallik et al., 2011). Une interruption de la chaîne du froid peut entraîner une 

réduction de l’efficacité ou de la durée de conservation des vaccins.  

Une fois que l’intégrité d’un vaccin est compromise, elle ne peut être rétablie (Moscou, 

2007). 
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1. Historique 

Depuis les débuts du développement d’un vaccin, l’une des difficultés principales pour 

assurer la sécurité continuelle et l’efficacité d’un vaccin, était de stabiliser suffisamment 

l’antigène vaccinal dans le but de prévenir les dégradations qui peuvent altérer les paramètres 

influençant leur utilisation lors de la vaccination (Pfleiderer, 2009).  

C’est en 1920 que des scientifiques français ont démontré que les vaccins lyophilisés ont 

une plus longue stabilité, et des techniques de séchage par le froid ont étés développés  depuis 

1940. En plus de ces techniques, différents additifs ont étés identifiés et qui peuvent aider à 

stabiliser les virus dans les vaccins vivants (Stinchcombe et al., 2008). 

2. Les virus à ARN 

La famille des Rhabdoviridae (virus de la rage), Paramyxoviridae (virus de la rougeole), 

Filoviridae (virus Ebola) appartiennent à l’ordre des Mononegavirales, des virus à ARN 

simple brin de polarité négative et enveloppés. Ces virus démontrent une plus grande labilité 

que les virus non enveloppés et sont donc plus sensibles à l’inactivation par le chauffage,      

et par conséquent plus difficile à stabiliser que les virus non enveloppés (Sastre et al., 2007). 

3. Composition chimique et propriétés du virus rabique  

La composition du virus rabique, permet d’expliquer en partie son comportement dans la 

nature et dans les différentes conditions de culture. L’enveloppe virale, semble se composer 

de trois couches concentriques : des projections extérieures, une couche épaisse de protéine    

et de lipide « micellaires », et une couche épaisse ressemblant à une membrane adjacente à la 

nucléocapside (Vernon et al., 1972).  

Globalement, le virus de la rage est constitué de 4% d’ARN (Sokol et al., 1969), de 15 à 

25% de lipides, jusqu’à 68 à 80% de protéines et 3 à 4% de glucides (Toma et Koutchoukali, 

1985).  

Il existe un ensemble de facteurs qui contribuent à la dégradation du virus rabique après sa 

récolte et durant le stockage, et les résultats du traitement du virus rabique sont confus. 

Pinteric, Fenje et Almeida (1963) suggèrent que le virus rabique a les caractéristiques 

sensibles de myxovirus, bien qu’Andrewes et Horstmann (I949) classifient le virus rabique 

comme résistant. Parmi ces facteurs nous pouvons citer : 
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Le virus est stable à 37°C pendant 2 heures (Turner et Kaplan, 1967), il perd 90% de son 

infectivité après 4 à 6 heures et plus de 99,9% après 24 heures. Des traces de virus viables ont 

été retrouvées après 5 minutes à 60°C mais l’inactivation est complète après 10 minutes. 

3.2. Le pH 

Le pH a une action virulicide sur le virus rabique, cette action est plus marquée par 

l’acidité que par l’alcalinité (Lepine et Gamet, 1969). En commun avec quelques autres 

virus, le virus rabique partiellement purifié mis entre 0°C et 4°C est stable à des valeurs de pH 

entre 5 et 10 (Turner et Kaplan, 1967). Il est inactivé à pH 3 et 3,5 en une demi-heure alors 

qu’entre pH 5 et pH 10 il est encore virulent après 24 heures (Kuwert et Liepenow, 1959). 

Le pH optimal pour la conservation du virus oscille entre 6,4 et 7,0 (Koldajew et Pikul, 

1934). 

Au niveau cellulaire, le pH joue un rôle très important, puisque la fusion du virus rabique 

avec la membrane cellulaire nécessite pour se faire des valeurs de pH relativement basses 

(6,2- 6,7) (Gaudin et al., 1995). 

Sous l’effet de ces différents facteurs (température, pH) et ceux cités précédemment dans 

les généralités (UV, solvants organiques), la forme native de la particule virale peut présenter 

des altérations structurales qui peuvent nuirent à sa forme active : 

4. Processus de dégradation de l’antigène vaccinal 

Les vaccins restent une classe très instables et vulnérables « ingrédients actifs » dans les 

préparations biologiques. Le problème est dû partiellement à leur structure complexe, faite de 

protéines, d’acides nucléiques, de lipides et d’hydrates de carbones. L’exposition au 

chauffage est la source la plus importante de dommage vaccinal.  

Woese (1960) suggère qu’à haute température, l’inactivation thermique des virus peut être 

due à la dénaturation de l’acide nucléique comme à la dénaturation des protéines. Abdul-

Fattah et collaborateurs (2007) apportent qu’un changement dans la conformation des  

protéines virales, ou bien un changement de la structure des lipides constituant l’enveloppe 

virale, peut affecter la stabilité du vaccin in process et durant le stockage.  

Watkinson et Duchars (2010) indiquent que la dégradation des protéines vaccinales peut 

impliquer une instabilité chimique (par exemple : lors de formation ou la rupture de liaisons, 

il en résulte une nouvelle structure antigénique) ou une instabilité physique (changement dans 
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l’ordre de la structure de la protéine), suite à un processus de dénaturation ou d’agrégation  

(Amorij et al., 2008), l’instabilité chimique peut résulter de réactions chimiques qui casse les 

chaînes des acides aminés des protéines ou sert de modification d’un ou plusieurs groupes des 

acides aminés présent dans la protéine (Watkinson et Duchars, 2010). Des formes 

d’altérations qui portent sur la perte de la conformation correcte des spicules, ou encore les 

phénomènes d’hydrolyse et d’oxydation, en sont d’autres exemples de dégradation des 

antigènes vaccinaux (Amorij et al., 2008). Des solutions ont été apportées pour résoudre ce 

problème. 

5. Les méthodes de conservation de l’antigène vaccinal 

Du fait de leur distribution à travers le monde ainsi que la diversité des températures 

ambiantes, il est important de stabiliser les vaccins pour le transport et le stockage. La 

stabilité d’un vaccin a évoluée à partir d'un certain nombre de principes pharmaceutiques,     

et diverses méthodes de stabilisation ont étés utilisés par le passé. Les principes et les 

substances ayant des fonctions stabilisantes prouvées vis-à-vis des antigènes vaccinaux 

comportent : 

5.1. Les formes pharmaceutiques  

Deux principaux moyens sont couramment utilisés pour assurer une bonne conservation 

des vaccins : 

 5.1.1. La lyophilisation 

Pour conférer aux vaccins la thérmostabilité indispensable au maintien de l’intégrité de 

leur pouvoir vaccinant, il a été proposé de les présenter sous forme solide. Ces vaccins 

lyophilisés peuvent garder leur stabilité pour des mois ou quelques années à température 

ambiante. Cependant, il existe l’inconvénient d’exposer les protéines et l’adjuvant du vaccin 

aux stresses (dénaturation et agrégation) pendant la phase de lyophilisation, cette méthode 

n'assure tout de même pas une stabilité totale (Wolff et al., 2009). 

5.1.2. Les basses températures  

Dans le but d’assurer la stabilité et l’infectivité durant le stockage, les stocks de 

suspensions de virus infectieux ont communément étés conservés à températures ultra-basses 

(≤ -60°C). Dans tous les cas, les virus sous forme liquide doivent être conservés à -70°C 



Partie bibliographique / Chapitre II / Les stabilisants du vaccin  
 

 

28 
 

(Chen et al., 2008). Mais ceci n’est pas toujours le cas dans les pays pauvres où la plus part 

du temps ce matériel fait défaut ou s’il existe il est mal entretenu. 

Toute fois, même en les soumettant à ces contraintes de stockage extrêmement drastique, 

l’intégrité du vaccin pourrait être compromise. D’autres alternatives ont étés donc 

proposées  et adoptées dans les préparations de vaccins, afin de les protéger contre 

d’éventuelles dégradations : 

5.2. Les formulations vaccinales  

La thérmostabilité d’un vaccin donné, dépend des propriétés individuelles du virus, du 

système de culture sur le quel il pousse, et de l’excipient dans lequel il est stocké (Ikizler et 

Wright, 2002). Utilisés séparément ou en combinaison : les systèmes tampon, la sérum 

albumine humaine (HSA) ou l’albumine humaine de recombinaison (rHA), la sérum albumine 

bovine, (SAB),  la gélatine, les ions, le sorbitol, les sucres, le thiomersal, le tween 80, l’urée, 

la Vitamine E succinate, sont utilisés dans les vaccins pour assurer leur stabilité durant de 

longues périodes (Pfleiderer, 2009).  

6. Les stabilisants 

6.1. La stabilité d’un antigène vaccinal 

La stabilité des vaccins viraux est déterminée par le taux de perte de l’intégrité de 

l’antigène viral durant la conservation ou le stockage. Pour les vaccins à virus vivants la 

stabilité équivaut à la préservation des titres infectieux. Pour ce qui est des vaccins à virus 

inactivés et sub-unitaires la préservation de la structure antigénique et la présentation stérique 

correcte des épitopes, sont les paramètres qui déterminent leurs stabilité (Peetermans, 1996). 

Comme nous l’avons vue dans le chapitre I, la température de conservation conditionne le 

taux de dégradation d’un vaccin : plus elle est élevée plus la dégradation est rapide et forte.  

Le temps pendant lequel le vaccin est conservé à une température donnée et son activité 

initiale interviennent également dans la stabilité du vaccin (Galazka et al., 1998). 

6.2. Définition d’un stabilisant vaccinal  

Ce sont des composés chimiques et/ou biologiques que l'on peut ajouter aux vaccins à 

différent stade de leur préparation en vue de maintenir un niveau d'efficacité maximum lors 

d’utilisation, qui peut parfois avoir lieux plusieurs années après le début du stockage (Fanget 
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et Francon, 2001). Ce milieu sert à préserver le pouvoir infectant des virus vivants pendant la 

congélation et la conservation, et aussi à stabiliser le pouvoir antigénique des virus inactivés 

au cours de la lyophilisation et de la conservation ultérieure du vaccin cryo-desséché (Kaplan 

et Koprowski, 1974). La mise en contact des virus avec l'agent stabilisant peut être effectuée 

avant, pendant ou après la récolte du virus destiné à la production du vaccin. La mise en 

contact sera avantageusement effectuée avant la récolte (Fanget et Francon, 2001). 

Donc, le but final d’un produit stabilisant est de maintenir l’activité et l’immunogénicité 

de la particule virale (Grainger, 2007). 

6.3. Composition globale d’une solution stabilisante  

Pour prévenir la dégradation de l’antigène et améliorer ainsi la stabilité des vaccins, 

certains additifs ont étés étudiés et des formulations réussies ont été employées par les 

fabricants (Monath, 1996), qui utilisent des sucres, des polyols, et des protéines 

(Oberreither et al., 2010). Associés au stabilisant, les phosphates et les bicarbonates : le 

sodium phosphate, potassium phosphate, sodium glutamate et le potassium bicarbonate, sont 

utilisés pour ajuster le pH du vaccin (Reynolds et Izard, 2005). 

6.4. Les différents types d’agents stabilisants utilisés dans les préparations vaccinales 

Les stabilisants sont classés en deux types de produits : inorganiques et organiques : 

6.4.1. Les produits inorganiques  

Les ions inorganiques, constituent un composant indispensable des tampons et de 

l’environnement natif des acides nucléiques. Parmi ceux là, on retrouve les cations dont les 

plus importants physiologiquement sont : le Magnésium bivalent, le Sodium et le Potassium 

monovalent (Kurz, 2008). Ils participent à la stabilité de la structure des acides nucléiques. 

Ces éléments peuvent être utilisés séparément sous forme d’ions, ou en complément sous 

forme de sels : 

 6.4.1.1. Les ions 

Il a été démontré que l’addition d’ions métalliques au milieu de suspension de certaines 

préparations virales (virus de la vaccine) les rendent plus résistants à la température, les 

métaux monovalents sont plus efficaces que les divalents, mais le mélange des deux est plus 

efficace (Kaplan, 1968).  
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Une variété de cations divalents a été examinée, incluant le Magnésium, le Calcium et le 

Zinc, mais aucun ne s’est révélé efficace dans l’amélioration de la stabilité du vaccin de la 

rougeole durant le stockage, cependant la combinaison du Calcium et du Zinc résulte en une 

amélioration de la stabilité après deux semaines de stockage à 37°C (Ohtake et al., 2010). 

Des formulations contenant du Ca2+ et/ou du Zn2+ semblent inhiber l’inactivation du rotavirus 

à 37°C (Truong-Le et al., 2010).  

  6.4.1.2. Les sels   

Les sels, tel que le KH2PO4 , le K2HPO4, le NaH2PO4, ou le Na2HPO4, ont étés utilisés 

comme agents stabilisants dans certains vaccins à virus vivants (Burke et Volkin, 2001). Le 

MgCl2 entraîne une thermostabilisation du virus polio (Ferreira et al., 2009). Aussi, le 

MgSO4 entraîne un effet stabilisant sur les Myxovirus, mais pas sur le virus de la stomatite 

vésiculeuse (Wallis et al., 1965). Il a été rapporté par (Stinchcombe et al., 2008) que 

l’incubation du flavivirus pendant 24heures à 37°C dans le tampon PBS en l’absence d’agents 

stabilisants, engendre une perte complète du titre viral.  

6.4.2. Les produits organiques   

  6.4.2.1. Les sucres 

Au cours des 20 dernières années, il a été démontré que les sucres (saccharose                  

et  tréhalose) stabilisent les membranes et les protéines à l’état lyophilisé (Crowe et al., 

1998). 

 Le saccharose 

Sood et collaborateurs (1993) apportent que le saccharose a du moins un effet stabilisant 

du vaccin de la fièvre jaune, il induit un faible effet stabilisant du virus influenza (Ikizler      

et Wright, 2002). Pour étudier l’effet stabilisant du saccharose sur le titre du virus de la Peste 

des petits ruminants dans le vaccin, des milieux stabilisants ont étés utilisés. Avec le 

saccharose à la concentration de 5%, le vaccin a gardé un titre constant pendant plusieurs 

mois (Asim et al., 2008). 

 Le tréhalose 

Le tréhalose a gagné une position remarquable par rapport aux autres sucres. Ces 

propriétés physicochimiques sont plus intéressantes que celle du sucrose ou le dextran, 
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notamment comme antiagrégant protéique (Barreca et al., 2010). Il protège celles-ci 

lorsqu’elles sont soumises à des températures élevées utilisées lors d’opérations de séchage ou 

de lyophilisation (Graf et Cartier, 2003). Il est utilisé pour la stabilisation des biomolécules 

(Jain et Roy, 2008). Parmi ces applications la plus intéressante est la stabilisation des vaccins 

durant le stockage à température ambiante (Schiraldi et al., 2002). 

  6.4.2.2. Les polyols  

Ceux les plus utilisés sont le sorbitol et le mannitol : 

 Le sorbitol 

Le sorbitol ou glucitol est un polyol (sucre-alcool : il contient des groupes alcool) naturel 

au pouvoir sucrant deux fois plus faible que le saccharose. Evalué aux concentrations de 1%, 

2%, 3%, 4% et 5%, pour développer un vaccin antisalmonellique, il a entraîné un effet 

stabilisant avec une plus faible perte du titre infectieux à la concentration de 4% à 55°C après 

48heures (Barbour et al., 2002). Cependant, (Stinchcombe et al., 2008) apportent qu’une 

utilisation de sorbitol préparé dans le tampon PBS aux concentrations de 5% ,10 % et 15%, ne 

donne pas d’effet stabilisant sur le flavivirus après incubation à 37°C pendant 24heures. Dans 

une autre étude faite par (Toriniwa et Komiya, 2008) la combinaison de 1% de sorbitol et de 

0,5% de glycine, révéla une plus grande immunogénicité du vaccin de l’encéphalite japonaise 

après un an de conservation. 

 Le mannitol   

Comme le sorbitol et autres polyols (xylitol, inositol), le mannitol est utilisé comme 

excipient pharmaceutique et additif en industrie alimentaire. Cependant le sorbitol est 

meilleur excipient que le mannitol et le xylitol (Duflot et al., 2009).  

    6.4.2.3. Les acides aminés 

Des acides aminés tel que l’acide glutamique, acide aspartique, l’arginine et la lysine, sont 

usuellement utilisés dans les vaccins comme stabilisants (Liu et al., 2005). 

        6.4.2.4. Les protéines 

Des substances d’origine humaine ou animale sont utilisées comme stabilisants dans les 

préparations vaccinales : 
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 La gélatine 

C’est une protéine issue de l’hydrolyse partielle du collagène contenu dans les tissus 

conjonctifs. Elle possède de nombreuses applications dans le domaine culinaire, de la 

médecine ou de l'industrie. Elle est très utilisée comme stabilisant dans les préparations de 

nombreux vaccins viraux (Liu et al., 2005, Vellom et al., 2010). 

 La sérum albumine  

Comme alternatif  aux produits dérivés de la gélatine, des produits dérivés du plasma 

humain (La sérum albumine humaine), ou animal (La sérum albumine bovine), sont utilisés 

essentiellement comme additif dans les milieux de culture notamment pour le virus rabique 

(Costa et al., 2007). Ces produits ont  étés communément utilisés comme stabilisants dans la 

production de vaccins viraux (Burke et Volkin, 2001, Vellom et al., 2010). 

 L’hydrolysat de lactalbumine  

C’est un peptone (issu d'une réaction d'hydrolyse de protéines), obtenu par la digestion 

enzymatique ou l’hydrolyse chimique des protéines du lait (la lactalbumine). Il est également 

très utilisé comme supplément dans les milieux de cultures tissulaires pour le virus rabique 

(Lawson et al., 1987) et celui de la clavelée. Il apporte aux milieux des acides aminés et des 

peptides. Ces propriétés autant qu’agent stabilisant dans le vaccin ont été étudiés par 

(Adebayo et al., 1998), sur le virus de la fièvre jaune. Après son incorporation dans le vaccin 

à la concentration de 5%, celui-ci a montré une bonne stabilité après 28j à 37°C. 

6.5. Mode d’action d’un agent stabilisant 

Plusieurs hypothèses ont étés évoquées pour expliquer le rôle protecteur des produits 

stabilisants. 

Pour rester antigéniquement actives, les formulations de protéines doivent préserver 

l’intégrité de la conformation de la protéine représentant la structure antigénique de base dans 

le vaccin (Watkinson et Duchars, 2010). La structure de n’importe quelle protéine et sa 

stabilité, sont basées sur les interactions non covalentes telques les forces hydrophobiques, les 

interactions de Van der Waals, les liaisons d’hydrogènes, et les interactions ioniques (Krenn 

et al., 2010).  
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L’influence des ions inorganiques sur les acides nucléiques, spécialement l’ARN et leur 

structure a été résumée récemment par Draper en 2005. Les cations, tel que le Magnésium 

bivalent, le Sodium et Potassium monovalent, se lient au Phosphate des acides nucléiques     

et induisent une réduction des forces répulsives entre les deux brins (Kurz, 2008).  

Kaplan (1968) suggère que l’effet protecteur est probablement dû à la formation des 

complexes métalloprotéines avec l’augmentation de la résistance à la dénaturation thermique. 

L’eau (H2O) peut spécifiquement altérer l’activité des enzymes de dégradations protéolytique 

(Ikizler et Wright, 2002), parallèlement, l’effet protecteur du sérum peut être attribué à 

l’action d’enzymes inhibiteurs présents dans le sérum (Turner et Kaplan, 1967).  

Selon (Barbour et al., 2002), les liaisons hydrogènes joueraient un rôle dans la 

détermination et la stabilisation de la structure tridimensionnelle des polypeptides. Ainsi, un 

grand nombre d’acides aminés ont des groupes fonctionnels, qui sont de bons donneurs de 

liaisons hydrogènes, exemple : le groupe hydroxyle (–OH). L’effet protecteur pourrait 

s’expliquer par une substitution des molécules d’eau par des molécules telques les 

disaccharides et les carbohydrates qui vont également finir par former des liaisons hydrogènes 

(Zhang et al., 2007, Edward et Slater, 2008). 

Ceci abouti à une stabilisation de l’ARN dans la capside virale, ou bien à un renforcement 

des structures ARN-capside hydrogènes (Newman et al., 1995). 

7. La stabilité du virus rabique en milieux stabilisants 

Comme il est de pratique courante de maintenir le virus rabique entre 0°C et 4°C durant la 

manipulation, en suspension dans un milieu il est aussi important d’incorporer des agents 

protecteurs telque le sérum (Mobest, 1959).  

La thérmostabilité du virus rabique utilisant plusieurs souches : ERA, PM, Lagos-bat, 

Mokola, cultivées sur des monocouches de cellules BHK-21, a été étudiée dans une variété de 

milieux stabilisants (milieu de culture cellulaire supplémenté de protéines, solution tampon). 

L’effet du milieu stabilisant sur le taux d’inactivation thermique du virus rabique à 37°C et à 

56°C a été illustré dans les figures 7 et 8. 
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Lieu de l’étude 

 L’étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de virologie du service rage : 

Production de Vaccins et Sérum Antirabique - Institut Pasteur d’Algérie - Annexe de Kouba 

(IPK), durant la période allant du 01/12/2009 au 30/04/2011. 

 

Objectif de l’étude 

• Notre travail a été porté sur l’étude de la thérmostabilité du virus rabique vivant 

ERA/SAD produit sur cultures de cellules Vero, support de production du vaccin antirabique 

à usage vétérinaire en Algérie. Il comporte l’essai de produits dits stabilisants et protecteurs 

pour cet agent à savoir : le saccharose (utilisé à l’IPK comme excipient de lyophilisation pour 

le vaccin antirabique à usage médical), le tampon ENDERS (utilisé à l’IPK pour la 

préparation du vaccin antirabique à usage médical), le sorbitol  et le tampon PBS qui ne sont 

pas utilisés à l’IPK dans la production de vaccins antirabiques. Et cela dans le but de les 

utiliser pour améliorer la stabilité et donc l’efficacité du vaccin antirabique produit en Algérie.  

 

• Après production du virus rabique sur culture cellulaire et récolte des surnageants 

viraux, nous procédons au mélange de ce surnagent (virus) avec le produit dit stabilisant aux 

concentrations choisies. Ces mélanges seront soumis à un test de stabilité accéléré 

(inactivation thermique à 37°C pendant 7j). Ensuite, nous effectuons une évaluation du titre 

du virus rabique contenu dans la solution stabilisante pour les différents produits testés par la 

méthode in vivo et nous réalisons ensuite le calcul du titre viral par la méthode de Spearman-

Kärber. 

 

• Nous effectuons enfin, une comparaison des titres du virus rabique obtenus par 

cette méthode de calcul, entre les différents produits testés, afin de déterminer la meilleure 

formulation stabilisante avec le plus d’effet protecteur pour le virus rabique ERA/Vero.  
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1. MATERIEL ET METHODES 

1.1. Matériel  

1.1.1. Matériel biologique 

 Les cellules Vero 

La lignée cellulaire Vero a démarrée en 1962 à partir d’une culture primaire de cellules 

épithéliales de rein de vervet « Cercopithecus aethiops » (singe vert). Après plusieurs 

passages, la lignée cellulaire a été  transférée à l’American Type Culture Collection (ATCC) 

et une banque de cellules primaires (BCP) a été créée, à partir d’une ampoule de cellules 

obtenues lors du 121e  passage. Cette BCP a été utilisée pour préparer les banques de cellules 

de travail de plusieurs fabricants. Les cellules Vero sont des cellules aneuploïdes, à faible 

caractère tumorigène, et une facilité d’adaptation en culture sur certains systèmes 

(Microcarrier) et la production ainsi de plus grandes quantités de virus (Sheets, 2000). Ces 

cellules sont conservées dans de l’azote liquide à -170°C, les containers sont entreposés dans 

une chambre froide. 

 Le virus de semence (SLT) 

La production de vaccin est basée sur le système des lots de semence (SLT), celui-ci est 

appliqué sous forme d’une réserve de suspension virale homogène stockée à très basse 

température en ampoules scellées. Cette souche est strictement contrôlée, en particulier du 

point de vue pureté et identité. Le SLT doit être soumis à des épreuves de stérilités                 

et conservé à -70°C.  

 La souche ERA 

La souche ERA (Evelyn-Rokitnicki-Abelseth) du virus rabique, dérive du virus fixe SAD 

(Street Alabama Dufferin). A l’origine elle a été isolée d’un chien enragé et propagée sur 

cerveau de souris (Fehlner-Gardiner et al., 2008), puis Paul Fenje en 1960 a fait cultivé    

et adapté cette souche sur cellules rénales de hamster, ensuite, Abelseth en 1964 a réalisé 

plusieurs passages de la souche sur embryons de poulet puis sur cellules rénales de porcs. La 

souche ERA du virus rabique est utilisée à l’Institut Pasteur d’Algérie comme souche 

productrice du vaccin antirabique vivant atténué (Vet era) à usage vétérinaire (Chiens, chats, 

bovins, ovins) (Brahimi et al., 2010).  
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 Les animaux 

Nous avons utilisé des souris blanches albinos (la souche Swiss). Nous avons utilisé des 

souriceaux à la mamelle âgés de 3 à 4j. Les animaux des deux sexes sont également sensibles 

au virus rabique. Il est indispensable que les animaux choisis pour être inoculés soient en 

bonne santé. Il est important de connaître les antécédents de l’élevage.  

1.1.2. Milieu de culture et réactifs  

- Antibiotique  

- Bouillon au thioglycolate 

- Eau distillée 

- Milieu de culture cellulaire (DMEM) 

- Saccharose  

- Sérum de veau fœtal (SVF) 

- Sérum normal de cheval (SNC) 

- Sorbitol 

- Tampon ENDERS 

- Tampon PBS  

- Trypsine 

 

1.1.3. Matériel de laboratoire                                                    

- Bain marie 

- Chambre froide régulée à +4°C 

- Etuves à 30°C et à 37°C 

- Fioles de 50ml 

- Flacons de roux  

- Gants et lunette de protection 

- Hotte à flux laminaire 

- Microscope inversé  

- Congélateur (-20°C,- 70°C) 

- Seringues de 1ml 

- Tubes à essais et tubes à vis 
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1.2. Méthodes 

1.2.1. Production du virus rabique ERA sur cellules Vero en mode stationnaire 

Les cultures de cellules dispersées dérivant directement de tissus frais sont nommées 

culture de cellules primaire. 

 Les lignées de travail 

La plupart des cellules des vertébrés meurent après un nombre défini de divisions en 

culture in vitro. Cependant, certaines cellules peuvent être immortalisées en laboratoire par 

certains procédés (Utilisation de certains virus tel que le SV40). Ces cellules peuvent être 

propagées à l’infini pour donner une lignée cellulaire. Ces lignées sont obtenues par sous- 

clonage des cellules, opération qui consiste à isoler une cellule et à la laisser proliférer pour 

former une importante colonie. 

Une lignée cellulaire est donc une population de cellules capables de se diviser un grand 

nombre de fois en culture tout en conservant leurs principales caractéristiques, et qui servent à 

la production de grandes quantités de vaccin. 

La culture cellulaire ne peut se faire que dans un local prévu pour l’entretien des cellules, 

elle se base sur l'utilisation d'outils, que sont : 

 Un endroit stérile comportant une hotte à flux laminaire, une source 

d’UV, accès par SAS.  

 Un endroit remplissant les conditions nécessaires à la vie des cellules : un 

incubateur.  

 Du milieu de culture (DMEM) (Annexe II). 

Pour la réalisation de l’essai, le virus vivant de la rage a été produit sur culture cellulaire, 

en faisant multiplier la souche de virus rabique ERA/SAD sur cellules Vero, réalisé en  mode 

stationnaire (Boites de roux) sur système clos (Kaplan et Koprowski, 1974). 

Des décongélations d’une ou de plusieurs ampoules de cellules ont été réalisées. 

L’ampoule contient des cellules dans un milieu de culture adapté, plus un agent cryo-

protecteur, puis on rajoute du milieu de culture adapté. Enfin, les cellules sont remises à 

incuber pendant 3j pour obtenir une monocouche cellulaire uniforme (le tapis cellulaire).  
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La première étape de production du virus rabique sur culture cellulaire consiste en une 

trypsination des cellules : 

 1.2.1.1. La trypsination des cellules 

a. Principe  

La technique de trypsination permet de détacher le tapis cellulaire de son support et de 

séparer les cellules les unes des autres à l’aide d’une enzyme (la trypsine). Ces cellules sont 

réensemencées ensuite sur d’autres flacons stériles en remplaçant le milieu de culture 

appauvris par un milieu neuf.  

Ces manipulations ont pour but une amplification des cellules de manière exponentielle. 

Ceci constitue un passage ou un repiquage. Ainsi, un tapis cellulaire jeune est obtenu qui peut 

survivre entre 4 à 6 jours avant d’être à nouveau repiqué ou inoculé.  

b. Technique de trypsination  

Les cellules détachées grâce à l’enzyme sont repiquées à raison de 1 boite pour 2 ou 3. 

Après avoir éliminé le milieu de culture, verser dans le flacon portant les cellules en nappe 

une petite quantité de trypsine et laisser agir pendant quelques secondes pour faire détacher 

les cellules, puis retirer la trypsine. La trypsination est complète lorsque la couche cellulaire 

apparaît craquelée à la surface du verre ou plastique. 

A l’aide d’une pipette graduée quelques ml du milieu de culture DMEM tiédie 

préalablement au bain marie sont prélevés et versés dans le flacon de façon à mettre les 

cellules en suspension. Cette suspension cellulaire fraîchement trypsinée est récupérée, 

répartie en trois  nouveaux flacons et mises à incuber à 37°C pendant 24h ensuite  transférée à 

33°C. Après 24h d’incubation, la prolifération cellulaire est contrôlée grâce au microscope 

inversé. 

 1.2.1.2. Amplification et propagation du virus rabique sur les cultures de cellules 

 L’amplification du virus rabique est nécessaire pour passer de l’ampoule du lot de 

semence aux milliers de litres de virus qui seront transformés en vaccin. Le titre du virus 

rabique dans le lot de semence ne doit pas être inférieur à 106,7DL50 par ml. La monocouche 

de cellules est infectée par l’inoculum viral dans le flacon préalablement débarrassé du milieu 

d’entretien. La quantité d’inoculum viral ajoutée est calculée de façon à obtenir une 

multiplicité d’infection optimale (M.O.I).  
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a. Préparation du SLT  

Juste avant l’utilisation, une quantité appropriée de virus de semence est décongelée        

et préparée en réalisant une dilution appropriée du virus de semence dans le PBS (exemple : 

1/100), le virus de semence ainsi préparé est mis dans un bain d’eau glacée jusqu’au moment 

de l’utilisation. 

b. Infection de couches monocellulaires 

La qualité des cellules au moment de l’infection initiale revêt une importance capitale. 

Pour pouvoir obtenir un rendement maximum en virus à partir de cultures en monocouches, il 

est indispensable d’utiliser celles qui sont tout juste confluentes (cellules jeunes). L’infection 

commence par l’élimination du milieu de culture des flacons renfermant des cellules et le 

lavage des cellules avec du PBS. Ensuite, à partir de la solution virale de SLT, un inoculum 

est prélevé (10ml) et mis dans chaque flacon de roux. Le virus est ensuite laissé pour 

adsorption pendant une 1heure à 1h 30 à 37°C avec agitation de temps à autre puis  

élimination de l’inoculum après la phase d’adsorption. 

Un milieu de propagation viral composé de milieu de base DMEM à 3% de SVF est 

ajouté à raison de 50ml par boite de roux, ces boites seront incubées 6 jours à 33°C. 

 1.2.1.3. Le suivi de la culture cellulaire 

Il y a plusieurs contraintes dans la culture de cellules, la première est l'obtention des 

cellules, la seconde leur maintien en culture. C’est pour cela que l’entretien des cellules doit 

être mené de manière rigoureuse et constante. La prochaine étape après la trypsination           

et l’infection des cellules est le suivi de la culture cellulaire qui passe par : 

 L’environnement durant l’incubation  

Le respect de certains paramètres physico-chimiques nécessaires à la culture cellulaire 

doit être maintenu : la température (33 -37°C), le pH. 

 La morphologie des cellules Vero au microscope inversé 

Le microscope inversé permet une meilleure visualisation des prolongements 

cytoplasmiques et des organites. Les cellules Vero ont un aspect de fibroblastes, fusiformes.  

Elles adhèrent rapidement au support de verre ou plastique, formant un tapis de 

confluence pour une densité de 105cellules/cm2. La vacuolisation et la présence de cellules 
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granuleuses, ou arrondies en suspension, indiquent une souffrance cellulaire et la perte 

d’adhésion. 

 L’aspect du milieu de culture   

Limpide et rouge orangé, il doit être sans particules, précipités ou flocons, conservant ses 

caractéristiques physiques et ses performances.  

1.2.2. Récolte, clarification et contrôle des surnageants contenant le virus rabique 

a. La récolte du virus rabique 

Au cours de la réplication virale, le milieu de culture est remplacé par un milieu 

d’entretien (DMEM) avec du sérum à faible pourcentage (environ 3%) et les cultures sont 

incubées à 33°C. 

Les récoltes de virus sont constituées du milieu d’entretien dans lequel les particules 

virales sont libérées.  

Après 6 jours d’incubation à 33°C, une première récolte du virus rabique est effectuée. Le 

surnageant de chaque flacon de roux contenant les particules virales infectantes, est recueilli 

dans un flacon maintenu dans un bain d’eau glacé. Deux autres récoltes seront effectuées 

après la première récolte : une au 8ème jour et l’autre au 10ème jour d’incubation  à 33°C. 

b. La clarification et le contrôle des récoltes virales 

Le liquide recueilli des cultures cellulaires infectées est débarrassé des cellules et des 

débris cellulaires par centrifugation à froid à faible vitesse (3000 trs/mn pendant 30 mn). Les 

récoltes clarifiées sont rapidement conservées à -20°C ou à -70°C, pour être utilisées 

ultérieurement pour la production de vaccins antirabiques. Avant toute utilisation des 

surnageants deux types de contrôles sont effectués :  

- Une épreuve de stérilité (contrôle bactériologique et fungique), 0,5ml du surnageant 

viral sont mis dans deux tubes à vis contenant 9ml de bouillon au thioglycolate, un tube est 

incubé pendant 20 jours à 37°C pour la recherche des bactéries aérobies et anaérobies            

et l’autre tube est incubé pendant 20 jours à température ambiante pour la recherche de 

champignons. A la lecture, les bouillons doivent être clair, et ne contenant pas de micelles. 

Les surnageants contaminés sont systématiquement éliminés.  

- Une épreuve de détermination du titre initial (Tableau 11, Annexe I) par la méthode 

in vivo.  
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1.2.3. Etude de la stabilité du virus rabique ERA/Vero 

Cette partie comprend deux étapes : 

1) Dans un premier temps la thérmostabilité du virus rabique vivant natif, a été 

étudiée en le soumettant à des conditions de températures drastiques (25°C           

et 37°C) et sans ajout de produits protecteurs.  

2) Dans un deuxième temps la thérmostabilité du virus rabique vivant a été étudié en 

présence de produits dits stabilisants. Pour chaque étape, une série de tests a été 

effectuée.  

(Les étapes du protocole expérimental sont schématisées dans la figure14) 

 1.2.3.1. Etude de la stabilité du virus ERA/Vero sans stabilisants 

Avant utilisation des surnageants récoltés, un échantillon est prélevé pour le contrôle du 

titre viral par la méthode in vivo. A partir des surnageants clarifiés, trois aliquotes seront 

préparés pour être  incubés : 

• Un aliquote à +4°C pendant 7 jours  

• Un aliquote à 25°C pendant 7 jours   

• Un aliquote à 37°C pendant 7 jours 

Après incubation le titrage viral est effectué par la méthode in vivo. 

 1.2.3.2. Etude de la stabilité du virus rabique en milieux stabilisants 

a. Préparations des milieux stabilisants  

Des solutions stabilisantes de saccharose à 20% et de sorbitol à 10% ont été préparées en 

utilisant comme diluant le tampon ENDERS (Annexe II). Deux autres solutions de sorbitol 

ont été préparées à la concentration de 40%, une avec le tampon PBS (Annexe II) et l’autre 

avec l’eau distillée. 

b. Préparation des mélanges virus rabique / stabilisant  

 
 Etude de la stabilité du virus ERA/Vero dans le tampon ENDERS  

Dans une fiole, 20ml de surnagent viral est mélangé avec 2ml de tampon ENDERS, après 

agitation douce pendant 30mn à +4°C, le mélange sera incubé à 37°C pendant 7j. 
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Après préparation, agitation et incubation des mélanges de virus rabique avec les milieux 

stabilisants (Fig 9) pendant 7j à 37°C dans la salle de culture cellulaire, le titrage des 

différentes solutions contenant le virus rabique par la technique d’inoculation du virus rabique 

à des souriceaux à la mamelle est réalisé dans la salle des contrôles. 

1.2.4. Appréciation du titre du virus rabique par inoculation aux souriceaux 

Malgré sa simplicité, l’étape d’inoculation doit être exécutée avec beaucoup de précision 

pour donner des résultats fiables. 

 Principe 

Elle consiste en l’inoculation par la voie intracérébrale à des souriceaux à la mamelle de 

dilutions sériées d’une suspension virale. Ce test permet d’évaluer le nombre de particules 

infectieuses par unité de volume en calculant la DL50 (dose létale capable de tuer 50% des 

animaux inoculés) (Meslin et al., 1999).  

 1.2.4.1. Préparation des dilutions virales  

Le diluant est constitué par une solution stérile d’eau bi distillée à la quelle est incorporé 

du SNC et un antibiotique. Le virus à titré, sera mélangé au diluant stérile de manière à 

obtenir les différentes dilutions  (Fig 10, Tableau 3). 

Tableau 3 : Les dilutions réalisées lors du titrage de la suspension virale 

 
Tube N° Volume de diluant /ml Volume de virus 

 Transféré /ml 
Dilution  
obtenue 

1 4,5 0,5 10-1 

2 4,5 0,5 10-2 

3 4,5 0,5 10-3 

4 4,5 0,5 10-4 

5 4,5 0,5 10-5 

6 4,5 0,5 10-6 

7 4,5 0,5 10-7 
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Etape 4 : Additionner les valeurs déterminées dans les étapes 1 et 3. Ce total représente le 

log10 de l’inverse de la dilution point 50. 

Les résultats ont étés analysés à l’aide du logiciel Microsoft Excel 2007, pour comparer 

les titres viraux rabiques entre les différents tests, par l’application d’un test statistique Mann 

Whitney. 

La différence est considérée comme significative si la probabilité (p) est inférieur à la 

valeur 0,05 (p<0,05). 
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2. RESULTATS ET INTERPRETATION 

2.1. Etude de la stabilité du virus rabique ERA /Vero sans stabilisants  

Dans le présent essai le comportement du virus rabique natif est étudié sans ajout de 

produits stabilisants après une incubation de 7 jours à 3 températures (Tableau 4). 

 
Tableau 4 : Les titres viraux rabiques (en log101/DL50) sans ajout de stabilisants 

CV : Coefficient de variation   

La cinétique d’inactivation thermique du virus rabique ERA /Vero représente une courbe 

décroissante en fonction de la température d’incubation du virus. Le titre du virus rabique 

dans le surnagent diminue en allant des basses températures aux fortes températures (Fig 15). 

Le titre initial (6,07±0,26) du surnageant viral est significativement supérieur (p<0,01) au 

titre du virus rabique après 7jours d’incubation à +4°C (5,18±0,32), à 25°C (4,11±0,29) et à 

37°C (2,43±0,11). 

Le titre viral à +4°C (5,18±0,32) est significativement supérieur (p<0,01) au titre viral à 

25°C (4,11±0,29) et à 37°C (2,43±0,11), après 7 jours d’incubation.  

Le titre viral à 25°C (4,11±0,29) est significativement supérieur (p<0,01) au titre viral à 

37°C (2,43±0,11), après 7jours d’incubation (Tableau 4).  

Test N° N° de récolte Titre initial Titre à 
 +4°C

Titre à  
25°C

Titre à  
37°C 

p 

1 EVS 10 5,75 5,00 4,00 2,5 - 

2 EVS 12 6,00 5,00 4,25 2,25 - 

3 EVS 13 6,50 5,75 4,00 2,50 - 

4 EVS 6 6,25 5,00 4,25 2,50 - 

5 EVS 6 6,25 5,50 4,25 2,50 - 

6 EVS 6 5,75 4,75 3,50 2,25 - 

7 EVS 6 6,00 5,25 4,50 2,50 - 

 Moyenne  
(écart-type)  6,07±0,26a 5,18±0,32b 4,11±0,29c 2,43±0,11d <0,01

  
CV(%)

  
 4,25

 
6,17

 
7,17

 
4,65 
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Fig 15 : Evolution du titre du virus rabique (Moyenne±écart-type) après 7j en fonction 

de la température d’incubation  

Le calcul de la moyenne du titre viral pour chaque température démontre qu’il y a une 

perte du titre du virus rabique en allant des faibles températures (-20°C/-70°C et +4°C) aux 

plus fortes températures (25°C et 37°C).  

 
Tableau 5 : La perte du titre du virus rabique (en %) après 7j d’incubation à +4°C, 

25°C et à 37°C 

Titre viral initial 
(Moyenne±écart-type) 

% de perte  
+4°C 

% de perte  
 25°C 

% de perte  
37°C 

6,07±0,26 14,71 32,35 60 

 

A basses températures d’incubation (+4°C), une plus faible perte du titre viral est observée 

(14,71%)  par rapport aux plus fortes températures (25°C perte de 32,35% et 37°C perte de 

60%) (Tableau 5). Le virus se maintient stable après 7j d’incubation à +4°C à un titre 

important (5,18±0,32) qui se rapproche de celui du virus initial (6,07±0,26).  
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La perte viral est notable après 7jours d’incubation à 25°C (32,35%) allant de 6,07±0,26 

comme titre initial jusqu’à 4,11±0,29 à 25°C. Mais, cela indique que le virus rabique se 

maintient après 7j d’incubation à 25°C puisque le titre viral (4,11±0,29) est proche de celui de 

+4°C (5,18±0,32). Le pourcentage de particules virales restantes à 25°C le montre aussi. 

Cependant, dans le tableau 5, nous constatons que les pertes les plus importantes en titre 

du virus rabique surviennent aux températures les plus élevées (37°C) après 7jours 

d’incubation (60%). Le titre viral chute de façon drastique atteignant la valeur de 2,43±0,11 

en le comparant au titre initial (6,07±0,26) et à celui de 25°C (4,11±0,29) .  

Malgré un séjour de 7j à 37°C, une quantité de particules virales mesurable par la 

technique de titrage utilisée dans l’essai est retrouvée. 

 

2.2. Etude de la stabilité du virus rabique ERA/Vero en milieux stabilisants  

Les produits stabilisants, les tampons utilisés et les concentrations correspondantes sont 

représentés dans le tableau 6 : 

 

Tableau 6 : Les milieux stabilisants évalués  

 

 

 

 

 

Le produit stabilisant

utilisé 

Le tampon/diluant (véhicule) du 

produit stabilisant 

Concentration finale utilisée 

du produit stabilisant 

Le saccharose 
 

ENDERS 2% 

 

Le sorbitol 

ENDERS 1% 

PBS 4% 
 

Eau distillée 4% 
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L’incubation du virus rabique à 37°C pendant 7j dans le tampon ENDERS induit une 

perte de 52,79% du titre du virus rabique et d’une perte de 54,73% pour le tampon PBS.   

Pour les deux tampons la perte virale est importante, mais ces valeurs indiquent qu’il y a 

une quantité non négligeable de particules virales qui survie et se maintient en présence du 

tampon ENDERS (47,21%) ou du tampon PBS (45,27%) après 7j d’incubation à 37°C. Par 

contre le pourcentage de particules virales restantes dans le tampon ENDERS est plus élevé 

que celui du tampon PBS.   

 
2.2.2. Etude de la stabilité du virus ERA/Vero dans la solution ENDERS/Saccharose et     

ENDERS/Sorbitol 

Dans cet essai la stabilité du virus rabique est étudiée en présence du saccharose à 2%      

et du sorbitol à 1%, véhiculés par le tampon ENDERS après 7j d’incubation à 37°C       

(Tableau 8). 

Tableau 8 : Les titres viraux rabiques (en log101/DL50) après incubation dans le 

saccharose à 2% et le sorbitol à 1% 

 
 

Les résultats obtenus montrent que le titre viral initial sans ajout de stabilisants est 

significativement supérieur (p<0,01) au titre du virus rabique après 7jours d’incubation à 

Test N° Titre viral  
initial 

Titre viral :  
ENDERS/saccharose 

2% 

Titre viral
initial 

Titre viral : 
 ENDERS/sorbitol  

1% 

 
p 

1  6,33 1,50 6,33 3,25 - 

2 6,33 0,50 6,33 2,25 - 

3 6,33 1,00 6,33 3,00 - 

4 6,33 1,75 6,33 2,75 - 

5 6,33 2,25 6,33 3,00 - 

6 6,33 3,50 6,33 3,25 - 

7 6,50 2,00 6,50 2,50 - 

Moyenne 
(écart-type) 

CV(%) 

6,35±0,06a 

 
0,94 

1,79±0,89b 

 
49,88     
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2.2.3. Etude de la stabilité du virus ERA/Vero dans la solution PBS/Sorbitol et eau 

distillée/Sorbitol   

Dans cet essai la stabilité du virus rabique contenu dans le surnageant est étudiée en 

présence du  sorbitol à 4%, véhiculé par le tampon PBS et par l’eau distillée (Tableau 9) 

Tableau 9 : Les titres viraux rabiques (en log101/DL50) après incubation dans le sorbitol 

à 4% 

Test N° Titre viral 
initial 

Titre viral : 
PBS/sorbitol 4% 

Titre viral 
initial 

Titre viral : 
ED/sorbitol 4%  

p 

1 6,33 4,33 6,33 3,50 - 

2 6,33 3,33 6,33 3,00 - 

3 6,33 3,83 6,33 3,67 - 

4 6,33 2,67 6,33 2,17 - 

5 6,33 3,33 5,83 3,17 - 

6 5,50 3,33 6,17 3,00 - 

7 5,67 3,50 5,67 3,50 - 

Moyenne 
(écart-type) 6,12±0,34a 3,47±0,47b 6,14±0,26a 3,14±0,47b <0,01 

CV(%) 5,55 13,63 4,18 14,82 
 
 

 

D’après le tableau 9, la même observation peut être faite pour les présentes solutions 

stabilisantes utilisées. Le titre viral initial sans ajout de stabilisants est significativement 

supérieur (p<0,01) au titre du virus rabique après 7jours d’incubation à 37°C en présence des 

solutions de PBS/sorbitol à 4% et eau distillée/sorbitol à 4%.  

L’incubation du virus rabique pendant 7j à 37°C dans ces milieux est également 

accompagnée d’une diminution du titre viral. Ce titre après l’incubation, diminue de 

6,12±0,34 pour l’initial et atteint la valeur de 3,47±0,47 pour le PBS/sorbitol et de 6,14±0,26 

jusqu’à 3,14±0,47 pour la solution ED/sorbitol (Fig 18). Pour ces deux solutions stabilisantes 

les valeurs du titre viral se rapprochent. 
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Tableau 10 : Comparaison des titres du virus rabique (Moyenne ±écart-type) entre les 

différents milieux stabilisants après 7j d’incubation à 37°C 

 (Les moyennes affectées de lettres différentes sont significatives au seuil de 5%) 

 

Le titre du virus rabique mis pendant 7j à 37°C dans la solution PBS/sorbitol à 4% 

(3,47±0,47) est significativement supérieur (p<0,01) au titre du virus rabique mis sans 

stabilisant pendant 7j à 37°C (2,43±0,11). 

Les titres du virus rabique mis pendant 7j à 37°C dans la solution eau distillée/sorbitol à 

4% (3,14±0,47), ou dans le tampon ENDERS (3±0,35), ou avec la solution ENDERS/sorbitol 

à 1% (2,86±0,35), sont significativement supérieur (p<0,05) au titre du virus rabique mis sans 

stabilisants pendant 7j à 37°C (2,43±0,11).  

Il apparaît que tous ces milieux (1, 2, 3, 4) ont entraîné un effet stabilisant sur le virus 

ERA/Vero. 

Le titre du virus rabique mis pendant 7j à 37°C avec le tampon PBS (2,62±0,51) est 

supérieur au titre du virus rabique mis sans stabilisants pendant 7j à 37°C (2,43±0,11), mais 

cette différence reste non significative (p>0,05). Le tampon PBS seul n’a pas entraîné un effet 

stabilisant sur le virus ERA/Vero. 

Par ailleurs, le titre du virus rabique mis pendant 7j à 37°C sans stabilisants (2,43±0,11) 

est significativement supérieur (p<0,05) au titre du virus rabique mis dans la solution 

ENDERS/saccharose à 2% pendant 7j à 37°C (1,79±0,89). La solution ENDERS/saccharose à 

Titre viral Virus rabique en présence de stabilisants  

Virus rabique 
sans 

 stabilisants 

 
1 

 
2 

 
3 

 
4 

 
5 

 
6 

 

S- PBS/sorbitol 
(4%) 

ED/sorbitol 
(4%) 

ENDERS ENDERS/
sorbitol 

(1%) 

PBS ENDERS/ 
saccharose 

(2%) 
p 

 
6,07±0,26 

 
6,12±0,34 

 
6,14±0,26 

 
6,35±0,06 

 
6,35±0,06 

       
5,78±0,50 6,35±0,06  

2,43±0,11a 3,47±0,47b 3,14±0,47bc 3±0,35c 2,86±0,35c 2,62±0,51ac 1,79±0,89d < 0,05 
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3. DISCUSSIONS  

Très peu d’études ont étés publiées concernant la détermination de la stabilité du virus 

rabique en milieux stabilisants, particulièrement celles qui concernent le couple ERA/Vero. 

Celle que nous avons pu obtenir, a portée sur l’observation de l’inactivation thermique de 

différentes souches de virus rabique et d’autres Rhabdoviridae en présence d’agents 

chélateurs et d’autres produits stabilisants. Elle est la première étude, réalisée par Michalski 

et collaborateurs (1976). 

Le manque d’informations concernant la composition et la préparation des produits 

stabilisants, a également causé des difficultés pour la réalisation de cet essai et notamment 

pour les discussions des résultats. Il faut rappeler qu’ils sont l’œuvre de travaux de 

producteurs et que les résultats ne sont pas publiés. 

Les résultats obtenus sont comparés avec ceux des études de stabilité d’autres agents 

microbiens principalement viraux, appartenant essentiellement au groupe des virus à ARN 

simple brin de polarité négative et enveloppés. 

Les titres enregistrés des surnageants de virus rabique conservés à basses températures    

(-20°C/-70°C) (6,07±0,26), sont significativement supérieur (p<0,01) à ceux conservés 

pendant 7jours à+4°C (5,18±0,32), 25°C (4,11±0,29) et à 37°C (2,43±0,11), le virus rabique 

se maintient stable et se conserve bien lorsqu’il est stocké dans le froid (-20°C à -70°C). Ces 

résultats corroborent avec ceux de Lepine et Gamet (1969) qui ont constaté que la 

congélation à -20°C assure une très bonne conservation de la virulence du virus rabique,       

et avec ceux de Chen et al. (2008) qui indiquent qu’afin de garder un titre infectieux 

acceptable pour l’immunisation, les stocks de virus doivent être conservés à températures 

ultra basses (≤-60°C), surtout  lorsqu’ils sont sous forme liquide où ils doivent être conservés 

à -70°C. 

D’autre part nous avons constaté que le virus rabique sans stabilisants se maintient stable 

à +4°C jusqu’à 7j d’incubation. Ces résultats correspondent à ceux de Toma et Koutchoukali 

(1985) qui ont apporté que le virus rabique peut résister pendant plusieurs jours à +4°C. Nous 

avons également constaté que les titres du virus rabique conservé à -20°C ou à -70°C, peuvent 

être supérieurs (p<0,01) ou égaux à ceux du virus stocké à +4°C, ceci peut être expliqué par le 

fait que le virus rabique peut résister aux congélations et décongélations répétées tel qu’il a 

été observé par Kaplan et Koprowski (1974) et Meslin et al. (1999). 



Discussions 
 

 

61 
 

Les résultats obtenus montrent que le virus rabique n’est pas stable à 25°C et à 37°C. En 

effet, l’incubation du virus rabique à 37°C pendant 7j s’est accompagnée d’une perte 

drastique du titre viral (60%), nous pouvons expliquer cela soit  par la fragilité et la 

susceptibilité accru du virus rabique à la chaleur, observée par plusieurs auteurs (Dureux, 

1973, Fleury, 2002, Bevilacqua et al., 2004, Rupprecht et Gibbons , 2004, Sastre et al., 

2007). Ou encore par les modifications du pH du milieu de culture dans le quel nous avons 

cultivé le virus. Le virus rabique étant très sensible aux variations de pH notamment les pH 

acides (Koldajew et Pikul, 1934, Kuwert et Liepenow, 1959, Lepine et Gamet, 1969), le 

virus ayant séjourné 7j à l’étuve de 37°C dans un milieu riche en sucres et en protéines 

(DMEM), ceci peut engendrer une acidification du milieu qui pourra avoir une action 

virulicide sur le virus rabique. 

Par ailleurs, certains auteurs suggèrent que le virus rabique a les mêmes caractères de 

sensibilité du myxovirus (Pinteric, Fenje et Almeida, 1963), cependant, malgré cela            

et malgré la perte en titre viral obtenus à 37°C, nous avons constaté que le virus rabique 

résiste quand même à 37°C jusqu’à 7j d’incubation à un titre mesurable par la technique 

d’inoculation cérébrale (2,43log10) et assez élevé lorsqu’il est comparé avec le vaccin vivant 

qui doit conserver un titre minimal de 3log10 après exposition du vaccin à 37°C pendant 

7jours (Kaplan et Koprowski, 1974, Ohtake et al., 2010). Cela, rejoint donc la constatation 

d’Andrewes et Horstmann (I949) qui ont classifié le virus rabique comme étant un « virus 

résistant ». 

Par contre, dans l’étude faite par Turner et Kaplan en 1967 sur les propriétés du virus 

rabique de la souche fixe Pasteur produite sur cerveaux de souris adultes et partiellement 

purifiée et contrairement à ce que nous avons obtenus, le virus rabique s’est révélé stable à 

37°C jusqu’à 2 heures de temps uniquement et a perdu plus de 99,9% de son titre après 24 

heures de temps à cette température. Plusieurs explications peuvent être fournies concernant 

la résistance du virus rabique aux températures élevées obtenue dans nos conditions de travail. 

La première est la pureté des antigènes qui a été également évoqué par Pfleiderer en 2009. La 

deuxième est apporté par Ikizler et Wright en 2002 qui ont  indiqué que la thérmostabilité 

d’un vaccin donné, dépend non seulement des propriétés individuelles du virus mais 

également du système de culture sur le quel il pousse. En effet, en faisant cultiver le virus 

rabique sur culture cellulaire, le virus produit ainsi, est plus adapté aux températures élevées 

utilisées dans ce système de culture. Les cultures de cellules infectées sont incubées à 37°C et 
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à 33°C avant récolte. On peut penser que lors de la culture in vitro il y a déjà une sélection de 

particules virales génétiquement plus résistantes (Mutants thermostables), puisque ces 

particules libérées dans le surnagent sont soumises à l’agressivité du milieu (pH, 

Température,...ect) alors que les particules produites sur cerveau de souriceaux restent dans 

un environnement homéostatique qui ne permet pas cette sélection.   

Une autres explication peut être fournie, qui est le choix du système de production ; c'est-

à-dire la souche ERA produite sur cellule Vero (ERA/Vero), cette combinaison pourrait 

également être à l’origine de cette résistance aux températures élevées de  25°C et de 37°C. 

Nos résultats ont révélé que, malgré l’addition de milieux dits stabilisants au virus rabique 

ERA/Vero et quelque soit le milieu stabilisant, l’incubation du virus rabique à 37°C pendant 

7j dans ces différents milieux est accompagnée d’une diminution importante (Fig 16,17,18)   

et significative (p<0,01) du titre viral en comparant ces titres avec ceux du surnageant 

conservé à -20°C ou -70°C (initial) (Tableaux 7, 8, 9). Cela pourrait être expliqué, soit par les 

concentrations utilisées qui ne sont pas efficaces pour engendrer l’effet stabilisant souhaité, 

soit par les variations osmotiques qui peuvent survenir dans l’environnement du virus rabique 

après incorporation de ces milieux (ions, sucres), ou bien par les propriétés physicochimiques 

des produits stabilisants utilisés (décomposition dans les fortes températures). Ou encore et 

comme il a été expliqué, que le virus rabique reste sensible aux fortes températures de 37°C, 

suggérant l’importance d’incorporer des agents protecteurs tel que par exemple le sérum 

(Mobest, 1959), l’albumine (Toma et Koutchoukali, 1985), ou la glycérine (Mammette, 

2002), à la suspension virale.  

Cependant, la comparaison des titres du virus rabique obtenus dans le deuxième essai en 

présence des milieux stabilisants utilisés, avec ceux du virus rabique sans ajout de produits 

stabilisants obtenus lors du premier essai (Tableau 10), a révélée que l’addition de certains de 

ces stabilisants a permis d’améliorer la stabilité thermique du virus rabique, puisqu‘il existe 

un pourcentage non négligeable et significatif (p<0,05) de particules virales qui se 

maintiennent après incorporation de ces produits stabilisants.  

Les sels, telques le KH2PO4, le K2HPO4, le NaH2PO4 ou le Na2HPO4, ont étés utilisés 

comme agents stabilisants dans certains vaccins à virus vivants (Burke et Volkin, 2001). Le 

tampon ENDERS seul se révèle bon stabilisant pour le virus rabique ERA/Vero et cela peut 

être due à sa composition qui comporte le NaH2PO4, ou le NaCl qui est utilisé également 
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comme stabilisant (Rapp et al., 1965), l’ajout de sorbitol (1%) ou de saccharose (2%) au 

tampon ENDERS n’apporte rien. Ceci pourrait être expliqué par cette association 

ENDERS/sorbitol ou ENDERS/saccharose qui n’est pas adéquate. En effet il se peut qu’il y 

ait des interactions entre le sorbitol ou le saccharose avec un ou plusieurs constituants du 

tampon ENDERS (NaH2Po4 2H2O, NaCl, NaOH), ce qui pourrait engendrer un effet inverse 

sur le virus rabique.  

L’utilisation du tampon PBS dans notre essai a montré que seul il n’a pas entraîné un effet 

stabilisant pour le virus de la rage, contrairement aux résultats de Michalski et al. (1976) qui 

ont obtenus un effet protecteur du tampon PBS sur le virus rabique ERA cultivé sur cellules 

BHK-21 contre l’inactivation thermique à 37°C, cela peut être expliqué par le type de cellules 

utilisées et/ou par d’autres paramètres (pH,...ect). Par ailleurs, Stinchcombe et al. (2008) ont 

montré que l’incubation du flavivirus pendant 24 heures à 37°C dans le tampon PBS en 

l’absence d’agents stabilisants, est accompagnée d’une perte complète (100%) du titre viral. 

Le résultat a également montré que le PBS n’a pas d’effet stabilisant sur le virus rabique mais 

avec un pourcentage de perte virale de 54,73 et non pas de 100%. 

Le tampon PBS est un mélange d’ions et de sels reconnus pour leurs rôle stabilisants pour 

différents agents microbiens en particulier le Ca+2 et le Mg+2 (Koyama et Osame, 1999). En 

effet plusieurs auteurs ont constaté l’effet protecteur de ces ions contre l’inactivation 

thermique de certains virus ; des combinaisons contenant du calcium et du zinc améliorent la 

stabilité du vaccin de la rougeole après deux semaines de stockage à 37°C (Ohtake et al., 

2010), et inhibent l’inactivation du rotavirus à 37°C (Truong-Le et al., 2010). Cependant 

Ferreira et al. (2009) ont constaté que le MgCl2 entraîne une thermostabilisation du virus 

polio, alors qu’un autre composant contenant le Mg (le MgSO4) a un effet stabilisant sur les 

Myxovirus mais pas sur le virus de la stomatite vésiculeuse (Wallis et al., 1965).  

Cette différence sur l’effet stabilisant du PBS serait probablement liée soit à la proportion 

utilisée, à la concentration des ions contenus dans le tampon, ou bien à l’agent viral. 

L’utilisation du saccharose à la concentration de 2% dans le tampon ENDERS n‘a induit 

aucun effet stabilisant pour le virus rabique ERA/Vero, surtout en comparaison avec les autres 

produits testés. Dans la littérature, l’effet stabilisant du saccharose est controversé.  

Les travaux de Sood et al. en 1993 apportent que le saccharose a un effet stabilisant du 

vaccin de la fièvre jaune, alors qu’il a un faible effet stabilisant du virus influenza (Ikizler et 
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Wright, 2002). Par ailleurs, à la concentration de 2% est un mauvais stabilisant pour le vaccin 

antisalmonellique (perte de 100% du titre) (Barbour et al., 2002) ce qui rejoint notre résultat 

(perte de71,90% du titre viral).  

En outre, Asim et al.(2008) ont montré que le titre du virus de la peste des petits 

ruminants se maintient constant pendant plusieurs mois dans un vaccin lyophilisé préparé 

avec 5% de saccharose mélangé avec l’hydrolysat de lactalbumine et le sodium glutamate     

et stocké à -20°C, alors que les travaux de Sarkar et al. en 2003 ont démontré que le 

saccharose à 10% préparé dans la solution de HBSS donne une meilleure stabilité de ce 

vaccin stocké à 37°C. Notre résultat peut être expliqué soit par la faible concentration utilisée 

(2%) pour induire un effet stabilisant, soit par la température utilisée dans le test de stabilité, 

ou par le fait que le saccharose est utilisé beaucoup plus comme excipient de lyophilisation    

et non pas comme stabilisant (utilisé comme stabilisant à +4°C).  

Nos résultats ont montré que le PBS seul n’a pas donné un effet stabilisant sur le virus 

rabique ERA/Vero, mais l’effet stabilisant du PBS a été meilleur avec l’ajout de sorbitol à 

4%. Les polyols sont utilisés comme stabilisants dans les vaccins (Oberreither et al., 2010), 

mais à des concentrations différentes. Dans certaines préparations de stabilisants vaccinaux, le 

sorbitol est utilisé à des concentrations de 1% (Toriniwa et Komiya, 2008), 1,8% jusqu’à 2% 

(Makino et al., 1991). Dans d’autres cas, il sera avantageusement présent dans une 

proportion allant de 3 à 5 %, de manière particulièrement avantageuse le sorbitol pourra être 

présent en proportion de 5 % (Fanget et Francon, 2001).  

La solution de PBS/sorbitol à 4% (3,47±0,47) ou la solution eau distillée/sorbitol à 4% 

(3,14±0,47) toutes deux ont donné un bon effet stabilisant de façon non significative l’une par 

rapport à l’autre (p<0,05) ce qui peut prouver que c’est le sorbitol qui a joué le rôle 

stabilisant.  

Cependant, Stinchcombe et al. en 2008 apportent qu’une utilisation de sorbitol aux 

concentrations de 5%, 10 % et 15% préparé dans le tampon PBS, n’a pas donné d’effet 

stabilisant sur le flavivirus après incubation à 37°C pendant 24heures (perte de 100% du titre 

viral), cela n’est pas en concordance avec notre résultat, puisque l’utilisation du sorbitol à 4% 

véhiculé par le tampon PBS a entraîné l’effet stabilisant le plus élevé sur le virus rabique 

parmi les autres produits stabilisants (p<0,01) (perte de 43,20% du titre viral).  
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Nos résultats corroborent avec ceux de Monath (1996), qui ont montré que le sorbitol à 

2% préparé dans le tampon PBS a entraîné un très bon effet stabilisant du vaccin de la fièvre 

jaune à 37°C après 14j de stockage. Et avec ceux de Barbour et al. (2002) qui ont également 

trouvé que l’utilisation du sorbitol à 4% préparé dans l’eau distillée pour développer un 

vaccin antisalmonellique provoque un effet stabilisant avec une plus faible perte du titre 

infectieux à la concentration de 4% à 55°C après 48h.  

Le plus souvent, dans les études de stabilités en milieux stabilisants, les produits sont 

utilisés en association sous forme de mélanges (sucres, acides aminés, ions, polyol, 

protéines,...ect) et dans quelques cas ils sont utilisés séparément. 

Les disaccharides tel que le tréhalose, le saccharose, le maltose, et le lactose, semblent 

être les stabilisants les plus efficaces et universels parmi les sucres et les polyols (Arakawa et 

al., 1993, Carpenter et al., 1997). Cependant, le sorbitol s’est révélé meilleur stabilisant 

thermique que le saccharose pour le vaccin antisalmonellique (Barbour et al., 2002), ce qui 

corroborent avec notre résultat qui montre que le sorbitol est significativement (p<0,05) 

meilleur stabilisant que le saccharose pour le virus rabique .  

Toute fois, la concentration du produit stabilisant influence grandement l’effet recherché. 

Le saccharose à 2% est mauvais stabilisant pour le virus rabique, certes, son utilisation à des 

concentrations élevées (>2%) serait à l’origine d’une augmentation de la stabilité thermique 

du virus des oreillons (Volkin et al., 2001). D’autre part le sorbitol préparé dans le PBS a 

induit le meilleur effet stabilisant (p<0,01) pour le virus rabique en comparaison avec les 

autres stabilisants utilisés. L’association des ions Ca+2 et Mg+2 jouerait un rôle dans la 

détermination de la stabilité thermique de certains virus (Koyama et Osame, 1999). Leur 

incorporation dans notre mélange de stabilisant (sorbitol/PBS) pourrait donc être à l’origine 

d’un effet stabilisant potentialisateur. 

En plus de la concentration, le mélange ou non de stabilisants peut également faire 

modifier le résultat. Dans le cas du vaccin de la rougeole, l’utilisation combinée d’un polyol 

et d’un disaccharide (le sorbitol et le saccharose) engendrerait une amélioration remarquable 

de la stabilité de ce vaccin (Volkin et al., 2001), de plus il a été apporté que le mélange de 

saccharose, de lactalbumine, de CaCl2 et de MgSO4, a maintenu le vaccin de la fièvre jaune de 

façon significativement plus stable à 37°C que le tréhalose seul (Adebayo et al., 1998).  
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L’évaluation du saccharose comme stabilisant utilisé seul, pourrait expliquer son effet 

négatif sur le virus rabique. Le mélange avec le sorbitol ou l’incorporation d’un autre produit 

(ions Ca+2  et Mg+2, protéines ou sucres) pourrait induire un effet potentialisateur sur le 

saccharose. 

Il existe une différence dans le moment de l’ajout du stabilisant à la préparation 

antigénique. Fanget et Francon (2001) rapportent que la mise en contact des virus avec 

l'agent stabilisant peut être effectuée avant, pendant ou après la récolte du virus destiné à la 

production du vaccin et indiquent que la mise en contact, sera avantageusement effectuée 

avant la récolte (Brahimi, résultat non publié). Dans la présente étude, l’incorporation du 

milieu stabilisant avec le virus rabique s’est effectuée après la récolte des surnageants de virus 

rabique. Ainsi, le mélange du stabilisant avec la souche vaccinale peut se faire à différents 

moments de la production du vaccin, ce qui peut influencer le résultat. Tel qu’il a été 

démontré par l’étude de Toriniwa et Komiya en 2008 , qui a par contre révélé que l’addition 

de stabilisants durant la période d’inactivation et après purification produirait une stabilité 

prolongée du vaccin de l’encéphalite japonaise, en particulier, l’addition de stabilisant 

pendant le processus d’inactivation est probablement nécessaire pour la stabilité des sites 

antigéniques. 

Dans le but d’évaluer la stabilité du virus rabique en milieux stabilisants, un 

dénombrement des particules virales présentent dans les différents milieux a été effectué. Ce 

titrage a été réalisé par inoculation intracérébrale du virus rabique à des souriceaux nouveaux 

nés âgés de 3 à 4j (OIE, 2005). Afin de rechercher le nombre de particules virales par unité de 

volume, le calcul de la DL50 (la dose létale capable de tuer 50% des animaux inoculés) par la 

méthode de Spearman-Kärber a été réalisé (Meslin et al., 1999).  

Cette technique de part sa précision élevée puisqu’elle se fait in vivo, a fourni plusieurs 

avantages par rapport aux techniques citées ultérieurement. Le coût faible de cette technique, 

ainsi que la faisabilité et la répétabilité des essais. En effet, l’existence d’un grand élevage de 

souris à l’IPK a permis d’utiliser un nombre important de souriceaux et de pouvoir ainsi 

effectuer et relancer les titrages l’un après l’autre. Seul inconvénient majeur de cette 

technique, est le nombre important de portée (Ce projet étant retenu dans le cadre de la 

recherche et du développement de l’IPK, l’utilisation d’un nombre  important d’animaux a été 

accepté), avec un minimum de 4 souriceaux (une portée) par dilution et un nombre de 

dilutions de 4 par test réalisé, répartis comme suit : 
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Dans l’étude de la stabilité à +4°C, 25°C et à 37°C, 4 dilutions par température sont faites, 

donc 4 portées (16 souriceaux) par température sont utilisées, ce qui fait 12 portées (48 

souriceaux) pour l’ensemble des 3 températures et cela c’est pour un seul test. La répétabilité 

du test est de 7 fois ce qui fait un total de 84 portées, l’équivalent de 336 souriceaux rien que 

pour le premier essai.  

Dans l’étude de la stabilité du virus rabique en milieux stabilisants, 6 milieux on étés 

testés (Le tampon ENDERS, le tampon PBS, la solution ENDERS/saccharose, la solution 

ENDERS/sorbitol, la solution PBS/sorbitol, la solution Eau distillée/sorbitol), en effectuant 4 

dilutions par milieu et donc l’équivalent de 4 portées (16 souriceaux) par milieu, ce qui fait 28 

portées (112 souriceaux) pour les 7 tests, pour un seul milieu stabilisant. Une répétabilité de 7 

fois pour chacun des milieux testés, d’où un nombre de 168 portées, l’équivalent de 672 

souriceaux pour les 6 milieux. 

Ce qui fait un total de 252 portées et donc de 1008 souriceaux inoculés au cours de ce 

travail. 

D’autres techniques de titrages sont communément employées pour déterminer le nombre 

de particules virales ou le titre en antigènes (activité) contenus dans une solution. Deux types 

de techniques (in vivo et in vitro) sont couramment utilisés et cités dans la littérature : 

• In vivo   

 Un contrôle d’activité basée sur l’épreuve du NIH est employé pour tester la 

stabilité du vaccin antirabique (WHO, 2009), cette épreuve est réalisée pour déterminer la 

valeur antigénique (en U.I) du vaccin inactivé (Krämer et al., 2009). Contrairement à notre 

étude de stabilité qui a été réalisé sur le surnageant de virus rabique vivant avant sa 

transformation en vaccin. 

• In vitro  

 Le titrage sur culture cellulaire réalisé dans des chambres Lab-tek : le virus 

rabique peut se multiplier dans les cellules de lignée continue et induire la formation 

d’inclusions virales, ces inclusions peuvent être révélées après fixation du conjugué 

fluorescent anti-nucléocapside (McElhinney et al., 2008). La lecture se fait au microscope à 

fluorescence et le dénombrement des foyers de fluorescence se fait par cupule en balayant 

tout les champs pour chaque cupule. Le calcul du titre se fait par la méthode de Reed             

et Muench. Au départ de notre travail, nous avons opté pour cette technique de titrage, mais 
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présentant l’inconvénient d’être coûteuse (chambres Lab-tek) et astreignante, elle a été 

délaissée et totalement remplacée par la méthode in vivo.  

 Le titrage sur culture cellulaire réalisé dans des plaques de microtitration, c’est 

une technique très utilisée pour évaluer le titre viral dans les études de stabilité (Yannarell et 

al., 2002, Sarkar et al., 2003, Ferreira et al., 2009). Cependant, le principe de cette 

technique est basé sur l’observation de la formation des ECP afin de pouvoir réaliser le calcul 

du titre, or, le virus de la rage n’entraîne pas la formation d’ECP, cette technique a très peu 

d’intérêt pour le calcul du titre viral dans le cas de la rage.   

 Le titrage par l’épreuve des plages en couches monocellulaires (Kaplan et 

Koprowski, 1974). C’est une technique précise mais présente l’inconvénient de ne pas 

pouvoir disposer de cellules capables de révéler l’ECP du virus rabique (exemple : les cellules 

CER, Cheek Embryo Related). 

 

 D’autres méthodes in vitro sont utilisées pour déterminer non pas le titre viral, 

mais pour évaluer la réponse en anticorps suite à l’administration d’antigènes, exemple la 

technique ELISA (Chen et al., 2010). 
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CONCLUSION 

L’analyse des résultats de notre étude sur la stabilité du virus de la rage ERA/Vero, 

obtenus par la technique de titrage in vivo (inoculation du virus rabique à des souriceaux 

nouveaux nés âgés de 3 à 4j) a révélée que : 

Le virus rabique ERA/Vero se conserve bien à -20°C ou à -70°C, assez bien à +4°C, mais 

qu’il est sensible aux températures supérieures de 25°C et de 37°C. Plus la température est 

élevée plus la perte en titre du virus rabique est élevée. 

L’addition d’un stabilisant connue pour son rôle stabilisateur du virus rabique a permis de 

ralentir l’effet négatif de la température sur la détérioration des particules virales qui se traduit 

par une baisse du titre. Dans nos conditions de travail, les résultats ont permis de voir qu’à 

part le PBS et le saccharose à 2% véhiculé par le tampon ENDERS, tout les autres milieux 

utilisés au cours de cet essai : tampon ENDERS, le sorbitol à 1% véhiculé par le tampon 

ENDERS, le sorbitol à 4% véhiculé par le tampon PBS, le sorbitol à 4% véhiculé par l’eau 

distillée, ont donné un effet stabilisant sur le virus de la rage ERA/Vero après 7j d’incubation 

à 37°C. 

L’étude comparative de ces milieux stabilisants permet de les classer du meilleur au 

moins efficace :  

1. Le sorbitol à 4% véhiculé par le tampon PBS 

2. Le sorbitol à 4% véhiculé par l’eau distillée, le tampon ENDERS et le 

sorbitol à 1% véhiculé par le tampon ENDERS 

3. Le tampon PBS 

4. Le saccharose à 2% véhiculé par le tampon ENDERS 

Malgré sa fragilité et sa sensibilité aux températures élevées, le virus de la rage ERA/Vero 

mis à 37°C pendant 7j est retrouvé après l’analyse à un titre jugé acceptable.  

La formulation qui a donné le meilleur effet stabilisant sur le virus de la rage étant celle 

du sorbitol à 4% véhiculé par le tampon PBS. 

Seul le saccharose s’est révélé inefficace, son utilisation à la concentration de 2% véhiculé 

par le tampon ENDERS n’a pas donnée un effet stabilisant sur le virus rabique, mais un effet  

inverse c'est-à-dire néfaste ou délétère sur le virus de la rage. 
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Au vue des résultats obtenus nous pouvons dire que : 

Dans les conditions de la pratique, les campagnes de vaccinations peuvent se faire de 

façon moins contraignante liée à la chaîne du froid, puisque la souche de virus rabique 

ERA/Vero peut résister et se maintenir à 37°C. 

La solution de sorbitol à 4% véhiculé par le tampon PBS peut constituer une formulation 

idéale, adéquate et économique pour être incorporée dans les préparations vaccinales, afin 

d’aboutir à la production d’un vaccin antirabique thermostable et plus commode notamment 

dans les conditions drastiques de la pratique. 

Par ailleurs, le virus rabique s’est révélé stable en présence du tampon ENDERS seul sans 

incorporation de sorbitol ou de saccharose, ce qui pourrait constituer à lui seul un bon 

stabilisant pour le vaccin antirabique. 
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PERSPECTIVES 

Un vaccin antirabique thermostable, promet de simplifier la logistique de distribution des 

vaccins et d’améliorer la couverture vaccinale contre cette maladie. En perspectives, il serait 

intéressant d’orienter ce travail vers d’autres axes de recherche par :   

1. Le choix du titre viral de départ : travailler sur des surnageants ayant un titre initial de 

108DL50 ou plus, afin de bien pouvoir distinguer la perte du titre viral entre les différents 

produits stabilisants testés. 

2. La durée d’incubation : effectuer une cinétique d’inactivation thermique (test de 

stabilité) du virus rabique étalée dans le temps, c'est-à-dire prolonger le temps 

d’incubation  (jusqu’à 15 jours ou plus), ou bien raccourcir ce temps d’incubation (3 à 

4j). 

3. Il serait judicieux de tester le sorbitol à d’autres concentrations en tampon PBS, ou bien 

effectuer le mélange du sorbitol à un autre stabilisant (exemple : le tréhalose) à des 

concentrations différentes. Ou encore l’essai d’autres produits stabilisants tel que la 

gélatine, les acides aminés, et d’autres protéines, tout en essayant de faire des 

combinaisons de ces derniers avec plusieurs concentrations, afin de trouver la meilleure 

formulation qui donne l’effet stabilisant le plus puissant sur le virus rabique ERA/Vero.  

4. Il serait intéressant d’étendre cette étude à d’autres souches rabiques vaccinales (LPS, 

CVS, PM, Fleury,…ect), afin de déterminer la souche la plus stable dans les fortes 

températures et donc la plus commode pour la production de vaccins antirabiques 

thermostable dans les conditions de la pratique. 

5. Il serait également intéressant d’orienter cet essai vers l’étude du vaccin antirabique 

destiné à la voie orale. 

6. Essai d’isolement ou de sélection des souches thermorésistantes (Mutants thermostables) 

obtenues après 7j d’incubation à 37°C. L’isolement, la purification puis leur culture sur 

un support cellulaire permet la production de vaccins antirabiques à base de souches 

thermostables. 
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ANNEXE I 

Tableau 11 : Les surnageants viraux rabiques utilisés (Numéros et dates de récolte, le 

titre viral initial en log101/DL50) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N° de test N° de récolte du 
surnageant viral 

La date de récolte du 
surnageant viral 

Le titre  
initial 

1 EVS 10 10/01/2010 5,75 

2 EVS 12 12/01/1010 6,00 

3 EVS 13 13/01/2010 6,50 

4 EVS 6 26/01/2010 6,25 

5 EVS 6 03/01/2010 6,25 

6 EVS 6 28/01/2010 5,75 

7 EVS 6 14/02/2010 6,00 

8 EVS 8 16/02/2010 6,50 

9 EVS 10 18/02/2010 6,33 

10 EVS 6 25/02/2009 6,33 

11 EVS 6 02/03/2010 6,33 

12 EVS 6 04/03/2010 6,33 

13 EVS 6 30/03/2010 6,33 

14 EVS 6 30/03/2010 6,33 

15 EVS 6 01/04/2010 5,00 

16 EVS 10 25/04/2010 6,33 

17 EVS 11 29/04/2010 5,50 

18 EVS 11 09/05/2010 5,50 

19 EVS 13 29/05/2010 5,50 

20 EVS 6 13/09/2009 6,33 

21 EVS 6 23/05/2010 6,33 

22 EVS 6 11/05/2010 6,33 

23 EVS 8 13/05/2010 6,33 

24 EVS 6 08/06/2010 6,33 

25 EVS 8 10/06/2010 6,33 

26 EVS 10 13/06/2010 6,33 

27 EVS 6 15/06/2010 6,33 

28 EVS 10 06/09/2009 6,50 
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N° de test N° de récolte du 
surnageant viral 

La date de récolte du 
surnageant viral 

Le titre  
initial 

29 EVS 6 28/12/2009 6,33 

30 EVS 6 18/10/2009 6,33 

31 EVS 8 21/05/2008 6,33 

32 EVS 10 22/10/2009 6,33 

33 EVS 6 29/06/2008 6,33 

34 EVS 6 02/03/2009 6,33 

35 EVS 7 16/03/2010 6,50 

36 EVS 13 13/09/2010 6,33 

37 EVS 6 28/12/2010 6,33 

38 EVS 8 30/12/2010 6,33 

39 EVS 10 13/01/2010 6,33 

40 EVS 6 15/01/2010 6,33 

41 EVS 8 04/01/2011 5,50 

42 EVS 10 06/01/2011 5,67 

43 EVS 6 09/01/2011 6,33 

44 EVS 6 15/01/2011 6,33 

45 EVS 8 01/02/2011 6,33 

46 EVS 10 28/02/2011 6,33 

47 EVS 6 03/03/2011 5,83 

48 EVS 6 06/03/2011 6,17 

49 EVS 8 08/03/2011 5,67 
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ANNEXE II : Milieu de culture et réactifs 

 
Milieu de culture cellulaire DMEM : 

 Composition                      g/l  

L-Arginine……………………………………………………………................................................................... 0,084 

L-Cystine…………………………………………………………........................................................................ 0,0626 

L-Glutamine……………………………………………………………................................................................ 0,584 

Glycine…………………………………………………………………….................................................................  0,03 

L-Histidine………………………………………………….............................................................................. 0,042 

L-Isoleucine........................................................………………....................................................... 0,105 

L-Leucine…………………………………………………………………...............................................................  0,105 

L-Lysine…………………………………………………………………..................................................................  0,146 

L-Méthionine……………………………………………………………..............................................................  0,03 

L-Phénylalanine…………………………………………………………............................................................  0,066 

L-Sérine…………………………………………………………...…….................................................................. 0,042 

L-Thréonine…............................................................................................................................ 0,095 

L-Tryptophane…………………………………………………………..............................................................  0,016 

L-Tyrosine……………………………………………………………...................................................................  0,10379 

L-Valine…………………………………………………………………..................................................................  0,094 

Choline Chloride……………………………………………………….............................................................  0,004 

Acide Folique……………………………………………………………..............................................................  0,004 

Myo-Inositol……………………………………………………………................................................................  0,0072 

Niacinamide……………………………………………………………................................................................. 0,004 

Acid D-Pantothénique hemicalcium……………………………………............................................... 0,004 

Pyridoxal…………………………………………………………………................................................................  0,004 

Riboflavine………………………………………………………………................................................................  0,0004 

Thiamine…………………………………………………………………................................................................. 0,004 

Chlorure de Calcium…………………………………………………….........................................................  0,2 

Nitrate Ferrique…………………………………………………………............................................................  0,0001 

Sulfate de Magnésium…………………………………………………..........................................................  0,09767 

Chlorure de Potassium............................................................................................................ 0,4 

Chlorure de Sodium................................................................................................................. 6,4 

Phosphate de Sodium Monobasique………………………………………............................................  0,109 
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Glucose…………………………………………………………………….................................................................  4,5 

Rouge de Phénol…………………………………………………………............................................................ 0,0159 

Acide Pyruvique…………………………………………………………............................................................ 0,11 

 

Préparation  du  DMEM : 
 

- Réalisation de la solubilisation de la poudre du milieu de culture DMEM dans de l’eau 

distillée stérile (qsp pour 10 litres).  

- Rajouter une quantité définie de bicarbonate de sodium, après agitation le pH de la 

solution basique au départ sera ramené vers un ph de 7,1-7,2, par  la solution de 0,1 N de 

HCl et contrôlé par un pH mètre.  

- Le milieu est filtré par une filtration stérilisante (0,22μm).  

- Rajouter dans le DMEM :  

• Un mélange d’antibiotiques : Pénicilline G, Streptomycine, Amphotericine B 

(antifungique).  

• Le sérum de veau fœtal (SVF)  à des proportions allant de 3% (pour 

l’infection) à 8% (pour le milieu d’entretien des cellules). 

 

Tampon ENDERS :         

 Composition            g/10l 

Phosphate de sodium monosodique (NaH2 PO4  2 H2O)................................................  624,00 

Chlorure de sodium (NaCl).................................................................................................. 585,00 

Soude (NaOH)....................................................................................................….......….....…. 122,00 

Eau permuté q.S.p…............................................................................................................... 10 litres 

pH =7, 2      

 

Tampon PBS : 
 
 Composition             g/l 

Chlorure de magnésium (MgCl)…....................................................................................... 0,04683 

Chlorure de potassium (KCl)…............................................................................................ 0,2 

Phosphate de potassium monobasique (KH2PO4)………………………................................... 0,2 

Chlorure de sodium (NaCl)…............................................................................................... 8,0 
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Phosphate de sodium dibasique(Na2HPO4)...................................................................... 1,15 
Acide pyruvique…................................................................................................................... 0,036 

Streptomycine sulfate……………………………………………………...................................................... 0,05 

Chlorure de calcium (CaCl 2H2O)............…....................................................................... 0,133 

Pénicilline G………………………………………………………………...........................................................  1x106unités 
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