S

WHO/EPLVGEN/S9.5
Dustr.: Générale
Original: Anglais

PROGRAMME

ELARGI

DE VACCINATION

STABILITE DES VACCINS

Dr Artur Galazka
Fonctionnaire médical, PEV

ORGANISATION

MONDIALE

DE LA SANTE




WHO/EPI/GEN/89 .8

Page 2
Artur Galazka
Médecin au Programme élargi de vaccination
STAEILITE DES VACCINS
1. INTRODUCTION.......... e e e e e R
2. ANATOXINES DIPHTERIQUE ET TETANIQUE.............. R i B
3. VACCIN ANTICOQUELUCHEUX........... N ce.. .20
3.1. Influence de la température sur 1'activité et la toxicité
du vacein................ e e 10
3.2, Vaceins anticoquelucheux monovalents contre composante
coqueluche des vaccins associés................. e 13
3.3. Méthodes d’inactivation de B.pertugsis.................. R 741
3.4. Souches de B,pertussis,......... et b e 15
3.5. Influence du conservateur et de l'adjuvant............... S -
4, VACCIN BCG............. b e e e e e e e ..., 18
4.1, Effet de la température sur la viabilité du vacecin BCG........1l8
4.2. Stabilité des vaccins produits a partir de différentes
souches dérivées de BCG................. et e e e .20
4.3. Présentation du vacein BCG......... e e e 21
4.4, Effet de la lumiére sur la stabilité du vaccin BCG............ 22
4.5. Stabilité du vaccin reconstitué....... e e i 22
2. Vacecins antirougeoleux, antiourlien et antirubéoleux...... e 23
5.1, Vacein antirougeoleux.......... e e e 23
5.1.1. Vaecein lyophilisé, . ... ............ e .23
53.1.2. Vaccin reconstitud. .. ... .. ... ..ttt e 26
5.2, Vacein antiourlien..................... it et a e .26
5.3. Vacecin antirubéoleux........ e e e e 28
6. VACCIN ANTIPOLIOMYELITIQUE. ........ovuuuuuuenn. e e 29
6.1. Vaccin polio oral... ... ... e 249
6.1.1. Facteurs affectant la stabilité du vaccin polio........ 29
Différence de thermosensibilité des types viraux....... 29
Nature du stabilisant..... .............c.¢ceviiiuu... .o..31
Valeurs du PH des suspensions virales.................. 32
Répartition du vacein dans divers récipients........... 35
6.1.2. Btabilité générale des vaceins polio ................. .35

6.2. Vaccin polioc inactivé.. ... ... ... ... .. ... e i




T —

STABILITE D'AUTRES VACCINS..... e e e
7.1. Vaceins viraux..... e e e e R
7.1.1. Vacein contre 1'hépatite B,.......... e
7.1.2. Vacein contre la fiévre jaune.............. .-
7.1.3. Vaccin contre la rage..... s s
7.2. Vaccins bactériens..,.................. e R
7.2.1, Vaccin antiméningococcique polyosidique..... .
7.2.2. Vaccin anticholérique a cellules entiéres. ...
7.2.3, Vacein contre la typhoide ......... e .
CONCLUSIONS. ..... e e e e .
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES.,......... e e ‘e

WHO/EPI /GEN/89 . 8
Page 3




WHO/EPI/GEN/8Y.8
Page 4

1. INTRODUCTION

Les aservices de vaccination des pays en développement permettent d'éviter
que chaque année plus de 350 Q00 enfants ne soient atteints de paralysie
poliomyélitique et que plus de deux millions ne décédent par rougeole, tétanos
néonatal ou coqueluche (117), Les progrés des programmes de vaccination sont dus
en partie & la formation du persormel aux techniques adéquates de stockage et de
Lransport des vaccins utilisés dans le cadre du Programme élargi de vacecination

(PEV) et aux améliorations apportées au systéme connu sous le nom de chaine du
freid,

Cependant, dans de nombreuses régions, la conservation et le transpert des
vaccins ne sont toujours pas satisfaisants. On s’interroge souvent sur le sort 2
réservet aux stocks de vacecins qui ont été exposés, pendant des durées
variables, 4 des températures élevées. Il n'existe pas de méthodes simples et
bon marché que l'on puisse utiliser sur le terrain pour déterminer si un wvaccin
conservé i la température amblante a gardé au moins 1'activité minimale requise,
Seules des épreuves réalisées en laboratoire peuvent la préciser, Mals elles
sont colteuses, les résultats demandent souvent plusieurs mois et seul un
nombres de doses important (de 2 000 pour les vaccins antipoliomyélitique et

antirougeoleux & 200 000 pour le vaccin DTC) justifie 1'envoi des vaccins pour
un noeuveau contrdle (35),

Ce que 1'en sait concernant la stabilité d’un vaccin et, en particulier, le
taux de perte d'activité A une température donnée, sera utile au moment de
décider si le vaccin doit &tre détruit, expédié pour un nouveau contréle ou étre
utilisé. Depuis le bilan précédent (31), un nombre important de dommées sont
devenues disponibles en ce qui concerne la stabilité des vaccins stockés et
Lransportés i des températures ambiantes, Mais la synthése de ces données est

difficile & faire, car les techniques utilisées pour évaluer la stabilité des
vaccinag ne sont pas normaliszées,

Certajins auteurs sont d'avis de déterminer la période de validité d'un
vaccin en estimant la baisse d’activité subie lors des longues périodes de
stockage & des températures différentes. L'épreuve de dégradation accélérde
(EDA) constitue & ce sujet une méthode plus courte et plus réaliste. Cette
méthode vise, dans son principe, & soumettre les échantillons a une gamme de
températures élevées qui provoquent une dénaturation plus rapide des vaccins que
les températures de conservation normales. Ainsi, une dégradation significative
et facilement identifiable peut étre induite en un laps de temps relativement
court. En mesurant le taux de dégradation 4 une température &levée et en
supposant que ce taux sulve une loi constante de dépendance 4 1'égard des
températures (Equation d'Arrhenius), il sera alors possible d’extrapoler pour

les températures plus basses auxquelles les vaceins dolvent étre
conservés (106).

Les EDA permettent de préveir les taux de dégradation avec une précision
éminemment variable étant donné qu’elles sont affectées par la gamme des
températures utilisées, le nombre d'échantillens éprouvés et le schéma de
1l'épreuve,

.
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L'utilisation des résultats des EDA peut &tre encore compliquée par les
différentes méthodes et techniques utilisées pour évaluer l'activité des
vaccins. La détermination du titre de virus des vaccins vivants atténuds
poliomyélitique, orgueilleux ou rubéoleux fait appel & une technique simple. Par
contre, le titrage bioleogique des vaccins bactériens et des anatoxines implique
des épreuves difficiles nécessitant un grand nombre d'animaux, 1'activité du
vacein étant exprimée en unités fixdes arbitrairement ou en doses réelles
assurant une protection a 30%. Les résultats de ces épreuves sont souvent sujets
4 de larges variations biologiques et il est difficile d'obtenir des données
précises sur la détérioration d'un vaccin 4 moins qu’'une nette détérioration ne
se soit produlte (89). v

Les vaceins et les anatoxines sont falts de protéines, d’acides nucléiques
et d'hydrates de carbone, et subissent des modifications s'ils sont exposés 4 la
chaleur. C'est la température de conservation qui conditionne le taux de -
dégradation des vaceins, quels qu'ils soient; plus la température est élevée,
plus la dégradation est forte. Les taux de dégradation des vaccins du PEV
présentent des différences considérables. Cependant, le taux de dégradation (b)
n'est pas l'unique facteur déterminant 1’activité résiduelle (Yt) d'un vaccin.
Les deux autres facteurs sont le temps (T) pendant lequel le vaccin est conserve
& une température domnée et son activité initiale (Yo). Le rapport entre ces
trois facteurs peut é&tre exprimé au moyen de la formule suivante °

Yt = Yo - BT

L'utilité d’'une telle formule est limitée par le fait que les responsables
de programme ou de magasin ne conmaissent pas 1'activité initiale d'un vac&in,
Toutefois, il peut &tre précieux pour un agent de santé de conmaitre les
caractéristiques relatives au taux de dégradation & diverses températures et le
temps d'exposition d'un vaccin & une température donnée pour savolr la condulte
a tenir avec un vacein suspect,

Le présent document examine les Informations actuelles concernant la
stabilité des vaccins. On s’est particuliérement attaché aux vaccins qui font
actuellement partie du PEV mondial, mais on'y a présenté épalement des
informations au sujet des vaccins viraux utilisés pour prévenir la rubéole, les
oreillons, 1'hépatite B, la fidvre jaune et la rage, et des vaccins bactériens
employés pour lutter contre le méningocoque, le choléra et la typhoide.
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2. ANATOXINES DIPHTERIQUE ET TETANIQUE

Les anatoxines diphtérique et tétanique adsorbéesz sous forme monovalente ou
én tant que composantes des vaccins associés sont les plus stables des vaccins
du PEV. Elles sont stables & des températures élevées, méme pendant de longues
pericdes de stockage, mais elles peuvent changer d'agpect et perdre de leur
activité si elles sont congelées.

L'activité de la composante tétanique des vaceins adsorbés DTC ou DTC-polio
n'a pas montxé de changement significatif A des températures de +4°C & +8°C
pendant 3 4 7 ans (56, 58, 92, 97), La durée de conservation aux températures
recommandées généralement par les fabricants (+2°C & 48°C) dépend de la nature
du vaccin : la période de validité est normalement plus longue pour les
anatoxines monovalentes ou le vagein associé diphtérie/tétanos (généralement
3 ans) que pour les vaccins DTC ou DTC-Polio (18-24 mois). Pour les vaccins
associés, les composantes coqueluche ou poliomyélite constituent des facteurs
limitants,

La composante anatoxine des vaccins DIC ou DIC-polio montre une diminution
négligeable de l'activité guand elle est conservée pendant un an et demi a4 189G
(97), pendant 6 & 12 mois & 24°C (101) et pendant 2 4 6 mois a 37°C (58, 92,
101).,

Mals un stockage A& 37°C jusqu'a 22 semaines a fait baisser de 50% 1'activité
initiale des composantes diphtérique et tétanique des vaccins DTIC-polio
provenant d’'un fabricant (92). Pour d'autres vaceins DTG, la composante
anatomie tétanique, stockée pendant 45 jours A 22°9C et 359C, a présenté une
détérioration plus marquée; la baisse quotidienne était d'environ 0,5% et 1%
respectivement (Figure 1).

Figure 1
Activité de la composante tétanique du vaccin DTC stockée pendant
45 jours 4 diverses températures (Ul par dose humaine unitaire,
moyenne obtenue avec deux lots éprouvés). Selon Kumar et al. (59)
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les composantes anatoxine diphtérique et tétanique de certains vaceins DIG
peuvent reésister, plusieurs semaines, & une exposition & des températures
élevées. On n'a obzervé aucune baiszse significative de l'activité de l1fune ou
1'autre composante avec le vacein DTG d'un fabricant, stocké a 459C pend&ht 2 a
4 semaines. Cependant, le stockage & cette température pendant 8 semaines a
abouti & une perte de 1'activité de 1'ordre de 40% (58). Le processus de
détérioration a été plus rapide pour un certain nombre d'autres vaccins DTC; a
459C, la perte d'activité de la composante tétanique a été de 5% par jour.
pendant la premiére quinzaine et de 1% par jour au ecours du moiz de stockage
suivant (59). )

A des températures supérieures a 459C, la dégradation de 1'activité de
1'anatoxine est accélérée. L'anatoxine tétanique adsorbée monovalente, soumise
au test de dégradation accélérée, a rerdu 20% et 50% de son activité initiale au
bout de quatre et huit heures d’exposition, respectivement, A une température de
53°C (Tableau 1). Une température élevée de 1'ordre de 60°C a conduit a une
destruction rapide (3 4 5 heures) de 1'anatoxine tétanique ou diphtérique. (22,
100},

Tableau 1. Activité de 1'anatoxine tétanique adsorbée aprés diverses!f
périodes de stockage 4 différentes températures o
Selon Cohen et al. (22).

Température (°C) Durée de l'exposition Activité restante
{heures) '
53 96 83 |
192 33
55 32 97
72 52
144 44
288 35
65 3 20

Les observations examinées plus haut se rapportent 4 l'activité des
anatoxines telle qu’elle résulte de l'expérimentation animale. Une exposition
prolongée & une température élevée peut aboutir A un certain nombre de
modifications des caractéristiques physiques de la composante aluminium qui ne
sont pas mises en évidence par les épreuves d’activité sur 1'animal. Stocké
comme composante unique ou comme adjuvant des vaccins D, DT et DTC (3, 118,
119). 1'hydroxyde d‘aluminium, utilisé comme adjuvant, a2 montré des symptémes de
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"vieilliszzement" se traduisant par des changements morphologiques et
structurels. On a observé une baisse constante de sa capacité A absorber le
rouge Congo au cours d'un stockage & une température de +49C & +10°C pendant
5,5 ans. De plus, des études recourant au microscope électronique et & la
radiographie ont montré que les modifications merphologiques et structurelles
progressent plus rapidement a 109C qu'a 4°C (118, 119).

Le point de congélatien pour les vaccins DTG adsorbés se situe entre -5°C et
-109C (32). Les wvaccins adsorbés, sous forme monovalente ou en associations
vaceinales, changent d’'aspect aprés congélation. La présence de particules
agrépées, de flocons ou autres particules granuleuses accélére la vitesse de
sédimentation (7, 32, 76, 97). La taille des particules semble augmenter avec la
répétition du cycle congélation/décongélation, et elles ne forment pPas une
suspension homogéne méme si 1'on agite énergiquement le flacon (76), La
congélation des gels d’hydroxyde d’aluminium provequent de profondes
modifications morphologiques visibles dans les enquétes recourant au microscope
électronique, ce qui contribue 4 accélérer la vitesse de sedimentation (3).

Ces modifications physiques induites par la congélation sont & la base de
"l'épreuve d'agitation du vacein" ("shake test"), utile pour détecter les
vaccins adsorbés qui ont été congelés (32). Cette épreuve est d'exécution
facile : apreés avoir agité vigoureusement le récipient contenant le vaccin, on
en examine le contenu pour voir si d'éventuelles modifications physiques sont
intervenues. Puls on contréle 1’ampleur de la sédimentation au bout de
30 minutes. La présence de particules granuleuses ou de flocons dans le vaccin
lorsqu’il est secoué ou la formation d'un dépdr surmonté d'une colonne de
liquide clair dans les 30 minutes indique que le vaccin a 6té congelé (32).

La congélation peut réduire 1l'activité de 1'anatoxine tétanique. La
littérature fait érat d'un comportement légérement différent des produits
congelés, selon la composition du vaccin contenant 1'anatoxine tétanique, Sur
5 vaceins DTC conservés a -30°C pendant 12 heures, la composante tétanique de
deux vaccins a accusé une baisse d'activité de 1'ordre de 30%. On & enregistré
aucunie diminution de 1'activité pour les vaccins stockés A des températures
de -5°C & -10°C. Toutefois, on a noté une diminution de 1l'activité de la
composante anatoxine tétanique de vaccins DT adsorbés aprés congélation aux
températures de -5°C et -30°C (32).

L’anatoxine tétanique monovalente congelée, utilisée chez de jeunes recrues,
en particulier 1’anatoxine congelée 4 quatre reprises, a suscité une réponse
moyenne plus faible et une proportion moindre de titres élevés par rappeort au
produit congelé. Mais chez toutes les personnes vaccinées au moyen d'anatoxines
congelées se sont constitués des taux protecteurs d’anticorps antitétaniques. La
congélation ne semble pas affecter 1'immunogénicité de 1’anatoxine non adsorbée
(qul reste moins immunogéne que le produit adsorbé) (Tableau 2).
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Tableau 2. Réponse immpunitaire chez des recrues vaccindes au moyen 4'une

anatoxine adsorbée congelée et non congelée
Selon Menon et al.

(76)

10 jours aprés 10 jours aprés 10 jours aprés
le dose 2e dosze 3e dose °
Anatoxine Traltement -
¥ > 0,01 | moyemnei{% > 1,0 |moyenne|% > 6,0 moyenne
UI/ml en UL/ml| UI/ml Ul/ml | UI/ml |en UI/ml
Adsorbée [non congelée 50 0,07 89 4,0 90 13;$
sur ALPO;, |congelée 1x 47 0,07 84 3,0 73 9,7
congelée 4x 46 0,05 77 2.4 69 G,2
Non non congelée 50 0,04 27 0,6 21 3,2
adsorbée congelée lx 50 0,05 36 0,7 34 3,3
congelée 4x 54 0,06 30 G,7 21 3,2

Les vaceins DTC, DT ou antitétanique adsorbés
congelés, seront examinés pour voir s'ils pPrésentent des
physiques. Si c'est le cas,
administrée, si le vaccin est non homogéne
variations et l'administration d‘
immunitaire diminuée et/ou d'

locales.

, susceptibles d’avoir été
modifications '

on devra les jeter. La quantits d'antipgéne

+ peut étre sujette A& de forte

un tel vacein peut s'accompagner d'une réponse
une augmentation de 1’incidence des réactions
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3. VACCIN ANTICOQUELUCHEUX

L'absence d’une épreuve simple, économique et reproductible, apte &
déterminer 1'activité du vacein anticoquelucheux, limite les études de stabilité
pour ce vacein. L'édpreuve d'activité recommandée par 1'OMS (109) est
techniquement difficile et exige du personnel trés qualifié et un grand nombre
d'une souche sélectionnée de souris. Les résultats ont tendance & présenter de
fortes variations biclogiques et il est difficile d'obtenir des données précises
sur la détérioration de 1’'activité du vaccin soumis 3 des températures élevées,
sauf en cas de modifications sensibles de 1l’activité du vaccin.

Néanmoins, plusieurs études fournissent des informations précieuses sur les
divers facteurs qui influencent la stabilité du vaccin anticoguelucheux. Les
paramétres les plus souvent étudiés sont les suivants

1, température (7, 25, 34, 57, 58, 59, 92, 93);

2. type de vaccin | vaccin monovalent ¢, composante coqueluche du
vaccin DTC (7, 25, 48, 54)

3. méthode d’'inactivation (45, 51, 54);

4, souche de B, pertussis (20) et

2 nature de 1'adjuvant ou de 1'agent conservateur (83, 92).

3.1, In ce de 1 érature sur 1’ vité et 1a to vaccin

L'activité de la composante coqueluche du vaccin DIC dépend de la
température de stockage; tant des températures élevées que la congélation
peuvent provoquer une dimipution de 1'activité

Conservée au réfrigérateur entre +4°C et +6°C, la composante coqueluche des
vaceins DTC ou DTC-polio semble conserver une activité satisfaisante pendant une
période supérieure & deux ans (56, 58, 92). Toutefois, méme 1 les conditions de
stockage sont optimales, on observe une diminution constante de 1'activité de la
composante coqueluche durant de longues périodes de stockage. L'activité
initiale moyenne de vaccins DIC, estimée & 8,5 Ul par dose humaine unitaire, est
tombée 3 moins de 4 Ul par dose au bout de 46 mois (56}, De méme, l'activité de
la composante coqueluche des vaccins DIC-polio a chuté de 5,2 - 8,6 Ul/ml &

1,2 - 1,6 UI/ml aprés 3 ans de stockage & 4°C (58).
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Tableau 3. Stabilité de la composante coqueluche des vaceins DTG

4 diverses

températures

Température Baisze de Durée du stockage et durge
de stockage Auteurs (année) 1'activité {utilisée pour le calcul des
(°C) estimée par |taux de dégradation
jour en &
Cgsizer et al. (1978) 0,06 & ans
FKumar et al, (1982) 0 45 jours :

4 - 8 Andrescu et al, (1985) 0 12 - 18 mois -
Gupta et al., (1985) 0,01 90 jours, 15 - 90 jours
Kreeftenberg (1989) 0,05 - 0,08 3 ans
Fumar et al. (1982) 0,31 45 jours, 0 - 45 jours:

22 - 25 PEV, Yougoslavie (1985) 0,41 140 jours, 40 - 140 jours
Andrescu et al. (1985) 0 30 j. puis 18 mois & 49C
Gupta et al. (1987) 0,26 90 jours, 15 - 90 jours
30 PEV, Yougoslavie (1285) 1,80 90 j.,diml. rapide 0-15 j.
0,80 Dimi. lente, 30 - 90 jours
Ramshorst & Wesel (1976) 3 - 6% 56 jours, 0 - 7 jours |
Rao et al. (1985) 1,2 90 jours, 0 - 15 jours:
i5 - 37 PEV, Yougoslavie (1985) 5,2 60 jours, 0 - 20 jours:
Gupta et al. (1987) 2,4 90 jours, 0 - 15 jours.
Kreeftenberg (1989) 5,5 36 jours, 0 - 7 jours
Kreeftenberg
46 (1979, 1989) 6,7 56 jours, 0 - 7 jours
PEV, Yougoszlavie (1985) 10,8 20 jours, 0 - 4 jours

* Deux vaccins

PIC-Polio contenant un conservateur différent

Dans une autre étude, la baisse d’activité annuelle moyenne de la composante
coqueluche des vaccins DTC a été évalude & 0,35 UI par dose bumaine; 1l'activite

des vaeccine s atteint un minimum de 4 UT

une température de +4°C (25, 26, 51).

par dose aprés un stockage de 6 ans 2

Comme une certaine baisse d’activité se produit au cours du stockage, on ne
mettra en circulation que les vaccins dont 1'activité initiale présente un

excedent suffisant, mesure qui aura pour effet de garantir une activite
de 4 UL par dose unitaire pendant la durde complédte de validité,

minimale

La Figure 2 et le tableau 3 montrent 1'effet des températures ambiantes sur
la composante coqueluche du vacein DITC. A 220C - 259G, l'activité du vacein
anticoquelucheux demeure supérieure 4 80%, par rapport & la valeur initiale,
pendant 2 & 8 semaines, et diminue ensuite progressivement a un taux de
dégradation estimé 2 0,3% - 0,4% par jour.
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Figure 2.
Activité (en pourcentage de la valeur initiale) de la composante
coqueluche d’un vacein DTC conservé pendant des durées et
4 des températures différentes Selon EPI (34)
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A 37°C, le processus de dégradation du vaccin est plus spectaculaire et
semble se dérouler en deux phases : au début, le déclin de 1'activité est plus
rapide, le taux de dégradation étant estimé 4 1% - 6%, tandis que ce taux

ralentit ensulte (34, 45, 58, 92).

Conservé a 45°C - 469C, le vaccin voit son activité baisser fortement les
premiers jours d’'exposition, la baisse atteignant quelque 10% par jour.
Une baisse de cinquante pour cent peut se produire au bout d’'une exposition de 4
a 7 jours seulement (34, 57), et un stockage & 509C - 569C réalise ia
destruction raplde et compléte de l'activité de la composante cogqueluche (14,

48) .
Certains auteurs prétendent gque la composante ecoqueluche de vaceins DTC
a un seuil de résistance a des températures élevées supérieur 4 celui qui a été

examiné plus haut (14, 59, 93, 101). On ignore la ou les raisons expliquant la
meilleure résistance de ces vaceing 3 la chaleur,




WHO/EPI/GEN/89.8
Page 13

La congélation peut altérer 1'activité des vaceins anticoquelucheux.
L'activité de la composante coqueluche des vaccins DTC, subissant une
congélation a -20°C pendant 15 jours, perd plus de 50% de sa valeur initiale.
L'activité de la composante coqueluche est davantage altérée par la congélation
que par le stockage 4 des températures élevées (Figure 3). Les résultats d’'une
€tude collective OMS, au cours de laquelle des vaeceins DTC adsorbés provenant de
5 fabricants différents ont été conservés pendant 12 heures entre -59C et -1Q°C
et entre -20°C et -30°C, montrent que trois vaccins ont vu 1'activité de leur
composante coqueluche subir une baisse sensible aprés exposition aux deux plages
de température (32). '

Rien n'indique que la toxicité du vacein anticoquelucheux augmente avee le
stockage, comme 1’établissent les épreuves de prise de peoids de la souris et de
sensibilisation de 1l'histamine (7, 20, 46). En fait, on observe une diminution
de la toxicité dans des vaccins conmservés a 259C et 3590 pendant une durée de
4 semaines a4 3 mois (20, 46).

3.2. V¥accins anticoquelucheux monovalents contre composante cogueluche

de wvaccing associés

Les résultats des études sur la stabilité des vaccins anticogquelucheux
monovalents présentent des différences considérables. Dans une étude ancienne,
Kendrick et al. (54) ont observé que les vaccins anticoquelucheux non adsorbés
monovalents, stockés entre 59C et 10°C, conservaient la propriété de protéger la
souris pendant pas moins de huit a dix ans. Toutefois, les vaceins anti-
coquelucheux monovalents étudiés par Ikic et al. (49) semblaient plutét
Instables &4 4°C; aprés un stockage de 18 mois, certains échantillons avaient
perdu de 58% & 87% de leur activité initiale.

Les suspensions en vrac de B.pertussis semblent se détériorer plus
rapidement & 4°C pendant la premiére année de stockage que la composante
coqueluche des vaccins des vaceins DIC adsorbés sur le phosphate d’aluminium
(Figure 4).

La meilleure stabilité duv vacein anticoquelucheux comme composante du vaccin
DTG résulte probablement de 1'effet protecteur exercé par les protéines des
anatoxines et les ions aluminium présents dans le vaccin trivalent. L'influence
des lons aluminium sera examinée au chapitre 3.5,
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Fipure 3.
Immunogénicité du vacein anticoquelucheux momovalent et de la composante
coqueluche du vaccin DTC stocké dans des conditions variées
Selon Andrescu et al. (7)

Immunogénicité exprimée sous forme d/activité relative par rapport 4 une
préparation de référence nationale. L’'activité relative de 0,5 est égale 2 4 UI
par dose unitaire
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3.3, Méthodes d'inactivation de B.pertussis

Des études anciennes portant sur la stabilité des vaceins anticoquelucheux
preparés 4 partir de cultures poussées et tuées par diverses méthodes montrent
qu’aucun agent inactivant (merthiclate, phénol, formol ou la chaleur) ne prend
le pas sur les autres dans ce domaine. Mais =i le stockage se prolonge, les
vaccins tueés par le phénmol ou le formol premment une teinte sombre et sont
difficiles & remettre en suspension tandis que les vaccins inactivés par le
merthiolate ou la chaleur changent peu d'aspect.

De= observation anciennes faites par Kendrick et al. (54) ont été confirmées
par Gupta et al. (45) qui ont étudié la stabilité de la composante cogueluche
des vaceins DTC préparée au moyen de diverdes méthodes d'inactivation (chaleur,
formaldéhyde, glutaraldéhyde, thiomersal ou traitement par l'acétone). Les
épreuves de stabilité pratiquées aprés le stockage de vaccins entre 4°C et 89C,
4 259C et 35°C (Figure 5) pendant 90 jours n’ont fait apparaitre aucune
différence dans la stabilité des vaccins anticoquelucheux attribuée aux agents
d'inactivation utilisés dans la production des préparatiens anticoguelucheuses,
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L'étude de Gupta montre les problémes rencontrés dans les études portant sur
les vaccins anticoquelucheux, 3 saveir la faible reproductibilité des
evaluations de 1'activité de ces vaccins et les différences de vitesse de |
sédimentation des vaccins préparés selon le méme procédé. L'activité initiale
des vaccins préparés au moyen de diverses méthodes d'inactivation variait '
considérablement; les vaccins inactivés par le thiomersal (TIP) ayant l’dctivité
la plus élevée et les vaceins traités par l'acétone (non représentés a la
Figure 5 ) ayant une activité inférieure & la concentration normalisée. On
notera que les différences observées quant aux diverses vitesses de
sedimentation indiquées A4 la Figure 5 sont négligeables en raison de la
variablilicé des épreuves.

Figure 4.
Activité (en % de la valeur initiale) de la suspension en vrac de vaccin
anticoguelucheux et de la composzante cogueluche du vaccin DTG,
stockées de un & huit ans & 4°C. Selon Csizer et al. (25, 26)
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3.4, Souches de B pertussis

Les dommeées relatives & 1'influence des diverses souches de B.pertussis sur
la stabilité du wvaccin anticoquelucheux sont rares. Des vaccins préparés &'
partir de six souches différentes de B.pertussis ont révéléd une stabilité
variable, mais les chiffres n’‘étaient pas assez significatifs pour que 1'on
puisse faire une nette distinction entre souches stables et souches instables,
Toutefois, dans une souche qui a donné un vacein doté d’'une plus grande
stabilité, l'action du facteur favorisant la leucocytose (LPF) et du facteur
sensibilisant 1'histamine (HSF) s'est exercée plus longtemps que dans des
vaccing préparés avec d'autres souches (20).
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3.5, Influepce du copservateur et de 1'add vant

On savait depuis les études anciennes effectuées par Edsall et al. (29) et
Pittman (91) qu’une baisse sensible de l'activité de la compogante coqueluche du

vacein DTC-polic tétravalent (Tétracoq) risque de se produire si 1'on utilise le
chlorure de benzéthonium comme conservateur.

Figure 5.
Activité de la composante coqueluche de vacecins DTC stockés a 35°C.

La composante coqueluche a été inactivée au moven de la chaleur (HIP), du
formadéhyde (FIP), du glutaraldéhyde (GIP) et du thiomersal (TIPF)
Selon Gupta et al. (45)
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Le chlorure de benzéthonium (CB) a été introduit comme conservateur pout
remplacer le merthiolate quand il est apparu que ce dernier inactivait la
composante peoliovirus du vaccin tétravalent. Le CB est un composé ammoniacal
quaternaire qui agit probablement en se fixant sur les sites A4 charge négative
de la surface cellulaire des micro-organismes de B pexrtussis.
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Olson et al. (83) ont confirmé que le vaccin anticoquelucheux conservé par
le CB érait inactivé pendant le stockage. Le vaccin conservé par le CBE et stocke
pendant 18 semaines 4 37°C n'a montré aucune activité protectrice mesurable chez
la souris (Tableau 4). Cependant, on pourrait réduire 1'effet nuisible dd au
traitement par le GB en traitant le vaccin anticoguelucheux avec des sels
d’aluminium, de calcium ou de magnésium ou par la choline ou la D-lysine avant
d’ajouter le CB. On a suggéré que ces substances étaient capables d'empécher
1’absorption du CB sur les cellules de la coqueluche, ce qui stabilise par
conséquent les antigénes protecteurs ainsi que le détermine l'épreuve de
protection de la szouris,

Tableau 4. Activité de vaccins anticoquelucheux contenant divers
conservateurs et stockés a 37°C
Selon Olson et al. (83)

Activité en Ul/ml

Conservateur Nombre de semaines de stockage & 37°C
0 ] 10 16 42
Merthiolate 4,6 2,1 2,1 - PA
Chlerure de 3
Benzéthonium 4,7 2,8 0,8 PA PA
(CB)

CB + chlorure .
de caleium 3,6 3,6 3,0 3,6 3,3
CB + phosph.

d'aluminium 4,3 8,5 3,8 - 3,4 ¢
CBR + sulfate f
de magnésium 7,1 2,8 2,8 1,9 0,9

Choline - 4.4 2,3 . 2,2

PA = Protection absente -

Van Ramshorst et van Wesel (92) ont étudié la stabilité de toutes les
compeosantes des vaccins DTC-pello tétravalents, conservés par le CB et le
phénoxy-2 éthanol et le formaldéhyde. Les taux de perte d'activité de la
composante coqueluche des vaccins conservés par le CB et le phénoxy-2 éthancl
n'étaient pas fondamentalement différents des taux observés pour les vaccins
conservés par le merthioclate., Il est possible que le phosphate d’aluminium
présent dans le vacein quadruple hellandais atténue 1'effet délétére du chlorure
de benzéthonium.
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4. VACCIN BCG

Plusieurs facteurs compliquent la normalisation et les études relatlves au
vaceln BCG, notamment

1. le nombre des différentes souches dérivées (souches filles) utilisées
pour la production des wvaccins;

2. les différences dans les méthodes de fabrication et de contréle
appliquées par les fabricants de vaccins:

3. la teneur bactériemne et le nombre de particules cultivables, qui ne
sont pas Ildentiques pour les divers produits; et

&, 1*'absence d'une technique de laboratoire éprouvée pour mesurer le
pouvoir protecteur des vaccins contre 1'infection tuberculeuse chez 1'homme.

Pour le contréle de la qualité lot par lot, 1'examen de la viabilité du
vacein, qui se fait en déterminant le nombre de particules cultivables (PC) par
déncmbrement des colonies sur milieu solide, comstitue 1'épreuve la plus
importante. Cette épreuve de viabilité revét également une importance capitale
pour l'évaluation de la stabilité du BCG stocké dans des conditions variables,

Le BCG est le premier vaccin du PEV pour lequel des normes OMS de
thermostabilité ont été fixées (110). On doit contrdler la stabilité a la
chaleur de chaque lot de vaccin BCG en lui faisant subixr une épreuve de
dégradation accélérée. Le nombre de PC dans le vaccin incubé & 379C pendant
28 jours ne devra pas étre inférieur de plus de 20% par rapport au nhombre de PC
du vaccin conservé a 4°C (113).

4.1. Effet de 1a tempéfature sur la viabjlité du vaccin BCG

Le BCG, conservé gu réfripérateur & des températures inférieures i 89C, est
relativement stable. On peut estimer & environ 10% la perte annuelle de
viabilité & cette température (38, 120), opinion s’appuyant sur le fait que la
viabilité a diminué d'enviromn 20% (38) au cours de deuy années de stockage a
49C. Cependant, il a été signalé que certains vaccins peuvent perdre jusqu’a
20% - 25% de leur viabilité d’'origine aprés 6 mois de stockage seulement (102).
La plupart des fabricants donne une période de validité d’'un an pour ume
conversation au réfrigérateur & des températures inférieures a 89C.

Conservés & 13°C - 15°C pendant deux mois, les vaccins BCG n'ont subi qu'une
lépgére perte de viabilité, mais cette perte atteignait environ 20% 4 la fin de
9 mois de ztockage (18). La viabilité diminuait d’'environ 10% par mois si les
vaccins étalent exposés 4 une température de 18°C (120).
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A température ambiante (22°C - 25°C), certalns vacecins BCG peuvent perdre
d'un tiers & un cinquiéme de leur viabjlité d'origine au bout de 3 mois de’
stockage (18). Avec des températures plus élevées (30°C ou 379C), 1la dégradation
se¢ déclenche trés rapidement et le taux de diminution des PC est plus grand a la
Phase initiale qu'au cours des derniéres phases de l'exposition (Tableau 3) et
Sekhuis et al, (96). On ignore si ce taux de dégradation précoce serait aussi
fort si 1l'on répétait 1'exposition & des températures élevées. o

Tableau 5. Baisse de la viabilité de quatre vaccins BCG stockés
4 30°9C et 37°C pendant 36 semaines
D'aprés des donmées tirées de Bunch Christensen (18)

Taux de perte d'activité par jour en % de la valeur d'originé a
30°¢ 37°¢C
Vaceins
Durée du stockage en =zemaines
0 -9 10 - 36 0 -4 6 - 36
Japanese 0,5 0,1 0,8 0,2
Glaxo 0,9 0,2 2,1 0,1
Dakar 1,0 0,2 2,3 0,1
Danish 0,8 0,2 1,9 0,2

La perte quotidienne de viabilité des vaccins conservés pendant quelques
semaines & 37°C allait de 1% & 2% (11, 16, 18, 120).

La dégradation du vaccin BCG est trés rapide a des températures dépassént
379C. La viabilité peut &tre diminuée de moitié aprés une exposition & 70°9C
pendant 30 minutes ou de 80% aprés 5 minutes d’'ébullition (42).

L'exposzition du vaccin BCG & dez températures élevées aboutit manifestement
4 une baisse du nombre des PC, proportionnelle au niveau de température et & la
durée de l'exposition. Il est cependant difficile de déterminer une limite de
dégradation thermique acceptable pour le vaccin faute de connaitre la dose
optimale de ce dernier. Les résultats d'un certain nombre d'études donment 2
penser que les vaccins dont la viabilité a diminué de 40% & 60% & la suite d'une
exposition de 2 & 4 semaines A& des températures élevées demeuraient capables,
administrés & des enfants d‘ége scolaire, de susciter une véaction & la -
tuberculine et des lésions vaccinales qui ne se distinguaient pas de celle#
produites par des vaccins témoins conservés au réfrigérateur (16, 120). Un'
stockage prolongé & des températures élevées affectent le vaccin BCG en e
diminuant l1‘allergie postvaccinale et la taille de la lésion vaccinale (16).
L'interprétation de ces résultats n’est pas chose aisée, car 1'hypersensibilité
retardée a la tuberculine et les nodules au point d’inoculation, qui sont les
marques caractéristiques des réponses cellulaires spécifiques, ne sont pas en
rapport avec la protection.
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On pose souvent la question de savoir =i le vaccin BCG peut &tre conservé en
dessous de 0°C. On pourrait supposer que des cycles répétés de congélation et de
décongélation seralent susceptibles de nuire au vaccin en raison de la
recristallisation de 1'humidité résiduelle. Les données expérimentales mne
corroborent pas une telle hypothése. Le stockage & -20°C ou -30°C ou des eycles
répétés de congélation et de décongélation (jusqu'a 10 cycles) ne semblent pas
affecter la viabilité des vaccins BCG (18, 42).

Tableau 6. Viabilité et thermostabilité de 10 vaccins BCG
Selon tuposi (63)

Nbre initial| Viabilité au bout de FPerte quotidienne de

de PC 28 j. de stockage &4 37°C |viabilité en % (durée
Vaccins lOﬁ/ml du stockage analysée)
PCx108/m1 |% par rapport
4 l'origine

Japanese
Glaxo

USSR
Connaught
Dakar
Bilthoven
Copenhagen
Mérieux

Ins, Pasteur
Prague

61
54
51

3
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18
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Toutes les souches de BCG disponibles, distribuées dans le monde entier,
sont issues de la méme souche produite par Calmette il v a plus de 65 ans. La
longue période de survie de la souche d'origine par transferts sur milieux de
culture a abouti A4 dez différences essentielles chez les souches filles.

Les souches sont généralement classées en souches "fortes", telles que la
souche frangaise 1173-P2 (Pasteur) ou la souche danoise 1331 (Copenhagen), ou en
souches "faibles" comme la souche japonaise 172, la souche brésilienne Moreau ou
la souche britannjique 1077 (Glaxo). Cette distinction repose essentiellement sur
les caractéristiques de croissance, la virulence résiduelle chez 1’animal et la
réactogénicité chez l'enfant. Des études récentes fournissent quelques indices
suggérant que ces différences peuvent étre lides & la teneur en antigénes
lipidiques de surface et aux protéines sécrétées par ces souches (1).




WHO/EPI/GEN/89 .8
Page 21 :

Il existe des différences dans la thermostabilité du vacecin BCG Préparé a
partir de diverses souches secondaires (Figure 6). A toutes les températures
d'essai, les taux de dégradation étajent le plus faibles pour le wvaccin japonais
et le plus forts pour les vaccins Dakar et Glaxo, le vacein danois occupant une
place Intermédiaire. S5i le =tockage se prolonge, les différences entre leg
vaccing s'atténuent (Tableau 5). D'autres études montrent egalement des
différences dans la stabilité des divers vaccins BCG (Tableau 6, et Gheorghiu et
Lagrange (41), Sekhuis et al. (96). s

Figure 6.Viabilité de quatre vaccins BCG stockés pendant 36 semaines
4 différentes températures
Selon Bunch Christensen (18)
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4.3. Prészentation des vaccins BCG

Les vaccins BCG nécessitent des précautions spéciales afin d'assurer une
stabilité suffisante, A cet égard, la lyophilisation, un stabilisant efficace et

la fermeture adéquate du récipient contenant le vaccin sont les mestres les plus
importantes,

On a observé une meilleure stabilité & 49C et 37°C et une viabilité initiale
plus forte (c.-a-d., de meilleurs taux de survie aprés lyophilisation) aprés

changement de la composition du stabilisant et amélioration de la méthode de
dessiccation (38).
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Actuellement, l'utilisation d'ampoules scellées sous vide est la pratique la
plus courante. Mais si le scellement sous vide accroit la stabilité du vacecin,
1l implique une technique de fabrication délicate; le scellement en présence de
gaz inerte est plus simple. Il n'y a pas eu de différences entre les vaccins BCG
scellés sous vide ou en présence d’'azote ou d'acide carbeonique, a4 4°C comme
4 379C (38, 60). Dans une autre étude, toutefois, le nombre de germes vivants
contenus dans le vaccin scellé sous atmosphére gazeuse (azote) a diminué plus
rapidement que pour le vaccin scellé sous vide (16). Un vaccin BCG scellé en
présence d'argon semblait avoir une moins bonne stabilité & 379C que le vaccin
scellé sous vide (42).

On a constaté que les vaccins BCG contenus dans des flacons fermés PAT un
bouchon en caoutchouc ont une stabilité moindre que ceux conservés dans des
ampoules (63, 96). Un autre inconvénient de ces flacons, c'est que les
utilisateurs sont tentés de conserver le vaccin reconstitué (104).

4.4, Effet de la lumiére sur la stabilité du vaccin BCG

Les vaccins BCG lyophilisés, indépendamment de la souche secondaire utilisée
pour leur fabrication, sont sensibles aux rayons ultraviolets et & la lumiére
fluorescente, et devraient étre conditionnés en ampoules & faible transmission
(verre jaune) et protégés de la lumiére au moment de leur utilisation {(61).

4.5. Stabilité dy vaccin reconstitué

Le vaccin BCG reconstitué est fort instable et devrait étre utilisé
rapidement au cours d'une séance de vaccination (5 & 6 heures) ., Le vaccin
restant sera jeté 4 la fin de la séance. Ces précautions s’appuient sur les deux
préoccupations suivantes :

1. le risque de contamination, car le vaccin BCG, contrairement A tous les
autres vaccins, ne contient aucun agent bactériostatique et

2, la perte d'activité (31).
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5. VACCINS ANTIROQUGECLEUX, ANTIQURLIEN ET ANTIRUBEOLEUX

5.1. Vagein antivougeoleux
5.1.1. Vacein lyophilisé

Ces derniéres années, on a fait des progrés sensibles pour améliorer la
thermostabilité du vaccin antirougeoleux. La mise au point d'un stabilisant
efficace (43, 72, 87) et la formulation de normes OMS relatives a4 la ‘
thermostabilité du vaccin antirougeoleux lyophilisé (112 et Figure 7) ont 'eu un
retentissement considérable sur la qualité des vaccins antirougeoleux désormals

disponibles sur le marché,

Les vaccins de "premiére génération" expozés pendant une semaine a 37°C
perdaient de 0,7 logip & 2 logyp unités (5, 21, 23, 43, 75, 87). En 1979 les
résultats d'une étude comparative de la thermustabllxté des vaceins
antirougecleux provenant de différents fabricants ont montré que sur
6 fabriecants, deux seulement produlszsaient des vacecins dotés d’une résistance
acerue 4 la chaleur (30). L'activité de la plupart des vaccins est tombée au-
dessous de la valeur minimale (1 000 DICT5n ou UFP* par dose humaine) au bout de

quelques jours seulement & 37°9C (33). N

)

Figure 7
Normes de 1'OMS relatives & la stabilité du vaccin antirougeoleux lyophilisé
Selon Comité OMS d'experts de la standardisation biologique (112)
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Stockage A 37°C

La dégradation thermique des vaccins antirougeoleux de "seconde génératlon"
est bien plus lente (Figures 8, et 4, 70). A une température comprise entre 29¢

et 89C, ces vaccins améliorés conservent une activité minimale pendant plus de

deux années (&, 72),

#UFP = Unitée formatrice de plage (unité infectante)




WHO/EPT/GEN/89. 8
Page 24

On peut distinguer deux éléments dans le processus de dégradation du
antirougeoleux i des températures élevées

- un premier élément, la baisse rapide du titre qui semble accentuée
températures élevées, mais apparait inopérante au-dessous de 20°C, et
- un second élément caractérisé par un taux de dégradation plus lent

On peut espérer que les vaccins de seconde génération perdront moins
0,3 logip de titre infectant pendant une semaine d'exposition &4 37°C, si
prend en compte ces deux éléments (Tableau 7). Le taux de dégradation da
second élément est faible et ne dépasse pas 0,1 logip par semaine (23).

A 41°C, le processus de dégradation est rapide et se traduit par une baisse
du titre de 50% en 1'espace de deux jours et de 0,4 - 0,7 logip en une semaine
(36, 87). La demi-vie des vaccins antirougeoleux de seconde génération (c.-a-d.,
la période durant laquelle le vaccin perd la moitié de son titre initial) est
estimée 4 31 jours, 16,6 jours et 3,3 jours & 20 - 259C, a 379C et 41°C,
respectivement (6).

Figure 8
Résultats des épreuves de stabilité accélérées & trols températures pour
un vacein de premiére génération (a) et un vaccin de seconde génération (b).
La valeur pour les vaccins non exposés est indiquée par un astérizque
Selon Allison et al. (4) et Mannm et al. (70)
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A 45°C, 1'activité du vaccin & souche AIK-C diminue au taux de 0,22 logyp
DICTsp par jour, si bien qu’au bout d'une semaine de stockage A cette
température, le titre du vaccin avait chuté de 1,6 logyg DICTgqg (66).

Entre 549C et 56°C, le vaccin antirougeoleux est inasctivé rapidement,
perdant plus de 0,65 logip et 1 legjg pour un et trois jours d'expesition (72).
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Tableau 7. Baisse du titre infectant en logip par semaine pour des vaccins
antirougecleux lyophilisds stockés a 37°C
Selon Colinet & Peetermans (23) ‘

Baisse du pouveoir infectant en log)g par semaine
Vacein .
deux éléments deuxieme élément
A 0,25 0,09
B 0,23 0,11
C 0,13 0,10

La résistance accrue des vaccing antirougeoleux de seconde Eénération. a été
confirmée sur le terrain. Deux vaccins lyophilisés conservés pendant 7 jours &
379C ont gardé tous deux le titre minimal d’infectiosité et 1a capacité
d'induire une séroconversion chez tous les enfants &gés de 9-24 mois inclus dans
1'essai (47).

Pourtant, il subsiste des différences dans la stabilité des vaccins
antirougeoleux disponibles sur le marché. La Figure 9 permet de voir que, si
quatre vaccins fabriqués & partir de souches virales différentes satisfont’ aux
normes de 1'OMS relatives 4 la stabilité, un seul vaccin résiste durablement a
des températures élevées et peut étre désigné de vaccin de troisidme génédration.
le titre des trois autres vaccins est descendu au-dessous du niveau d'activicé
minimal au bout de 10 & 12 jours de stockage a 379C. ‘

Figure 9
Titres de virus mworbilleux pour quatre vaccins antiroupgeoleux préparés’
a partir de souches différentes et stockés a 379¢C :
1) - selon PEV (36); 2) - selon Manhalter et al. (67)
et 3) - selon McAleer et zl. (72)
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La stabilité des vaccins antirougeoleux préparés & partir des souches AIK-G
et CAM s'est révélée sensiblement différente. On a =ztabilisé le vaccin AIK-C au
moyen de 2% de gélatine hydrolysée, 5% de lactose, 5% de saccharose, 1,8x% de
d-sorbitel et 0,1 % de glutamate de sodium sur milieu 199, L'activité de ce
vacein a baissé de 0,5 logygp DICT5p au bout de deux semaines et de
1,1 logyg DICTgp aprés un stockage de 4 semaines & 37°C (66). Le taux de
dégradation moyen a été d'environ 0,04 logjp par jour a 379C,

Le vaccin CAM-70 a montré une dégradation plus rapide & 379C. I1 a perdu
0,76 logyp DICT5p aprés une semaine de stockage (103) et le taux de dégradation
moyen a &té de 0,11 logjp DICT5y par jour.

Les différences ohservées entre ces deux vaccins ne s'expliquent pas
simplement par les différentes souches de virus morbilleux utilisées pour leur
fabrication, Un autre vacecin, 1'AIK-C, préparé par un fabricant différent
semblajt avoir une thermostabilité semblable & celle du vacein CAM-70 et a perdu
0,1 logyp DICT5g par jour a 37oC.

Ces résultats suggérent que les différences de thermostabilité pour les
vaceins antirougeoleux ne sont pas liées & 1l'emploi de diverses souches de virus
morbilleux, mais plutdt aux divers stabilisants ajoutés avant lyophilisation.

5.1.2. Va reconstitueé

L'amélioration de la stabilité des vmccins antirougeoleux concerne des
vaccins a 1’état lyophilisé. Les vaccins antirougeoleux, méme ceux de "seconde
génération”, perdent rapidement de leur activité une fois reconstitués et
conservés i des températures dlevées.

Les vaccins antirougeoleux reconstitués, conservés & 4°C, gardent une
activité supérleure 4 1000 DICT5pn pendant au moins 24 heures, bien qu’ils
montrent une lente dégradation de 1'ordre de 0,015 logjg DICT5pn par heure (36).
Le stockage de ces vaccins pendant une heure a4 température ambiante ou a 37°C
&'est traduit par une baisse du titre d'environ 50% (Tableau 8). Une exposition
de six heures a 37°C a entrainé une baisse multiplide par dix du titre de virus.
Le vaceln reconstitué avec un diluant préchauffé & 41°C et incubé A cette
température perdra 0,3 et 1 logjp de son titre au bout d‘une demi-heure et de
3 heures respectivement (Tableau 8). La souche de virus ayant servi a la
préparation du vaccin et la nature du diluant utilisé pour sa reconstitution
semblent avoilr une influence négligeable sur la stabiliré.

L’expérience sur le terrain montre le danger de conserver, & température
ambiante, du vaccin reconstitué; il y a eu 92% de séroconversions parmi des
enfants séronégatifs vaceinés au moyen d'un vacecin reconstitué qui avalt été
conservé a 379C pendant 4 heures, mals seulement 78% de séroconversions parmi
ceux qui ont été vaceinés avec un vaccin reconstitué, conservé pendant six
heures 4 la méme température (47).

5.2. Vacecin a an

Les deux compozantes du vaccin antiecurlien lyephilisé bivalent ont une
stabilité identique a 4°C, 23°9C, 37°C et 45°C. A 37°C, le taux de dégradation
est d'environ 0,01 logjp par jour pour chacune d'elles. Les demi-vies sont
également semblables : 4.7 et 5,4 jours pour les composantes rougeole et
oreillons & 459C, 12 et 13 jours & 37°C, 71 et 65 jours a 23°C (24).
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Tableau 8. Thermostabilité des vaccins antirougecleux reconstitués '
avec diffévents diluants et exposés 4 des températures élevées

Selon (1) - PEV (36) & Peetermans et al. (87);
(2) - Cohen & Bos (21); (3) - PEV (36); (4) - Ikic et al. (49) .

Souche vaccinale virale
Schwarz 1) Moraten 2) Schwarz 1) |L-163)|g-z%)
Tempé- | Durée Reconstitution
rature| (h)
("G Eau 5% 1 mol| Ezu Saccha- 5% Eau |Eau Eau
dist. |ASH* [MgSo4|distil.|rose/gé-|ASH* |dist. |dist. {dist.
latine
Baisse du titre en logig
1/2 | 0,29 - - - - - - - -
1 0,50 - - - - - 0,55 | 0,69 -
41 2 0,72 - - - - - - - -
3 1,03 - - - - - 0,91 | 0,94 -
3 - - - - - - 1,20 | 1,55 -
7 - - - - - - 1,59 1,50 -
1 0,22 1 0,21 0,33] 0,1 0 0,1 1 0,35 { 0,33 -
2 - - - 0,4 0,50 0,3 - - -
37 3 0,41 | 0,45( 0,36 - - - 0,55 | 0,53 -
5 - - - - - - 0,73 1,45 -
6 0,81 11,0 | 0,87 2,0 1,1 1,3 - - -
7 - - - - - - 0,85 1,16 -
1 - - - - - - 0,29 | 0,23 -
3 - - - - - - 0,59 | 0,5 -
4 - - - - - - - - 0,11
25 5 - - - - - - 0,65 { 0,5 -
7 - - - - - - 0,59 | 0,59 -
12 - - - - - - 0,73 1 0,55 -
24 - - - - - - 0,85 | 0,9 0,71

* ASH = Albumine sérique humaine.
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La composante ocurlienne dans las vaceins oreillons-rubéole et rougeole-
oreillons-rubéole (ROR) montre des taux de dégradation comparables & ceux du
vaccin antiourlien monovalent lors d'expositions a 20°C - 56°C (72).

=.3. Vaccin antirubéoleux

Le vacein antirubéoleux monovalent lyophilisé, tout comme la compesante
rubéole des vaccins bivalents (rougeole-rubéole ou oreillons-rubéole) ou du
vaccin ROR trivalent, présentent de faibles taux de dégradation., 4 37°9C, la
baisse moyerme du titre allait de 0,046 a 0,109 logip DICT5p par semaine
d'exposition. Comparée & d’autres composantes de vaccins viraux associés, 11
semble que la composante rubéole soit la plus stable (72).
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6. VACCIN ANTIPOLIOMYELITIQUE

6.1. ¥acein polio oral

Le vacein polio oral (VPO) est le moins thermostable des vaccins du PEV. Des
technologies mises au point récemment se sont traduites par un élargissement
considérable des connaissances relatives aux aspects génétigues et structutels
du poliovirus (55). Les progrés des conmaissances fondamentales n'ont pas’encore
permis d'améliorer la stabilité du VPO, Les stabilisants actuellement
disponibles, tels certains sucres et le chlorure de magnésium, ne sont pas’
encore satisfaisants et des recherches complémentaires sont nécessaires pour
améliorer la résistance & la chaleur du VPO. :

On a besoin de plus d'informations sur le point de congélation du VPO, La
présence d'l mole de chlorure de magnésium (MgClo) comme stabilisant des ‘
préparations vaccinales fait tomber le point de congélation des suspensions
virales vaccinales & -11°9C, Les compartiments congélateurs des réfrigérateurs,
utilisés parfois pour la conservation du VPO, fonctionnent & des températures
d’environ -5°C. Cette température est supérieure au point de fusion du vadein et
ne garantit pas que le vaccin reste & 1'état szolide. o

Dans un congélateur ot les températures sont normalement inférieures a
-110C, les dégivrages répétés (en particulier dans les modéles & dégivrage
automatique), soumettent le virus du vaccin & des cycles de congélation/
décongélation. Certaines études ont montré qu’il n'y a pas de baisse
slgnificative du titre viral du VPO aprés avoir subi jusqu’'a 10 cycles de
congélation/décongélation (36, 37, 64, 98). Mais ces rapports ne précisent pas
la rapidité des congélations et des décongélations, la température & laquelle
les échantillons ont été soumis pendant chaque décongélation ou la longueur des
intervalles pendant lesquels le vacein a été maintenu & 1'état décongelé. Dans
ces études, on a mesuré le titre total pour le vaccin trivalent et 1’on ne
dispose d'aucune domnées concernmant la sensibilité spécifique pour chaque type
de poliovirus & des cycles de congélation/décongélation. Tous ces facteurs seont
de nature a influencer la survie des particules virales au cours des cycles de
congélation/décongélation (10).

6.1.1. Facteurs affectant la stabilité du VPO

La stabilité du VPO dépend de plusieurs facteurs, notamment des différences
possibles de sensibilité des types viraux, de la présence et de la nature du
stabilisant, du pH du vaccin et du récipient dans lequel le vaccin est
conserveé.

férenc de thermogensibilité des types viraux

On se sert du VPO trivalent dans la plupart des Programmes de vacceination.
Les divers types de poliovirus employés pour le triple vaccin différent quant a
leur taux de croissance. Le type IT a la croissance la plus prolifigque au cours
de la réplication intestinale, suivi par les types III et I. Le vaccin trivalent
devrait contenir les types I, II et III dansz la proportion de 10:1:3 pour
compenser ces différences de taux de crolssance (114). Des études se poursuivent
sur d'autres formulations du VPO (84).
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31 les trois types de virus ont une sensibilité différente & la chaleur, une
inactivation partielle par la chaleur se produisant lors d'une rupture de la
chaine du froid pourrait modifier 1'équilibre du vaccin en faveur du ou des
types résistants et Interférey avee la réplication du ou des types restants.

Mauler et Gruschkau (71) ont attiré l’attention sur la possibilité d’'une
thermostabilité différente parmi les types de poliovirus. Les résultats d'un
essai portant sur 30 lots de VPO du commerce, conservés a 2°C - 6°C, ont montré
que le type II est particuliérement stable, alors que le type I est le moins

stable. On & observé les mémes différences de stabilité aveec des vaccins
stockés & 25°C (Figure 10).

Ces observations n’ont pas été confirmées par d'autres auteurs qui ont testé
des vaceins VPO différents. D’aprés Peetermans et al. (86), le type I s'est
révélé plus stable que les types II et III. Le type I a accusé une baisse de
0,06 logjp seulement, au bout de 12 mois de stockage du VPO & 49C, chiffre a
rapprocher des balsses de 0,20 et 0,27 logyp respectivement, pour les types 11
et IIT. Les différences entre les divers types ne sont pas constantes et rien ne
milite nettement en faveur d'une plus grande résistance d'un type de virus
particulier quand les vacelns sont stockés 4 une température comprize enttre 20°C
et 259C et & 37°C (Tableau 9). Mirchamsy et al, n‘ont pu trouver aucune

différence entre les types de poliovirus conservés pendant 9 mois a +40C et
a -280C (79y,

Figure 10
Stabilité du vaccin polie oral trivalent stabilisé avec un
tampon peptoné et stocké a 2°9C - 6°C et & 259C
Selon Mauler & Gruschkau (71)
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Tableau 9. Comparaison de la stabilité de différents types de poliovirus
eXposés aux températures de 20°C - 259C et 379C ‘

Baisse du titre en log DICTgp/jour & la tempétature de
Référen-
Vacein 209¢ - 259¢ 37°¢ ces' bi-
bliocgra-
Type I II IIT I II ITI phiques
Stabilisé
par MgGly 0,026 0,024 0,02] 0,182 0,193 0,160
Stabilisé
par 1la 69
saccharose]| 0,043 0,064 0,040 0,220 0,302 0,214
B - - - 0,149 0,159 0,144
C - - - 0,151 0,129 0,136 65a
D - - - 0,207 0,171 0,150 ‘
E - - - 0,224 0,161 0,211

Nature du stabilisant

Des substances variées sont utilisées pour stabiliser les poliovirus
atténués : chlorure de magnésium, saccharose, tampons, lait et gélatine. Les
deux premiers stabilisants sont les plus souvent utilisés. o

Wallis et Melnick (107) ont signalé que les poliovirus étaient stabilisés
par l'addition de cations au milieu de suspension. En partieculier, lfaddition
d'une mole de chlorure de magnésium (MgCls) & des souches de poliovirus atténués
permettaient de stocker les vaccins 2 4°C pendant 2 mois ou & 259C pendant
25 jours sans qu’il y ait baisse significative du titre. Dans une autre étude,
Melnick et al. (73) ont constaté que les vaccins, stabilisés par le MgCls, puis
soumis 4 une exposition de 30°C pendant 21 jours, domnaient une réponse ;
impunitaire égale & celle de vaccins ordinaires maintenus a 1'état congelé et
décongelés juste avant administration. ‘

D'autres études ont montré que la saccharose a 35% - 50% &rait également
efficace pour stabiliser les poliovirus atténués. Perkins et Magrath (90) et
Magrath (65) ont conelu qu’aussi bien 1 mole de MgCly que la saccharose 4 50%
sont d'efficaces stabilisants, mais que pour réaliser une stabilite virale
waximale, il était nécessaire de prévenir 1’ augmentation de pH qui se produit
avec la perte de COp dans le récipient. '

Les deux stabilisants sont utilisés par de nombreux fabricants. A un
symposium sur la stabilité des vaccins qui s'est tenu & Zagreb en 1976, on est
parvenu 4 la conclusion que la saccharose apparaissait aussi efficace que le
MgCly pour certains vaccins. On a souligné également la meilleure acceptabilité
de la saccharose par les enfants, due & son golt sucré, par opposition au golt
amer du MgCla.
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Actuellement, la plupart des vaccins polio oraux disponibles sur le marché
sont stabilisés avec le chlorure de magnésium, bien gqu’un certain nombre de
fabricants produisent des vaccins polio stabilisés par la saccharose. Des études
plus récentes semblent montrer une efficacité du chlorure de magnésium
supérieure & celle de la saccharose pour augmenter la thermostabilité du VPO. Le
taux de perte d'activité pour les trois types de vaccin monovalent est plus
grand pour les vaccins stabilisés avec la saccharose ou une solution tampen que
pour les vaccins stabilisés avec le chlorure de magnésium lorsque ces vaccins
sont maintenus 8 jours 4 37°C ou 29 jours a 25°C (Figure 11).

Les dormées sur la stabilité de deux vaceins provemant d'un fabricant
mentrent que le vaccin stabilisé par le chlorure de magnésium est plus stable
que le vaccin stabilisé avec la saccharose i des températures inférieures
4 37°C (tableau 10), Cette meilleure stabilisation par le chlorure de magnésium
a épalement été observée par un autre fabricant (79).

L'atelier sur la thermostabilité des vaccins qui s’est tenu & Washington en
Avril 1987 est arrivé 4 la conclusion que 1'utiliszation systématique de chlorure
de magnésium permettrait d'accroitre la stabilité du VPO et de réduire a un
pinimum la dépendance &4 1'égard de la chaine du froid (50). Toutefois, la
saccharose tamponnée & un pH ajusté avec soin peut se révéler &galement un
stabilisant efficace, puisque le pH joue un réle important dans la stabilisation
du vacein antipoliomyélitique (voir ci-dessous).

On peut =ussi stabiliser le poliovirus pour éviter son inactivation par la
chaleur en ajoutant des acides gras et des composés voisins. L'incubation du
poliovirus Sabin type I en présence d'acide myristique pendant 30 minutes & 459C
2 gbouti 4 une diminution de 19% du pouvoir infectant, tandis que 1'incubation
du poliovirus en l'absence du méme acide s'est traduit par une baisse de 99% du
pouvelr infectant (28). On a également observé cette thermostabilisation quand
le poliovirus est étuvé en présence d'autres acides gras : acides hexanoique,
octanoique ou palmitique. La présence de ces stabilisants pendant le chauffage
peut prévenir des modifications de la structure de la capside qui rendent le
virus non infectieux.

v du pH 4 sions virales

Melnick et Wallis ont montré en 1963 1'importance des valeurs du pH pour
maintenir la stablilité du VPO (74). Ils ont démontré que les valeurs de pH
augmentaient pour tous les vaccins éprouvés, cette augmentation étant bien plus
marquée pour les flacons a4 fermeture non hermétique que pour ceux scellés
hermétiquement. Les vaccins ayant un pH initial de 6,0 - 6,4 contenus dans des
flacons & fermeture hermétique n’ont manifesté aucune baisse sensible de leur
pouvoir infectant au bout de 20 jours & des températures de 25°C & 28°C: a la
fin de 1'observation, la baisse du titre n'était que de 0,1 - 0,2 logig
(Tableau 11). Les échantillons contenus dans les flacons ne fermant pas
hermétiquement ont perdu rapidement de leur pouvoir infectant, baisse
manifestement due & 1'augmentation du pH.
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Figure 11
Perte d'activité du VPO monovalent stabilisé par le chlorure de mapnésium,
une solution tampon et la saccharose, et stocké & 37°C et 259C.
Les valeurs b désignent la baisse du titre par jour
(coefficients de régression pour les lignes de régression)
Selon Mann et al. (68)
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Mauler et Grushkau (71), qui ont étudié les vaccins antipoliomyélitiques
monovalents ayant un pH compris entre 5,5 et 8,0, ont fait des observations
identiques. Au bout de 3 jours a 379C, les plus fortes diminutions ont éré
constatées avec les chiffres extrémes de PH, 5,5 et 8,0 (Figure 12). Les vaccins
antipoliomyélitiques étaient remarquablement stables avec un pH allant de 6,5
4 7,2,

Les vacecins peuvent &tre maintenus dans les limites de ce pH en prévenant la
perte d'acide carbonique dans le vaccin eontenant du bicarbonate, en réduisant 2
un minimum la colonne 4'air se trouvant asu-dessus du vaccin et en répartissant
le vaccin dans des récipients fermant hermétiquement (8).
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Tableau 10. Baisses moyernmes du titre viral total et demi-vie de
vaccins polio oraux stabilisés par la saccharose et le chlorure
de magnésium et stockés i diverses températures,

Selon Peeterman=s et al. (88)

Température Unité Saccharose Chlorure de magnésium
de stockage| de temps
en 9C Baisse titre#|Demi - vie*|Baisse titre*|Demi - vie
4 mois 0,11 6 0,02 20
20 - 25 jour 0,03 12 0,01 23,1
37 jour 0,15 1,9 0,16 1,8
45 jour - - 0,861 0,6

* par unité de temps indiquée

Tableau 11. Valeurs du pH et diminution du titre du VPO type I
stabilisé par le MgCly et stocké pendant 20 jours a 25°C - 289C
Selon Melnick & Wallis (74)

valeurs pH/baisse titre infectant en logig (UFP/ml)**
Vacein réparti

en récipients

stockage pendant
pH initial+*

1 jour 10 jours 20 jours
5,0 5,8 5,8/0,3 5,8/0.,8
fermant 6,0 6,5 6,7/0,0 6,5/0,1
hermétiquement 6,4 6,8 6,8/0,0 6,92/0,2
7,0 7.4 7,5/1,0 7,.5/1.4

A fermeture non
hermétique 6.4 7,8 7,9/0,8 7,8/1,5

* Le vaccin polio oral type I a été mélangé & un volume égal de 2 moles de MgClsy
et les niveaux de pH ont été ajustés comme indiqué ci-dessus. Les niveaux de
pH ont été recontrdlés aprés 1, 10 et 20 jours,

%% Vaccins dilués de fagon a contenir initialement 107 UFF/ml
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dpar on_du vacci & divers récipiepts f

On estime que le verre est le meilleur matériau pour fabriquer des *
récipients pour vaceins (8). Sur deux vaccins stabilisés par le MgClz, celui
réparti en flacons et fermés au moyen d’un bouchon en caoutchouc est apparu plus
stable que l'autre vacecin réparti en petites bouteilles de polyéthyléne. Le
troisiéme vaccin distribué dans des récipients en nylon et fermés par un bouchon
vissable possédait une stabilité intermédisire {Tableau 12). o

Figure 12
Effet de différentes valeurs de pH sur la stabilité de poliovirus
atténués & 379C pendant trois jours Selon Mauler & Gruschkau (71)

2

Baisze du titre an log DIC‘Im.le
L
\\\\\\\\:=
205%
1 prY3N
il

whO  axn

4 H

] 1 1 T
55 8.0 6.5 7.0 7.5 8.0
Valeurs du pH

Récemment, un fabricant a préparé des vaccins polio répartis en tubes ﬂé
polyéthyléne basse densité, un flacon-doseur d'utilisation faecile &tant prévu
pour les vaccinations de masse. Les épreuves de stabilité ont eté pratiquées sur
des vaccins monovalents répartis en récipients en verre et en polyéthyléne et
stockés 14 jours a 26°C et 8 mois 4 5°C, Il n'y a pas eu de différence évidente
en ce qul concerne la stabilité du vaccin polic oral réparti en flacons et en
tubes plastiques (Tableau 13). ‘

6.1.2. BStabilité générale des vaccins polio

On a généralement contrdlé la stabilité du vacein pelio trivalent en
établissant la teneur totale en virus vivants pour les trols sérotypes (17, 36,
79, B6, 98). Cette pratique privilégie la teneur en virus du type I et risque de
négliger les modifications survenant dans la teneur pour les types II et III a
la suite d'une exposition 2 des températures élevées (10).
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Puisqu'il existe une relation étroite entre la température de stockage et la
survie du poliovirus, les fabricants recommandent des dates limites
d'utilisation différentes pour le VPO stocké a diverses températures, La plupart
des fabricants indiquent deux températures de stockage : (1) une période de
4 ans maximum pour les vaccins stockés dans un congélateur a basses températures
(-20°C ou moins), et (2) une période de 6 &4 12 mois pour les vacelns conservés
au réfrigérateur & des températures de 0°C & 89¢, Les agents de santé éprouvent
quelques difficultés & respecter les diverses dates de péremption, I1 arrive
parfols qu'un vaceln, stocké pendant des mois au congélateur, puis au
réfrigérateur, soit encore valide sur la fol de la date limite d'utilisation qui
figure sur le paquet destiné A un stockage au congélateur.

Tableau 12. Influence du récipient sur la stabilité
du vaccin polio oral
Selon Magrath (65)

Baisse (logig) titre
Stabi- (& la température de

lizant

Volume Dose
vaccin Par
{ml) flacon

Récipient Fermeture

4-10°¢C 21°¢

flacons
verre 10 ml

bouchon
caoutchouc 1,5 10

0,02/

MgCls semalne 0,4/mois

bouteilles
polyéthy-
léne 5 ml

bouchon
plastique
vissable

MgCla

0,10/
semaine

0,74 par
mols

réciplents
nylon
1,5 ml

bouchon
vissable

saccha-
rose a
50%

0,04/

semalne

0,48 par
mols

Quand la distribution et 1'administration du VPO ne sont pas imminentes, le
PEV recommande son stockage & une température inférieure & -15°C pendant 8 mois
au maximum & 1'échelon central et 3 mois a 1’échelon régional. Des congélateurs
fiables sont généralement disponibles & ces niveaux. Sur le terrain, ou le
risque d'une rupture grave de la chaine du froid est élevé et ol l'on dispose de
moins de congélateurs, le VPO sera conservé le moins longtemps possible au
niveau des centres de santé (jusqu'’a un mois) 3 la température du réfrigérateur
(0%C 4 8°C). On peut aussi transporter le vaccin a la température du
réfrigérateur, mais pendant une péricde ne dépassant pas une semaine (35, 62).
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Tableau 13. Baisse du titre de vaccins polio monovalents répartis en flacons
verre et tubes plastique et stockés & 5°C pendant 8 mois et & 269C -

pendant 14 jours.

Selon des informations Provenant directement du fabricant (935)

Durée et type type baissze du titre par unité de temps
température duo de de
récipient récipient virus en DICTgq
P4 mois
1 2,1 0,010
B mois flacons 2 5,9 0,035
a verre 3 8,9 0,066
59C
tubes 1 6,5 0,040
plastique 2 7.4 0,049
3 7.4 0,049
par jour
1 3,0 0,017 o
14 jours flacons 2 5,5 0,045 K
a verre 3 5,4 0,044
26°C
tubes 1 4,2 0,027
plastique 2 4,2 0,028
3 3,9 0,024

Le mieux serait d'avoir une seule date limite d'utilisation pour éviter les

problémes liés au stockage du VPO. L'Unité des produ
1'0MS s’attache actuellement A résoudre ce probléme

fabricants,

its biologiques au siége de
, en collaboration avec ' les

Les résultats de l'épreuve de dégradation accélérée suggerent que le vacein
polio-oral garde som titre initial
2 jours a 31°C (36).

pendant 7 & 14 jours & 26°C et pendant

11 existe environ une différence multiplide par 10 dans la baisse moyenne du
titre par jour quand on expose le vacein & des températures de 22°C a 26°C, par
rapport & ce que l'on observe i une température de 37°C. On estime la baisse du
titre a 0,01 - 0,04 logjp et 0,10 - 0,20 logyp, respectivement (36, 72, 88,

98).
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Partant de ces taux de dégradation, un vaccin contenant au total 6,15 logyp
virus perdra la meoitié de son activité pendant deux jours d’exposition & 37°C ou
20 jours & 229C - 26°C. Ceci correspond bien aux observations antérieures faites
par Melnick et Wallis (74) et Perkins et Magrath (90), qui avalent estimé que le
vaccin polio garde une activité minimale pendant 3 jours a 37°C et pendant 14 &
21 jours a 25°C - 28°C.

Toutefois, Mann et al., (68), gqui ont étudié récemment 10 vacecins polio
trivalents du commerce, ont ohbservé des demi- vies plus courtes, de 1'ordre de
1 &2 jours & 379C et de 5 & 11 jours a 250C,

A des températures dépassant 37°C, la dégradation du vaccin polio survient
rapidement. A 41°C, les vaccins perdent environ la moitié de leur activité
chaque jour (36), alors qu'a 50°C un vacein perd 0,1 logjp en une heure (17). La
demi-vie de ce vacein serait alors de 3 heures.

L'Unité des produits bieclogiques au siége de 1'OMS travaille &
1'établissement d’'une norme OMS relative & la thermostabilité du vacein
pelio (L16). Une telle norme pourrait avoir un effet positif sur la stabilité du
vacein polie, semblable & celui résultant de la création, en 1981, de la norme
relative au vaccin antirougeoleux.

6.2. Vaccip polio inactivé (VPI)

Certains traitements sont connus pour détruire la capacité du poliovirus a
produire des anticorps neutralisants, notamment les trois qui suivent : la
chaleur, la lyophilisation et l'addition de merthiolate (thiomersal). Comme nous
1’avons dit plus haut (paragraphe 3.6), la composante polio du guadruple vacein
DTC-polio n'est pas stable quand on utilise le merthiclate comme conservateur.
Beale & Ungar (15) ount mis en évidence une chute rapide de 1'activité de
l'antigeéne pollie dans un vaccin tétravalent conservé par le merthiolate - et
1'acide édétique sodique - et stocké & 4°C. Un autre lot de vaccins tétravalents
sans thiomersal, maisz contenant la moitié de la quantité d'acide édétique
sodique, s'est montré stable pendant une durée supérieure & un an.

I1 semble qu’il existe des différences dans la thermostabilité des divers
types de poliovirus inactivés, le type I étant le plus vulnérable. En l'absence
de tout conservateur, la composante type I du vaccin polio trivalent se
degrade lentement aprés deux ans de stockage A 4°C, tandis que les deux autres
types demeurent efficaces pendant 20 ans., La teneur en antigéme-D pour le type I
a baissé sensiblement au bout de 20 jours a 24°C et est devenue indécelable
aprés exposition & 329C durant la méme période. On n’'a observé aucun changement
significatif de la valeur en antigéne-D pour le type II avec 1'une ou 1'autre de
ces températures, alors que le type I11 est resté stable pendant 20 jours a
249C, mais a décliné sensiblement a 32°C (80),
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Les trois types de VPI ont montré qu’'ils gardaient une activité
satisfaisante si on les incorporait 3 des vaccins assoclés et les stockait a 49¢
pendant une durée de un i plus de & ans, C'est le cas du vaccin DT-polio adsorbé
sur de l'hydrate d'alumine, conservé par du chlorure de benzéthonium (80}, et du
vacein DTC-polio adsorbé sur du phosphate d’aluminium sans ajouter aucun
¢onservateur, sinon le phénoxyéthancl et le formaldéhyde (92). Un =tockage
prelongé s'est traduit par une baisse du pouvoir antigénique, en particulier
pour la composante du type I (80).

A 37°C, la teneur en antigéne-D de la composante poliomyélite du quadfﬁple
vacein diminue au cours du stockage, mais l'activité est conservée ep grande
partie aprés 8 semaines. Le type III semble &tre la composante la plus
stable (92),
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7. STABILITE D'AUTRES VACCINS

7.1. Vaecins viraux

7.1.1. Vacein contre ]'hépatite B : Deux types de vaccin sont disponibles sur
le marché : un vaeccin dérivé du plasma et un vaccin preoduit par recombinaison
génétique. Tous deux sont adsorbés sur des sels d'aluminium et, comme pour
d'autres vaccins qui contiennent un adjuvant, il faut éviter de les congeler.
Leur point de congélation se situe 4 environ - 0,5°C.

A des températures comprises entre 2°C et 8°C, il semble que le vaccin
contre l'hépatite B solt stable pendant de nombreuses années., On n'a pas é&tabli
la limite supérieure de sa durée de conservation,

Un vaccin antihépatite B dérivé de la levure (Engerix-B, Smith Kline
Biologicals) semble étre un produit relativement stable aux températures
€levées. Le fabricant estime que le vaccin est stable pendant 30 jours
a 20°C - 25°C, pendant une semaine & 37°C et pendant 3 jours & 45°C. La période
bioclogique calculée pour ces trois températures est de 9 mois, 31 Jours et
13 jours (informations fournies directement par le fabricant).

I1 n'y a pas eu de différence dans les réponses immunes chez des personnes
en bonne santé ayant regu un vacein recombinant chauffé a 37°C pendant une
semaine et un vaccin témoin conservé a 4°C; la répartition des anticorps et la
moyenne geéométrique de leur titre étalent identiques pour les deux groupes.

Dans 1l’ensemble, 1'incidence, la gravité et les types de symptomes étalent
semblables chez les personnes ayant regu l'un ou l'autre des vaccins: il n'a été
slgnalé aucune réaction indésirable grave (53).

Un vaccin d'un autre fabricant peut résister a4 des températures dépassant
30°C pendant 5 heures au maximum (77).

On a besoin d'informations complémentaires sur la stabilité comparative de
différents vaccins ancihépatite B.

7.1.2. Vac contre 1la {J] e jaune

lLa stabilité médiocre des premiers vaccins antiamarils a été précccupante.
La plupart de ces vaccins perdaient de leur activité durant une période de
stockage de & mois a -209C ou 5°C, et, soumis & des températures élevées, ils se
deégradaient trés rapidement (93a). Les recherches entreptrises dans un certain
nombre de laboratoires ont révélé que des milieux stabilisants, tels que le
lactose, le sorbiteol, l’histidine et 1'alanine, amélioraient considérablement la
thermostabjilité du vacein 17D lyophilisé (12, 13) et que lfon pouvait utiliser
avec succés, dans les différentes conditions de terrain, des vaccins stabilisés
(39, 94). La mise au point d'une formulation plus stable du vaccin antiamaril a
permiz la fabrication d'un produit dont la durée de conservation 4 une
température de -209C ou de 4°C peut étre prolongée jusqu’'a ? ans. La demi-vie du
pouvolx infectant du vacecin est estimée A environ 10 mois A4 température
ambiante, de 10 & 20 jours & 37°C et environ 2 jours a 46°C (19, 37). La
différence de stabilité du vaccin - anciemnne ou nouvelle formulation - est
résumée & la Figure 13. Le vacein stabilisé montre une baisse identique du titre
quand 1l est maintenu en permanence & 37°C et quand 1l est soumis & des cycles
répétés de 37°C et 4°C (3A7),
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Cependant, les vaccins actuellement disponibles sur le marché, présentent
une stabilicé fort variable. Une étude collective entreprige avec la
collaboration de 12 fabricants de vaccins antiamarils 17D (108) a montré une
stabilité accusant une forte amplitude parmi les vaceins stockés a 37°C pendant
32 jours (Figure 14). Les résultats de 1’étude indiquent que certains vaccins
contenalent encore au moins 1 000 unités infectantes aprés 14 jours
d'exposition, alors que d'autres vaccine avalent perdu la majeure partie de leur
activité aprés une exposition de 1 & 5 jours,

L'OMS a ¢€tabli une norme de thermostabilité applicable au vaccin contre la
fiévre jaune : le vaccin doit conserver 1000 DLgp pour la souris, ou son
équivalent en unités formatrices de plages, par dose humaine, et la baisse
moyerme du titre doit &tre inférieure & 1 log aprés une exposition &4 37°C
pendant 2 semaines (115). On espére que la mnorme applicable &4 la stsbilité
aura pour effet, comme ce fut le cas pour le vaccin antirougeoleux, de produire
des vaccins antiamarils plus stables.

Figure 13 :
Diminution du pouveir infectant de vaccins viraux antiamarils lyophilisés,
stabilisés et non stabilisés, conservés & 46°C rendant 4 jours '
Selon Burfoot et al. (19)
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Aprés reconstitution, le vaccin stabilisé perd sa résistance & la chaleur.
Conservé dans un bain de glace & une température ambiante de 37°C, le vaccin
peut rester assez stable pendant 3 heures (baisse du titre d’environ 5% pat
heure), mais sa dilution a 37°C aboutit a une inactivation rapide du titre:
viral, avec disparition compléte de l'activité en moins d’une heure {99)., Un
autre vaccin antiamaril stabilisé a perdu prés de la moitié de son pouvoir
infectant au bout de 90 minutes environ & 36°C et 45 minutes & 46°C (19).
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CRITERE B

Balsse du t1tre wiral []ugm DLsUfﬁuse} apres 19 Jours dfetuvage a 37°C

Parmi plusieurs diluants, dont 1l'eau distillée, un soluté salin, une
solution tampon, la gélatine et la peptone, l'eau distillée s'est révélée le
plus efficace pour maintenir le titre viral d'un vaccin pendant 3 heures aprés

Figure 14
Classement des vaccins antiamarils 17D en fonction
de la norme de thermostabilité envisagée
Selon OMS (108)
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7.1.3. Vacein contre la ragae

Chaque année, de nombreuses doses de vaccin Semple et d’autres vaccins
antirabiques produits en tissu nerveux sont distribudes dans les pays en
développement & titre de prophylaxie antirabique aprés exposition. Le wvaccin
Semple est susceptible de provoquer des accidents paralytiques ou autres effets
secondaires faAcheux et s5a duréde de congervation, 4 1'état liquide, est courte
(quelques moiz) & 4°C (2). ‘

Le vacein produit en cerveau de souriceau & la mamelle {SEM), largement
utilisé en Amérique latine, est plus stable que le vacein Semple. Conservé & 4°C
pendant une année, le vaccin garde une activité minimale acceptable, bien que la
perte d'activité moyemnne soit estimée & environ 42%, Le stockage 4 25°C pendant
un mois n’'a provoqué aucune détérioration entrainant une baisse d'activité qui
soit inférieure au niveau minimal, mais le vaccin a perdu de son activité a la
suite d'un stockage & 37°C pendant moins d’un mois (27). Les wvaccins SEM sont
plus stables & 1'état lyophilisé que liquide, mais l'humidité résiduelle est un
facteur critique pour leur stabilité (27). ‘

Le vaccin antirabique lyophilisé, actuellement recommandé, produit en
cultures de cellules diploides humaines (HDCSV), conservé i 4°C, bénéficie d’une
durée de conservation bien plus grande que les vaccins obtenus a partir de: tissu
nerveur et est capable de résister A& un stockage d'un mois & 37°C sans perte
d'activité shservable chez la souris (B2). Le vaccin HDCSV, expédié, transporté
et stocké 4 des températures allant de 26°C a 36°C, pendant une période de
11 semaines, a suscité la méme réponse immunitaire chez des volontaires
pakistanais appartenant au corps médical que les vaccins transportés et
conservés 4 2°C - 13°C (81).

7.2, Yaceins bactériens
7.2.1. Vae antiméninrococeique osidique

L' immuinogénicité du vaccin antiméningococeique est liée 4 la taille des
molécules des antipénes protecteurs - les polyosides des groupes A et €. Plus le
poids moléculaire est élevé, plus forte est la réponse immunitaire. Les
antigénes polyosidiques se dépolymérisent facilement et leur masse moléculaire
relative diminue quand ils sont exposés A des températures ambiantes, L'étude du
degré de polymérisation est par conséquent utile pour évaluer tant ‘

1’ immunogénicité que la thermostabilité du vaccin.

Le lactose, utilizé comme solvant pour la lyophilisation, a montré qu’il
protégeait les antigénes antiméningococciques polyosidiques contre la ’
dépolymérisation thermique (105, 111). Les vaccins antiméningococciques
stabilisés peuvent, 3 1'dtat sec, &tre conservés aux températures du
réfrigérateur pendant deux ans (9, 9a).
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Le vaccin polyosidique du groupe A n'a pas &été affecté par sa conservation &
température ambiante (20 - 25°C) pendant 12 jours ou & 35°C pendant 3 jours
(92). Le vacein des groupes A + C d'un fabricant, conservé & 22°C pendant
18 mois, a présenté une trés faible dépolymérisation ;: & 45°C, 1a composante du
groupe A a atteint un seuil critique de dépolymérisation aprés 4 semaines,
tandis que la composante du groupe C est restée stable pendant 8 & 10 semaines a
cette température (9).

On a signalé qu’'un vaccin reconstitué avec un diluant contenant du phénol i
la concentration de 0,25% restait stable si on le maintenait & -20°C pendant
2 mois ou & 4°C pendant 4 semaines, a 25°C pendant 2 semaines ou 37°C pendant
4 jours (9).

En deépit de sa relative stabilité, le vaccin reconstitué sera conservé aux
températures du réfrigérateur et jeté si on ne l'utilise pas le jour méme ot il
a été reconstitué (111).

Certaines caractéristiques propres a4 la stabilité daes vaccins cl-dessus,
conservés & 37°C, sont résumés au tableau 14,

71.2.2, accin tichoelérjgue a4 cellules entier

Les vaceins anticholériques non adsorbés, inactivés par la chaleur et
conservés par le thiomersal, demeurent actifs lors de l'épreuve de protection de
la souris & une température de 37°C pendant 1 semaine (composante du sérogroupe
Inaba) 4 3 semalnes (composante Ogawa). Ni la composante Ogawa nl la composante
Inaba du vaccin anticholérique adsorbé sur de 1'hydroxyde d‘alumine n’ont montré
une baisse sensible d’activité aprés 4 semaines de stockage & 37°C (52).

Un stockage prolongé, 4 des températures élevées, de vaccins
anticholériques - inactivés et conservés par le phénol - s'est traduit par une
réduction nette de 1'activité chez la souris; aprés une ammée de stockage
a 20°C - 25°C et 37°C, la détérioration moyenne de 1'activité était voisine de
60% et 92% respectivement (44).

Des données sur la stabilité des vaccins anticholériques & sous-unités font
défaut dans la littérature.

7.2.3. Va contre typhoide

Les vaccins antityphoidiques & cellules entiéres, inactivés par l'acétone ou
selon une méthode associant chaleur et phénol, semblent étre plus
thermosensibles que les vaccins anticholériques fluides (52), A 37°C, la perte
d'activité, contrxblée au moyen de 1'épreuve de protection de la souris, a &té
considérable au cours de la premiére semaine d'exposition, mais plus faible
ensuite.




WHO/EPI/GEN/89 .8
Page 45

Tableau 14. Stabilité de vaccins non pris en compte par le PEV

Stabilité & 37°C

Vaceins Forme |[Perte d'activité estim. par|Vaccin stable |Références

pendant bibliogra-
heure jour (demi-vie) phiques
Antiméningo. L* - - 4 semaines ;
pelyosidigque 9
4+ C R#&% 4 jours ‘
Antirabique
produit 3
partir de
souches de L . - 4 semainesg 8l
cellules !
diploides= o
humaines
Antihépatite Information
B obtenu & R - environ 2% 1 semaine |communiquée
partir de (31 jours) |directement
levure par le
fabricant

certains sont

stables durant

14 jours, pour

dfautres,

L _ - 3 - 5% l'activite

Fievre jaune descend en 19, 37, 108

dessous du mi-

nimum aprés

1 -5 jours .
(10-20 jours) e

R 50 - 100% . trés Instable

¥ L - vacein lyophilisé
*#%*R - wvaccin reconstitué ou liquide
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B. CONCLUSIONS

Un s'est efforcé, dans ce document, d’'évaluer la perte d'activité de divers
vaccing conservés A des températures élevées. Un résumé des informations
disponibles sur les vaccine du PEV se trouve au tableau 15, qul présente des
données relatives aux diverses températures de stockage, et au tableau 16 ou
figurent les taux estimatifs de dégradation des vaccins du PEV exposés 4 37°C,

La stabilité des vaceins du PEV est fort wvariable. En fonction de leur
résistance & un stockage & 37°C, on peut les classer en vaccins stables
(anatoxines) et instables (vaccin antirougeoleux reconstitué ou vacecin polio
oral) (Tableau 16). Les données présentées montrent que certains vaccing peuvent
résister 4 de longues périodes d'exposition sans perte d'activité Importante. La
résistance élevée de 1'anatoxine tétanique 2 la chaleur peut, par exenple,
Justifier des études sur l'utilisation de ce vaccin en 1’absence de tout moyen
de réfrigération. L'anatoxine tétanique, exposée a4 la chaleur pendant de bréves
périodes, pourrait conserver un titre satisfaisant lors de son utilisation dans
le cadre du systéme avancé qui délivre la vaccination antitétanique aux femmes
en dge de procréer, dans les régions ou la chaine du froid ne peut étre
maintenue,

Cependant, toute exposition &4 des températures élevées entraine une
dégradation du vaccin, méme si 1’activité restante est encore supérieure au
niveau considéré comme exercant une action immunisante minimale. En outre,
chaque exposition & une température ambiante exerce un effet réducteur gumulatif
sur l'activité du vacein : au niveau des postes de santé périphériques, les
vaceins ne pourront résister aux températures mentionnées dans la présente étude
sl leur activité a déja été compromise par des défaillances antérieures de la
chaine du froid. Les données présentées dans cette étude peuvent offrir, aux
responsables de programme et aux magasiniers exergant & 1'échelon central et de
province, un certain nombre d'indications qui leur permettront de prendre les
décizions correctes 4 propos des vaccing exposés & des températures élevées,

Tous les vaccins devraient étre systématiquement stockés aux températures
recommandées par les fabricants et les programmes natiopaux. La chaine du froid
imaginée pour la conservation des vaccins demeure un élément extrémement
vulnérable des programmes de vaccination dans les pays en développement & climat
tropical. Les pays développés & climat tempéré mne sont pas & 1'abri de problémes
de ce genre. Dans tous les pays, seules l'existence de systémes de
réfrigération, la surveillance des températures et la tenue de fiches de
contrble permettront d’'assurer que chaque flacon de vaccin est conservé dans des
conditions appropriées jusqu’au moment de son utilisation et qu'il est utilisé
avant la date limite d'utilisation figurant sur l'étiquette.

La thermostabilité du vaccin polio oral est un domaine oil la recherche doit
gse poursuivre en priorité. Ce vacein est le plus sensible de la famille des
vaceing du PEV et c'est lul qui, par conséquent, fixe les normes applicables &
la chaine du froid. Toute amélioration de ce vaccin influera sur le colt et
1'efficacité des programmes de vaccination dans les pays & climat tropical.
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Tableau 15. Stabilité des vaccins du PEV & diverses températures

Vacein

Température de

stockage en °C

22 - 25

a5 - 37

Plus de 37

Anatoxines
diphtérique et
tétanique (vac-
cins monova-
lents ou &lé-
ments de vac-
cins mssociés)

Stable pendant
3 -7 ans

Stable pendant
des mois

Stable pendant
au moins
6 cemaines

Stable pendant
2 gemaines a

45°C, perte d'
activité aprés
quelques jours
% 53°C et apres
quelques h a
60 - £5°¢C

Vaccin
coqueluche

Stockage sans
danger pendant
18 & 24 mois,
mais diminution
lente et cons-
tante de 1’ac-
tivité

Stabilité wvari-
abhle. Certains
vaccins sont
stables pendant
deux, semaines

Stabilité wvari-
able. Certains
vaceins perdent
20% de leur ac-
tivité apré=
une semaine de
stockage

A 457G, perte
dfactivitcé de
10% environ

par jour, per-
te d'activite
rapide a;50°c

BCG
lyophilisé

Stable pendant
une année

Stabilité wvari-
able. 20-30% de
perte de germes
viables au bout
de 3 mois de
stockage

Stabilité vari-
able, 20% de
perte de germes
viables au bout
de 3-14 jours
de stockage

Instahle. 50%
de perte aprés
30 minutes 4’
exposition &
70°C

i

BCG
teconstitué

Le BCG reconstitué ne doit pas étre utilizé pendant plus d'une
séance de vaccination (5-6 heures). Cette recommandation se

fonde sur deux raisons ; 1) le risque de contamination, car le
BCG ne contient pas d'agent bactériostatique, et 2) le risque

de perte d'acti

icé,

Vacecin
antirougeoleux
lyophilisé

Stable pendant
deux ans

Conserve une
activité satis-
faisante (demi-
vie) pendant un
mois

Consarve
activitcé
faisante
au foins
semaine

une
satis-
durant
une

Perte d'aecti-
vité de 50%
aprés 2 -3
jours d'expo-
sition a 41°C.
A 34°C, perte
d’activité de
BO% aprés un
jour d'expo-
sition
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Page 53

Tableau 15. Stabilité des wvaccins du PEV & diverses températures (guite)

Température de stockage en °C
Vaccin
0 - 8 22 - 25 35 - 37 Plus de 37
Perte d'acti-
Conserve une Conserve une vité de 50%
Vaccin Stable pendant|activité satis-jactivité satis-|aprés 2 -3
antirougeoleux deux ans faisante (demi-|faisante durant|jours d'expo-
lyvophilisé vie) pendant un|au moins une sition & 41°C,
mois semaine A 54°C, perte
d'activité de
B0% aprés un
jour d'expo-
gition
Ingtable. Instable. Perte|Trés instable. |Inactivation
Vacein Devrait étre de 50% au bout jLe titre peut en l'espace
antirougeoleux [utilisé pendant|d’une heure. étre au-dessous|d’'une heure
reconstitué |une méme sdance|Perte de 70% du niveau ac-
de vaccination |aprés 3 heures [ceptable aprés
2 - 7 heures
Stable pendant |Instable. Perte|Tras instable. |Trés instable.
6 - 12 mois [de 50% au bout |Le titre peut |A 41°C, perte
de 20 jours. devenir insa- |de 50% au bout
Vacein Certains vac- tisfaisant au |d'une journée.
polio oral cins peuvent bout de 1 &4 3 |A 50°C, le ti-
CONServer un Jours tre peut deve-
titre satisfai- nir insatis-
sant pendant faisant au
1 &4 2 semaines bout de 1 4 3
heures
Perte de 1’'an-
tigéne-D aprés
20 jours pour
Vaccin Balsse de la |certains vac- Mangue de
polio inactivé |Stable pendant |teneur en anti-|cins de type I,| données
1l -4 ans géne-D pour le |mais pas de précises
type I au bout |perte impor-
de 20 jours tante pour d’
autres aprés 4
semaines
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Tableau 16. Stabilité des vaccins du PEV & 37°C

Stabilité a 37°C

Perte d'activité (%)

Vacein estimée par Durée de stabiliteé Références bi-
du vaccin bliographiques
heure jour ‘
Anatoxines
tétanique et ca -1 au moins 6 semaines 58, 59, 92,101
diphtérique -
Vacein 0,1-3 pour | Teneur en antigéne-D
polio . les types inchangée pendant 80, 92
inactivé IT et III, plusieurs jours
0,5-5 pour
le type I
Vacein BGG Perte de permes viables
lyophilisé - 1-6 égale & 20% au bout de (18, 63
3-14 joursz d'exposition
Vaccin anti- Perte de 50% aprés une |34, 45, 58,
coquelucheux . 1-6 semaine d’'exposition 02, 93 '
Vacein anti- Conserve une activité :
rougeoleux - 2-5 minimale pendant une 23, 36, 87
lyophiliseé semajine au moins, mais g

perd 20% et 50% d'acti-
vité gu bout de 1 &2 4

et de 2 4 6 jours d'ex-
position respectivement

Reconstitué 10-50% . Tras instable, perte
de 50% au bout de 1 &
3 heures d'exposition

Vacecin polio Instable, perte de 20% o
oral vivant . 20-50 et 50% aprés 1 et 2 36, 88, 98
Jours d'exposition
respectivement
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